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Proteus mirabilis’in molekiiler tiplemesi igin pulsed-field jel elektroforezinin

optimizasyonu

Optimization of a pulsed-field gel electrophoresis for molecular typing of Proteus mirabilis

Alper Karag6z!, Mehmet Resat Ceylan?, Riza Durmaz?

OzZET

Amag: Proteus mirabilis ile olusan salginlarin saptanma-
sl i¢in suglar arasinda klonal iligkinin belirlenmesine yéne-
lik “pulsed-field jel elektroforezi (PFGE)” gibi yontemlere
ihtiyac vardir. Bu ¢alismanin amaci; Proteus mirabilis’in
molekiler tiplemesi icin pulsed-field jel elektroforezinin
optimizasyonudur.

Yontemler: Bu galismada; Proteus mirabilis tiplemesin-
de kullaniimak Uzere optimize edilmis bir pulsed-field jel
elektroforezi protokolt sunulmustur. Suslarin filogenetik
analizleri Bionumerics yazilim sistemi (version 6.01; App-
lied Maths, Sint-Martens-latem, Belgium) ile degerlendi-
rilmistir.

Bulgular: Gram-negatif bakteriler icin kullanilan PFGE
protokollerinden farkli olarak Notl enziminin bu bakteri
icin uygun oldugu belirlendi ve elektroforez kosullari: -
blok 1 i¢in baslangi¢ vurus siresi 1 sn, bitis vurus slresi
30 sn, vurus agisi 120°, akim 6 V/cm?, sicaklik 14°C, slire
8 saat; - blok 2 icin baslangi¢ vurus siresi 30 sn, bitis vu-
rus siresi 70 sn, vurus acisi 120°, akim 6 V/cm?, sicaklik
14°C, slire 16 saat; - TBE pH=8.4 olarak saptandi.

Sonug: Bu PFGE protokollniin; P. mirabilis suslarinin
tiplendirilmesi ve Bionumerics yazilim sistemi ile klonal
iliskilerinin belirlenmesi icin uygun oldugu anlasildi. Op-
timize edilen yontem basit, tekrarlanabilir ve bu bakteri
icin kullanima uygundur. Ayrica sureyi kisaltmasi, kullani-
lan ¢ozelti ve enzimlerin dusuk hacimleriyle ¢alisabilmesi
nedeniyle, ekonomik olarak degerlendirilmistir. Calisilan
bakterilere bagl salginlari degerlendirme ve hastane en-
feksiyonlarinin yayginlik derecesi hakkinda yararli bilgiler
sunma potansiyeli vardir. Optimize edilen bu protokol,
farkli merkezlere ait PFGE sonugclarinin birbirleriyle kar-
silastinimasina da olanak saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Proteus mirabilis, molekiler tipleme,
pulsed-field jel elektroforezi.

ABSTRACT

Objective: For the detection of outbreaks caused by
Proteus mirabilis, strains clonal relations are determined
methods as “pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)”.
The aim of this study was optimization of a pulsed-field
gel electrophoresis for molecular typing of P. mirabilis.

Methods: In this study, PFGE’ protocol is optimized for
use in molecular typing of P. mirabilis. Phylogenetic an-
alyzes of strains were evaluated with Bionumerics soft-
ware system (version 6.01; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium).

Results: This protocol compared with Gram-negative
bacteria PFGE protocols, Notl enzyme is suitable for this
bacterium. Electrophoresis conditions should be revealed
as; - block 1: initial pulse duration 1 sec, ending pulse
duration 30 sec, striking angle 120°, the current 6 V/cm?,
temperature 14°C, time 8 hours; - block 2: initial pulse
duration 30 sec, ending pulse duration 70 sec, striking
angle 120°, the current 6 V/cm?, temperature 14°C, time
16 hours; - TBE, pH=8.4.

Conclusion: P. mirabilis strains were typed by PFGE and
Bionumerics analysis program were determined clonal re-
lationships. The procedure was simple, reproducible and
suitable for these bacteria. Also it was evaluated, because
of reducing time, the solution volumes and enzymes can
be economically. Outbreaks of nosocomial infections due
to bacteria studied assessment and the potential to pro-
vide useful information about the degree of prevalence.
This optimized protocol is allowed different centers’ PFGE
results to compare with other laboratories results. J Clin
Exp Invest 2013; 4 (3): 306-312
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GiRiS

Proteus’lar Gram-negatif, fakultatif anaerob, ha-
reketli, pleomorfik ve kisa ¢ubuk seklinde bakteri-
lerdir. Proteus turleri toprak, su, curimekte olan
maddelerin Uzerinde, insan ve hayvan bagirsak sis-
temlerinde bulunur. Bu bakteriler ylksek proteolitik
aktiviteye sahiptir. Proteus’lar arasinda enfeksiyon
etkeni olarak en sik karsimiza ¢ikan Proteus mira-
bilis'dir. P. mirabilis idrar yolu enfeksiyonlarinin sik
gorulen bir etkenidir [1]. Genellikle Gretranin digki
ile kontamine olmasi ya da kateter uygulamalari so-
nucunda idrar yolu enfeksiyonuna neden olmakta-
dir. Akut veya kronik enfeksiyon yapabilir. BObrekte
tas olusumuna neden olur. Bu taslar idrar yollarinda
tikanikliklara, epitel hiicrelerinde destriksiyona ve
enfeksiyonun suresinin uzamasina neden olur [1,2].

GUnumUzde bakteriler ile olugan salginlarin
saptanmasi, olasi etken suslar arasindaki klonal
(genetik) iliskinin veya farkliliklarin belirlenmesine
yonelik yontemlere ihtiyag vardir [1]. Molekuler tip-
leme yOntemleri kdkenler arasindaki klonal iliskiyi
ortaya koyarak, salginlarin kaynak, bulas yollari ve
bulasin derecesi hakkinda oldukca yararh bilgiler
sunmaktadir. Epidemiyolojik sirveyans ve olasi bir
salginla iligkili suslar arasindaki klonal iligkiyi aras-
tirmada farkli molekdler tipleme yéntemleri denen-
mektedir [11,13,16]. Bunlar arasinda ayrim gucu en
yuksek olan “pulsed-field jel elektroforezi (PFGE)”
yontemidir [12,13,17]. Altin standart olarak kabul
edilen bu ydntemin, en dnemli dezavantaji, farkli
laboratuvarlarda degisik protokollerin uygulanmasi
nedeniyle sonuglarin birbirleriyle kiyaslanma ola-
nadinin olmamasidir. ikinci énemli sorun ise kla-
sik PFGE protokollerinin 3-4 giin gibi uzun slrede
sonuglanmasidir [6,8,9]. Arastiricilar bu iki dnemli
sorunu gidermek Uzere ¢aba harcamaktadirlar. Bir-
¢ok bakteri tirinidn molekuler tiplemesinde kullani-
labilecek, kisa slirede sonuglanan ve laboratuvarlar
aras! tekrarlanabilen sonuglar alinabilecek PFGE
protokolleri Gzerinde ¢alisiimaktadir [22].

P. mirabilis suglarinin molekuler analizi ve sus-
lar arasindaki klonal (genetik) iliskinin veya farklilik-
larin tespiti, uygulanan yéntemin degerlendiriimesi
acisindan son derece 6nemlidir. Buglne kadar P.
mirabilis igin standardize bir PFGE yontemi bulu-
namayigl nedeniyle laboratuvarlar arasi sonuglarin
karsilastirilabilmesinde cesitli guclikler yasanmak-
tadir. Ulkemiz icin referans laboratuvar niteliginde
olan Turkiye Halk Saghgi Kurumu, Mikrobiyoloji Re-
ferans Laboratuvarlari Dairesi Bagkanhgi biinyesin-
deki Molekuler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygula-
ma Laboratuvarinda, P. mirabilis suglari arasindaki
klonal iligkinin belirlenmesinde kullanilabilecek kisa

sureli bir PFGE protokollu gelistiriimistir [4,10,12].
Bu calismada protokolln ayrintilari sunulmustur.

YONTEMLER

PFGE ydntemi agaroz icine gdmull haldeki bakte-
riden, yapisal butlinligu bozulmadan izole edilen
kromozomun, restriksiyon enzimi (RE) ile kesim
profilinin belirlenmesi esasina dayanir [18,19,20].
Yoéntemde baslica su asamalar bulunmaktadir:
calisilacak bakterilerin hazirlanmasi, bakterilerin
agarozla karistirilmasi, agaroz igindeki bakterilerin
parcalanmasi (in situ lysis), agaroz igindeki kromo-
zomun saflastiriimasi, agaroz igindeki kromozomal
DNAnin RE ile kesilmesi (in situ-digestion), elektro-
forezle DNA pargalarinin ayristiriimasi, DNA bantla-
rin gorunur hale getirilmesi ve sonuglarin yorumlan-
masi [8,14,21].

A. izolatlarin hazirlanmasi [3,4]

1. Biyokimyasal ve/veya molekuler yontemlerle tur
dlzeyinde tanimlanmis bakterilerden kanh triptikaz
soy agar besiyerine tek koloni ekimi yapilir.

2. Bir gecelik inkiibasyondan sonra kiltiriin safligi
kontrol edilir.

3. Buradaki tek koloniden tekrar triptikaz soy agar
besiyerine, tek koloni ekimine uygun olacak sekilde,
pasaj yapilarak bir gece inkiibasyona birakilir.

4. Saf kiltir halinde Ureyen koloniler 6ze ile top-
lanarak, 1 ml hicre suspansiyonu tamponu (HST;
100 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, pH=8.0) icinde
suispanse edilir.

5. Hucre suspansiyonu, 2500 devirde, 4°C’de, 15
dakika (alternatif olarak 13000 devirde 4°C’de, 2
dakika) santrifiij edilir. Santrifij sonrasinda Ustteki
HST atilir. Tekrar 1 ml soguk HST eklenerek, kisa
sureli vorteks yapllir.

Bakteri yogunlugu, spektrofotometre (UVNis.
Spectrophotometer, Boeco, Germany) yardimiyla
590 nm’de 1 absorbans (yaklasik McFarland 4 bu-
lanikhdi) olacak sekilde ayarlanir. Bakteri sispan-
siyonu kisa sure (5 dakika) icinde agaroza gémiu-
lecek ise oda isisinda, gdmulmeyecek ise kirik buz
icinde bekletilir.

B. izolatlarin agaroza gomiilmesi [3,4]

1. HST igerisinde %2’lik disuk erime 1sili agaroz (Gi-
bco BRL, Paisley, UK) hazirlanir. Bu amagla 0.200 g
agaroz, 100 ml'lik balona konur. Uzerine 9 ml HST
eklenir, yavasca karigtirilarak agarin dagiimasi sag-
lanir. Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak
mikrodalga firinda 10 saniye tutulur, ¢ikarilarak ha-
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fifce karistirihir. Tekrar 2-3 saniye mikrodalga firinda
tutulur. Agaroz iyice ¢ozulinceye kadar kisa sureli
mikrodalgada tutma islemi tekrarlanir. Agaroz iyice
¢ozuldikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosu-
na konur. %10’luk sodyum dodesil sulfattan (SDS,
50°C’de 1sitilmis) 1 ml eklenerek iyice karistirilir.
Agaroz-SDS karigsimindan 200 ul Ependorf tlplere
dagitilir ve 45-50°C’deki su banyosunda (veya kuru
Is1 blogunda) bekletilir.

2. Agaroz kalibi isaretlenip buz kabina oturtulur.

3. HST iginde hazirlanmis bakteri siispansiyonun-
dan 200 ul alinarak, 50°C’de tutulan ve igerisinde
200 pl disiik erime 1sili agaroz-SDS bulunan tiipe
eklenir. Birkag defa pipetaj yapilarak hiicrelerin aga-
roz icinde homojen dagilimasi saglanir.

4. Bekletilmeden, hicre-agaroz-SDS karigsimindan
hava kabarcigl olmayacak sekilde agaroz kalibi-
na (10 mm x 5 mm x 1.5 mm, Sio Rad Laborato-
ries)100 ul dagitilir. Kaliplar, agaroz katilasincaya
kadar +4°C’de, 10 dakika bekletilir. Bu asamada
agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi kaliteli DNA
hazirlanmasi icin 6nemlidir. Boylece erken hiicre
parcalanmasi ve endonulkleaz aktivitesi azalirken,
agarozun homojen karismasi saglanir.

C. Agaroz icindeki hiicrelerin pargalanmasi [4]

5 ml'lik steril kapakl tiplere, 0.5 ml Hicre Lizis
Solisyonu-1 (HLS-1; 50 mM Tris-HCI [pH=8.0], 50
mM EDTA, 2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz
K) konulur. (Not: lizozim ve proteinaz K pargalama
tamponu igerisine kullanim sirasinda eklenecektir)

6 mL HLS-1 hazirlamak igin

Proteinaz K/10 mg/ml) 900 pl

Lizozim (100 mg/ml) 150 pl
10X TE (0.5 M Tris-HCL, pH=8.4; 0.5 M EDTA) 600 pl
4350 pl

icerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢i-
karilarak lizis soltisyonuna yerlestirilir. 37°C’de 1
saat calkalamali su banyosunda bekletilir (Not: tlp
su banyosuna hafif yatik pozisyonda yerlestirilir).
HLS-1 dokulerek, yerine 0.5 ml HLS-2 (0.5 M EDTA,
%1 sarkozil, 400 ug/ml proteinaz K) konulur. (Not:
proteinaz K pargalama tamponu igerisine kullanim
sirasinda eklenecektir)

6 mL HLS-2 hazirlamak igin

Distile su

Proteinaz K (10 mg/ml) 240 pl
10X SE (5 M EDTA, %10 sarkozil) 600 pl
Distile su 5160 pl

55°C’de 2 saat calkalamali su banyosunda bekle-
tilir.

D. Hiicre lizisinden sonra agaroz kaliplarinin
yikanmasi [3,4]

Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilag-
masi igin tlpler buz igerisinde en az 15 dakika bek-
letilir. Dikkatlice HLS-2 aspire edilir. icinde agaroz
kalip bulunan tupe, 50°C’ye 1sitilmis olan steril ultra
saf sudan (Reagent Grade Type 1) 4 ml eklenerek,
50°C calkalamali su banyosunda 15 dakika bekle-
tilir (su ile yikama iglemi). Su tamamen aspire edi-
lir. Su ile yikama iglemi iki defa daha tekrarlanir. Su
tamamen aspire edilir. Daha sonra agaroz kaliplari
uc defa (her biri 50°C’de 15 dakika olmak Uzere),
4 ml TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH=7.6)
tamponuyla yikanir (Not: yilkama sonrasi agaroz ka-
liplar seffaflasir). Boylece iginde saflastiriimigs DNA
bulunan agaroz, RE ile kesime hazir hale getirilmis
olur.

E. Agaroz kaliplan igindeki DNA’'nin RE ile
kesilmesi

P. mirabilis icin etkinligi daha énce arastiriimis olan
Notl (5-7) enzimi kullaniimistir. DNA igeren agaroz
kalibi bir lam Uzerine alinarak bir bisturi yardimiyla
Ya oraninda kesilir. Pargalardan biri, 100 pl 1x Notl
tamponu icine konularak g¢alkalamali su banyosun-
da 37°C’de 10 dakika bekletilir. (Diger pargalar son-
raki calismalarda kullaniimak Uzere TE tamponu
icinde saklanir). Sonra sivi aspire edilir. Her agaroz
kalibi icin asagidaki karisim hazirlanir.

10 pl 10x Notl tamponu,

3 ul Notl enzimi (10 U/ul) (Promega Corporati-
on, WI, USA),

87 ul steril ultra saf su (Reagent Grade Type),

Toplam hacim 100 pl.

Bu karigimin icerisine enzimin tamponu ile yi-
kanmis agaroz kalibi konulup, ¢alkalamal su ban-
yosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edilir [5]. inkiibas-
yon sonunda tlpler buzdolabinda 15 dakika bekleti-
lir. Kaliplar elektroforez igin hazirdir.

F. Elektroforez jelinin hazirlamasi ve kaliplarin
jele yiiklenmesi [3]

1. 0.5X TBE (44.5 mM Trisma base, 44.5 mM Borik
asit, 1 mM EDTA, pH=8.0) igine 100 ml olacak se-
kilde %1’lik agaroz (pulsed-field certified agarose,
Bio-Rad Laboratories) hazirlanir.

i. 1 g agaroz 200 ml'lik balona konulur.

ii. Uzerine 100 ml 0.5X TBE eklenir, yavasca
karistirilarak agarin dagilmasi saglanir.

iii. Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak
mikrodalga firinda 60 saniye tutulur, ¢ikarilarak ha-
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fifce karistiriir, tekrar 15 saniye mikrodalga firinda
tutulur.

iv. Agaroz iyice ¢ozuldikten sonra, balon
45-50°C’lik su banyosuna konulur.

2. Agaroz dokulecek kaset hazirlanir, sizdirma-
masil icin etrafi bantlanir. Su terazisi ile tamamen
dizgun oldugu kontrol edilmis diz bir zemine ko-
nulur.

3. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her
biri, 15 digli taragin dislerinin u¢ kismina (taragin ug
gizgisine tam paralel olacak sekilde) yerlestirilir. Ta-
ragin iki kenari ve ortasindaki dislerine kontrol su-
suna ait kaliplar yUklenir.

4. Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kalip-
larinin etrafindaki sivinin fazlasi alinir. Maksimum 5
dakika oda isisinda bekletildikten sonra, 6rnek ko-
nulan kisim DNAnin yuriyecegdi yone gelmek kay-
diyla, tarak agaroz dékilecek kaset igine yerlestirilir.

5. Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakligi yak-
lasik 45-50°C (gok dnemli) olan agaroz dikkatli bir
sekilde hava kabarcidi olusturulimadan kaset icine
dokulur.

6. Oda isisinda 20-30 dakika katilagsmaya bi-
rakilir. Tarak dikkatlice gikarilir. istenirse cukurlar
%1’lik agarozla doldurulabilir.

Sonra, agaroz kasetinin gergeveleri ¢ikarilir,
tabla Uzerindeki agaroz, igerisinde 1900-2000 ml
0.5X TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerles-
tirilir.

G. Elektroforez

CHEF-DR Il sisteminde (Bio-Rad laboratories, Na-
zareth, Belgium) P. mirabilis i¢in uygulanan elekto-
forez kosullar; - blok 1: baglangi¢ vurus suresi 1 sn,
bitis vurus suresi 30 sn, vurus agisi 120°, akim 6 V/
cm2, sicaklik 14°C, sure 8 saat, - blok 2: baslangi¢
vurus suresi 30 sn, bitis vurus suresi 70 sn, vurus
agisi 120°, akim 6 V/cm2, sicaklik 14°C, sure 16
saat; TBE tamponu, pH=8.4.

H. Sonucun g6zlenmesi ve analizi

Elektroforezden sonra jel, 5 pug/ml etidyum bromur
iceren 400 ml ultra saf su igine alinir. 20 dakika bo-
yanir. UV 1s1§1 altinda goruntilenir. Gel logic 2200
imaging system (ayrim guci 1708x1280 piksel,
Kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant
goruntulerinin fotografi ¢ekilir. Resimler TIFF forma-
tinda kayit edilir.

Bionumerics yazilim sistemi (version 6.01; App-
lied Maths, Sint-Martens-latem, Belgium) kullanila-
rak bant profilleri analiz edilir. Oncelikle her resimde

bulunan Ug adet standart (1., 7. ve 15. kuyucuklarda
yuritilen) yardimi ile resimler arasi normalizasyon
yapilir. “Unweighted pair group method with mat-
hematical averaging (UPGMA)” kullanilarak PFGE
profillerinin, dendrogrami olusturulur ve kiimelesme
analizi yapilir. Bantlara bagh “Dice” benzerlik katsa-
yisina gore suslar arasindaki iligki belirlenir. Ben-
zerlik katsayisinin hesaplanmasinda bant ve profil
toleransi, %1-1.5 olarak alinir.

Tenover ve ark. [15] tarafindan gelistirilmis kri-
terler kullanilarak izolatlar ayni, yakin iligkili, muhte-
mel iligkili ve iliskisiz olarak degerlendirilir.

Ayni izolatlar: Ayni sayi ve boyutlarda bant ice-

ren izolatlar i¢in kullanilir. Bu izolatlar, genetik olarak
farksiz kabul edilir. Epidemiyolojik olarak iligkilidirler.

Yakin iliskili izolatlar: Salgin susu ile aralarin-
da 2-3 bant farki vardir. Blyuk bir olasilikla salginla
iligkili suglardir.

Muhtemel iligkili izolatlar: Salgin suglari ile ara-
larinda 4-6 bant farki vardir. Muhtemelen salginla
iligkilidirler.

iliskisiz izolatlar: Aralarinda =7 bant farki olan
suslardir. Salginla iligkileri yoktur.

I. Calisma gozeltileri
1. 10X TE ¢dzeltisi (HLS-1 hazirlamak igin)

2 M Tris-HCI 50 ml
0.5 M EDTA, pH=8.0 20 ml
Distile su 930 ml
2. 1X SE ¢ozeltisi (HLS-2 hazirlamak igin)

0.5 M EDTA, %1 sarkozil

3. HST-1 (pH=8.0) ¢ozeltisi

100 mM Tris-HCI

100 mM EDTA

4. 2 M Tris-HCI (pH=8.0) stok ¢ozeltisi

Tris base (sigma) 10649
Tris-HCI (sigma) 17.79g

Mili Q ile 100 ml’'ye tamamlanir.
5. Tris-EDTA (TE) buffer (pH=7.4-8.0) ¢ozeltisi

1X TE i¢in 10 ml 1 M Tris-HCI (veya 5 ml 2 M Tris-
HCI)

2 ml 0.5 M EDTA (pH=8.0)

Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir.

6. TE (Wash buffer) ¢ozeltisi

10 mM Tris-HCI

0.1 mM EDTA (pH=7.4)
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BULGULAR

Proteus mirabilis izolatlarinin genotipik tiplendiril-
mesi amaciyla yapilan PFGE ¢alismasinda P. mira-
bilis DNA'lari restriksiyon endonuikleaz aktiviteli Notl
enzimiyle kesildikten sonra cesitli bant paternlerinin
goruldigu PFGE jel goruntuleri ortaya ¢ikti (Sekil
1).

Proteus mirabilis suslarinin PFGE ydntemi ile
Notl makrorestriksiyon enzimleri ile kesimlerinin ar-
dindan, farkli molekdl blyUkliklerine sahip bantlar
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TARTISMA

Calismamizda PFGE-CHEF sistemi kullanilarak
yapilan Proteus mirabilis suglarinin analizinde Te-
nover ve ark.’nin standart kriterleri esas alinmigtir.
Tenover kriterlerine gdre izolatlarin restriksiyon pa-
ternleri ayni bant sayisina sahipse ve karsilikh bant-
lar ayni boyuttaysa bu izolatlar ayni sustur. Bizim
calismamizdaki 21 sus icerisinde kiime olusturan
21 sus ayni bant profiline sahip olup epidemiyolojik
olarak ayni sus olabilirler, bu suglarin epidemiyolojik
olarak incelendiginde ayni bélgeden basvuru yap-
tiklari tespit edilmistir, bununla birlikte direng profil-
leri kargilastirildiginda bir benzerlige rastlanmamis-
tir. Notl kesim profillerine goére galismamizdaki 21
susun birbirleriyle epidemiyolojik olarak iligkili oldu-
gunu sdylemek mumkundur.

Proteus mirabilis suslarinin genetik profili hak-
kinda daha ayrintili bilgi elde etmek adina ginu-

=g2=

elde edilmistir. “Dice” benzerlik katsayisi ve UPGMA
yontemi kullanilarak olusturulan PFGE modellerinin
dendogramlari sirasiyla Sekil 1'de goOsterilmigtir.
Notl enzimi ile kesilen P. mirabilis suslari birbirleri
ile klonal yonden iliskili bulunmustur. PFGE modeli
genetik benzerliklerini % 98 olarak géstermistir. Ya-
pilan optimizasyon calismasinda kullanilan butin
suslar (%100) PFGE yontemiyle tiplendirilmis ve
bu molekiler teknigin P. mirabilis suglarinin genetik
profilinin belirlenmesi i¢in uygun oldugu kanitlan-
mistir.

Sekil 1. Proteus mirabilis suslarina ait dendog-
ram ve PFGE goriintisi

mizde yapilan molekiler ¢alismalardan biri de PF-
GE’dir. Bu galismada Proteus mirabilis suglarini ge-
notipik olarak PFGE ydntemiyle inceleyerek, susla-
rin klonal iligkisi hakkinda bilgi edinmek amaglandi.

Gunimulzde etkenin belli bélgelerde endemik
olmasi nedeniyle, epidemiyolojik surveyans igin
duyarl ve standart yontemler gereklidir. Molekuler
tiplendirme, Proteus surveyansinin duyarlilik ve 6z-
gulligunt baylk olgide artirmakta ve geleneksel
surveyans yontemleriyle saptanamayacak salgin-
lari belirleme ve halk sagligi igin dnemli 6zel klon-
lari hizla tanimlama olanagi saglamaktadir. PPA
(plasmid profile analysis), RAPD (randomly amp-
lified polymorphic DNA), 1S200 RFLP (restriction
fragment length polymorphism), ribotiplendirme ve
PFGE muhtemel genetik iligkileri belirleme ve ta-
nimlamada kullanilan yontemlerdir. PFGE, ilk tarif
edildigi 1983 yilindan sonra birgok bakteri igin kul-
lanilan molekuler epidemiyolojik yontemler icinde,
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suglar arasindaki genetik iligkiyi ortaya koymada
glvenilir standart bir ydntem haline gelmistir. PFGE,
glnimuzde Proteus serotipleri igin de standart bir
yontem olarak kabul edilmektedir. Bu teknikte, me-
gabaz buyukligindeki kromozom DNA'si, seyrek
olarak, aralikli kesen makrorestriksiyon enzimleriy-
le kesilmekte; kesilen blylik DNA pargalari, farkl
yonlerden elektrik akimi uygulayabilen elektroforez
aygiti ile jel Gzerinde yurutuldikten sonra gorunti-
lenebilmektedir. PFGE, ABD’de ve cesitli Avrupa
Ulkelerinde Proteus salgin arastirmalarinda elde
edilen bulgulari kargilastirabilmek amaciyla stan-
dart protokolle uygulanmaktadir. PFGE’nin Notl ile
kullanimi, Proteus serotipleri icin yaygin olarak ka-
bul gérmektedir.

Sunulan bu calisma, Notl enzimi ile uygula-
nan PFGE’nin, PPA ile birlikte degerlendirildigin-
de, benzer diren¢ fenotipine sahip izolatlarin ayirt
edilmesinde ve farkli diren¢ modellerine sahip izo-
latlar arasindaki genetik iliskiyi saptamada yararli
oldugunu; bu enzimle elde edilen modellerin birlikte
degerlendiriimesiyle, PFGE ydnteminin Proteus igin
ayirt ediciliginin arttigini géstermektedir. Bu bulgu-
lar, P. mirabilis suslarinin klonal yapisini dogrular
niteliktedir. P.mirabilis izolatlarinin incelenmesinde
Notl enzimi ile yapilan PFGE, plazmid profilleri ile
beraber ele alindiginda ayirt ediciligi yuksek, glve-
nilir bir ydntem olarak degerlendiriimekle birlikte, P.
mirabilis suglarinin molekuler epidemiyolojisi ile ilgili
bilgilerin giincellenmesi igin slrekli yeni ¢alismala-
rin yapilmasi gereklidir.

Bu calisma ile, P. mirabilis'in PFGE yontemi ile
tiplendiriimesinde kalip hazirlama, kaliptaki bakte-
rilerin parcalanmasi ve kaliplarin yikanmasi asa-
malarinda pratik olarak kullanilabilecek, ¢alismanin
ertesi gunu sonug¢ alinabilen kisa sireli bir protokol
gelistirilmigtir. Ayrica gelistirilen protokolin laboratu-
var ici tekrarlanabilirligi test edilmigtir.

Sonug olarak, P. mirabilis tiplendirmesinde
PFGE yontemini optimize etmeyi basardigimizi,
P. mirabilis’e yénelik molekiler yontemlerin kalite
glivencesinin saglanmasi (internal kalite kontrol,
EQAS programlarina katilim) icin gerekli bilgi ve
tecribemizi artirdigimizi, bu alanda Ulkemizde bir
ilk olan galismamizin, bize ve yakin gelecekte bu
alanda galismak isteyenlere 6nemli veriler saglaya-
cagini, konu ile ilgili yeni ¢alismalarin planlanmasi-
na olanak taniyacagini distnuyoruz.
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