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PULSED FIELD JEL ELEKTROFOREZI

BÖLÜM 26

Bakteri tiplendirme yöntemleri, bakteri suşlarını 
birbirinden ayırt etmek amacıyla kullanılmaktadır. 
Bu yöntemler, salgınların belirlenmesinde, sürve-
yans ve filogenetik çalışmalarda önemli bir tanı 
aracıdır. Bakteri fenotipine dayalı olan antibiyotik 
direnci, serotiplendirme, faj tiplendirmesi, biyotip-
lendirme, multilokus enzim elektroforezi gibi yön-
temlere göre ayırt edicilik gücü yüksektir. Molekü-
ler biyolojide yaşanan gelişmeler DNA’nın stabil 
yapısı nedeniyle fenotipik yöntemlere göre daha 
hızlı ve daha az emek yoğun olan DNA temelli tip-
lendirme yöntemlerinin popülaritesini artırmıştır 1. 
Bu yöntemlerin epidemiyolojik analizlerde kullanıl-
maya başlanması moleküler epidemiyoloji kavra-
mını ortaya koymuştur.

Bakteri genomu, hücrenin en temel molekü-
ler kimliğidir. Epidemiyolojik analizlerde, plazmit 
analizi birinci kuşak, restriksiyon enzim ve probları 
ikinci kuşak, “pulsed field” jel elektroforez (PFGE) 
yöntemi üçüncü kuşak ve dizi analizi ise dördüncü 
kuşak moleküler yaklaşımlar olarak kabul edilmek-
tedir 2. Bakteri tiplendirmesinde her üç kuşakta yer 

alan bu yöntemlerin hepsinde agaroz jel elektrofo-
rezi kullanım gereksinimi vardır 3.

DNA moleküllerinin ayrımını sağlamak ama-
cıyla uygulanan en önemli yöntemlerden biri ko-
laylıkla uygulanabilmesi ve çok amaçlı olması 
nedeniyle jel elektroforezidir. Elektroforez yönte-
mi hem protein hem nükleik asitlerin ayrımında 
yaygın kullanım alanı bulmuştur. Gen haritalama 
ve DNA dizileme yöntemlerinin uygulanması sıra-
sında jel elektroforez yöntemi sıklıkla kullanılan bir 
yöntem olmuştur. Konvansiyonel jel elektroforez 
agaroz veya poliakrilamid katı bir matriks içinde, 
statik elektrik alanı altında, DNA moleküllerinin gö-
çünü gerçekleştiren bir yöntemdir. Konvansiyonel 
jel elektroforez sistemi ile 100-200 baz çifti [base 
pair (bp)] büyüklüğünden 50 kilobaz (kb) çifti bü-
yüklüğüne kadar DNA parçalarının ayırt edilmesi 
mümkün olabilmektedir. Büyüklüğü >50 kb olan 
DNA parçaları, bu yöntemle jelde yürüyememek-
tedir 4. Belli aralıklarla elektriksel alanın yer değiş-
tirmesi sonucu DNA’nın göçü ile daha küçük mo-
leküller büyük moleküllere göre daha kısa sürede 
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ları ayırt etme gücü düşük kalabilmektedir. Dizileme 
yöntemlerine göre elde edilen verilerin uluslararası 
aktarımında nispeten zorluk bulunmaktadır.

PFGE Yöntemi ve Gelecek

PFGE yöntemi, bakteriyel tiplendirmede “altın stan-
dart” yöntem olarak kabul edilmesinin ardından 
uluslararası alanda paylaşılan standardize proto-
kolleri ile enfeksiyon kontrolünde, salgının belirlen-
mesinde ve gıda güvenliğinin sürveyansında mo-
leküler tiplendirme yöntemleri arasında öncü rol 
üstlenmiştir. Tam genom analizinin kullanıma gir-
mesi ile PFGE yöntemi uluslararası alanda özellikle 
filogenetik çalışmalarda popülaritesini kaybetme-
sine rağmen, halen daha düşük ölçekli laboratuvar 
ve hastanelerde salgının belirlenmesinde ve enfek-
siyon kontrolünde en çok başvurulan tiplendirme 
yöntemleri arasında yerini korumaktadır.

Yakın geçmişte tiplendirme yöntemlerinde oto-
masyona dayalı gelişmelerin artışı ve biyoinfor-
matik analizlerin kullanıma girmesi ile bakterilerin 
tiplendirilmesinde belirgin bir teknik iyileşme göz-
lenmiştir. Dizilime ve DNA “microarray” profillerini 
içeren genotiplendirmeler sonucu, veri tabanları-
nın giderek genişlemesi daha kolay ve hızlı şekil-
de laboratuvarlar arası karşılaştırma yapılmasına 
olanak sağlamaktadır. Bu durum, bakteriyel en-
feksiyonlarda retrospektif analizin ve uzun süreli 
epidemiyolojik sürveyansın yapılmasını kolaylaş-
tırmaktadır. Ancak, günümüzde halen ideal bir tip-
lendirme yöntemi bulunmamaktadır. Her bir yönte-
min olumlu ve olumsuz yönleri bulunmaktadır. Bu 
nedenle, yöntemin karar verilmesinde uygulama 
alanı (yerel, ulusal, uluslararası) önem taşımakta-
dır. MLVA, “multilocus sequence typing (MLST)”, 
DNA microarray ve dizileme yöntemleri çok kısa 
sürede sonuç veren tiplendirme yöntemleri ol-
makla birlikte, birçoğu deneyimli eleman ve pahalı 
ekipman gerektirmektedir. Bu yöntemlerin tek bir 
laboratuvarda kurulması nispeten kolay olsa dahi, 
ulusal veya uluslararası sürveyans ağının oluştu-
rulması için birçok laboratuvarın aynı anda yeni 
yöntemi uygulaması ve yeni yöntemin validasyo-
nununun gerçekleştirilmesi uzun yıllar alacak bir 
süreci gerektirmektedir. Ayrıca, yeni yöntemin uy-

gulanmasına karar verilmesi halinde eski yönteme 
ait elde edilen tüm verilerin yeni oluşturulacak veri 
tabanına aktarılabilir olması gerekmektedir.

Yakın gelecekte rutin mikrobiyoloji laboratuvar-
larında tam genom dizileme yöntemlerinin PFGE 
yönteminin yerini alması maliyet etkin olmamaları 
nedeniyle beklenmemektedir. Öte yandan, özellikle 
sanayileşmiş ülkelerde bu yöntemlerin yaygınlaş-
ması geleneksel yöntemlerin optimizasyonuna ve 
geliştirilmesine olumsuz etki edecektir.
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