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ACINETOBACTER BAUMANNII, ESCHERICHIA COLI VE KLEBSIELLA
TURLERININ MOLEKULER TIiPLENDIRMESINDE KULLANILABILECEK
KISA SURELI “PULSED-FIELD GEL” ELEKTROFOREZ (PFGE) PROTOKOLU*
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OZET

Bu yazida birgok hastanedeki hastane infeksiyonlarindan siklikla izole edilen Acinetobacter baumannii, Escherichia co-
li ve Klebsiella tiirlerinin alttiplendirmesinde kullamilmak tizere optimize edilmis, hizli ve ortak bir “pulsed-field” jel eletrofo-
rez (PFGE) protokolii sunulmugtur. Optimize edilen yontem basit, tekrarlanabilir ve farkli bakteriler icin kullanima uygun
bulunmugtur. Ayrica stiveyi kisaltmasi, kullanilan ¢ozelti ve enzimlerin diigiik hacimleriyle ¢alisilabilmesi nedeniyle, ekono-
mik olarak degerlendirilmistir. Caligilan bakterilere bagli salginlar: degerlendirme ve hastane infeksiyonlarinin yayginlik de-
recesi hakkinda yararl bilgiler sunma potansiyeli vardir. Optimize edilen bu protokol, farkly merkezlere ait PFGE sonuglari-
min birbirleriyle karsilagtirmasina olanak saglayabilir.

Anahtar sézciikler: Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella tiirleri, molekiiler tiplendirme, pulsed-field jel elek-
troforez

SUMMARY

A Rapid Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) Protocol Developed for Subtyping Acinetobacter baumannii,
Escherichia coli, and Klebsiella spp.

This paper provided information about a rapid pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) protocol optimized for subtyping
of Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, and Klebsiealla spp. which are commonly isolated from nosocomial infections in
many hospitals. The procedure was simple, reproducible and versatile. Furhermore it is likely cost-effective because of
reducing time, reagent volumes and enzymes. It has potential to identify outbreaks and follow spreading degree of nosocomial
infections caused by the tested bacterial strains. This optimized protocol can allow PFGE fingerprinting profiles of the
isolates from different settings to be compared.
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GIRIS tizerinde uzun siire varligin1 devam ettirebilen

firsatc1 bir patojendir®. Bircok antibiyotige hiz-

Acinetobacter baumannii, hastane ortamin- la direng¢ kazanan bu bakteri, basta yogun ba-
daki lavabolar, ventilasyon cihazlari, nemlendi- kim tiniteleri olmak tizere cesitli birimlerde cid-
riciler, hastalar ve saglik personellerinin elleri di salginlara sebep olabilmektedir(3.512,15),
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* Bu yazi; TUBITAK Saglik Bilimleri Arastirma Grubu'nca desteklenen 1065211 (SBAG-3459) numarali “Hastane Infeksiyonu
] Etkeni Olan Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Escherichia coli, Staphylococcus spp. ve Acinetobacter baumannii
Izolatlarinin Molekiiler Tiplemesinde Kullanilacak “Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)” Yontemlerinin Standardizasyonu
ve Kit Format1 Haline Getirilmesi -PulseNet- TURKIYE I¢in Hazirlik” baslikli proje kapsaminda yapilan optimizasyon
¢alismalarimin sonuglarin icermektedir.
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Escherichia coli ve Klebsiella tiirlerinin antibiyo-
tiklere direncli suslari, basta yogun bakim {ini-
teleri olmak iizere, hastanelerin bir¢ok servisle-
rinde giderek artan oranlarda infeksiyonlardan
izole edilmektedir(1,7.9). Bu bakterilerin klonal
yayiimma bagl olarak gelismis bir¢ok salgin
gosterilmigtir®7?).

Molekiiler tiplendirme yontemleri kdken-
ler arasindaki klonal iliskiyi ortaya koyarak, sal-
ginlarin kaynak, bulas yollar1 ve bulasin derece-
si hakkinda oldukga yararl bilgiler sunmakta-
dir. Bakteriler arasimndaki klonal iliskiyi arastir-
mada farkli molekiiler tiplendirme yontemleri
denenmektedir(!). Bunlar arasinda ayrim giicii
en yiiksek olan “pulsed-field jel elektroforez
(PFGE)” yontemidir(10.1D. Altin standart olarak
kabul edilen bu yontemin, en 6nemli dezavan-
taji, farkli laboratuvarlarda degisik protokolle-
rin uygulanmasi nedeniyle sonuglarin birbirle-
riyle kiyaslanma olanagmin olmamasidir. Tkinci
onemli sorun ise klasik PFGE protokollerinin 3-4
giin gibi uzun siirede sonuglanmasidir(®). Aras-
tiricilar bu iki major sorunu gidermek tizere yo-
gun ¢aba harcamaktadirlar. Bir¢ok bakteri tiirti-
niin molekiiler tiplendirmesinde kullanilabile-
cek, kisa siirede sonucglanan ve laboratuvarlar
arast tekrarlanabilen sonucglar alinabilecek
PFGE protokolleri {iizerinde c¢alisilmakta-
dir(2,8,10,14)

Laboratuvarmmizda, TUBITAK tarafindan
desteklenen 1065211 (SBAG-3459) nolu proje
kapsaminda A.baumannii, E.coli ve Klebsiella tiir-
lerinin klonal iliskisinin belirlenmesinde kulla-
nilabilecek kisa siireli, ortak bir PFGE protokolii
gelistirilmistir. Bu yazida protokoliin ayrintilar:
sunulmustur.

YONTEM

PFGE yontemi; agaroz icine gomtili hal-
deki bakteriden, yapisal biitiinliigi bozulma-
dan izole edilen kromozomun, restriksiyon en-
zimi (RE) ile kesim profilinin belirlenmesi esasi-
na dayanir. Yontemde baslica su asamalar bu-
lunmaktadir: Calisilacak bakterilerin hazirlan-
masl, bakterilerin agarozla karistirilmasi, aga-
roz igindeki bakterilerin parcalanmasi (in situ-
lysis), agaroz icindeki kromozomun saflastiril-
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mas1, agaroz igindeki kromozomal DNA’nin
restriksiyon enzimi ile kesilmesi (in situ-digesti-
on), elektroforezle DNA parcalarinin ayristiril-
masi, DNA bantlarin gortintir hale getirilmesi
ve sonuglarin yorumlanmasi(©).

A. izolatlarin hazirlanmas1214);

1. Biyokimyasal ve/veya molekiiler yontem-
lerle tiir diizeyinde tanimlamasi yapilmis
bakterilerden kanh triptikaz soy agar besiye-
rine tek koloni ekimi yapilir.

2. Bir gecelik inkiibasyondan sonra kiiltiiriin
saflig1 kontrol edilir.

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

4. Saf kiltiir halinde iireyen koloniler plastik
oze ile toplanarak, 1 ml hiicre siispansiyon
tamponu (HST) (100 mM Tris-HCI, 100 mM
EDTA, pH 8.0) iginde siispanse edilir.

5. Hiicre stispansiyonu, 2500 x g’de, 4°C’de, 15
dakika (alternatif olarak 13.000 x g’'de,
4°C’de, 2 dakika) santrifiij edilir. Santrifiij
sonrasinda tistteki HST atilir.

6. Peletin tizerine tekrar 1 ml soguk HST ekle-
nerek, kisa stireli vorteks yapilir.

7. Bakteri  yogunlugu, spektrofotometre
(UV/Vis. Spectrophotometer, Boeco, Ger-
many) yardimiyla 590 nm’de 1 absorbans
(yaklagik McFarland 4 bulaniklig1) olacak se-
kilde ayarlanir. Bakteri siispansiyonu kisa
siire iginde (5 dakika) agaroza gomiilecek ise
oda 1sisinda, gecikecek ise kirik buz iginde
bekletilir.

B. izolatlarin agaroza gomiilmesi(214);
1. HST igerisinde % 2’lik diistik erime 1s1l1 aga-
roz (Gibco BRL, Paisley, UK) hazirlanir.
* (.50 g agaroz, 100 mI'lik balona konur.
e Uzerine 23.5 ml HST eklenir, yavasca ka-
ristirilarak agarin dagilmasi saglanir.
¢ Balonun agzma aliiminyum folyo kapati-
larak mikrodalga firinda 10 saniye tutulur,
¢ikarilarak hafifce karistirilir. Tekrar 2-3
saniye mikrodalga firininda tutulur. Aga-
roz iyice ¢oziiliinceye kadar kisa siireli
mikrodalgada tutma islemi tekrarlanir.
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* Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, balon
45-50°C’lik su banyosuna konur.

* % 20'lik sodyum dodezil siilfattan (50°C’de
1sitilmus) 1.25 ml eklenerek iyice karigtirlr.

e Agaroz-SDS karisimindan 200 pl Epen-
dorf tiiplere dagitilir ve 45-50°C'deki su
banyosunda (veya kuru 1s1 blogunda)
bekletilir.

2. Her sus i¢in bir agoroz kalibi isaretlenip buz
kabina oturtulur.

3. HST i¢inde hazirlanmis bakteri siispansiyo-
nundan 200 pl alinarak, 50°C'de tutulan ve
igerisinde 200 pl diistik erime 1sil1 agaroz-
SDS bulunan tiipe eklenir. Birka¢ defa pipe-
taj yapilarak hiicrelerin agaroz i¢inde homo-
jen dagilmasi saglanir.

4. Bekletilmeden, hiicre-agaroz-SDS karisimin-
dan -hava kabarcig1 olmayacak sekilde- aga-
roz kalibina (10 mm x 5 mm x 1.5 mm, Bio
Rad Laboratories) 100 pl dagitilir.

5. Kaliplar, agaroz katilasincaya kadar
+4°C’de, 10 dakika bekletilir. Bu asamada
agaroz kaliplarin sogukta tutulmas: kaliteli
DNA hazirlanmas: i¢in onemlidir. Boylece
erken hiicre parcalanmasi ve endoniikleaz
aktivitesi azalirken, agarozun homojen kati-
lasmasi saglanmaktadir.

C. Agaroz icindeki hiicrelerin parcalan-
mas114):

1. 5 ml'lik steril kapakl tiiplere, 0.5 ml hiicre li-
ziz soliisyon I (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 50
mM EDTA, 2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml
proteinaz K) konur.

2. Igerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan
¢ikarilarak lizis soliisyonuna yerlestirilir.

3. 37°C’de 1 saat calkalamali su banyosunda
bekletilir (Not: Tiip su banyosuna hafif yatik
pozisyonda yerlestirilir).

4. Liziz solusyon I dokiilerek, yerine 0.5 ml
hiicre liziz soliisyon II (0.5 M EDTA, % 1
sarkozil, 400 pg/ml proteinaz K) konur.

5. 55°C’de 2 saat calkalamali su banyosunda
bekletilir.

D-Hiicre lizizinden sonra agaroz kalipla-

rin yikanmasi(214);
1. Lizis asamasimdan sonra agaroz kalibinin ka-
tilasmas: icin tiipler buz igerisinde en az 15
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dakika bekletilir.

2. Dikkatlice lizis soliisyonu II aspire edilir.

3. Icinde agaroz kalip bulunan tiipe, 50°C’ye
1sitilmis olan steril ultra saf sudan (Reagent
Grade Type 1) 4 ml eklenerek, 50°C calkala-
mali su banyosunda 15 dakika bekletilir (su
ile yitkama iglemi).

4. Su tamamen aspire edilir. Ugiincii maddede
belirtilen su ile yikama iglemi iki defa daha
tekrarlanir. Su tamamen aspire edilir.

5. Daha sonra agaroz kaliplari ti¢ defa (her biri
50°C’de 15 dakika olmak tizere), 4 ml TE (10
mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, pH 7.6) tam-
ponuyla yikanir (Not: Yikama sonras1 agaroz
kaliplar seffaflasir).

6. Boylece icinde saflastirllmis DNA bulunan
agaroz, restriksion enzimi (RE) ile kesime
hazir hale getirilmis olur.

E. Agaroz kaliplar1 i¢cindeki DNA’nin RE
ile kesilmesi:

A.baumannii igin etkinligi daha 6nce arasti-
rilmis olan Apal®10.15), E.coli ve Klebsiella spp
icin Xbal(146) enzimi kullanilmustir.

A.baumannii DNA’sin1_iceren kaliplarin
Apal RE ile kesimi:

1. DNA iceren agaroz kalib1 bir lam tizerine ali-
narak bir bistiirti yardimiyla 1/4 oraninda
kesilir. Pargalardan biri, 100 pl 1x Apal tam-
ponu icgine konarak calkalamali su banyo-
sunda 37°C’de 10 dakika bekletilir (Diger
parcalar sonraki calismalarda kullanilmak
tizere TE tamponu iginde saklanir). Sonra s1-
v1 aspire edilir.

2. Her agaroz kalib1 i¢in asagidaki karisim ha-
zirlanir:

10 pl 10x Apal tamponu

3 ul Apal enzimi (10 U/pl)
(Promega Corporation, WI, USA)
1 pl BSA (10 pg/ul)
86 pl steril ultra saf su (Reagent
Grade Type 1)

Toplam hacim 100 pl.

3. Bu karisimin igerisine, enzimin tamponu ile
yikanmus agaroz kalib1 konulup, ¢alkalamali
su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edilir®.

4. Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda
15 dakika bekletilir.

5. Kaliplar elektroforez i¢in hazirdir.
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E.coli ve Klebsiella bakterilerinin DNA’sin1
iceren kaliplarin Xbal RE ile kesimi:

A.baumannii’deki islemler aynen tekrarla-
nir. Farkli olarak: Xbal (20 U/6rnek) enzimi
(Promega Corporation, WI, USA) ve onun tam-
ponu kullanilir.

E. Elektroforez jelinin hazirlamasi ve ka-
liplarin jele yiiklenmesi(®:

1. 0.5 x TBE (44.5 mM Trisma base, 44.5 mM
Borik asit, 1 mM EDTA, pH 8.0) i¢inde 100
ml olacak sekilde % 1'lik agaroz (pulsed-fi-
eld certified agarose, Bio-Rad Laboratories)
hazirlanir.

i. 1 g “pulsed-field certified agarose” 200

ml’lik balona konur.

ii. Uzerine 100 ml 0.5 x TBE eklenir, yavasca
karnstirilarak agarin dagilmasi saglanir.

iii. Balonun agzina aliminyum folyo kapati-
larak mikrodalga firinda 60 saniye tutu-
lur, ¢ikarilarak hafifce karistirilir, tekrar
15 saniye mikrodalga firminda tutulur.

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

2. Agaroz dokiilecek kaset hazirlanr, sizdir-
mamasi i¢in etrafi bantlanir. Su terazisi ile ta-
mamen diizgiin oldugu kontrol edilmis bir
zemine konur.

3. REile kesilmis olan agaroz kaliplarmin her bi-
ri, 15 disli taragin dislerinin u¢ kismna (tara-
g ug cizgisine tam paralel olacak sekilde)
yerlestirilir. Taragin iki kenar ve ortasimndaki
dislerine kontrol susuna ait kaliplar ytiklenir.

4. Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kalip-
larinin etrafindaki sivinin fazlasi alinir. Mak-
simum 5 dakika oda 1s1sinda bekletildikten
sonra, ornek konulan kistm DNA’nin yiirii-
yecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz
dokiilecek kaset icine yerlestirilir.

5. Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakligi yak-
lasik 45-50°C (¢ok Onemli) olan agaroz dik-
katli bir sekilde hava kabarcig1 olusturulma-
dan kaset i¢ine dokdiliir.

6. Oda 1sisinda 20-30 dakika katilasmaya bira-
kilir. Tarak dikkatlice cikarilir. Istenirse cu-
kurlar % 1’lik agarozla doldurulabilir.

7. Sonra, agaroz kasetinin gergeveleri ¢ikarilir,
tabla tizerindeki agaroz, igerisinde 1900-2000 ml
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0.5 x TBE tamponu bulunan PFGE tankina
yerlestirilir.

F. Elektroforez:

Her ti¢ bakteri igin ayni elektroforez kosul-
lar1 uygulanir. CHEF-DR 1I sisteminde (Bio-Rad
Laboratories, Nazareth, Belgium) uygulanan
elektoforez kosullar1: Baslangi¢c vurus stiresi 5
sn, bitis vurus siiresi 30 sn, vurus acist 120°,
akim 6 V/cm?2, sicaklik 14°C, siire 20 saat.

G. Sonucun gozlenmesi ve analizi:

1. Eletroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum
bromtir igeren 400 ml ultra saf su i¢ine alinir.
20 dakika boyanur.

2. UV 1s1ga altinda goriintiilenir.

3. Gel logic 2200 imaging system (ayrim giicii:
1708x1280 pixel, Kodak Company, NY, USA)
kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotog-
rafi gekilir. Resimler TIFF formatinda kayit
edilir.

4. GelCompar II yazihm sistemi (version 3.0;
Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium)
kullanilarak bant profilleri analiz edilir. On-
celikle her resimde bulunan ti¢ adet standart
(1, 7, 15. kuyucuklarda yiiriitiilen) yardim
ile resimler arasi normalizasyon yapailir.
“Unweighted pair group method with mat-
hematical averaging (UPGMA)” kullanularak
PFGE profillerinin, dendrogrami olusturulur
ve kiimelegsme analizi yapilir. Bantlara bagh
“Dice” benzerlik katsayisina gore suslar ara-
sindaki iliski belirlenir. Benzerlik katsayusi-
nin hesaplanmasinda bant ve profil toleran-
s1, % 1-1.5 olarak alinir(10,15),

5. Tenover ve ark.(13) tarafindan gelistirilmis
kriterler kullanilarak izolatlar ayni, yakin
iligkili, muhtemel iligkili ve iligkisiz olarak
degerlendirilir.

e Aym izolatlar: Ayni say1 ve boyutlarda
bant igeren izolatlar i¢in kullanilir. Bu
izolatlar, genetik olarak farksiz kabul edi-
lir. Epidemiyolojik olarak iligkilidir.

* Yakin iligkili izolatlar: Salgin susu ile arala-
rinda 2-3 bant fark: vardir. Biiytik bir ola-
silikla salginla iliskili suglardir.

o Mubhtemel iliskili izolatlar: Salgin suslari ile
aralarinda 4-6 bant farki vardir. Muhte-
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melen salginla iligkilidirler.

e [liskisiz izolatlar: Aralarinda >7 bant farki
olan suslar salginla iligkileri bulunmayan
suslardir.

Yaptigimiz optimizasyon caligsmalar so-

nucunda:

1.

E.coli, Klebsiella spp. ve A.baumannii igin or-
tak kalip hazirlama, kaliptaki bakterilerin
parcalanmasi ve kaliplarin yikanmasi asa-
malarinda kullanilacak ortak protokol olus-
turulmustur.

A.baumannii, Klebsiella spp. ve E.coli bakteri-
lerinin tiplendirilmesinde kullanilabilecek
ortak ve calismanin ertesi giinti sonug alina-
bilen kisa stireli bir protokol gelistirilmistir.

. Literatiirde Apal enzimi i¢in 6rnek basina

onerilen 60 U yerine 30 U, 40 U Xbal yerine
20 U'nin yeterli oldugu saptanmigtir.
Literatiirde kullanilan 4 ml hiicre liziz tam-
ponu yerine, 500 pl’'lik hacmin de etkili ola-
bildigi dogrulanmuistir.

Gelistirilen protokoliin laboratuvar igi tek-
rarlanabilirligi test edilmistir.

TESEKKUR: Proje destegi icin TUBITAK Saghk Bilimleri
Arastirma Grubu'na tesekkiir ederiz.
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