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Providencia stuartii molekiiler tiplemesi icin pulsed-field jel elektroforezinin
optimizasyonu

Optimization of the pulsed-field gel electrophoresis for molecular typing of Providencia
stuartii

Alper Karagoz, Dilek Giildemir, Riza Durmaz

OzZET

Amag: Bu calismada; Turkiye Halk Saghidr Kurumuna
bagli Molekuler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama La-
boratuvarinda Providencia stuartiinin tiplemesinde kulla-
nilmak Uzere optimize edilmis bir “pulsed-field jel elektro-
forezi” (PFGE) protokoll sunulmustur.

Yontemler: Gram-negatif bakterilere ait daha 6nceki
PFGE protokolleri ile kiyaslandiginda; Spel enziminin bu
bakteri icin uygun oldugu ve elektroforez kosullarinin; 1.
blok igin baglangig vurus suresi 5 sn, bitis vurus siresi 40
sn, vurus agisi 120°, akim 6 V/cm?, sicaklik 14°C, sire
19 saat; 2. blok igin baslangi¢ vurus siresi 35 sn, bitig
vurus slresi 45 sn, vurus agisi 120°, akim 6 V/cm?, si-
caklik 14°C, siire 5 saat; TBE tamponu pH=8.4 seklinde
olmasi gerektigi ortaya konmustur. Filogenetik analizler
Bionumerics yazilim sistemi (version 6.01; Applied Maths,
Sint-Martens-latem, Belgium) ile degerlendirilmisgtir.

Bulgular ve sonug: Optimize edilen yéntem basit, tek-
rarlanabilir ve P. stuartii i¢in kullanima uygun bulunmus-
tur. Calisilan bakterilere bagl salginlari degerlendirme ve
hastane enfeksiyonlarinin yayginlik derecesi hakkinda
yararli bilgiler sunma potansiyeli vardir. Optimize edilen
bu protokol, farkli merkezlere ait PFGE sonuglarinin bir-
birleriyle karsilastirimasina da olanak saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Providencia stuartii, molekdler tiple-
me, pulsed-field jel elektroforezi

GIRIS

Providencia, Enterobacteriaceae ailesinin
Gram-negatif, hareketli bir iiyesidir. Providencia
stuartii insanlarda firsat¢i patojendir, etken oldu-
gu enfeksiyonlar arasinda en sik rastlanilani idrar
yolu enfeksiyonlar1 olup 6zellikle uzun siireli iiri-

ner kateter kullananlarda enfeksiyona yol agar [1].
P stuartii hastane enfeksiyonu etkeni olarak son

ABSTRACT

Objective: In this study, “Pulsed-Field Gel Electrophore-
sis” (PFGE) protocol was optimized for use Providencia
stuartii's typing in Molecular Microbiology Research and
Application Laboratory, Public Health Agency of Turkey.

Methods: This protocol compared with Gram-negative
bacteria PFGE protocols, Spel enzyme is suitable for this
bacterium. Electrophoresis conditions should be revealed
as 1. block: initial pulse duration 5 sec, ending pulse du-
ration 40 sec, striking angle 120°, the current 6 V/cm?,
temperature 14°C, time 19 hours; 2. block: initial pulse
duration 35 sec, ending pulse duration 45 sec, striking
angle 120°, the current 6 V/cm?, temperature 14°C, time
5 hours; TBE buffer pH=8.4. Phylogenetic analyzes were
evaluated with Bionumerics software system (version
6.01; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).

Results and conclusion: This procedure is simple, re-
producible and suitable for P. stuartii. It has the poten-
tial evaluating the outbreaks due to bacteria performed,
and providing useful information about the prevalence of
nosocomial infections. This optimized protocol is allowed
different centers’ PFGE results to compare with other
laboratories results.
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molecular typing,

yillarda 6n plana ¢ikan bir bakteridir [1]. Onceki
caligmalarda, bu bakteriyle olusan hastane kaynakli
enfeksiyon salginlarinda, kaynagi bulmak igin “O”
antijenlerine gdre serotip saptamasi yapilabilece-
gi veya plazmid analizine bagvurulabileceginden
bahsedilmektedir [1,2]. Giiniimiizde P. stuartii ile
olusan salginlarin saptanmasi i¢in suslar arasinda
klonal (genetik) iliskinin belirlenmesine yonelik
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pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) gibi yontem-
lere ihtiyag¢ vardir [3,4].

P, stuartii suslarimin molekiiler analizi ve suslar
arasindaki farkliliklarin tespiti, uygulanan yonte-
min degerlendirilmesi agisindan son derece 6nemli-
dir. P. stuartii suslarinin epidemiyolojik siirveyansi
ve salgimla iligkili suslarin tanimlanabilmesi i¢in
1990’11 yillarin basindan bu yana PFGE yontemi
kullanilmaktadir. Gliniimiizde P. stuartii i¢in stan-
dardize bir PFGE yontemi bulunamayisi nedeniyle
laboratuvarlar arasi sonuclarin karsilastirilabilme-
sinde cesitli giicliikler yasanmaktadir. Ayrica diger
molekiiler tipleme metotlar1 ile birbirinden ayirt
edilemeyen suslarin epidemiyolojik iliskisini giinii-
miizde en iyi saptayan yontemin PFGE oldugu da
bilinmektedir.

Bu c¢alismadaki amacimiz; iilkemiz igin refe-
rans laboratuvar niteliginde olan Tiirkiye Halk Sag-
l1g1 Kurumuna bagli Mikrobiyoloji Referans Labo-
ratuvarlart Dairesi Baskanligi biinyesindeki Mole-
kiiler Mikrobiyoloji Aragtirma ve Uygulama Labo-
ratuvarinda P. stuartii suslarinin molekiiler analizi
i¢in standart bir PFGE yontemi gelistirmektir.

Molekiiler tipleme yontemleri kokenler ara-
sindaki klonal iliskiyi ortaya koyarak, salgmlarin
kaynagi, bulas yollar1 ve bulagin derecesi hakkinda
oldukga yararl bilgiler sunmaktadir. Bakteriler ara-
sindaki klonal iligkiyi arastirmada farkli molekiiler
tipleme yontemleri denenmektedir [5,6,7]. Bunlar
arasinda ayrim giicii en yiiksek olan PFGE yonte-
midir [8-10]. Altin standart olarak kabul edilen bu
yontemin, en onemli dezavantaji, farkli laboratuvar-
larda degisik protokollerin uygulanmasi nedeniyle
sonuglarin birbirleriyle kiyaslanma olanaginmn ol-
mamasidir [11-13]. Aragtiricilar bu sorunu gider-
mek icin ¢ok fazla ¢aba harcamaktadirlar. Birgok
bakteri tlirliniin molekiiler tiplemesinde kullanila-
bilecek, kisa siirede sonuglanan ve laboratuvarlar
arasi tekrarlanabilen sonuglar alinabilecek PFGE
protokolleri lizerinde ¢alisilmaktadir [14,15,16]. Bu
calismada da buna imkan saglayabilecek bir proto-
koliin ayrintilart sunulmustur.

YONTEMLER

PFGE yontemi; agaroz i¢ine gdmiilii haldeki bak-
teriden, yapisal biitiinliigii bozulmadan izole edilen
kromozomun, restriksiyon enzimi (RE) ile kesim
profilinin belirlenmesi esasina dayanir. YOntem-
de baslica su asamalar bulunmaktadir; ¢alisilacak

bakterinin hazirlanmasi, bakterinin agarozla karisti-
rilmasi, agaroz igerisindeki bakterinin par¢alanma-
st (in situ lysis), agaroz igerisindeki kromozomun
saflagtirillmasi, agaroz igerisindeki kromozomal
DNA’nin restriksiyon enzimi ile kesilmesi (in situ
digestion), elektroforezle DNA pargalarinin ayristi-
rilmasi, DNA bantlarin goriiniir hale getirilmesi ve
sonuglarin yorumlanmasi [17,18].

A- Izolatlarin hazirlanmasi [19,20]

1. Biyokimyasal ve/veya molekiiler yontemlerle tiir
diizeyinde tanimlamasi yapilmis bakteri, kanl trip-
tikaz soy agar besiyerine tek koloni ekimi ile ino-
kiile edilir.

2. Bir gecelik inkiibasyondan sonra kiiltiiriin saflig1
kontrol edilir.

3. Besiyerindeki saf koloniden tekrar triptikaz soy
agar besiyerine, tek koloni ekimine uygun olacak
sekilde pasaj yapilarak bir gece inkiibasyona bira-
kalir.

4. Saf kiiltiir halinde iireyen koloniler 6ze ile alina-
rak, 1 ml hiicre slispansiyonu tamponu (HST) (100
mM Tris-HCI, pH=8.0; 100 mM EDTA) igerisinde
stispanse edilir.

5. Hiicre siispansiyonu, 2500xg ve 4°C’de 15 daki-
ka (alternatif olarak 13000xg ve 4°C’de 2 dakika)
santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda tistteki HST ati-
lir. Tekrar 1 ml soguk HST eklenerek, kisa siireli
vorteks yapilir.

Bakteri yogunlugu, spektrofotometre (UVNis.
Spectrophotometer, Boeco, Germany) yardimiyla
590 nm’de 1 absorbans (yaklasik McFarland 4 bu-
laniklig1) olacak sekilde ayarlanir. Bakteri siispansi-
yonu kisa siire i¢inde (5 dakika) agaroza gomiilecek
ise oda 1s1sinda, degilse kirik buz igerisinde bekle-
tilir.

B- izolatlarin agaroza gomiilmesi [3,21,22]

1. HST igerisinde %2’lik diisiik erime 1s1l1 agaroz
(Gibco BRL, Paisley, UK) hazirlanir.

0.2 g agaroz, 100 ml’lik balona konulur. Uzerine
9 ml HST eklenir, yavasga karigtirilarak agarin da-
gilmasi saglanir. Balonun agzina aliminyum folyo
kapatilarak mikrodalga firinda 10 saniye tutulur, ¢1-
karilarak hafifce karistirilir. Tekrar 2-3 saniye mik-
rodalga firinda tutulur. Agaroz iyice ¢oziiliinceye
kadar kisa siireli mikrodalga firinda tutma iglemi
tekrarlanir. Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, balon
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45-50°C’lik su banyosuna konulur. %10’luk sodyum
dodezil siilfattan (SDS-50°C’de 1sitilmis) 1 ml ek-
lenerek iyice karigtirilir. Agaroz-SDS karisimindan
200 pl Ependorf tiiplere dagitilir ve 45-50°C’deki
su banyosunda (veya kuru 1s1 blogunda) bekletilir.

2- Agaroz kalib1 isaretlenip buz kabina oturtulur.

3- HST igerisinde hazirlanmis bakteri silispansiyo-
nundan 200 pl aliarak, 50°C’de tutulan ve igerisinde
200 pl disiik erime 1s1l1 agaroz-SDS karisimi bulu-
nan tiipe eklenir. Birka¢ defa pipetaj yapilarak hiic-
relerin agaroz igerisinde homojen dagilmasi saglanir.

4- Bekletilmeden ve hava kabarcigi olmayacak se-
kilde, hiicre-agaroz-SDS karisimindan agaroz ka-
libina (10 mm x 5 mm x 1.5 mm, Sio Rad Laborato-
ries) 100 ml dagitilir. Kaliplar, agaroz katilagincaya
kadar +4°C’de 10 dakika bekletilir. Bu asamada
agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi kaliteli DNA
hazirlanmasi i¢in 6nemlidir. Boylece erken hiicre
parcalanmasi ve endoniikleaz aktivitesi azalirken,
agarozun homojen karigmasi saglanmaktadir.

C- Agaroz icerisindeki hiicrelerin parcalanmasi [4]

5 ml’lik steril kapakli tiiplere 0.5 ml hiicre lizis so-
liisyonu-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 par¢alama
tamponu igerisine kullanim sirasinda eklenecektir)

6 mL HLS-1 hazirlamak igin:

Proteinaz K (10 mg/ml) 900 pl
Lizozim (100 mg/ml) 150 pul
10X TE (0.5 M Tris-HCI, pH=8.4; 0.5 M EDTA) 600 pl
Distile su 4350 pl

Icerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢1-
karilarak lizis soliisyonuna yerlestirilir. 37°C’de 1
saat calkalamali su banyosunda bekletilir (Not: Tiip
su banyosuna hafif yatik pozisyonda yerlestirilme-
lidir). HLS-1 dokiilerek, yerine 0.5 ml hiicre lizis
solisyonu-2 (HLS-2: 0.5 M EDTA; %1 sarkozil;
400 pg/ml proteinaz K) konulur. (Not: Proteinaz K
parcalama tamponu igerisine kullanim sirasinda ek-
lenecektir)

6 mL HLS-2 hazirlamak igin:

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

55°C’de 2 saat galkalamal1 su banyosunda bekletilir.

D- Hiicre lizisinden sonra agaroz kaliplarimin
yikanmasi [3,4]

Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilag-
mast igin tiipler buz igerisinde en az 15 dakika bek-
letilir. HLS-2 dikkatlice aspire edilir. Igerisinde aga-
roz kalip bulunan tiipe, 50°C’ye 1s1tilmis olan steril
ultra saf sudan (Reagent Grade Type 1) 4 ml ekle-
nerek, 50°C calkalamali su banyosunda 15 dakika
bekletilir (su ile yitkama islemi). Su tamamen aspire
edilir. Su ile yikama islemi iki defa daha tekrarlanir.
Su tamamen aspire edildikten sonra agaroz kaliplar
tic defa (her biri 50°C’de 15 dakika olmak tizere) 4
ml TE (10 mM Tris-HCI, pH=7.6; 0.1 mM EDTA)
tamponuyla yikanir (Not: Yikama sonrasi agaroz
kaliplar1 seffaflasir). Boylece igerisinde saflagtiril-
mis DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi (RE)
ile kesime hazir hale getirilmis olur.

E- Agaroz kaliplan1 icindeki DNA’nin RE ile
kesilmesi

P stuartii igin etkinligi daha 6nce arastirilmis olan
Spel enzimi kullanilmistir [5,7]. P. stuartii DNA’s1-
n1 iceren kaliplarin Spel RE ile kesimi asagidaki se-
kilde yapilir.

DNA igeren agaroz kalibi bir lam iizerine alina-
rak bir bistiiri yardimiyla 1/4 oraninda kesilir. Par-
calardan biri, 100 pl 1X Spel tamponu i¢ine konu-
larak ¢alkalamali su banyosunda 37°C’de 10 dakika
bekletilir. (Not: Diger pargalar sonraki ¢aligmalarda
kullanilmak tizere TE tamponu igerisinde saklanir).
Sonra sivi1 aspire edilir. Her agaroz kalibi igin agagi-
daki karigim hazirlanir.

10X Spel tamponu 10 pl
Spel enzimi (10 U/ul) (Promega Corporation, WI, USA) 3 pul
Steril ultra saf su (Reagent Grade Type) 87 ul

Bu karisimin igerisine enzimin tamponu ile yi-
kanmig agaroz kalib1 konulup, calkalamali su ban-
yosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edilir [5]. Inkiibas-
yon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekleti-
lir. Kaliplar elektroforez igin hazirdir.

F- Elektroforez icin jelin hazirlamas1 ve
kaliplarin jele yiiklenmesi [3]

1. 0.5X TBE (44.5 mM Trisma base, 44.5 mM Bo-
rik asit, 1 mM EDTA, pH=8.0) igerisine 100 ml
olacak sekilde %1’lik agaroz (Pulsed-field certified
agarose, Bio-Rad Laboratories) asagidaki sekilde
hazirlanir.
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i. 1 g “pulsed-field certified agarose” 200 ml’lik
balonun igerisine konulur.

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

iii. Balonun agzina aliiminyum folyo kapatila-
rak mikrodalga firinda 60 saniye tutulur, ¢ikartila-
rak hafifce karigtirilir, tekrar 15 saniye mikrodalga
firinda tutulur.

iv. Agaroz iyice c¢oziildikten sonra, balon
45-50°C’lik su banyosuna konur.

Agaroz dokiilecek kaset hazirlanir, sizdirma-
masi icin etrafi bantlanir. Su terazisi ile tamamen
diizgiin oldugu kontrol edilmis bir zemine konulur.
RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15
disli taragin dislerinin u¢ kismina (taragin ug ¢izgi-
sine tam paralel olacak sekilde) yerlestirilir. Tara-
gin iki kenar ve ortasindaki dislerine kontrol susuna
ait kaliplar ytiklenir. Kurutma kagidi veya havlu ile
agaroz kaliplariin etrafindaki sivinin fazlasi alinir.
Maksimum 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten son-
ra, 6rnek konulan kistm DNA’nin yiiriiyecegi yone
gelecek sekilde tarak agaroz dokiilecek kaset icine
yerlestirilir. Su banyosundan cikartilmis ve sicakligi
yaklagik 45-50°C (¢ok dnemli) olan agaroz dikkatli
bir sekilde hava kabarcig1 olugturulmadan kaset ici-
ne dokiiliir. Oda 1sisinda 20-30 dakika katilasmaya
brrakilir. Tarak dikkatlice cikarilir. Istenirse cukur-
lar %1°lik agarozla doldurulabilir. Sonra, agaroz ka-
setinin ¢erceveleri ¢ikarilir, tabla {izerindeki agaroz,
igerisinde 1900-2000 ml 0.5X TBE tamponu bulu-
nan PFGE tankina yerlestirilir.

G- Elektroforez
P stuartii igin CHEF-DR 1I sisteminde (Bio-Rad
laboratories, Nazareth, Belgium) uygulanan elekt-
roforez kosullart:

1. blok: baslangi¢ vurus siiresi 5 sn, bitis vurus

stiresi 40 sn, vurus a¢is1 120°, akim 6 V/cm?, sicak-
lik 14°C, siire 19 saat.

2. blok: baslangi¢ vurus siiresi 35 sn, bitig vu-
rus siiresi 45 sn, vurus agis1 120°, akim 6 V/cm?,
sicaklik 14°C, siire 5 saat.

TBE tamponu, pH=8.4.

H- Sonucun gozlenmesi ve analizi

Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir
iceren 400 ml ultra saf su i¢ine alinir. 20 dakika sii-
reyle boyanir. UV 15181 altinda goriintiilenir. Ayrim

giicii 1708x1280 pixel olan Gel logic 2200 imaging
system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak
DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekilir. Resimler
TIFF formatinda kayit edilir.

Bionumerics yazilim sistemi (version 6.01;
Applied Maths, Sint-Martens-latem, Belgium) kul-
lanilarak bant profilleri analiz edilir. Oncelikle her
resimde bulunan ii¢ adet standart (1., 7. ve 15. kuyu-
cuklarda yiiriitiilen) yardimi ile resimler arasi nor-
malizasyon yapilir. “Unweighted pair group method
with mathematical averaging” (UPGMA) kullanila-
rak PFGE profillerinin dendrogrami olusturulur ve
kiimelesme analizi yapilir. Bantlara bagh “Dice”
benzerlik katsayisina gdre suglar arasindaki iligki
belirlenir. Benzerlik katsayisinin hesaplanmasinda
bant ve profil toleranst %1-1.5 olarak alinir. Te-
nover ve ark. [15] tarafindan gelistirilmis kriterler
kullanilarak izolatlar; ayni, yakin iliskili, muhtemel
iligkili ve iligkisiz olarak degerlendirilir.

Aym izolatlar: Ayni say1 ve boyutlarda bant
iceren izolatlardir. Bu izolatlar, genetik olarak fark-
s1z kabul edilir. Epidemiyolojik olarak iligkilidirler.

Yakin iliskili izolatlar: Salgin susu ile arala-

rinda 2-3 bant farki vardir. Biiytik bir olasilikla sal-
ginla iliskili suslardir.

Muhtemel iliskili izolatlar: Salgin suslari ile
aralarinda 4-6 bant farki vardir. Muhtemelen salgin-
la iliskilidirler.

Iliskisiz izolatlar: Aralarinda >7 bant fark:
olan suslardir. Salginla iligkileri olmayan suslardir.

I- Calisma soliisyonlari
i. HLS-1 i¢in 10X TE (pH=8.0) ¢ozeltisi;

2 M Tris-HCl 50 ml
0.5 M EDTA 20 ml
Distile su 930 ml
ii. HLS-2 i¢in 1X SE ¢o6zeltisi;
0.5 M EDTA
%1 sarkozil
iii. HST-1 (pH=8.0) ¢ozeltisi;
100 mM Tris-HCl
100 mM EDTA
iv. 2 M Tris-HCI (pH=8) stok ¢ozeltisi;
Tris base (sigma) 10,6 g
Tris-HCI (sigma) 17,7 ¢
Mili Q 100 ml
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v. Tris-EDTA (TE) buffer (pH=7.4-8.0) ¢ozeltisi;
IX TE i¢in 1 M Tris-HCI 10 ml
0.5 M EDTA 2ml
Distile su 988 ml
vi. TE (wash buffer) (pH=7,4) ¢ozeltisi;
10 mM Tris-HCI
0.1 mM EDTA

Yaptigimiz ¢aligmalar sirasinda; P, stuartii igin
kalip hazirlama, kaliptaki bakterinin pargalanmasi
ve kaliplarin yikanmasi agamalarinda kullanilabile-
cek bir protokol olusturulmus, P. stuartii’nin mole-
kiiler tiplemesinde kullanilabilecek ve g¢aligmanin
ertesi glinli sonug alinabilen kisa siireli bir PFGE
protokolii gelistirilmis ve gelistirilen protokoliin
laboratuvar ig¢i tekrarlanabilirligi test edilmistir.
Calismalarimiz sayesinde; P. stuartii i¢gin PFGE
yontemini optimize edebildigimizi ve P. stuartii’ye
yonelik molekiiler yontemlerin kalite giivencesinin
saglanmasi (i¢ kalite kontrolii, EQAS programlari-
na katilim) i¢in gerekli bilgi ve tecriibemizi artir-
digimiz1 sdyleyebiliriz. Bu alanda iilkemizde bir
ilk olan arastirmamizin, bize ve yakin gelecekte bu
alanda ¢alismak isteyenlere onemli veri saglayaca-
gin1 ve konu ile ilgili yeni ¢aligmalarin planlanma-
sina olanak tantyacagini diisiiniiyoruz.
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