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PULSED FIELD JEL ELEKTROFOREZI

Bakteri tiplendirme yontemleri, bakteri suslarini
birbirinden ayirt etmek amaciyla kullanilmaktadir.
Bu yontemler, salginlarin belirlenmesinde, strve-
yans ve filogenetik calismalarda énemli bir tani
aracidir. Bakteri fenotipine dayali olan antibiyotik
direnci, serotiplendirme, faj tiplendirmesi, biyotip-
lendirme, multilokus enzim elektroforezi gibi yon-
temlere gore ayirt edicilik gucu yuksektir. Moleku-
ler biyolojide yasanan gelismeler DNAnin stabil
yapisi nedeniyle fenotipik yontemlere gore daha
hizli ve daha az emek yogun olan DNA temelli tip-
lendirme yontemlerinin popularitesini artirmistir '
Bu yontemlerin epidemiyolojik analizlerde kullanil-
maya baslanmasi molekdler epidemiyoloji kavra-
mini ortaya koymustur.

Bakteri genomu, hicrenin en temel moleku-
ler kimligidir. Epidemiyolojik analizlerde, plazmit
analizi birinci kusak, restriksiyon enzim ve problari
ikinci kusak, “pulsed field” jel elektroforez (PFGE)
yontemi dguncl kusak ve dizi analizi ise dorduncu
kusak molekuler yaklasimlar olarak kabul edilmek-
tedir 2. Bakteri tiplendirmesinde her U¢ kusakta yer
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alan bu yontemlerin hepsinde agaroz jel elektrofo-
rezi kullanim gereksinimi vardir ®.

DNA molekdillerinin ayrimini saglamak ama-
clyla uygulanan en onemli yontemlerden biri ko-
laylikla uygulanabilmesi ve ¢ok amagli olmasi
nedeniyle jel elektroforezidir. Elektroforez yonte-
mi hem protein hem nukleik asitlerin ayriminda
yaygin kullanim alani bulmustur. Gen haritalama
ve DNA dizileme yontemlerinin uygulanmasi sira-
sinda jel elektroforez yontemi siklikla kullanilan bir
yontem olmustur. Konvansiyonel jel elektroforez
agaroz veya poliakrilamid kati bir matriks iginde,
statik elektrik alani altinda, DNA molekdullerinin go-
gunu gercgeklestiren bir yontemdir. Konvansiyonel
jel elektroforez sistemi ile 100-200 baz ifti [base
pair (bp)] buyikliginden 50 kilobaz (kb) cifti bi-
yUkligune kadar DNA parcalarinin ayirt edilmesi
mumkun olabilmektedir. Buyukligu >50 kb olan
DNA pargalari, bu yontemle jelde ylriyememek-
tedir . Belli araliklarla elektriksel alanin yer degis-
tirmesi sonucu DNA'nin gogu ile daha kigtk mo-
lektller buytk molekdllere gore daha kisa surede
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larrayirt etme guicu dusuk kalabilmektedir. Dizileme
yontemlerine gore elde edilen verilerin uluslararasi
aktariminda nispeten zorluk bulunmaktadir.

PFGE Yontemi ve Gelecek

PFGE yontemi, bakteriyel tiplendirmede “altin stan-
dart” yontem olarak kabul edilmesinin ardindan
uluslararasi alanda paylasilan standardize proto-
kolleri ile enfeksiyon kontroltinde, salginin belirlen-
mesinde ve gida guvenliginin strveyansinda mo-
lekUler tiplendirme yontemleri arasinda onci rol
dstlenmistir. Tam genom analizinin kullanima gir-
mesi ile PFGE yontemi uluslararasi alanda 6zellikle
filogenetik calismalarda popularitesini kaybetme-
sine ragmen, halen daha dustk Olgekli laboratuvar
ve hastanelerde salginin belirlenmesinde ve enfek-
siyon kontroliinde en ¢ok basvurulan tiplendirme
yontemleri arasinda yerini korumaktadir.

Yakin gegmiste tiplendirme yontemlerinde oto-
masyona dayall gelismelerin artisi ve biyoinfor-
matik analizlerin kullanima girmesi ile bakterilerin
tiplendirilmesinde belirgin bir teknik iyilesme goz-
lenmistir. Dizilime ve DNA “microarray” profillerini
iceren genotiplendirmeler sonucu, veri tabanlari-
nin giderek geniglemesi daha kolay ve hizli sekil-
de laboratuvarlar arasi karsilastirma yapilmasina
olanak saglamaktadir. Bu durum, bakteriyel en-
feksiyonlarda retrospektif analizin ve uzun streli
epidemiyolojik stirveyansin yapiimasini kolaylas-
tirmaktadir. Ancak, ginimuzde halen ideal bir tip-
lendirme yontemi bulunmamaktadir. Her bir yonte-
min olumlu ve olumsuz yonleri bulunmaktadir. Bu
nedenle, yontemin karar verilmesinde uygulama
alani (yerel, ulusal, uluslararasi) 6nem tasimakta-
dir. MLVA, "multilocus sequence typing (MLST)",
DNA microarray ve dizileme yontemleri cok kisa
strede sonucg veren tiplendirme yontemleri ol-
makla birlikte, bircogu deneyimli eleman ve pahali
ekipman gerektirmektedir. Bu yontemlerin tek bir
laboratuvarda kurulmasi nispeten kolay olsa dahi,
ulusal veya uluslararasi surveyans aginin olustu-
rulmasi i¢in bircok laboratuvarin ayni anda yeni
yontemi uygulamasi ve yeni yontemin validasyo-
nununun gerceklestirilmesi uzun yillar alacak bir
sureci gerektirmektedir. Ayrica, yeni yontemin uy-
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gulanmasina karar verilmesi halinde eski yonteme
ait elde edilen tum verilerin yeni olusturulacak veri
tabanina aktarilabilir olmasi gerekmektedir.

Yakin gelecekte rutin mikrobiyoloji laboratuvar-
larinda tam genom dizileme yontemlerinin PFGE
yonteminin yerini almasi maliyet etkin olmamalari
nedeniyle beklenmemektedir. Ote yandan, 6zellikle
sanayilesmis Ulkelerde bu yontemlerin yayginlas-
masi geleneksel yontemlerin optimizasyonuna ve
gelistiriimesine olumsuz etki edecektir.
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