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Oz: Bu galismada kiiltiire alinmis olan L. garvieae izolatlar1 Triptic Soy Agar (TSA) ve miktar1 (20ml) ile ayn1 gevresel sartlarda (7,4
pH, 21°C, 24 saat) inkiibe edilmistir. izolatlarin identifikasyonlar1 Real-Time PCR ile 16S rRNA gen bélgesine spesifik primer assay ile teyit
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon periyodunun ardindan 10ml’lik Triptic Soy Broth (TSB) besiyerinde gelisen izolatlar 600 nm dalga boyunda
1.0 Optik Dansite (OD)’ye esitlenmistir. Farkli gruplardan DNA izolasyonlari; sivi besiyerinde kaynatma, kat1 besiyerinde (Egit OD) kaynatma,
2 farkh ticari kit kullanilarak manuel izolasyon ve otomatik izolasyon robotu olmak iizere toplam 5 farkli metotla gerceklestirilmistir. izole
edilen DNA’larin ve gergeklestirilen Real-Time PZR isleminin ardindan izolasyon robotu ile elde edilen sonuglarda DNA kalitesinin en iyi
oldugu, bunu takiben ticari kitler, sivi besiyeri izolasyonu ve kati besiyeri izolasyonlar1 oldugu goriilmiistiir. Real-Time PZR grafiginde, ¢aligma
gruplart arasindaki tekerriirler i¢erisinde en bilyiik sapma sivi besiyeri izolasyonu ve ticari kit izolasyonunda g6zlenmistir.

Anahtar sozciikler: DNA izolasyonu, spektrofotometrik dl¢iim, Real-Time PZR, balik hastaliklari, L. garvieae.

Determination of Concentration Differences Between Bacterial DNAs Obtained
by Using Different Methods

Abstract: In this study, cultured L. garvieae isolates were incubated with Triptych soy agar (TSA) and amount (20ml) under the same
environmental conditions (7.4 pH, 21°C, 24 hours). ldentifications of the isolates were confirmed by Real-Time PCR and 16S rRNA gene region
specific primer assay. After a 24 hour incubation period, the isolates produced in 10 ml Triptych soy broth (TSB) were adjusted to 1.0 optical
density (OD) density at 600 nm wavelength. Total DNAs were made by boiling in liquid media, boiling in solid medium (equal OD), manual
isolation using 2 different commercial kits and automatic isolation robot. Following the Real-Time PCR with the DNAs obtained, the results
obtained with the isolation robot were the best in DNA quality, followed by commercial Kits, liquid medium isolation and solid medium
isolation. In the Real-Time PCR graph, the largest deviation between the working groups was seen in the isolation of the liquid medium and the
isolation of the commercial kit.

Keywords: DNA isolation, spectrophotometric measurement, Real-Time PCR, fish diseases, L. garvieae.

422


https://doi.org/10.35229/jaes.626493
https://doi.org/10.35229/jaes.626493
https://orcid.org/0000-0003-0058-5232
https://orcid.org/0000-0003-0058-52
https://orcid.org/0000-0003-0452-4533
https://orcid.org/0000-0003-0452-4533
https://orcid.org/0000-0002-7326-1768
https://orcid.org/0000-0002-7326-176

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Y1l:4, Sayi:3, (422-427) 2019

GIRIS

Su driinleri ve diger bakteriyel c¢aligmalarin
yiritildigi alanlarda DNA temelli molekiiler diizeyde
mikrobiyolojik ¢alismalar siklikla gergeklestirilmektedir
(Balta & Dengiz Balta, 2017). Su iirlinleri yetistiriciliginde
en Onemli kayiplar patojen ve non-patojen kaynakli
hastaliklardan kaynaklanmaktadir. Bakteriyel hastaliklar
icerisinde ise Tiirkiye’de en sik karsilasilan hastalik
etkenlerinin baginda Lactococcus garvieae (Balta & Dengiz
Balta, 2019) ve Yersinia ruckeri (Balta vd., 2016)
gelmektedir. Bu c¢aligmalarin temel basamagmi, DNA
izolasyonu olusturmakta ve qPCR c¢aligmalarinda DNA
miktarlar1 da 6nem arz etmektedir (Turner vd., 2004).
Molekiiler genetik arastirmalarm ilk adimi DNA’nin saf
olarak elde edilmesidir. DNA’nin elde edilmesi hiicre zarmnm
eritilmesi, proteinlerin pargalanarak ortamdan
uzaklastirilmast ve DNA’nin ¢oktiiriilerek saflagtirilmasi gibi
baslica adimlar1 igermektedir. Hiicre zari, lipit yapisinda
oldugundan hiicre zarmi eritmek igin g¢esitli anyonik
deterjanlar kullanilmaktadir (Bozkaya, 2012). Niikleik asit
dizi analizi teknolojilerinin de gelismesi ile mikroorganizma
cesitliligi ve miktar 6lgiimleri baglanmistir. Bu ¢alismalarda
en 6nemli basamaklar arasinda numunenin uygun sartlarda
toplanmasi, transferi, saklanmasi ve yine uygun kosullarda
dizileme islemlerine hazir hale getirilmesi gelmektedir
(Koroglu, 2017). DNA, hiicrenin ydnetici molekiilidiir ve
beslenme, solunum, fiireme gibi canlhilik faaliyetlerini
yonetmektedir. DNA'nin yapisinda bulunan genler ile kalitsal
bilgiler tasmmmaktadir. DNA’nin izolasyonunda farkl
metotlarin kullanilmasi izole edilen DNA’nin konsantrasyon,
miktar ve kalitesinde de farkliliklar meydana getirmektedir.
Oyle ki; Tiim fiksatifler DNA’ya bir miktar zarar
vermektedir. Ozellikle pikrik asit igeren fiksatifler ve yiiksek
konsantrasyonlu DNA’y1  pargalamaktadirlar.
Formalinle ideal fiksasyon siiresi 12-36 saattir (Un vd.,
2000). DNA izolasyonunda basamaklar; hiicre
pargalamasi, proteinlerin uzaklastirilmasi DNA’nin
presipite edilmesidir (Giiler, 2018). Bu ¢alismada giliniimiizde
su iriinleri alanindaki bakteriyel DNA izolasyonu amaciyla
kullanilan metotlardan bazilarmmn ayni bakteri tiirii, miktar1
ve yogunlugunda hazirlanan siispansiyonlar ile aynit miktar
ve besiyerlerinde  geligimleri
yontemlerin  kiyaslanmasi
amaclanmistir. Calisma sonucglar1 kalite, konsantrasyon,
zaman dereceleri agisindan

asitler

temel
ve

ortam  Ozelliklerindeki

tamamlandiktan sonra farkli
ve ekonomiklik

degerlendirilmistir.
MATERYAL ve METOT

Bu ¢alisma, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 06.03.2018 tarih ve
27552122-604.01.02-E.17309 sayili karariyla alinan ¢aligma
izni gergeklestirilmistir.  Caligmanin

ile laboratuvar
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basamaklar1 Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Su Uriinleri
Fakiiltesi, Hastalik Laboratuvari ile Biyoteknoloji Uygulama
ve Arastrma Merkez Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistir.
Calismada kullanilan bakteriler kiiltiire alinmis L. garvieae
izolatlarmdan temin edilmistir. izolatlar, TSA besiyerinde 21
°C’de 24 saat inkiibasyon periyodu sonrast koloni morfolojisi
yoniinden incelenmiglerdir (Austin & Austin, 1999).
Inkiibasyon periyodu sonrasmnda gelisen bakterilerin
molekiiler identifikasyonlar1 SyberGreen tabanli Real-Time
PCR ile gergeklestirilmistir. L. garvieae spesifik primer assay
ile gergeklestirilen PCR protokoliinde 95°C de 10 dk on
denatiirasyonu takiben ve 94 °C 30 sn 60°C’de 20 sn ve
72°C’de 30 sn uzama islemi 45 kez tekrarlanmigtir. PCR
islemi 72°C’de 7dk son uzama islemi ile sonlandirilmistir
(Hoseinifar vd., 2017).

Bakterilerin Fenotipik Ozelliklerinin Belirlenmesi:
Calismada kullanilan izolatlarmm fenotipik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla API Rapid ID 32 Strep (Biomerieux)
kiti kullanilmigtir. McFarland 4 yogunlugunda (Balta vd.,
2010) siispansiyon medium igerisinde bakteri konsantrasyonu
hazirlanmasinin ardindan kit igerisinde yer alan her bir
reaktife ait kuyulara 55 ul olarak dagitilmistir. 37 °C’de 18
saat inkiibasyon periyodunun ardindan API okuma tablosuna
(Biomerieux) gore sonuglar iiretici firmanm talimatlari
dogrultusunda gergeklestirilmistir (Balta, 2016).

Farkli  yontemler DNA  izolasyonlarinin
gergeklestirilmesi: Kaynatma yontemi (sivi besiyeri); Sivi
besiyerinde On-zenginlestirme Orneginden 1 ml alinarak
mikrosantrifiij tiipinde 10 dk siireyle 14.000 rpm de santrifiij
yapilmistir. Hiicrelerin ¢okmesiyle iistte kalan sivi atilmustir.

ile

Pelet iizerine 200 pl steril saf su eklenip karistirilmistir. Tiip
5 dakika 14.000 rpm de santrifiij edilerek iistteki sivi
dikkatlice atilmustir. Pelet’in tizerine 100 pl steril saf su
eklenip karigtirilmigtir. ~ Siispansiyon -20°C’de 10 dk
dondurulup ¢ozdiiriildiikten sonra 10 dk 100°C sicaklikta
inkiibe edildikten sonra hizlica buz {izerine bekletilmistir. 5
dk 14.000 rpm de santrifiij edilerek iistteki sivi dikkatlice
alinip yeni bir tiipe aktarilmistir (Ewers vd., 2004).

Kaynatma yontemi (kat1 besiyeri); TSA besiyerinde
gelisen taze kiiltiir kolonilerden 1 6ze dolusu alinip 100 pl
steril suda siispanse edilmistir. Siispansiyon -20°C’de 10 dk
dondurulup ¢6zdiiriildiikten sonra 100°C de 10 dk kaynatilip
14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kalip
DNA olarak kullanilmistir (Wang vd., 2009).

Ticari kitler kullanilarak manuel DNA izolasyonu;
Caligmada iki farkli kit kullanilarak ayn1 bakteri kolonisinden
aynt yogunluk miktar1 ile genomik DNA izolasyonlari
gerceklestirilmistir. Optimize edilen metot kisaca; 600nm’de
1.0 OD bakteri siispansiyonu ayarlanmistir. 6500 rpm’de 10
dk santriftij edilip siipernatant atilmistir. Dipte kalan pelete
180 pl lysis buffer eklenip, siispanse edilmis ve 37°C’de 30
dk inkiibe edilmistir. 200 pl lysis soliisyonu ve 20 pl
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Proteinaz K eklenip karistirilmistir. Ardindan, 56 °C’de
termomixer ile belirli araliklarla karigtirilarak inkiibe
edilmigtir. 20 pl RNase A siiliisyonu eklenip oda sicakliginda
10 dk inkiibe edilmistir. 400 ul %50’lik etanol eklenmis ve
vortexlenmistir. DNA saflagtirma kolonu yerlestirilmis olan
toplama tiipiiniin igerisine lizat transfer edilmistir. Spin kolon
7800 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. 500 pl yikama
tamponu I eklenip, 1 dk 10400 rpm’de santrifiij edilmistir.
500 wl yikama tamponu II eklenip 3 dk maksimum hizda
(>15000 rpm) santriflij edilmistir. 100 pl eliisyon tamponu
eklenip oda sicakliginda 2 dk bekletildikten sonra 10400
rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir (Onalan & Arabaci, 2016).

Otomatik izolasyon robotu ile DNA izolasyonu;
Farkli iki ticari kit kullanilarak otomatize DNA-RNA-Protein
izolasyon robotu ile ayni miktar bakterilere ait DNA
izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Cihaz tam otomatik olarak
bakteri peletinden Eliisyon miktarlari 100 ul olacak sekilde
izolasyon gergeklestirilmistir (Onalan, 2019).

Yontemler arast farkliliklarin belirlenmesi: 5 farkli
metot ile ayni miktar ve ayni sartlarda elde edilen, ayni
elisyon oranindaki DNA’larin konsantrasyon ve saflik
oranlar1 degerlendirilmistir. Elde edilen sayisal veriler
Graphpad yaziliminda grafiksel olarak yorumlanmustir.
Sonuglar ekonomiklik, zaman ve konsantrasyon agismdan
degerlendirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Mikrobiyolojik sonuclar: Calismada kullanilan L.
garvieae izolatlar1 TSA besiyerinde 21 °C’de 24 saat
inkiibasyon siiresinin ardindan 0.1 mm ¢apinda krem renkli
diizgiin kenarli koloniler gdzlenmistir. Izolatlarm Gram
pozitif, katalaz-oksidaz negatif ve hareketsiz olduklari
gOrilmiistiir.

Biyokimyasal test sonuglari: APl Rapid ID 32 Strep
test sonuglarinda goére ¢alismada kullanilan bakteri
izolatlarmm %91 oraninda L. garvieae benzerligi
gozlenmistir. API goriintiisii (Sekil 1) ve test sonuclari
(Tablo 1) asagida verilmistir.

Q

w b =\

;o ® « © ®® o
& 0 'HM2M3 +«Ms 6 7 sHWMe AMB Cc D E F A
g 2 3 s
e ce® .
3 > .
t; DH BGLU BGAR|BGUR oGAL PAL | RIB_ MAN SOR|LAC TRE RAFI uar oart| coex | B @
3 APPA BGAL| PyrA BNAG GTA | HIP GLYG PUL | MAL MEL MLz e omanl URe 1)

Sekil 1. L. garvieae’nin API Rapid 32 Strep 1nkubasyon sonrast
gorintiisi.

Tablo 1. L. garvieae izolatlarinin biyokimyasal test sonuglari

Test Sonu¢ Test Sonu¢ Test Sonu¢ Test Sonu¢
ADH + SOR - BNAG SAC +
bGLU + LAC + GTA LARA -
bGAR - TRE + HIP DARL -
bGUR RAF GLYG MBDG +
AGAL VP + PUL TAG +
PAL APPA + MAL + BMAN -

RIB - BGAL MEL CDEX +
MAN + PYRA + MLZ URE
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Spektrofotometrik ve qcT-PCR sonuclari. TSB
besiyerinde gelisen izolatlar gruplandirilmak iizere 600nm’de
0.6 OD yogunluga esitlenmistir. Spektrofotometrede kor
olarak TSB besiyeri kullanilmistir. Calisma gruplari sirasiyla
1; Kat1 besiyerinde gelisen bakteri kolonilerinden (600nm’de
OD:06) kaynatma yontemi ile DNA izolasyonu, 2; Sivi
besiyerinde gelisen bakterilerin (600nm’de OD:06) kaynatma
yontemi ile DNA izolasyonu, 3- 4; iki farkl ticari kit ile
manuel DNA izolasyonu, 5; Otomatik izolasyon robotu
kullanilarak DNA izolasyonu seklinde gergeklestirilmistir.
Elde edilen DNA’larin nanospektrofotometrik (Thermo)
olarak 260/280nm dalga boylarinda olgiilen absorbans
degerleri tiim Orneklerde 1.8 ile 1.9 arasinda oldugu
goriilmiistiir. Real-Time PCR cihaz1 ile qctPCR degerleri
kullanilarak elde edile DNA yogunluklari ise sirasi ile
izolasyon robotu, manuel kit, sivi besiyeri ve kati
besiyerinden izolasyon seklinde gerceklestigi gézlenmistir
(Sekil 2).

A
B
2.0- 20
—_—
<]
1.5- > 154 ]
2 s
@ -
q S 104
§ 1.0 E
< £
0.5+ 5 5
o
0.0- T T 0- T T
o @ S\ b\ -\\, \o -"\ .‘\
{\'l"‘ i F @.Q*‘ $° _\*e.o . \*ﬁvﬁ
P & & & & Qé’ ‘bo?
AR & @ o
& ¢ e S
N N W &
&£ £ &
L 4 N
Sekil 2. Farkli metotlar ile izole edilen DNA’larmn

nanospektrofotometrik (A) ve PCR konsantrasyon (B) degerleri.

Real-Time PCR sonuclarr: 1zole edilen DNA’lar
ile gercgeklestirilen Real-Time PCR grafiginde izolasyon
robotu ile elde edilen DNA’larin konsantrasyon fazlaligindan
kaynaklanan en erken qCt verdigi ve tekerriirlerin eslenigi
oldugu goriilmiistiir. Bunu takiben, ticari kit izolasyonu ve
stv1 kat1 besiyeri izolasyonlar1 sonrasi elde edilen sonuglar
takip ettigi gozlenmistir. Tekerriirler arasinda en biiyiik
sapma degeri ise ticari kit ve siv1 besiyeri ile elde edilen PCR
sonucundan elde edilmistir. Izole edilen DNA’lar ile
gerceklestirilen PCR goriintiisii asagida verilmistir (Sekil 3).

Real-Time PCR islemi sonucunda elde edilen grafige
gore tekerriir gruplart ve farkli ticari kitler ile gergeklestirilen
tekerriir gruplarmin sagmoidal egrilerinin ag¢1 farklarinin anlamsiz
degerde oldugu (<0,01) goriilmiistir. Real-Time PCR islemi
sonrasinda izolasyon robotu ile elde edilen sonuglarda DNA
kalitesinin ve florasan 1simanin en yiiksek degerde oldugu, bunu
takiben ticari kitler ile izolasyon, sivi besiyeri izolasyonu ve kati
besiyeri izolasyonlar: takip ettigi gozlenmistir. Farkl: ticari kitler ile
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gergeklestirilen  izolasyonlar  arasinda  anlamsiz  degerde
konsantrasyon farkliliklarinin oldugu (<0,02) goriilmiistiir. Real-
Time PCR grafiginde caligma gruplar1 arasindaki tekerriirler
icerisinde en biiylik sapma sivi besiyeri izolasyonu ve ticari kit
izolasyonunda gdzlenmistir. Real-Time PCR amplikonlart ile analiz

|-
=

B kat-1 7 Kati-2 | Sivi-1 W S1vi-2 B Robot-1 Il Robot-2
Non-Template Kontrol
Sekil 3. izole edilen DNA’lar ile gerceklestirilmis Real-Time PCR goriintiisii.

Negatif kontrol & Primer kontrol &2 DNA kontrol

Gilinlimiizde DNA  izolasyonu amaciyla bu
calismada kullanilan metotlar diginda slika jel teknolojisi
kullanan DNA  izolasyon kitlerinden de
faydalanilmaktadir. Ancak bu tiir yontemler yiiksek
maliyetlidir. Ayrica; DNA izolasyonu amaciyla genellikle
fenol-kloroform yontemi (Akyiiz vd., 2008; Akyiz &
Ertugrul, 2008; Korkmaz-Agaoglu vd., 2010) ya da hazir
DNA izolasyon Kkitlerinin  (Ozsensoy vd., 2008; Balcioglu
vd.,, 2010; Budak-Yildiran vd., 2010) kullanimi da
bildirilmistir. Bakteriyel ¢aligmalarda DNA izolasyonu i¢in
kaynatma yontemi de bazi arastrmacilar tarafindan
bildirilmistir (Balta & Yilmaz, 2019). DNA izolasyonunda
kiigik miktarlarda doymus potasyum asetat c¢ozeltisi de
proteinleri ¢oktirmek amaciyla kullanilarak proteinler
uzaklastirildiktan sonra elde edilen ¢6zelti igerisindeki DNA,
izopropanol ile presipite edilerek saflastirilabildigi
bildirilmigtir =~ (Sambrook  vd., 1989). Viriis dis1
mikroorganizmalar i¢gin DNA izolasyonu hedeflendiginde
santrifiij igleminin de konsantrasyon yoniinden Onemli
oldugu ve diisik hizda santrifiij (<21000) ve filtrasyon
islemlerinin ¢aligma i¢in daha uygun oldugu bildirilmistir
(Thomas vd., 2015). Manyetik separasyon (beads-beating)
yontemi, sporlu bakteriler ve mikobakterilerde DNA
izolasyonu i¢in diger fiziksel ve kimyasal yontemlerden daha

hazir

verimli oldugu, manyetik separasyon yonteminde dnce veya
sonra 95°C’de bir 1sitma adimmin lizis verimliligini arttirdig1
da Dbildirilmistir (Koroglu, 2017). Arastwrmacilar ayni
zamanda yar1 otomatik sistemler ile gerceklestirilen
izolasyonlarm manuel gerceklestirilen izolasyonlardan daha
verimli oldugunu da bildirmislerdir. Bunun yani sira, manuel
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sonrast baglatilan curve analizi sonrasinda standartlar arast medyan
degeri (M), en kiiclik kopya degerine karsilik gelen Ct (B) ve Primer
baglanma kararliligmm (E) optimum diizeyde ve PCR grafigi ile
uyumlu oldugu anlagilmistir.

Ticari- = Ticari-2

izolasyon metotlarinin bazilarinda ise
Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) ve aromatik asitler benzeri
inhibitorlerin bulunmasi yalnizca izolasyon asamasi ile
kalmayip sekans analizi asamasinda sorun teskil ettigi
bildirilmektedir ~(Marchesi, 2014). Bu g¢alismada ise
inhibitérlerin ~ kismi  Onlenmesi ve metotlarmn  esit
degerlendirilmesi amaciyla kiiltiire edilmis bakteriler
iizerinde ¢aligma yiirtitiilmiistiir.

SONUC

Bu ¢aligmada L. garvieae izolatlar1 ayn1 besiyerinde
ve ayni ¢evresel sartlarda gelisimleri tamamlanmis ve
bakterilerin identifikasyonlar1 16S rRNA gen bolgesi spesifik
primer assayler ile teyit edildikten sonra ayni kolonilerden
bakteriler, besiyerinde tekrar  ekilerek
gelistirilmistir. 24 saatlik inkiibasyon periyodunun sonunda
stv1 besiyerindeki suglar 600 nm dalga boyunda 1.0 optik
dansiteye (OD) ayarlanmistir. Ayni1  yogunluga sahip
bakterilerden total genomik DNA izolasyonlart sivi
besiyerinden kaynatma yontemi, kati besiyerinden kaynatma
yontemi, kit izolasyon ve
otomatize izolasyon robotu ile izolasyon olmak iizere 5 farkl
metotla gergeklestirilmistir.

Sonug olarak, DNA konsantrasyonlari, Real-Time
gPCR sonucunda elde edilen cT degerlerinin normalizasyonu
ve nanospektrofotometrik oOlglimler ile belirlenmis ve
yorumlanmugtir. Elde edilen DNA’lar ile gercgeklestirilen
Real-Time PCR islemi sonrasinda izolasyon robotu ile elde
edilen sonuclarda DNA kalitesinin en iyi seviyede oldugu,

alinan S1V1

ticari kullanilarak manuel
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bunu takiben ticari kit ile izolasyon, sivi besiyeri izolasyonu
ve kat1 besiyeri izolasyonlar1 takip ettigi goriilmiistiir. Real-
Time PCR grafiginde ¢alisma gruplar1 arasindaki tekerriirler
icerisinde en biiyilk sapma siv1 besiyeri izolasyonu ve ticari
kit izolasyonunda goriilmiistiir. Izolasyon metotlar1 igin
harcanan zaman agisindan en kisa siirede kat1 ve sivi besiyeri
izolasyonlarmi takiben izolasyon robotu ve ticari kit ile
izolasyon yer almistir. Ekonomik yonden en uygun
metotlarin sivi ve kat1 besiyeri izolasyonlar1 bunlar1 takiben
izolasyon robotu ve ticari kit geldigi goriilmiistiir. Kullanilan
metotlar arasinda ekonomiklik, zaman ve kalite acismdan
kiyaslamalar yapildiginda calisma kalitesi ve verimliligi
yoniinden izolasyon robotu ile elde edilen sonuglarin daha
giivenilir ve verimli oldugu kanaatine varilmistir.
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