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Ozet

PFGE (Pulsed-Field Jel Electroforez), akuakiiltirde salgin hastaliklara yol agan izolatlarin
iliskilendirilmelerinde anahtar rol oynayan bir metottur. Teknik, 10 megabaz ¢ifti (Mbg) kadar genis molekiil
agirhigma sahip DNA pargalarinin etkin bir bigimde ayrismasina olanak saglamstir. PFGE, cesitli patojenlerin
epidemiyolojisi, genom biyiikliikklerinin belirlenmesi, bakteri kromozomlarinin fiziksel ve genetik
haritalandirilmalarinin gergeklestirilmesi gibi konularda son yillarda sikc¢a kullanilan ve altin standart olarak
kabul géren bir metottur. Agaroz icerisindeki bakteri hiicresinden elde edilen genomik DNA’nin, uygun enzim
ile kesimi sonucu olusan bant desenlerinin yorumlanmasi seklinde gergeklestirilir. Bu derlemede, PFGE’nin
genel 6zellikleri, caligma prensibi, tipleri, genel ve akuakiiltiirdeki kullanimindan s6z edilmistir.

Anahtar kelimeler: Akuakiiltiir, Epidemiyoloji, PFGE, Kesici enzimler
Method of Pulsed-Field Gel Electroforesis (PFGE) and Its Usage in Aquatic organisms
Abstract

PFGE (Pulsed-Field Gel Electroforesis) played a key role in determining the outbreak-associated isolates
in aquaculture. The technique has enable to separate large DNA fragments of up to 10 megabase pairs (Mb)
effectively. In recent years PFGE, is a method that comonly used and accepted as the gold standard for
epidemiology of various pathogen, determining to genome size and constructing the physical and genetic map
of the chromosome of bacteria. PFGE is performed: Genomic DNA is derived from bacterial cell in agarose,
cut with the appropriate enzyme and band paterns are described. In this review, the general characteristics of
PFGE, prenciples of experiment, types of PFGE, the use of PFGE in general and aquaculture are introduced.
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GIRIS

Akuakiiltiirde, bakteriyel hastaliklarin geleneksel olarak tespiti; bakterinin izolasyonu
fenotipik Ozeliklerini iceren geleneksel bakteriyolojik testler ve serolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi seklinde gergeklestirilir (Bernardet ve ark., 1990). Fakat yapilan ¢aligmalar
aynt genus igerisinde olan bazi patojenlerin bu klasik testler sonucu farklilik
gostermediklerini ortaya koymustur (Eldar ve ark., 1996). Son yillarda balik patojenlerinin
tespiti lizerine molekiiler biyolojinin kullanimi oldukca yayginlagmistir. Siirekli gelisim
halinde olan akuakiiltiirde balik patojenlerinin rutin tespiti ve kontrolii, bakteriyel ve viral
etkenlerin epidemiyolojilerinin arastirilmasi rutin ¢alismalar haline gelmistir. Bu sayede
bir¢cok etkenin sadece tespiti degil ayni zamanda yayilimi, bunun mekanizmasi ve

korunma onlemleri konusunda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir (Vela ve ark., 2000;
Cagirgan, 2004; Tiire ve ark., 2012).

Klasik biyokimyasal testler, antimikrobiyal duyarlilik testleri ve serotiplendirme gibi
test sonuglarina gore ayni goriinen izolatlar molekiiler epidemiyoloji teknikleri sayesinde
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farkli adlandirilabilmiglerdir. Yeni teknikler gelistirilirken bir yandan da eski teknikler
modifiye edilerek daha az zaman ve isgiicii ile kaliteli sonuglar elde edilebilmistir (Mc
Ellistrem ve ark., 2000).

Gelisim halinde olan akuakiiltiirdeki degisik problemleri ¢ézmek iizere Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR), Pulsed-Field Jel Elektroforezi (PFGE), Enterobacterial
Repatitive Intragenic Consensus Element (ERIC-PZR), Restriksiyon Par¢a Uzunlugu
Polimorfizmi (RFLP), Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD), Cogaltilmis Parga
Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), Multipleks (Coklu) PZR ve In Siitii Hibridizasyon gibi
teknikler gelistirilmistir.

Bu derlemenin amaci; yiiksek ayirt etme giiciine sahip olmasi ve ¢ok 1iyi
epidemiyolojik uygulamalarindan dolayr son 20 yildir bakteriyel patojenlerin alt
tiplemelerinde altin standart olarak kullanilan PFGE tekniginin (Olive ve Bean, 1999)
akuakiiltiirdeki kullanimu ile ilgili bir degerlendirmesini yapmak ve bu teknigin nasil
kullanildig1, avantaj ve dezavantajlar1 hakkinda giincel bilgi sunmaktir.

Pulsed-Field Jel Elektroforesizijn Tarihgesi

Yakin zamana kadar molekiiler biyoloji alaninda, DNA molekiillerinin ayrilmalari,
boyutlarimin bilinmesi ve goriintiilenmeleri gibi konularda kullanilan en yaygin teknik
standart jel elektroforezidir. Bu geleneksel teknik ile, sabit bir elektriksel alan altinda
ancak 100-200 baz cifti (bg) ile 50 kilobaz cifti (kbg) arasindaki DNA fragmentlerinin
(parcacik) ayrigmasi saglanabilir. 50 kbg¢’nin lzerindekiler ise molekiillerin
biiyiikliigiinden dolayi jel iizerinde ayrigmazlar (Basim ve Basim, 2001). 11k kez 1982°de
Schwartz ve arkadaslari 50 kbg¢’den daha biiyiik DNA molekiillerinin iki degisken
elektriksel alan kullanarak ayrigtirildig: sistemi tanitmiglardir. Daha sonraki zamanlarda da
bu prensip temelinde ki cihazlar gelistirilerek 10 Mbg kadar biiytikliikteki molekiillerin
ayrismalart saglanmistir. PFGE, 50 kbg’lik parazit mikro kromozomundan Mbg ile
Olciilebilen biiyiiklikkteki maya kromozomlarina kadar bakteri, viriis ve memelilerde dahil
bir¢ok canli tiiriine ait kromozomal DNA’y1 mitkemmel bir sekilde ayristirma kabiliyetine
sahiptir (Schwartz ve Cantor, 1984; Gardiner, 1991).

Pulsed-Field Jel Elektroforesizin Calisma Prensibi

Disiik erime 1sili (low melting) agaroz igine gomiilii haldeki bakteri hiicresinden,
yapisal Dbiitiinliigli bozulmadan izole edilen genomik DNA’nin uygun restriksiyon
endoniikleaz enzimi (RE) ile kesimi sonucu olusan profillerin belirlenmesi ve
yorumlanmasi esasina dayanir (Sekil 1). Standart jel elektroforezine gore cok daha biiylik
DNA molekiillerinin hareket ettirilmesi, degisken elektriksel alan kaynakli akim
oryantasyonunun periyodik bir sekilde hareketiyle miimkiin olmaktadir. PFGE’de uygun
RE ile tam olarak kesilmis 10 ile 800 kbg¢ arasinda uzunluga sahip parcalar etkin bir
sekilde gog ettirilmekte ve bunun sonucunda yaklasik 5 ila 25 arasinda farkli yapida DNA
fragmentleri ortaya ¢ikmaktadir (Murray ve ark., 1998; Tiire ve ark., 2012).
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Elektroforez Goruntuleme Bantlarin yorumu

Sekil 1. PFGE’nin pratik adimlar1 (URL 1)

PFGE Ekipmanlari

Bir PFGE sistemindeki temel ekipmanlar (Sekil 2); jel kutusu, elektriksel alan kontrolii
icin anahtar Unitesi (switch), bilgisayar programi, sogutucu, UV goriintiileme cihazi ve
giic kaynagidir (Lai ve ark. 1989). Jel kutusu, igerisine elektrotlar takili hareketsiz bir
sistemdir. Icine DNA bloklar1 yerlestirilmis sertifikali PFGE agarozu ile hazirlanmus jel,
jel kutusuna yerlestirilir ve {izerinde bulundugu tampon c¢ozeltisinin elektriksel
sirkiilasyonu ile DNA pargaciklar1 hareket ettirilir. PFGE’de yaygin olarak kullanilan
voltaj degeri 10 volt/cm kadardir. Tampon c¢ozeltisi sicakligr sistem tarafindan sabit
tutulur (Lai ve ark., 1989; Basim ve Basim, 2001).

Elektriksel alan kontrolii i¢in kullanilan devre, fragmentlerin ayrimi i¢in 6nemlidir.
Caligma hiz1 ve araligi sisteme baglh bilgisayar tarafindan kontrol edilir. DNA
molekiillerinin ayrigmasi i¢in ¢alisma hizi belirli limitlerde olmalidir. Son zamanlarda
gelistirilen baz1 aparatlar vasitasi ile elektriksel alanlarin arasindaki oryantasyon acisi
kontrol edilerek bu {initenin etkinligi arttirilmistir (Basim ve Basim, 2001).Uygun RE ile
kesilen bir gram(+) balik patojeni i¢in; plaklar %1 oraninda hazirlanan sertifikali PFGE
agarozuna yiiklenmis, kosturma zamani 18 saat, sicaklik 10°C, voltaj derecesi 130V, ac1
120° ve 12 saniye araliklarla, 0,5x TBE tampon ¢dzeltisi igerisinde kosturulmast DNA
fragmentlerinin yeterince ayrismasi i¢in uygun bulunmustur (Tiire ve ark., 2012).
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PFGE sisteminde, DNA molekiillerinin ayrigmalarinin kontroliinde switch araligi
(interval) onemlidir. Cok yonlii iinitenin ayn1 karakteristikte bilgisayar yazilim sistemi
olmalidir. Sistem yeterince hizli olmali ve vurus araliinin zamanla artmasi1 gerekir.
Kosturma zamani, ¢ok genis DNA molekiillerinin ayrigmasini olanak saglayacak
uzunlukta olmalidir. Tiim bu islemler sisteme dahil bilgisayar programi sayesinde kurulup
kontrol edilir (Lai ve ark., 1989).

PFGE’de ayrismanin istenilen diizeyde olabilmesi icin sistemin bagli oldugu
elektriksel akimin siirekli ve kontrol altinda olmasi gerekir. Jelde gerekli akim ve voltaj
icin glic kaynag1 yeterince yliksek randimana sahip olmalidir. PFGE’de yaygin olarak
kullanilan voltaj derecesi araligi (1,5-15 volt/cm) igin 750 volt giiciinde gii¢ kaynagina
ihtiya¢ duyulmaktadir (Lai ve ark., 1989).

Tampon ¢ozeltisinin sirkiilasyonu, jel i¢indeki sicaklik degisimini elemine etmesi ve
elektrolizden kaynaklanan tampon ¢ozeltisindeki bazi aksakliklar1 hafifletmesinden dolay1
onemlidir. DNA molekiiliiniin gogii sicakliga duyarhdir ve gd¢ tamamlanincaya kadar
sabit kalmasi gerekir. Tampon ¢ozeltisi sistemdeki pompa araciligr ile yaklasik 450ml/dk.
oraninda dolastirilir. Tampon rezervuar tankindaki soguk su vasitasi ile sogutulur boylece
Tampon ¢ozeltisi sicakligi kosturma siiresi boyunca sabit (10-15°C) kalir (Birren ve ark.,
1988).

Kosturma iglemi tamamlandiktan sonra jel %0,01°lik etidyum bromiir (EtBr) ile
boyanarak UV altinda goriintiilenir. Jelde olusan DNA fragmentlerinin yorumlanmasi igin
standart jel elektroforezinde de kullanilan gesitli UV goriintiileme cihazlar1 kullanilabilir
(Tiire ve ark., 2012).

Sekil.2. PFGE ekipmanlari (orijinal)

Pulsed-Field Jel Elektroforesiz Tipleri

PFGE biiyiik ya da kiiciik DNA molekiillerinin ¢6ziiniirliiglinii arttirmak amacr ile
kullanilan ekipmanlarin ¢esitliligine bagli olarak farkliliklar gdsterir. Varilacak hedefe
uygun PFGE sistemin se¢imi maliyet ve efor degerlendirmesi agisindan 6nemlidir (Basim
ve Basimm, 2001). iki farkli alandan sirayla olusturulan elektriksel alan uygulamasi
temelinde birkag farkli PFGE tipi bildirilmistir.

47



M. Tiire, I Altinok / Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Dergisi, 9(1):44-54 (2013)

a) Alan inversiyon jel elektroforezi (Field inversion gel electrophoresis, FIGE):
Elektrik akimi 180 derecelik acilarla yerlestirilmis elektrotlardan ileri ve geri olmak iizere
iki yonde uygulanir. ileri yéndeki akimn siiresi (pulse zamani) geri yone gére ii¢ kat daha
uzundur. Bu durum molekiillerin ileriye gociine sebep olur. FIGE ile DNA molekiillerinin
dogrusal gocii saglanir. DNA hareketi her zaman DNA molekiillerinin boyutu ile uyumlu
degildir (Carle ve ark., 1986). FIGE’de bantlarin ¢oziintirliigiinii arttirmak amaci ile akim
siiresi araligi (durasyon) kosturma esnasinda kademeli olarak arttirilir. Giiniimiizde bu
sistem 600-750 kb¢ kadar kiigik fragmentlerin ayrismasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Basim ve Basim, 2001).

b) Contour-Clamped Homojen Elektrik Alanlar1 (Contour-Clamped
Homogeneous Electric Fields, CHEF): En genis kullanim alanina sahip tiptir. Sistem
altigen bi¢iminde kenarlara yerlestirilmis yirmi dort nokta elektroda sahiptir. Sistemde
etkisiz elektrot olmayip tiim elektrotlar loplar vasitasiyla gii¢ kaynag ile baglantilidir ve
hepsi ayn1 dirence sahiptir. Bu loplarin gorevi her pozisyonda altigen olarak yerlestirilmis
elektrotlardan uygun voltaj iiretmektir. Altigen bi¢cimimde 120 derecelik elektrotlarda
sabit hizla elektrik akimi gelmektedir. Sistemde diiz jel tizerinde etkili ve homojen bir
elektriksel alan iiretilir. 120 derecelik agilarla yerlestirilmis elektrotlardan sabit hizla gelen
elektrik akimi sayesinde pozitif kutuptan negatif kutba dogru hareket saglanir. Bu diizenek
DNA molekiillerinin gocii esnasindaki hasarlar1 onler. Boylece sistem sayesinde biiyiik
molekiil agirligima sahip DNA parcaciklariin gocii saglanmis olur (Chu ve ark., 1986;
Levene, 1992).

c) Transvers-Dalgali Alan Jel Elektroforezi (Transverse-Alternating Field Gel
Electrophoresis, TAFE): Bu yontemde kosturma islemi dikey posizyonda gergeklesir ve
elektriksel alan jelin yiizeyinde uygun bir ag1 ile saglanir. Bu sayede DNA gogiinde
olusacak hasar azaltilir (Gardiner ve Patterson, 1988). PFGE’nin bu tipi genis DNA
fragmentlerinin uygun bir bicimde gdcline olanak saglar. TAFE’de dikey hareketi
saglayan jelin oniinde ve arkasinda dort basit elektrot mevcuttur. Bu iki alan arasinda
elektriksel alanlar arasindaki ag1 farklidir (115°- 165°). Jel boyunca tiim DNA molekiilleri
ayn1 etkiye maruz kalir ve bantlar diiz bir bicimde ilerler. TAFE sistemi genis molekiil
agirligina sahip DNA molekiillerinin diizenli ve belirgin bigimde ayrigmasi sayesinde pek
cok patojenin genetik ¢aligmasinda ilerde oncii sistem olmasi beklenmektedir (Steward ve
ark., 1988).

d) Pulsed-Homojen Ortogonal Alan Jel Elektroforezi (Pulsed-Homogeneous
Orthogonal Field Gel Electrophoresis, PHOGE): Bu sistemin digerlerinden en énemli
farki, homojen elektriksel alanin yonlendirildigi ag1 90°°dir. Fakat DNA molekiilleri her
siklusta 2 yerine 4 kez yonlendirme islemine tabi tutulur. DNA molekiillerinin diiz bir
sekilde kosturulamadigr bu sistemde 100Mbg¢’den biiyiikk pargaciklarin ayrigmasina
olanak saglanir (Ziegler ve ark., 1992).

e) Ortogonal-Field Alternation Jel Elektroforezi (Orthogonal-Field Alternation
Gel Electrophoresis, OFAGE): ilk kez 1984 yilinda bildirilen bu sistemde 2 homojen
olmayan elektriksel alan kullanilir. Sistemin en onemli dezavantaji elektriksel alan bir
ornek olmayip, jeldeki elektriksel alan arasinda a¢i farki olmasidir. Boylece DNA
molekiilleri jel tizerindeki konumlarina bagli olarak farkli oranlarda go¢ ederler. Bu durum
bazi canlilarin genom haritalarinin diizenlenmesinde problem yaratabilir. Elektriksel
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alanlar arasindaki ag¢1 farki (90°-180°) kadardir. 1000-2000kb boyutundaki DNA
molekiillerinin ayrismasina olanak saglar (Carle ve ark., 1984).

f) Programlanabilir Bagmmsiz Kontrollii Elektrotlar (Programmable
Autonomously-Controlled Electrodes, PACE): Bu sistem tiim elektriksel alan
parametrelerin bagimsiz voltaj regiilasyonu araciligi ile tam kontrollii oldugu bir
sistemdir. Uzerinde 24 diizenli elektrot mevcuttur. Onceki PFGE sistemlerini temsil
edebilir. 100 bg ile 6 Mbg aras1t DNA pargaciklarinin etkin ayrigmasina olanak saglar.
PFGE’de vurus zamani, sicaklik, agaroz konsantrasyonu, voltaj ve ac1 gibi DNA gog¢iinii
etkileyen degiskenlerin yer aldigi calismalar i¢in ¢ok kullanish bir sistemdir (Birren ve
ark., 1988).

PFGE icin Kullamilan Materyal Ve Metot
1. PFGE icin bakteriyel DNA’nin elde edilmesi

Bakteri kat1 ya da sivi besi ortaminda geceden inkiibe edilir (nutrient, triptik soy agar
veya broth). 14-18 saat inkiibasyon yeterli olup, eskimis kiiltiirler kolay DNA hasarina
neden olurlar. Plaktan alinan bakterinin yogunlugu hiicre siispansiyon tamponu (100 mM
Tris, 100 mM EDTA, pH 8.0) icerisinde ayarlanir. Bakteri yogunlugu ortalama 610nm’de
0,6-1,0 optik dansite olmalidir. Bakteri hiicresi ortalama 5ml lizis tamponu (50 mM Tris,
50 mM EDTA, 1% Sarcosyl; 0,5 mg/ml Proteinase K, her 6rnek i¢in) icerisinde parcalanir
(Turabelidze ve ark., 2000). Lizis zamani organizmalar arasinda degismekle beraber
ortalama 37°C 0,5-3 saat yeterlidir. Bu asamada bakteri tiiriine gore degismekle beraber
lizozim, lizostapin ve mutonalizn gibi giiclii litik enzimler kullanilabilir. Lizis asamasi
DNA ekstraksiyonu i¢in ¢ok dnemli olup, yetersiz lizis enzimle kesim igleminin yetersiz
olmasina dolayist ile jel lizerinde bantlarin kotii géziikkmesine sebep olur (URL 1, ; Tiire
ve ark., 2012). Sonrasinda siispansiyon, %0,5 sodyum dodesil siilfat igeren %1,2-2’lik
diisiik erime 1s1l1 agoroz ile esit hacimde karistirilarak agaroz kaliplari igerisine dokiiliir ve
sogutulmak tizere 4°C de 10 dakika bekletilir. Kolay parcalanabilen bazi organizmalarda
lizis igslemi agaroz bloklan igerisinde yapilabilir. Agaroz kaliplarindan nazikge alinan
bloklar temiz bir tiip icerisine alinarak proteolizis (0,5 M EDTA, %] sarkozil ve 400pg/ml
proteinaz K, 3 saat-1 gece / 55°C) islemi gergeklestirilir. DNA bloklarini kullanilan enzim
ve deterjan atiklarindan arindirmak amaciyla 50°C’de her bir asamasi 10 dakika olacak
sekilde en az 3 kez distile su ile 3 kez de TE ile yikanir. Yetersiz yikama, yetersiz kesime
neden olabilir (Turabelidze ve ark., 2000).

2. DNA’nin restriksiyon enzimi (RE) ile kesimi

Agaroz igerisindeki kromozomal DNA’nin kesimi i¢in uygun RE’nin se¢imi dnemlidir.
Az sayida fakat biiyiikk molekiil agirhigina sahip parcalar olusturabilen enzimler
secilmelidir. Bakteriyel DNA’nin G+C igerigi ve enzimin tanima bdlgesinin uzunlugu RE
seciminde Oonemli kriterlerdir (Swaminathan ve ark., 1993). DNA bloklar1 temiz bir tiip
icerisine alinarak uygun RE ile f{iretici firma talimatlarina uygun bir sekilde kesim
islemine ugratilir. Gokkusagi alabaliklarindan izole edilen Lactococcus garvieae izolatlar
ile gergeklestirilen bir epidemiyolojik ¢alismada tiim suslar 50 U Apal enzimi (173ul
dH,0O, 3ul BSA, 5ul Tampon ve 5Sul enzim) ile bir gece / 37°C de kesim islemleri
gergeklestirilmis ve basaril goriintiiler ele edilmistir (Tiire ve ark., 2012).
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3. Pulsed-Field Elektroforezi

Enzim ile kesim isleminden sonra uygun biyiikliikteki bloklar ortalama %1 oraninda
hazirlanan sertifikali PFGE agarozuna yiiklenerek uygun sartlarda kosturulur. Biiyilik
DNA pargalarinin agarozda ayrigmasini etkileyen cesitli faktorler vardir. Agaroz ve
tampon konsantrasyonu, sicaklik, voltaj, pulse siiresi ve toplam elektroforez siiresi
baslicalaridir (Maslow ve ark., 1993). Tiim bu sartlar ¢alisilan organizmaya bagli olarak
degismekle beraber deneysel ¢aligmalardan 6nce 6n denemeler yapilarak uygun sartlar
olusturulmalidir. Voltaj miktar1 6énemlidir. Voltaj degerinin yiiksek ya da diisiik olmasi
tampon Kkonsantrasyonu ile ilgilidir. Ortalama degerler (130 mA —165 mA) arasinda
olmalidir. Kosturma zamani, son bandin jelin son kisminin 1-1,5¢cm kadar iizerinde olmasi
kriteriyle hesaplanabilir. Bu siire tamponun pH’sina, sicakligina, tampon ve jelin
konsantrasyonuna bagli olarak degismekle beraber laboratuar, ekipman ve calisilan
organizmaya gore de farklilik gosterir. Kosturma zamani yetersiz ise bant desenleri iyi
acilmaz ve yakin gbo¢ eden bantlarin ¢Oziinlirliigli azalabilir. Siirenin uzun olmasi
durumunda ise bantlar jel disina tasabilir. Daha sonra jel 1 litre distile suda 25-30 dakika
100ul EtBr (10mg/ml) ile boyanarak UV altinda goriintiilenir. {lk gériintii alindiktan sonra
jel 500ml distile su igerisine alinarak geri boyama yapilir (URL 1).

4. Bant desenlerinin yorumlanmasi ve izolatlarin yakinhk derecelerine gore
gruplandirilmalari

Test edilen suglarin yanmi sira jelde farkli tiirden bir sus ile restriksiyon profili iyi
bilinen bir bakteride kontrol amaci ile bulunmalidir. Boylelikle DNA ekstraksiyonu,
restriksiyon islemi, bloklarin yikanmasi, elektroforez kosullar1 ve sonuglarin
tekrarlanabilirligi gibi islemlerin uygunlugu ve olusan bazi aksakliklar kontrol adilmis
olur (URL 2).

Genetik olaylardan kaynaklanabilecek kiiciik degisikliklerin tespiti i¢in jeldeki bir veya
iki kuyucukta molekiiler agirlik standardi bulunmalidir. En yaygin kullanilan1 Lambda
ladder’dir. Temel olarak, jelde olusan bantlarin say1 ve biiyiikliikleri kiyaslanarak suslar
arasi genetik iliskilendirme yapilmaktadir. Genelde salgin suslarin profilleri birbirileri ile
ayni, epidemiyolojik olarak iliskisiz suglar ise farkli géziikmektedir. Yalniz, mutasyon,
insersiyon ve delesyon gibi bazi genetik olaylar PFGE profillerinde degisiklige yol
acabilirler. Sekil 3’de baliklardan izole edilen L. garvieae suslari ile yapilan bir
epidemiyolojik ¢aligmada elde edilen bant profili goriilmektedir (Tiire ve ark., 2012)

Tenover ve ark. (1995)’min  kullandiklar1  sistem, PFGE sonuglarinin
degerlendirilmesinde ideal ve nispeten kolay bir sistem olup siklikla kullanilmaktadir.
Bant profillerinin yeri ve sayilarnt kiyaslanarak suslar arasi iligkilendirme yapilmaktadir.
Soyle ki: Oncelikle salgin susu belirlenir. Bu sus ile ayn1 say1 ve biiyiikliige sahip bantlar
veren izolatlar igin aymi izolat tabiri kullanilir. Bunlar salginin bir pargasi olup
epidemiyolojik olarak yakin iligkili izolatlardir. Tek bant farklilig: dikkate alinmaz. Salgin
susu ile aralarinda 2-3 bant fark: olan izolatlar ise yakin iliskili izolat olarak isimlendirilir.
Bu kii¢iik bant farkliliklari nokta mutasyon, insersiyon ya da delesyon gibi tek bir genetik
olayla iligkili olup suslar salginin bir pargasi olarak degerlendirilir. Salgin suslar ile
aralarinda 4-6 bant farki olan izolatlar i¢in ise muhtemel iligkili izolat tabiri kullanilir. Bu
farklilik iki bagimsiz genetik olay sonucu daha uzun siirede ortaya ¢ikmis olup, suslar ayni
soydan olsalar bile epidemiyolojik olarak iliskili olma ihtimalleri azdir. Salgin susu ile
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aralarinda yedi ve daha fazla bant farki olan izolatlar ise iligkisiz izolatlar olarak kabul
edilir. izolatlarin DNA’sinda ii¢ yada daha fazla genetik olay meydana gelmistir (Tenover
ve ark., 1995).

Tiim bu kriterler kullanilirken; PFGE‘de en az on ayr1 bant olusmasi, epidemiyolojik
caligmanin kisa bir zaman siirecinde ve lokal bir alanda olmasi, simirli kaynaga sahip ve
tek bir RE ile calisilmasi gibi durumlar i¢in gegerlidir. Genig zaman siirecinde, genis
popiilasyonlardan toplanmis izolatlar ve birden fazla RE ile yapilan epidemiyolojik
caligmalar i¢in bu yontem ¢ok uygun degildir (Tenover ve ark., 1995).

Son yillarda, genis alanlardan izole edilen suslar ile gerceklestirilen uzun soluklu
epidemiyolojik caligmalarda degisik karakterlerde yazilimlar ve istatistik pragramlari
kullanilarak tam ve gilivenilir sonuglar elde edilebilmektedir. PFGE paternleri gorsel
olarak yorumlandiktan sonra jelde olusan degisik say1 ve boyutlardaki DNA bantlar
yazilim analiz sistemlerine aktarilmakta ve bu sistem sayesinde izolatlar arasi
iligkilendirme sayisal olarak yapilabilmektedir. Kii¢iik tolerans oranlar1 ve optimizasyon
ile gerceklestirilen islemler sonrasinda kiime analizi [Unweighted Pair-Group Method
with Arithmetic mean (UPGMA)] kullanilarak dendogram olusturulmakta ve herhangi bir
patojenin yayilimi ve bu olayin mekanizmasi hakkinda daha derin bilgi edinilmektedir
(Vela ve ark., 2000; Kawanishi ve ark., 2005; Tejedor ve ark., 2011; Tiire ve ark., 2012).

M 123 45 6 789 101112131415 16 17

Sekil 3. M: Molekiil agirlik standardi, 1-12 ve 14-17: L. garvieae, 13: L.lactis spp.
(Tiire ve ark., 2012)
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PFGE’nin kullanim alanlari

1. PFGE, biiyitk DNA molekiiliine sahip bakteri genomlarimin farklt RE’ler ile hizli ve
etkili bir bicimde ayrismasina olanak saglar (Schwartz ve Cantor, 1984).

2. RE vasitasi ile elde edilen DNA fragmentleri sayesinde c¢esitli kromozomlarin
parmak izi ve fiziksel haritalamalar1 tespit edilebilir (Correia ve ark., 1994).

3. Aymi tiire ait farkli suglar arasindaki iligkiyi derecelendirmede essiz bir metottur
(Vela ve ark., 2000).

4. PFGE, akuakiiltiirde hastaliklara yol acabilen bircok bakteri tiiriiniin
karakterizasyonu ve genom biiyiikliiklerinin arastirilmasinda kullanilabilir (Vela ve ark.,
2000; Kawanishi ve ark., 2005; Tejedor ve ark., 2011; Tiire ve ark., 2012).

5. 180’in iizerinde bakteriyel kromozomun fiziksel haritalarinin olusturulmasinda
giiclii ve etkili bir metottur (Basim ve Basim, 2001).

6. Bireysel restriksiyon fragmentlerinin tespiti, restriksiyon haritalama ve gen
haritalama gibi konular i¢in kullanighdir (Smith ve ark., 1988).

7. Nokta mutasyon, insersiyon yada delesyon gibi rastlantisal genetik olaylarin
tespitine imkan tanir (Tenover ve ark., 1995).

8. PFGE markir diizenlerinin tespitinde diger metotlara oranla daha giivenilir bigimde
kullanilabilir (Burmeister, 1992).

9. Onceki yillarda antimikrobiyal duyarhlik testleri, serotiplendirme ve geleneksel
biyokimyasal test sonucuna gore ayni goriinen bazi bakteri izolatlar1 PFGE sayesinde
farklilastirilabilir (Mc Ellistrem ve ark., 2000).

10. PFGE, bakteri basta olmak iizere, mantar, parazitik protozoa ve memeli gibi farkl
kaynaklardan elde edilen biiyiik molekiil agirliga sahip total genomik DNA’nin analizine
olanak saglayan gii¢lii ve essiz bir metottur (Basim ve Basim, 2001).

11. Bazi1 canlilarin DNA hasarlarinin tespitinde kullanilabilir (Gardiner, 1991).

SONUC

Infeksiydz hastaliklarinin tespiti ve epidemiyolojisi konularinda son yillarda devrim
niteliginde gelismeler gergeklesmistir. Onceki yillarda geleneksel test metotlari ile yapilan
epidemiyolojik c¢alismalar yeni teknikler sayesinde ¢ok farkli boyutlar kazanmus,
epidemiyolojik  olarak  iliskisiz ~ suslar  essiz  fragment  desenleri ile
iligkilendirilebilmiglerdir. Yeni tekniklerin gelistirilmesi bir yandan da eski tekniklerin
modifiye edilmeleri ile desteklenmis, daha az zaman ve efor ile yiiksek kalitede tiretken jel
goriintiileri ortaya ¢ikmuistir.

Son 20 yilda PFGE metodu epidemiyoloji alanina altin standart olarak katilmis ve
geleneksel elektroforezden farkli olarak biiyilk DNA molekiillerinin essiz bir bigcimde
ayrismasma olanak tanmmustir. Gilinlimiizde bu ve benzeri metotlarin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in merkezler kurulmus ve daha genis fragmentlerin ayrigmalari i¢in yeni
sistemler hedeflenmistir. PFGE metodu aym tiiriin farkli bireyleri arasindaki iliskinin
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derecelendirilmesinde, bir¢ok tiire ait fiziksel haritalamanin gergeklestirilmesinde
kullanilabilen essiz bir metottur.

Gelecekte proteinlerin jel iizerinde ayrigmalarini ve DNA topoloji ¢aligmalarini
hedefleyen bu teknik ile giiniimiizde, akuakiiltiirde yiiksek kayiplara yol acan birgok
patojenin epidemiyolojisi rutin bir sekilde ¢alisilabilir.
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