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MiKOBAKTERIYEL DNA iZOLASYONUNDA UG FARKLI
YONTEMININ KARSILASTIRILMASI*

COMPARISON OF THREE DIFFERENT MYCOBACTERIAL DNA
ISOLATION METHODS

Alpaslan ALP', Sehnaz ALP', Zeynep SARIBAS', Giilsen HASCELIK'

OZET: Mikobakteri enfeksiyonlarinda taninin kisa bir siirede konabilmesi buyiik
Onem tasimaktadir. Bu nedenle molekdler yontemler glinimuzde degerli tani araclari
haline gelmislerdir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) &ncesinde uygulanan DNA
izolasyon asamasi, kullanilan testin duyarliigini etkileyen en énemli basamaklardan
biridir. Bu calismada, mikobakteri enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan PCR ydntemlerinin
verimliligini etkileyebilecek (¢ DNA izolasyon yoéntemi karsilastirimistir. Bu amagcla
kaynatma yontemi, “MagNA Pure LC” (Roche Applied Science, Germany) otomatize
izolasyon sistemi ve “Magtration 12GC” (Precision System Science, Germany)
otomatize izolasyon sisteminin duyarliliklari, dort farkli mikobakteri susu (Mycobacterium
tuberculosis H37Ra standart susu, M.tuberculosis Klinik izolatl, M.phlei ve M.smegmatis)
kullanilarak test edilmistir. Bu suslarin seri dilisyonlari hazirlanarak her ¢ ydntemle
de DNA izolasyonu uygulanmis, daha sonra PCR ile tim mikobakterilerde bulunan
hsp65 genine 6zgul primerler kullanilarak 441 baz ciftlik bdlge cogaltiimistir. Elde
edilen Urtnler agaroz jel elektroforezi ile aynstinidiginda, bant gézlenebilen en dusik
dilisyon orani, 10° ile “MagNA Pure” ve “Magtration” sistemleriyle izolasyon yapilan
H37Ra susunda saptanmistir. H37Ra DNA’sinin kaynatma yéntemi ile izolasyonunda
ise ancak 102 dilusyonda bant gdzlenebilmistir. M.tuberculosis izolatinda “MagNA
Pure” sistemi, “Magtration” sistemi ve kaynatma yontemiyle sirasiyla 104, 10°ve 10"
dilisyonlarda bant gézlenmistir. M.smegmatis ve M.phlei suglarinda ise amplifikasyon
sirasiyla 105, 104, 102ve 10% 10° ve 102dilusyonlarinda gozlenmistir. Calisma
sonucunda, “MagNA Pure” sistemi ile daha dusuk miktarlardaki DNA'nin saptanabildigi,
buna karsin kaynatma yontemiyle ancak yuksek miktarlardaki DNA’nin saptanabildigi
go6rilmustir. Bu nedenle, rutin PCR uygulamalarinda hem daha duyarli olmalarindan
dolayr hem de standardizasyon saglanabilmesi igin, otomatize izolasyon sistemlerinin
kullanilmasinin uygun olacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar sézclikler: Mikobakteri, DNA izolasyon yéntemleri, MagNA Pure LC,
Magtration 12GC.

ABSTRACT: Rapid diagnosis of mycobacterial infections is of crucial importance.
For this reason molecular methods have become valuable diagnostic tools. DNA
isolation step prior to polymerase chain reaction (PCR) is one of the most important
steps that affect the sensitivity of the diagnostic tests. In this study, three isolation
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methods which could affect the sensitivity of the PCR methods used for the diagnosis
of mycobacterial infections were compared. For this reason the sensitivities of boiling
method, MagNA Pure LC automated isolation system (Roche Applied Science, Germany)
and Magtration 12GC (Precision System Science, Germany) automated isolation system
were compared by using four different mycobacterial strains (Mycobacterium tuberculosis
H37Ra standard strain, M.tuberculosis clinical isolate, M.phlei and M.smegmatis).
DNAs were isolated from serial dilutions of these mycobacterial strains by using
three isolation methods, and 441 base pair region of hsp65 gene was amplified by
PCR. After the obtained products were run on agarose gel, it was observed that the
lowest dilution rates at which bands could be seen were 10° dilutions of H37Ra DNA
isolated by MagNA Pure and Magtration systems. Isolation of H37Ra DNA by boiling
method yielded a band in 10?2 dilution sample. Isolation of DNA from Mycobacterium
tuberculosis clinical isolate by MagNA Pure system, Magtration system and boiling
method provided amplification in 10%, 10°®and 10" dilution samples, respectively. The
lowest dilution samples which yielded visible bands on agarose gel were 10%, 10 and
102 dilution samples for M.smegmatis strain and 10#, 10®and 102 dilution samples for
M.phlei strain. The results of this study revealed that MagNA Pure system could detect
smaller amounts of DNA in the sample while boiling method was not a reliable method
to detect small amounts of DNA in clinical samples. Therefore it was concluded that
the use of automated isolation systems could be a reliable alternative for routine PCR
applications by providing both high sensitivity and standardization.

Key words: Mycobacteria, DNA isolation methods, MagNA Pure LC, Magtration 12GC.
GIRIS

Mikobakteriyel enfeksiyonlarin tanisi uzun zaman aldigindan, giniimuzde
hizli ve glvenilir testlere ihtiyagc duyulmaktadir’. Tanidaki bu zaman sorununu
ortadan kaldiran en énemli gelisme, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yénteminin kullanima girmesidir®®. Gunumuzde 6zellikle klinik drneklerde
Mycobacterium tuberculosis’in saptanmasinda rutin olarak kullanilan cesitli
ticari sistemler mevcuttur'®'4. Molekuler yontemler rutin taninin yanisira, klinik
Orneklerde saptanan mikobakterilerin tur diuzeyinde tanimlanmasi amaciyla
da kullaniimaktadirlar. PCR-restriksiyon enzim analizi (PCR-REA) y&ntemi,
mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan pratik ve ucuz bir yéntemdir'®.
Molekul agirhgi 65 kDa olan “heat shock protein” genini (hsp65) hedef alarak
yapillan PCR-REA calismalarinda, iki 6zgul primer kullanilarak cogaltilan 441
baz cifti (b¢) uzunlugundaki Urlnler, BstEll ve Haelll restriksiyon enzimleri
ile kesilmekte, bdylece elde edilen restriksiyon parcalarn poliakrilamid jelde
yaratulerek aynstirnimaktadir.

Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanan her tirli PCR iglemi
oncesinde, nukleik asit izolasyonunun verimli bir sekilde gerceklestirilebilmesi
blylk 6nem tasimaktadir. Bu calismada, mikobakteri enfeksiyonlarinin tanisinda
kullanilan PCR y&ntemlerinin duyarliigini etkileyebilecek ilk basamak olan DNA
izolasyonu asamasinda kullanilabilecek t¢ yéntemin verimliliklerinin karsilastiriimasi
planlanmigtir. Bu amagla kaynatma yontemi, “MagNA Pure LC” otomatize izolasyon
sistemi (Roche Applied Science, Germany) ve “Magtration 12GC” (Precision
System Science, Germany) otomatize izolasyon sisteminin duyarhliklari, dort
farkli mikobakteri tirindn seri dilisyonlan hazirlanarak test edilmistir.
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GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Ggc farkli mikobakteriyel DNA izolasyon yénteminin duyarliigi,
hsp65 geninin 441 be’lik bdlgesini codaltmak igin kullanilan PCR yontemi ile
aragtirildi.

Mikobakteri Suglari: Galismada kullanilmak Uzere 4 mikobakteri susu secildi.
Secilen M.tuberculosis H37Ra standart susu, M.tuberculosis hasta izolati, M.phlei
ve M.smegmatis’in Loéwenstein-densen besiyerinde uretilmis kulttrlerinden 0.5
McFarland bulanikliginda mikobakteri stispansiyonlari hazirlandi. Hedeflenen 0.5
McFarland bulanikligina ulasabilmek icin, cam boncuk iceren tiplere 450°ser ul
Tris-EDTA (TE) tamponu (10mM Tris, 1imM EDTA; pH: 8) eklendi ve 8 adet 10
seri dilisyon tipU hazirlandi. Her mikobakteri susu icin Uc¢ set dilisyon yapildi
ve bu setlerin her birisine U¢ farkli ydontemle DNA izolasyonu uygulandi.

Mikobakteriyel DNA izolasyon Yéntemleri:

Kaynatma ydntemi icin drnekler U¢ kez TE tamponu ile yikanip, 20 dakika
sureyle kaynatildi. Kaynatma sonrasinda tupler 5.000x rpm’de 3 dakika santrifdj
edilerek hucre artiklar ¢cokturtldi ve stpernatan kisim alinarak DNA ekstresi
elde edildi”.

“MagNA Pure LC” otomatize izolasyon sisteminde (MagNA Pure LC Total
Nucleic Acid Isolation Kit, Roche Diagnostics, Germany), kit icinde bulunan ve
sistemin gereksinimlerini iceren reaktifler ilgili pozisyonlara yerlestirildi. Daha
sonra iginde dnceden hazirlanmis lizis tamponu ve kantitasyon standard iceren
(300 ul) 6zel kartuslar tzerine mikobakteri sispansiyonlarindan 100’er ul eklendi
ve otomatik islem baglatildi. “MagNA Pure LC” cihazi icerisinde 6ncelikle, lizis
tamponu icinde bulunan proteinaz K’'nin etkisiyle nikleik asitler agiga cikarildi;
sonrasinda, yine lizis tamponu icinde bulunan yuksek tuz konsantrasyonunun
etkisiyle nikleik asitlerin, karisima eklenen manyetik boncuklara baglanmasi
saglandi. Birkac yikama islemiyle, manyetik boncuklara baglanmamis olan maddeler
ortamdan uzaklastinldi. Daha sonra yuksek 1si etkisi ve tuz konsantrasyonunun
disurdlmesiyle birlikte nikleik asitler manyetik boncuklardan ayrilarak saf olarak
elde edildi. Tim bu igslemler cihaz tarafindan otomatik olarak gerceklestirildi. Cihazin
icerisinde, drneklerden otomatik olarak nukleik asit izolasyonu yapan bir kisim ile
islemler sonunda 6rneklerin bekletildigi bir sogutma blogu mevcuttu. izolasyon
islemi sona erdiginde (yaklasik 2-2.5 saat) bu kisimda bekletilen kartuslar alindi
ve elde edilmis olan DNA’lar PCR igin kullanildi.

“Magtration 12GC” otomatize izolasyon sisteminde de, manyetik boncuklara
nukleik asitlerin baglanmasi stratejisinden yararlanildi. Bunun igin ilk asamada
lizis tamponu icinde bulunan proteinaz K’'nin etkisiyle mikobakteriler parcalanarak
nikleik asitleri aciga cikarldi. NUkleik asitler, lizis tamponu icinde bulunan
yuksek tuz konsantrasyonunun etkisiyle, karisima eklenen manyetik boncuklara
baglandi ve birka¢ yikama islemiyle, manyetik boncuklara baglanmamis
olan maddeler ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra yuksek 1si etkisi ve tuz
konsantrasyonunun dusurdlmesiyle nukleik asitler manyetik boncuklardan
ayrildi ve saf olarak elde edildi.
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Mikobakteriyel DNA’nin PCR ile Cogaltiimasi ve Sonuglarin Degerlendirilmesi:
izolasyon yéntemleriyle elde edilen mikobakteri DNA'lari, tim mikobakterilerde
bulunan hsp65 geninin 441 b¢’lik bdlgesinin PCR ile ¢ogaltiimasinda
kullanildi. Bunun icin TB11 [5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT] ve TB12
[5'CTTGTCGAACCGCATACCCT] primerleri kullanildi. Kalip DNA’nin amplifikasyonu
icin 50 ul'lik kangimlar hazirlandi. Bu karisim kalip DNA ile birlikte 6zgul primer
ciftinden 100’er pM, 1.25U Taq polimeraz, 50mM KCI, 10mM Tris pH: 8.3,
1.25 mM MgCl,, 200 uM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’den olusturuldu. Tlplere
termal déngu cihazinda 94°C’de 3 dakikallk denatlrasyon sonrasinda, 94°C’de
3 dakika denatirasyon, 58°C’de 45 saniye baglanma ve 72°C’de 1 dakika
polimerizasyon islemleri 45 dongl tamamlanacak sekilde uygulandi. En son
asamada 72°C’de 3 dakikallk ek bir polimerizasyon basamag eklenerek PCR
islemi tamamlandi. Elde edilen Urlnler %1.5 agaroz jel elektroforezi ile ayrnistirildi
ve etidyum brom(r ile boyandiktan sonra ultraviyole 1si@1 varliginda incelendi.
Bu incelemede her dilisyon 6rnegi icin, agaroz jelde 441 b¢’lik bant olup
olmadigina dikkat edildi.

BULGULAR

Elde edilen Grunler agaroz jel elektroforezi ile ayristinidiginda, bant
gbzlenebilen en dusuk dilisyon orani, 10° ile “MagNA Pure” ve “Magtration”
sistemleriyle izolasyon yapilan H37Ra susunda saptanmistir (Sekil 1). Bu nedenle
klinik 6rneklerden PCR ydntemiyle M.tuberculosis saptanmasi amaciyla bu iki
otomatize nikleik asit izolasyon sisteminin guvenle kullanilabilecegi sonucuna
varilmistir. H37Ra susunun kaynatma yontemi ile izolasyonunda ise ancak
102 dilisyonda bant gd6zlenebilmistir (Sekil 2). Dért mikobakteri tirinde, g
izolasyon yoéntemiyle elde edilen sonuclar Tablo I'de gdértlmektedir.

Sekil 1. “MagNA Pure” cihazinda M.tuberculosis H37Ra DNA’sinin izolasyonuyla, PCR’da bant
g0zlenebilen en distk dilisyon orani 10° olarak saptanmistir.

Sekil 2. Kaynatma ydntemiyle M.tuberculosis H37Ra DNA’sinin izolasyonuyla, PCR’da bant
g0zlenebilen en distk dilisyon orani 102 olarak saptanmistir.
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Tablo I. Ug izolasyon Yéntemiyle, PCR Sonrasinda Bant Gozlenebilen
En Dasuk Dilisyon Oranlari

izolasyon Yéntemi

Mikrobiyoloji Susu MagNA Pure LC Magtration 12GC Kaynatma
M.tuberculosis H37Ra 10° 10° 102
M.tuberculosis hasta izolat 10+ 103 107
M.smegmatis 10% 10* 102
M.phlei 104 103 102

M.tuberculosis hasta izolatinda “MagNA Pure” sistemi, “Magtration”
sistemi ve kaynatma ydntemiyle bant gézlenebilen en dusuk dilisyon oranlari
siraslyla 104, 10® ve 10" olarak saptanmigtir. M.tuberculosis H37Ra susunda
oldugu gibi hasta izolatinda da kaynatma ydntemiyle dusik miktarda DNA
elde edildigi gdzlenmistir.

M.smegmatis susunda “MagNA Pure” sistemi, “Magtration” sistemi ve
kaynatma ydntemiyle bant gdzlenebilen en dusuk dilisyon oranlar sirasiyla
10°%, 10* ve 102 olarak saptanmis, bu oranlar M.phlei susu icin sirasiyla 10#,
102 ve 102 olarak belirlenmistir (Sekil 3).

6 -5 2 .-l

o -7 - - = =
 10° 107 16° 107 1wt 167 10?1

Sekil 3. M.smegmatis DNA’sinin “Magtration 12GC” cihazinda izolasyonuyla, PCR’da bant
gozlenebilen en duslk dilisyon orani 10 olarak saptanmistir.

TARTISMA

Gunumulzde molekuler yéntemler, mikobakteri enfeksiyonlari icin blytk
6nem tasiyan hizli ve guvenilir tani araglar haline gelmislerdir'®'”. Bilindigi
gibi rutin uygulama amaciyla secilecek bir yéntemde aranilan en énemli
Ozellik, testin 6zgullik ve duyarliliginin yiksek olmasidir. Klinik érnekte etken
mikroorganizmaya ait DNA veya RNA’nin bol miktarda ve saf olarak elde
edilmesi, PCR ydntemi 6ncesinde uygulanan nuikleik asit izolasyon agamasinda
gerceklestirilir ve bu islem, kullanilan testin duyarlligini etkileyen en énemli
basamaklardan biridir. Tuberktloz tanisinda kullanilan molekuler yéntemlerin
6zgullukleri, yapilan bircok calismada yuksek bulunmustur. Duyarliik konusunda
ise, uygulanan teste gore oldukga degisik sonugclar elde edilebilmektedir®'"4,
Farkl duyarliik sonuglar elde edilmesinde, kullanilan PCR y&nteminin yanisira,
Ornek tird ve 6rnek icindeki basil miktar da dnemli rol oynamaktadir. Bu nedenle
Ornek icindeki basil miktarinda kayba neden olmadan DNA izolasyonunun
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saglanmasi buyuk énem tasimaktadir. Teorik agidan bakildiginda, 6rnek iginde
birkac basilin bulunmasi durumunda bile PCR sonucunun pozitif bulunabilecegi
belirtiimektedir. Ancak pratik uygulamada, birgcok calismada tuberklloz PCR
duyarhliginin bu kadar ytksek olmadigi gosterilmigtir'-5681213.18 Bynun nedenleri
arasinda M.tuberculosis DNA’sinin iyi bir sekilde agiga cikarilamamasi, érnegin
islenmesi sirasinda basillerin kaybedilmesi veya érnek iginde inhibitor maddeler
bulunmasi goésteriimektedir.

Bu calismada PCR ydntemi éncesindeki en énemli basamak olan DNA
izolasyonu asamasinda kullanilabilecek G¢ izolasyon ydnteminin verimlilikleri
birbirleriyle karsilastirimistir. Bu amacla kaynatma ydntemi, “MagNA Pure
LC” otomatize izolasyon sistemi ve “Magtration 12GC” otomatize izolasyon
sisteminin duyarhliklari, dért farkh mikobakteri tarantn seri dilisyonlari
hazirlanarak test edilmistir. Elde edilen DNA’larin ¢ogaltiimasi amaciyla,
mikobakteri tanimlamasinda kullanilan PCR-restriksiyon enzim analizi yénteminin
ilk asamasinda kullanilan PCR protokoll secilmis ve hsp65 geninin 441 baz
cift uzunlugundaki hedef bdlgesi cogaltimistir. Bu protokolin secilmesiyle, tg¢
farkll nUkleik asit izolasyon yénteminin farkli mikobakteri ttrlerindeki verimliliginin
anlasiimasi hedeflenmistir.

Calisma sonucunda en iyi mikobakteriyel DNA izolasyon sonuglarinin
otomatize “MagNA Pure” sistemi ile elde edildigi gdzlenmistir (Tablo 1). Bu
izolasyon yontemiyle dort farklh mikobakteri susunda da, diger yéntemlerden
daha fazla miktarda DNA elde edilmis ve bu sistemin rutin uygulamada
kullanilabilecek guvenilir, hizli ve pratik bir ydntem oldugu sonucuna variimistir.
“Magtration 12GC” sisteminde ise, M.tuberculosis H37Ra izolasyonunda “MagNA
Pure” sistemi ile ayni sonug¢ elde edilirken, diger ¢ mikobakteri susunda
“MagNA Pure” sisteminden bir log daha az DNA elde edilmistir. Calisma
kolayligi ve kisa surede izolasyon saglayabilmesi nedeniyle bu sistemin de
rutin uygulamada kullanilabilecek pratik bir ntkleik asit izolasyon ydntemi
oldugu disundlmustar.

Mikobakteriyel DNA izolasyonunda kullanilan yéntemler ile ilgili bir literattr
taramasi yapildiginda, gerek “MagNA Pure” sistemiyle, gerekse “Magtration
12GC” sistemiyle bu konuda yapilmis bir calismaya rastlanmamistir. Ancak
her iki yéntemle de farkli mikroorganizmalarla yapilmis calismalar mevcuttur.
Ornegin irogenital érneklerde Chlamydia trachomatis ve Neisseria gonorrhoeae
saptanmasinda PCR yénteminin kullanildigi bir calismada, nikleik asit
izolasyonu hem standart manuel izolasyon ydntemi ile hem de otomatize
“MagNA Pure LC” sistemi ile gergeklestiriimis ve “MagNA Pure LC” sistemi ile
elde edilen DNA miktarinin daha fazla oldugu bildirilmistir'®. Klinik érneklerden
kantitatif PCR ile HIV-1 RNA’sinin saptanmasinda “MagNA Pure LC” nikleik
asit izolasyon sisteminin duyarlliginin arastinldigi bir diger calismada da, bu
yontemin analitik duyarlih§ %95, 6zgulligu ise %100 olarak saptanmis ve HIV’in
molekuler tanisinda “MagNa Pure LC” niikleik asit izolasyon sisteminin glvenle
kullanilabileceg@i sonucuna variimistir®. PCR yéntemi ile klinik érneklerden insan
papillomavirus (HPV) saptanmasina ydnelik bir baska calismada ise, “MagNA
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Pure LC” nukleik asit izolasyon sistemi ile elde edilen sonuglarin manuel
yontemle elde edilen sonugclarla uyumlu oldugu, calisma kolayligi ve duslk
kontaminasyon riski acisindan “MagNA Pure LC” sisteminin HPV molekuler
tanisinda tercih edilebilecek bir yontem oldugu sonucuna varilmigtir?'.

Daha &6nce farkl mikroorganizmalarla gerceklestiriimis olan calismalarda
da vurgulandigi gibi, molekuler yéntemlerin ilk asamasi olan nukleik asit
izolasyonu, rutin PCR uygulamalarinda buytk énem tasimaktadir. Genellikle
manuel olarak yapilan bu islem, uzun zaman alan, fazla isglicli gerektiren
ve dikkatle uygulanmasi gereken bir asamadir'®. Klinik 6rnekten nukleik asit
izolasyonu sirasinda olusabilecek kontaminasyon ya da islemin uygulanmasi
sirasinda yapilan teknik hatalar, sonucu dogrudan etkilemektedir. Son yillarda
teknolojideki ilerlemeye paralel olarak gelistirilen otomatize nikleik asit izolasyon
sistemleri, bu sorunlar ortadan kaldirabilecek gibi gérinmektedir. Bdylece rutin
laboratuvar hizmetlerinde, isglicli ve zaman tasarrufunun yanisira, kontaminasyon
ve teknik hatalarin énlenmesi de mumkuin olabilecektir. Otomatize nukleik
asit izolasyon sistemlerinin, hem daha duyarli ve hizli olmalar nedeniyle,
hem de standardizasyonun saglanabilmesi agisindan, rutin PCR uygulanan
laboratuvarlarda kullanilabilece@i sonucuna varilmistir. Ancak bu sistemlerin
ekonomik maliyetlerinin daha yuksek oldugu da unutulmamalidir.

Bu calisma sonucunda, “MagNA Pure” sistemi ile daha dusuk miktarlardaki
mikobakteriyel DNA’nin saptanabildigi, kaynatma ydntemiyle ise ancak ylksek
miktarlardaki mikobakteriyel DNA’'nin saptanabildigi gériilmis, bu nedenle rutin
PCR uygulamalarinda nikleik asit izolasyonu icin kaynatma ydntemi yerine
mali olanaklar elverdigince otomatize sistemlerin kullaniimasinin, bu mimkan
degilse diger manuel izolasyon protokollerinin uygulanmasinin yararl olacagi
sonucuna varilmigtir.
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