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OZET

Salmonella enterica serotiplerinin  belirlenmesi  epidemiyolojik
calismalar agisindan 6nem tasir. Salmonella serotipleri hiicre duvarinda yer
alan somatik (O) antijeni ve flagellar (H) antijeni temel alinarak belirlenir. Bu
calismanin amaci multipleks PCR ydntemi ile belirlenen molekuler
serotiplendirme sonuglarinin  konvansiyonel serotiplendirme sonuglari ile
kargilastiriimasidir.

Referans laboratuvari tarafindan 14 farkli serotipte tanimlanmis
toplam 100 Salmonella susu, Salmonella serogruplari (A, B, C1, D ve E) ve
Vi antijen gen bolgelerine 6zgl primerler kullanilarak multipleks PCR yontemi
ile molekuler olarak serogruplandirildi. H antijenleri (H: a, -b, -d, -g,m, -i, -r, -
Z10) ve iki antijen kompleksinde yer alan (H:1,2, -1,5, -1,6, -1,7 ve H: enx,
enz;s) antijenleri kodlayan fliC ve fliB genlerine yénelik ardisik dort multipleks
PCR yontemi uygulanarak serotipler belirlendi.

Konvansiyonel serotiplendirme Ulusal Enterik Patojenler Laboratuvar
Surveyans Ag1 (UEPLA) kapsaminda Saglik Bakanligi Refik Saydam
Hifzisihha Merkezi’'nde yapildi.

Multipleks PCR sonuglari konvansiyonel yontemle belirlenen
serogruplarla %100 uyum gdsterdi. Serogruplara yonelik multipleks PCR’in
duyarhlik ve 6zgullugu %100 olarak bulundu.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik izole edilen Salmonella
serotipleri olan S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Paratyphi multipleks PCR
ile basarili bir sekilde serotiplendirildi. Bu serotipler icin multipleks PCR
sonuglari konvansiyonel serotiplendirme sonuglari ile uyumlu bulundu.
Multipleks PCR’In S. Typhi'nin serogruplandirma ve serotiplendirilmesi
acisindan duyarhligi %100 olarak bulundu.

Multipleks PCR klinik laboratuvarlarda izole edilen suslarin
tanimlanmasinda konvansiyonel serotiplendirmeye gore daha ucuz ve daha

hizli bir yontem olarak degerlendiriimektedir. Bununla birlikte molekuler



tiplendirme metodunun konvansiyonel serotiplendirme ile birlikte kullaniimasi

uygun olacaktir.

Anahtar kelimeler: Salmonella, serotiplendirme, multipleks PCR.



SUMMARY

Convantional and Molecular Determination of Salmonella Serotypes

Determination of Salmonella enterica serotypes is very important for
epidemiological studies. Salmonella serotypes are defined on the basis of
somatic (O) antigens and flagellar (H) antigens, both of which are present in
the cell wall of Salmonella. The major aim of this study is the comparison of
the results of molecular serotyping obtained by multiplex PCR method with
the results of conventional serotyping results.

A total of 100 Salmonella strains, defined into 14 different serotypes
by the reference laboratory have been serogrouped molecularly by using
specific primers for Salmonella serogroups (A, B, C1, D and E) and Vi
antigen gene clusters via multiplex PCR method. Serotypes have been
determined by applying four sequential multiplex PCR targeting the fliC and
fliB genes which are encoding the H1 antigens (H1: a, -b, -d, -g,m, -i, -r, -z,,)
and H2 antigen complexes (H2:1,2, -1,5, -1,6, -1,7 and H: enx, enz,).

Conventional serotyping has been made in Ministry of Health Refik
Saydam Hygiene Center as part of the National Laboratory of Enteric
Pathogenes Surveillance Network (UEPLA).

The results of multiplex PCR showed %2100 consistency with the
serogroups determined by the conventional method. Both sensivity and
specivity of multiplex PCR devoted to serogroups was found to be 100%.

S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Paratyphi, which are the most
frequently isolated Salmonella serotypes in clinical microbiology laboratories,
have been successfully serotyped by multiplex PCR. The results of multiplex
PCR for these serotypes showed consistent with the results of conventional
serotyping. The sensitivity of multiplex PCR to identify S. Typhi in terms of
serogrouping and serotyping was 100%.

Multiplex PCR is claimed to be a rather cheaper and a faster method

than conventional serotyping method for the determination of strains isolated



in clinical laboratories. However, it would be appropriate to use molecular

identification method together with conventional serotyping methods.

Key words: Salmonella, serotyping, multiplex PCR



GiRiS

Salmonella enfeksiyonlari, tum dinyada o6nemini koruyan baglica
halk saghgi sorunlarindandir (1). Son yillarda tifo gibi sistemik enfeksiyon
seklindeki formlari daha az gorulmekle beraber, birgok ulkede, hijyenik
kosullarda iyilesmeye ragmen, cesitli Salmonella suglariyla olugan besin
zehirlenmeleri, salgin oOlgutlerine varmaktadir. Salmonella enfeksiyonlarinin
ve salginlarinin, dogru ve tam degerlendiriimesi igin, izole edilen suslarin
ayrintih - bicimde tanimlanmasi gerekir (2, 3). Salmonellalarin kesin
identifikasyonu, selektif kati besiyerinden elde edilen saf kultlrlere
biyokimyasal ve serolojik testlerin uygulanmasiyla yapilir (4).

Salmonella genusu oldukca polimorfiktir ve ¢ok sayida serotip igerir.
Serotiplendirme ulusal sdrveyansin olusumu, suslarin  epidemiyolojik
siniflandinimasi, salginlarin incelenmesi ve uluslararasi bir dil olugsmasi
agisindan 6nem tasir (5).

Salmonella izolatlari Kauffmann-White semasi kullanilarak antijenik
yapilarina gore hicre duvarinda bulunan; somatik (O) antijeni, kapsuler (Vi)
antijeni, flagellar (H) antijenlerine gére serotiplendirilir. Ozgiil Salmonella
antiserumlari ile lamda veya tupte aglitinasyon teknigi kullanilarak
mikroorganizmanin 6nce “O” somatik antijenine gére serogrubu, daha sonra
“H” kirpik antijeninin identifikasyonu ile serotipi belirlenir (6).

Konvansiyonel serotiplendirme; zaman alan, yorumlanmasi subjektif
olabilen ve bu nedenle iyi egitimli kigilerce ¢alisiimasi gereken, yiksek kaliteli
cok sayida antiserum gerektiren, pahali bir yontemdir (5). Kaynaklari sinirli
olan laboratuvarlarda bu kosullarin saglanmasi zordur. Bu nedenle
tiplendirmelerin referans laboratuvarlarinda yapilmasi dnerilmektedir (7).

Son yillarda, Salmonella serotiplerinin tanimlanmasi igcin DNA
amplifikasyonuna dayali ¢esitli molekiler metotlar lzerinde calisiilmaktadir.
Bugune kadar multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (RCR), ribotipleme,
plazmid profili analizi, pulsed-field jel elektroforezi, polimorfik DNA’nin



random amplifikasyonu (RAPD), DNA mikroarray analizi gibi yontemlerle
tiplendirme ¢alismalari yapilmistir (8).

Bu yontemlerden biri olan multipleks PCR; duyarlihg ve 6zgulligu
yuksek, hizli, tekrarlanabilir, teknigi kolay, PCR ekipmani olan tim
laboratuvarlarda kullanilabilecek, maliyet etkin bir yontem olarak
degerlendiriimektedir (9-13).

Bu calismada; Salmonella serotiplerini multipleks PCR yontemi ile
belirleyip, referans laboratuvari serotiplendirme sonuglari ile uyumunu
degerlendirmek ve multipleks PCR ydéntemi ile Salmonella tiplendirmesinin

laboratuvar hizmetinde uygulanabilirligini gostermek amaclanmistir.

1. Genel Ozellikler

Enterobacteriaceae ailesindeki Salmonelleae kabilesinde tek bir cins
bulunur. Salmonella cinsi adini Amerikali bir veteriner olan Daniel E.
Salmon’dan almistir. Buglin Salmonella cinsi iginde, eskiden Arizona cinsi
icerisinde bulunan bakteriler de yer almaktadir (14).

Salmonella cinsindeki bakteriler, lipopolisakkarit yapisinda O
(somatik) ve protein yapisindaki H (kirpik, flagella) antijenlerinin farkhliklari
temeline dayanilarak 1926’da White’in duzenledigi ve 1972-78'de
Kauffmann’in genislettigi semaya goére serotiplere (serovarlara) ayrilirlar (15).

Salmonella cinsinin siniflandirma ve adlandirmasinda ¢ok sayida
degisiklik yapilmistir. Bu yiizden karisikliklar olusmaktadir. ilk siniflandirma
bir serotip-bir tir kavramindan kéken almis ve her bir serotipin ayri bir tir
oldugu duasunulmastar (16). Le Minor ve Popoff, tek tar adinin S. enterica
olmasi gerektigini 1987 yilinda ileri surerken, Quinn ise 1994’de
Salmonellalan 7 alt grupta gruplandirmigtir (4).

GUnUmuzde, Salmonella genusu, S. enterica ve S. bongori olmak
uzere iki tire ayrilmaktadir. S. enterica biyokimyasal oOzellikleri dikkate
alinarak 6 alt gruba ayrilmaktadir.

S. enterica subsp. enterica (subsp. I)

S. enterica subsp. salamae (subsp. II)



. enterica subsp. arizonae (subsp. llla)
. enterica subsp. diarizonae (subsp. Ilib)

. enterica subsp. houtenae (subsp. 1V)

nw u nu nm

. enterica subsp. indica (subsp. VI)

S. bongori’nin ise alt tiri bulunmamaktadir (17).

Salmonella serotiplerini tlr olarak kullanma sistemi artik gecerliligini
yitirmig, ancak siniflandirma ve adlandirmanin yaratacagi karisikhdr énlemek
icin Centers for Disease Control and Prevention (CDC)'nin de onerisi ile
Salmonella enterica subspecies enterica iginde yer alan serotiplerin tlr adlari
gibi adlandiriimasina devam edilmigtir (7).

Serotip isminin blyuk harfle bagslamasi ama italik yazilmamasi kabul
ediimektedir. Ornek: Salmonella Typhimurium (Salmonella enterica
subspecies enterica serotip Typhimurium gibi). Bu sekilde adlandirilan
serotiplerin Salmonella enterica’ nin enterica alt tlrine ait oldugu anlasilir
(7).

Salmonella alt gruplari, alt tar olarak kabul edilmektedir. Salmonella
enterica subspecies enterica (alt tur 1)’nin 2557 serotipi vardir (17).

insanlarda ve sicakkanli hayvanlarda enfeksiyonlara yol agan en
yaygin serotipler alt tiir I'e aittir. insanlardan izole edilen Salmonella’larin
%99’ u alt tlr I’ de yer alan suglardir. Diger alt tlrler ve S. bongori daha ¢gok
cevreden ve surlngenlerden izole edilen ve klinik olarak énemi olmayan
suslardir (14).

Salmonella serotipleri adlarini, yaptigi hastaliktan (S. Enteritidis),
izole edildigi hayvandan (S. Gallinorum-Pullorum), izole edildigi hayvandan
ve hastaliktan (S. Typhimurium), izole eden arastiricidan (S. Schottmulleri);
izole edildigi Ulkeden (S. Panama), bdlgeden (S. Kentucky), sehirden (S.
istanbul), hastaneden (S. Virchow) alirlar (14).

Salmonella susglari neden olduklari hastaliga gore tifo ve tifo disi
olmak uzere siniflandirilir. Tifo digi Salmonella suslari, bir hafta veya daha
uzun suren barsak enfeksiyonlarina, o6zellikle immun duskin Kigilerde
bakteriyemi, idrar yolu enfeksiyonu ve osteomiyelit gibi barsak disi

enfeksiyonlara neden olabilir (18).



Salmonella enfeksiyonlari her yastaki insani etkileyebilir ancak
insidans bebekler ve kiguk gocuklarda ytksektir. Hayvanlarda da Salmonella
enfeksiyonlari gorulir ve insandaki Klinik tablolar genellikle hayvansal gidalar
ile baglantihdir (14).

Salmonella enfeksiyonlari; hayvanlarla direkt temas veya UrUnleri,
hayvansal olmayan gidalar, sular ve zaman zaman insanlar arasi temas
araciligi ile bulasmaktadir (18). Tifo disi salmonelloz, her yil Amerika Birlesik
Devletleri’'nde (ABD) tahminen 1,4 milyon hastalik olgusu ve 600 civarinda
O0lime neden olmaktadir (19). Turkiye’de Salmonella enfeksiyonlarinin
hastalarin yaklasik 1/5’'inde invaziv-sistemik klinik tablolar seklinde seyrettigi
ve bu hastalarin 1/3’Gnden fazlasinin hastaneye yatirilarak izlenen hastalar
oldugu bildirilmistir. Bu veriler, bir yandan hastalarin belirtilerinin ayaktan
tedavi edilebilecek kadar hafif olmadigini, 6te yandan da Turkiye'de
hastaliktan dolayr ekonomik kaybin yuksek oldugunu gostermektedir (20).

Ulkemizde Saglik Bakanhg Temel Saglik Hizmetleri Genel
Mudirligi’niin  2004/129 sayilh “Bulasici Hastaliklarin ihbari ve Bildirim
Sistemi” genelgesi ve 2005 yili Ocak ayindan itibaren yururlige konan
“Bulagici Hastaliklarin ihbari ve Bildirim Sistemi “ yénergesine gére Bulagici
Hastaliklarin ihbari ve Bildirim Sistemi Standart Tani, Sirveyans ve
Laboratuvar Rehberi’nde Grup D enfeksiyon etkenleri arasinda yer alan
digkidan izole edilmis Salmonella izolatlarinin  bildirimi  dogrudan

laboratuvarlar tarafindan yapilmaktadir.

2. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Salmonell@’lar 2-5 pm boyunda, 0.7-1.5 pm eninde, sporsuz,
kapsulsuz basillerdir. Ancak S. Paratyphi B’nin bazi suglarinda oldugu gibi
mukoid koloniler olusturan Salmonella’larda, az miktarda kapsul bulunabilir.
Ayrica S. Typhi ve nadiren diger serotiplere (S. Paratyphi A, S. Paratyphi C)
ait suglarda, 6zellikle konak organizmadan yeni izole edildiklerinde O somatik
antijeninin diginda, glikolipit yapisinda, bakteri hicresini gevreleyen ve Vi

antijeni denen kapsulumsu bir yapi bulunur (14).



S. Gallinarum-Pullorum digindaki Salmonella’lar peritrichia flagellalari
sayesinde hareketlidir (14). Ancak flagellasiz olarak bilinen S. Pullorum’un
Ozel besiyeri kosullarinda hareketli oldugu, hareketli S. Pullorum kultarlerinin
elektron mikroskobisinde hucreden cikan flagellayr andiran uzun fibréz
cikintilarin goéruldagu ve bu cikintilarin S. Enteritidis flagellasindan daha az
sayida ve daha ince oldugu, S. Pullorum ve S. Gallinarum’un faz 1 antijenini
kodlayan fliC genine sahip oldugu tespit edilmistir (21, 22).

Bakteriyolojik boyalarla kolay ve iyi boyanirlar. Gram negatiftirler.
Codu Salmonella suslarinda tip1 (mannoza duyarlh ve hemaglitinasyon
yapan) fimbrialar bulunur. S. Gallinorum ve bagka serotiplere ait suslarda tip
2 (mannoza direngli) fimbrialar bulunmaktadir. S. Paratyphi A fimbriasizdir
(14).

3. Ureme Ozellikleri

Salmonella’lar fakultatif anaerob bakterilerdir. Salmonella turleri 7-
48°C‘de ve pH 4-8 arasinda canlliklarini sirdirebilirler. Uremeleri igin
optimal 1s1 37°C ve pH 7,4’tir. Bazi 6zel sartlarda 4°C’nin altinda ¢ogalabilir
ve pH:4’Un altina dayanirlar. Uremek igin besiyerinde zenginlestirici
maddelere gerek duymazlar. Kolay ve cabuk Urerler. Buyyonda homojen
bulaniklik meydana getirirler. Adi agarda 2-3 mm c¢apinda, dizgun kenarl,
yuvarlak, hafif kubbeli ve parlak koloniler olustururlar. Kanh agarda gri, nemli
gorunumla, 2-3 mm g¢apinda koloniler yaparlar (4, 18).

Salmonella’lar barsaklara yerlestigi icin, Salmonella
enfeksiyonlarinda etkenin digkidan izolasyonu gerekir. Salmonella tirlerinin
safra, bazi kimyasal maddeler ve boyalara diger enterobakterilerden daha
direncli olmasi bu bakterilerin digkidan izolasyonunda kullanilan gesitli segici
besiyerlerinin hazirlanmasina temel olusturur (14).

izolasyonda enterobakteriler icin ayirtici-secici besiyerleri olan
MacConkey agar veya Eosin-Methylene Blue (EMB) agar kullanilabilir. Bu
besiyerlerine, biraz daha fazla segici 6zelligi olan Salmonella-Shigella agar
(SS), Hektoen Enterik (HE) agar veya Ksiloz Lizin Deoksikolat (XLD) agar da



ilave edilebilir. Bunlara ek olarak 6zellikle Salmonella salginlari sirasinda
Salmonella’lar igin ileri derecede segici olan brillant yesili veya bizmut sulfit
iceren besiyerleri de kullanilabilir. Ayrica diskida az sayida Salmonella
bulundugu zamanlarda, tetratiyonatli buyyon veya Selenit F besiyeri gibi

Samonella’ lari gogaltici sivi besiyerlerine gereksinim vardir (14, 23).

4. Biyokimyasal Ozellikleri

Salmonella tarleri hem oksidatif hem de fermentatif metabolizmaya
sahiptir. Glikoz fermentasyonu sonucu asit ve genellikle gaz olustururlar. S.
Typhi ve S. Gallinarum gaz olusturmayip, sadece asit olustururlar.
Salmonella’lar genellikle laktozu kullanmazlar, fakat bir istisna olarak Arizona
grubundaki suslarin buyuk kismi laktozu fermente eder. Salmonella tirlerinin
fermente ettigi karbonhidratlar iginde arabinoz, maltoz, mannitol, mannoz,
ramnoz, sorbitol, trehaloz, dulsitol ve ksiloz vardir. indol negatif, metil red
pozitif, Voges — Proskauer negatif, sitrat pozitif (IMViC reaksiyonu -,+,-,+)’ tir.
S. Typhi ve S. Paratyphi A, S. Pullorum sitrati karbon kaynagi olarak
kullanmaz, lizin ve ornitin dekarboksilaz enzimi genellikle vardir, arginin
hidrolaz reaksiyonu sustan susa degisiklik gosterir. Ureyi hidroliz etmezler.
Beta galaktozidaz enzimi yoktur. ONPG (ortho-nitrophenyl - beta-D-
galactoside) reaksiyonu negatiftir. S. Paratyphi A, bazi S. Choleraesuis
suslari, S. Gallinorum ve S. Pullorum hari¢ Salmonella’lar tiyosulfat rediktaz

enzimleri ile hidrojen sulfur (H2S) olustururlar (Tablo-1) (14, 23).



Tablo-1: Salmonella serotiplerinin biyokimyasal 6zellikleri (23).
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Hareket + + + +

*  Zayif pozitif reaksiyon
** TS| agarda zayif pozitif reaksiyon
*** Bazi suglar pozitif olabilir

5. Antijenik Yapi

Salmonella’larin somatik (O) antijeni, kapsuler (Vi) antijeni, flagellar
(H) antijenleri vardir. Kauffmann-White semasinda O antijenlerine gore
serogruplara ayrilirlar. Tasidiklari H antijenine gore ise serotipleri belirlenir. Vi
antijeni her susta bulunmaz (14).

5.A. Salmonella O Antijeni

Bakteri hlcre yluzeyinde bulunan lipopolisakkarit (LPS) birgok Gram
negatif bakterinin major virllans faktoradur (24). Salmonella LPS'i O-
polisakkarit zinciri, kor oligosakkarit yapi ve lipit A olmak Uzere U¢ yapisal
bdlgeden olusmaktadir (Sekil-1) (25). Lipit A tum LPS yapi boyunca hucre dig
zarina gomulu olarak bulunur ve birgok Gram negatif bakteride ayni 6zellikleri
tasir. O antijenlerinin antijenik kismi, polisakkarit bolimlerince belirlenir. Bu
polisakkaritin i¢ kor, dis kor ve O antijen polimeri olarak adlandirilan g
bdlimu vardir. Bu gune kadar yapilan g¢alismalarda, kor oligosakkaritlerinin
Salmonella turleri icerisinde sadece bir tek varyasyon gosterdigi bulunmustur

(26). Bunlarin aksine ¢ok sayida tekrarlayan oligosakkarit Unitelerinden



olusan O polisakkarit zinciri, A ve E gruplari arasinda 3 ila 6 sekerli Unitelerin
tekrarlamasi ile olusan ve antijenik agidan oldukga degisken bir bdolgedir. Bu
antijenik farkhlik Salmonella turlerinin serolojik siniflandirmasinin temelini
olusturur (27, 28).

LPS
O polysaccharide
lipid A

outer
membrane

cytoplasmic
membrane

phospholipid

Sekil-1: Gram negatif bakterilerin hiicre duvar yapisi (29).

O antijeni yapisindaki farklilik; farkh tipteki sekerlerden olusmasi,
sekerlerin duzeni (sirasi), seker dallarinin eklenmesi, yan gruplarin degisikligi
gibi nedenlerle meydana gelir (5).

Salmonella O antijeni Uzerinde yapilan immunokimyasal calismalar
3,6-dideoksihekzoz sekerinin; serogrup A’da paratoz, serogrup B ve C2'de
abequose, serogrup D’de tyveloz, mikroorganizmanin O 6zgulligunun en
onemli belirleyicisi oldugunu gdstermistir (30).

Salmonella serogrup B ve D1'de O Unitesi ayni seker iskeletine
sahiptir, tek farkhlik grup B’de abequose, grup D1'de tyvelozdan olusan
dideoksihekzoz seker yan dallarina sahip olmalaridir (Sekil-2). Bu faklilik,
grup B igcin O4, grup D1 igcin O9 olmak Uzere iki farkh epitopu belirler.
Salmonella serogrup E1, serogrup D2 ile ayni seker iskeletine sahip olmakla

beraber, tyveloz yan dalinin olmamasi ile ayirt edilir (31).



El ——-6 Man —--1{‘: Rha —-h]f Gal .
| o
OAc
20Ac-Abe Glc
al13 u‘l.d
o
Par Gle
a‘lﬂ a*m
A 2 o M 1;' Rba 13 A
QAc
Tyv Gle-20Ac
a‘l.?- ol1a
D 2 o Man 1; Rba 1&3. Gal ~

Sekil-2: Salmonella serogrup E1, B, A ve D’de tekrarlayan O Unitelerinin
yapisi (32).

Salmonella turlerinde O antijenlerinin sentezinden sorumlu olan
genler, kromozom Uzerinde grup olarak rfb gen kimesi olarak adlandirilan
bdlgede yer alir. Bu bdlge kromozom Uzerinde yaklasik 42 dakikada lokalize
ve his operonuna baghdir (32). Tekrarlayan oligosakkarit Unitelerinin
biyosentezi icin gerekli, glikozil sentaz ve transferaz enzimlerini kodlar. Son
basamak olan dideoksihekzoz sentezinden sorumlu genlerdeki degisiklikler
serogrup spesifik problarin tasarlanmasina olanak saglamistir (28). rfb gen
bdlgesi Salmonella serotiplerinin belirlenmesinde hedef olarak kullanilan bir
molekuler markerdir ve bugune kadar Salmonella serotiplendirmesinde

uzerinde en yaygin galisilan gen bolgesidir (5).



Serogrup E1, D, A ve C2'nin rfb gen bdlgeleri sekil 3A’da sematize
edilmistir. Bolge 1'de rhamnoz sentez yolu icin gerekli ve bes serogrupta
identik olan genler yer alirken, boélge 2’deki ilk dort gen tum gruplarda yaygin
olarak bulunan dideoksiheksoz sentezinden sorumlu genleri, bdlge 3’de
abequose, paratoz ve tyveloz sentezinden sorumlu rfbJ, rfbS ve rfbE genleri,
bdlge 4’te serogrup A ve D’de neredeyse identik ama diger serogruplardan
farkh olan serogrup spesifik genleri, bolge 5’te bes serogrupta da bulunan
mannoz yolu ve galaktoz transferaz genleri bulunmaktadir (28).

Serogrup A, B, C2 ve E’deki rfb gen bdlgeleri mannoz, ramnoz ve
galaktozdan olusan trisakkarit O subunitesi, serogrup C1’deki rfb gen bolgesi
dort mannoz rezidusu, bir N-asetilglukozamin rezidusu ve glikoz yan dalindan
olusan O subunitesini kodlar (27).

Serogrup A ve D’de rfbJ vyerine, prt (eski adi rfbS) geni
bulunmaktadir. prt geni CDP-4-keto-3,6-dideoksiglukoz‘un CDP-paratoz’'a
donlismesini saglayan paratoz sentaz enzimini kodlar. Bir sonraki
biyosentetik basamakta CDP-tyveloz epimeraz enzimi, CDP-paratoz’dan
CDP-tyveloz‘un sentezini saglar. CDP-tyveloz epimeraz, tyv (eski adi rfbE)
geni tarafindan kodlanmaktadir (Sekil-3B) (34).

Serogrup A ve D’nin rfb gen bdlgesinin restriksiyon haritasi, fenotipik
ekspresyona belirgin etkisi olmayan bir bolgedeki triplikasyon disinda ayni
gorunmektedir (Sekil-3A). Ancak tyv (rfbE) geni sekanslandiginda serogrup
A’da 1 bp’lik delesyona bagli olusan ¢ergeve kaymasi mutasyonu sonucu
dordincu kodonun stop kodonuna doénustigu gorulmustir. Bunun sonucu
olarak grup A’daki tyv (rfbE) geni aktif olarak CDP-tyveloz epimeraz
uretememektedir (34, 35).
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Sekil-3: Salmonella serogrup E1, D, A, B ve C2'nin rfb gen bdlgeleri ve
dideoksihekzoz sekerlerinin sentez yolu (27).

Salmonella serogrup B ve C2'de abequose igeren O antijeni bulunur,
bunun icin CDP-4-keto-3,6-dideoksiglikoz’u CDP-abequose’a doénulstliren
abequose sentaz enzimine sahiptirler. Abequose sentaz rfbJ geni tarafindan
kodlanmaktadir (Sekil 3B) (35, 36).

Serogrup B’deki rfbJ(B) geninin baz sekansi serogrup C2
rfbJ(C2)'den oldukga farkhdir, bu farklilik nukleotid duzeyinde %44, aminoasit
dizeyinde %64’tir. E1 grubundaki rfoD ve rfbN genlerinde ve diger
gruplardaki genlerde de farklihklar mevcuttur (35, 36).

wzx geni (eski adi rfbX) tim Salmonella O antijen gen kimelerinde
bulunur. 12 potansiyel transmembran segmentten olusan bir proteini kodlar.
Bu protein tamamlanan O antijen subunitelerinin sitoplazmik membrandan

periplazmik araliga aktarimini saglar (37). Degisik O antijen kimelerinde yer
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alan wzx proteinleri aminoasit sekansi dizeyinde ¢ok az benzerlik gdsterir,
bu nedenle serogrup spesifik primerlerin segilmesinde iyi bir hedeftir (38).

Salmonella rfb gen bolgelerindeki iligkili homolog sekanslarin
goruntilenerek, farkli molekller parmak izlerinin belirlenmesi, serolojik
o6zgulliga ile birlikte major Salmonella serogruplarinin ayirt edilmesinde
avantaj saglar (39).

O antijenleri 1siya ve alkole dayanikli, formole dayaniksizdir. Uygun
badisik serumu ile kliglk, saglam, granullli aglitinasyon verir. O antijenlerine
karsi gelisen antikorlar, genellikle IgM yapisindadir (14).

O Antijen Degisiklikleri

Birden ¢ok antijen faktéri bulunduran bakterilerde, bir ya da daha
fazla faktorin kaybolmasiyla degisiklikler olabilir. Bu degisiklikler
kendiliginden olabildigi gibi, bakteriyofaj etkisiyle de olabilmektedir.
Bakterilerin bakteriyofajlarla lizojenik iliskide olmalari, onlara bir antijen
faktori kazandirabilir veya bir faktorin degismesine neden olabilir.
Bakteriyofajlarla olan degisiklik sonunda bir serotip bagka bir serotipe gecis
gosterebilir. Ornegin; S. Anatum’un 3,10 seklindeki O antijen yapisi, 15
bakteriyofaji ile 3,15’e donustlrulirse S. Newington serotipi ortaya ¢ikar (14).

S-R Degisikligi

S-R degisikligi; laboratuvarda besiyerinde uzun inkiibasyonlarda ve
uygunsuz ortamda olan degisikliklerdir. Bakterilerde S->R gecisi olurken O
antijenlerini kaybederler. R kolonili bakterilerde R antijenleri olusur ve R
antijenlerine goére Ra, Rb, Rc gibi gruplara ayrilabilirler. R sekline donusen
bakterilerde; virtlans kaybolur, fajlara duyarllik degisir, tuzlu suda homojen
suspansiyon olusmaz, normal serumun bakteriler tzerindeki bakterisit etkisi
artar (14).

5.B. Salmonella H Antijeni

Salmonella cinsindeki bakterilerin ¢ogu flagellalari sayesinde
hareketlidir. Salmonella H (kirpik) antijenleri protein yapisindadir. Flagella
yapisi bazal cisim, flagellar kanca ve donus hareketini saglayan flagellar

filament olmak Gzere Ug bdlgeden olusur (Sekil-4) (40).
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Sekil-4: Flagella yapisi (39).

Flagellar filament; flagellin olarak adlandirilan ¢ok sayida protein
yapinin bir araya gelerek olusturdugu bir polimerdir. Flagellin proteini fliC
(fazl) ve fliB (faz2) genleri tarafindan kodlanmaktadir. Flagellin c¢ok iyi
korunmus bir u¢ kisim ve degisken orta kisimdan olusmaktadir. Yapilan
kimyasal ve immunolojik analizlerle tim antijenik 6zgulligin flagellin
polipeptidinin orta bdlgesi ile iligkili oldugu belirlenmistir (39). Orta kisim
bolge IV olarak adlandinlan, 120 aminoasitlik ¢ok degisken bodlgeyi
icermektedir. Bu bolgenin flagellar yerlesim ve fonksiyonla iligkili olmadidi,
ancak antijenik 6zgullugu sagladigi bilinmektedir (40).

Hareketsiz olan (non-motil = Mot") Salmonella serotiplerinde hareketli
olan diger turlere benzer morfolojik ve antijenik yapida flagellalar bulunabilir.
Mot™ suslardaki flagellalarin dénus yetenegindeki azalma ya da kaybolmanin
enerji  Uretimi  mekanzimalarindaki  bozukluga bagli  olabilecegi

dusunudlmektedir. S. Gallinorum (9,12:-:-) muhtemelen flagellar genlerdeki
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¢ok sayida mutasyon ve delesyonlara bagli olarak hareketsizdir. Yapilan
calismalarda S. Gallinorum serotipinin g,m tip flagellar antijen tasidigi ancak
flagellali ya da hareketli bir susun henlz raporlanmadigi belirtiimektedir (23).

Salmonella serotiplerinin  buyuk c¢odunlugu, iki degdisik antijen
kombinasyonu igeren yani iki degisik antijen yapisinda olan Kkirpikler
olusturur. Difazik varyasyon olarak adlandirilan bu fenomen ilk kez Andrewes
tarafindan 1922’de tanimlanmigtir. Bu antijen yapilarina spesifik faz ve non
spesifik faz ya da 1. faz ve 2. faz adi verilir. Ornegin S. Typhimurium faz 1'de

spesifik “i” antijeni, faz 2'de ise “1,2” antijeni yapisini gosterir. Bakteri faz 1-
faz 2 déniisiimiini 10 ile 10 béliinmede bir gergeklestirirken, faz 2'den faz
1’e dénusim daha seyrek goézlenmektedir. Faz degisimi laboratuvar
ortaminda Salmonella bakterilerinin semisolid agarlardaki kilturlerine spesifik
faz 1 ya da faz 2 antiserumlarinin eklenmesi ile induklenebilir. Ornegin; faz 2
antijenleri “1,2” ye karsi antiserum igceren besiyerinde S. Typhimurium, faz 1
antijenleri sentezlenmektedir (23).

fliC ve fljB genleri faz 1 ve faz 2 flagellini kodlar. Bu genler kromozom
uzerinde iki farkl lokalizasyonda bulunur (11). Lederberg ve Edwards (42)
1953'te, iki flagellar fazin birbirinden bagimsiz iki gen tarafindan kodlandigini
gOstermiglerdir.

Faz varyasyonu hin geni tarafindan kontrol edilen bir rekombinasyon
mekanizmasi ile duzenlenir. fljBA operonundaki hin geni hin rekombinazi, fljB
geni faz 2 flagellini ve fljA geni fliC geni represorini kodlar. hin rekombinaz,
kromozom Uuzerinde fliBA operonunun promoteri olan 993bp segmentin, geri
donUsumllu degisimini kataliz eder. fliBA operonunun promoter bdlgesi,
yaklasik 10° béliinmede bir, fliBA operonunun eksprese edilmesini énleyerek,
déniigtime izin verir. ikinci fazda promoter fliC geninin represyonunu
indUkleyerek fljB ve fljA genlerinin transkripsiyonunu saglar. hin geninin diger
donusumuinde, fliB ve fljA eksprese edilmez, faz 2 flagellin devre digi kalir,

fliC dereprese olur ve faz 1 flagellin eksprese edilir (Sekil-5) (43, 44).
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Sekil-5: Salmonella enterica’nin faz varyasyonu (45).

Salmonella serotiplerinin bazilari monofaziktir. Daima ayni antijen
veya antijen kombinasyonlarini tasiyan kirpik olusur. Dogal olarak tek faz
iceren serotiplerin, hin genindeki bir mutasyona bagl gelistigi
dusundimektedir (44).

Monofazik varyantlar flagellar genlerin kaybolmasina ya da inaktive
olmasina bagl ortaya gikar. Bu olay flagellar antijen genlerinin eksprese
edilmemesi, ya da iki faz arasindaki degisimi saglayan faz inversiyon
mekanizmasi ile ilgili bir mutasyon sonucu olusur. Bu durumun genin butin
parcalarinda delesyona yol acabilecegi sadece fliB geni ile ilgili calismalarda
gOsterilmigtir (46). Hareketsiz varyantlar ¢ok g¢esitli mutasyonlara bagl ortaya
cikmakta ve fonksiyonel flagella Uretilmesini dnlemektedir, ancak flagellin
genleri bu izolatlarda neredeyse her zaman saglamdir (47).

S. Typhi (9,12: d: -) faz 1 monofazik olarak bilinmektedir, H2 homolog
lokusu yoktur. Ancak H-antiserum “d” iceren kultirlerinde dogada

bulunmayan “j” antijeni iceren suslar gézlenmistir. Kauffmann 1936 yilinda
bunlari R faz H antijenleri olarak adlandirmigtir. Bu antijenin fliC-d geninin
delesyonu ile olusan 261 bp’lik bir derivesi olan fliC-j geni tarafindan
eksprese edildigi gosterilmistir (48).

Dogada bulunan bazi nadir serotiplerde U¢ ya da daha fazla H fazi
eksprese edilebilir. Bu durum H1 ve/veya H2 genlerinin duplikasyonuna bagli
ortaya ¢ikmaktadir (23).

Bazi H antijenlerinin ¢ok sayida antijenik epitopa sahip oldugu

gosterilmis ve “antijenik iligkili kompleksler” olarak adlandiriimistir. Antijen
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kompleksleri major bir epitopa, bir veya daha fazla sekonder epitopun
eklenmesiyle olusur ve major immunolojik epitoplari temel alinarak
isimlendirilir. EN kompleks, 1 kompleks, G kompleks, L kompleks ve Z4
kompleks gibi. Antijen kompleksleri belirlenirken énce major antijeni belirlenir
(H:1), daha sonra sekonder epitoplarina gore (H:2, -5, -6, -7) ayrlir. EN
kompleks icerisinde U¢ (H:e,n,x, -e,n,z1s, -€,n,X,215), 1 kompleks i¢inde sekiz
(H:1,5, -1,6, -1,7, -1,5,7...), Z4 komplekste dort (H:z4,223, -Z4,Z24...) L
komplekste alti ( H: l,v, -l,w, -l,z13...) ve G komplekste yirmi bir (H: f,g,t, -
g,m...) antijen kombinasyonu yer alir (47).

Salmonella H antijeni i1siya ve alkole duyarli, formole dayanikhdir.
Uygun bagisik serumlari ile kolay dagilan, bayuk flakonlu gevsek
aglutinasyon verirler. H antijenlerine kargl organizmada olusan antikorlar,
genellikle IgG yapisindadir (14).

H Antijen Degisiklikleri

OH-> O Degisikligi

Flagellasi olan Salmonella’lar bazen flagellasiz (H") hale gelebilir. Bu
degisim laboratuvar ortaminda ya da dogada gergeklesebilir ve OH->O
varyasyonu olarak adlandirihir. Uygun kosullarda bu olay tersine (O->OH)
doner (14).

Faz Degisikligi

Genetik mutasyon ya da genetik olmayan kosullarda difazik
bakteriler, bir faza ait kirpik antijenlerini kaybederek, monofazik hale
gecebilirler. Boylece 1. Faz>2. Faz veya 2. Faz—>1. Faz degisimi olur (14).

5.C. Salmonella Vi Antijeni

Zarf ya da kapsul antijeni olarak bilinen “Vi antijeni” bakteri
hdcresinin  dis  yuzeyini oOrten  N-asetilgalaktozamin  Gronik  asit
homopolimeridir. S. Typhi, S. Paratyphi, bazi S. Dublin ve Citrobacter freundii
suslari tarafindan eksprese edilir (5).

Vi antijeni aslinda yuzeyel bir somatik antijendir ve diger O
antijenlerini orttugu igin bakterinin O antijenlerine karsi hazirlanmis bagisik
serumlarla aglitinasyon vermesini oOnler. Bu bakteriler yalnizca anti-Vi

serumlari ile aglutinasyon verir. Bakteri suspansiyonu isitilinca Vi antijeni
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bakteri hudcresinden ayrilip ortama geger. Bdylece isitiimis bakteri
suspansiyonu O antijenlerine kargi hazirlanmis anti-O serumlari ile
aglutinasyon verir.

S. Typhi'nin Vi antijeni, C. freundii’ nin Vi antijenine, yapisal ve
immunolojik olarak benzemektedir. Salmonellalarin laboratuvar tanisinda
kullanilan anti-Vi antiserumlari, tavsanlara C. freundii’nin Vi antijeni enjekte
edilerek hazirlanmaktadir (14).

Vi antijenlerinin Uretimi viaA ve vibB olarak adlandirilan ki
kromozomal lokus tarafindan kontrol edilmektedir. viaB boélgesinin Vi antijeni
ekspresyonu igin 6zgul yapisal genlerden olustugu dusunulmektedir. Vi
antijeni S. Typhi'nin serumda canhligini surdurebilmesi icin esansiyeldir (49).

Vi Antijeni Degisimleri

Farkhh S. Typhi suglarn degisik miktarlarda Vi antijeni igerir.
Tekrarlayan laboratuvar pasajlari sirasinda Vi antijeni pozitif suglar negatif
hale gelebilir. Vi antijeninden zengin olan suslar Vi negatif olanlara ya da
daha az Vi antijeni icerenlere gore daha opak koloniler olustururlar (14).

Almanca ¢ok anlamina gelen “viel” s6zcugunun ilk harfi ile ifade
edilen V form bakteri, tam miktar Vi antijeni bulunan ve bu yuzden anti-Vi
serumu ile aglutinasyon verdigi halde anti-O serumu ile aglitine olmayan
Salmonella bakterisini tanimlar. Almancada az anlamina gelen “weing”
s6zcugunan ilk harfi ile ifade edilen W form bakteri, Vi antijeni tamamina
yakini kaybolacak sekilde azalan ve bu nedenle anti-O serumlari ile aglutine
olabilen Salmonella bakterisini tanimlar. VW form bakteri ise orta derecede Vi
antijeni bulunduran Salmonella suslarini tanimlar. Bunlar anti-Vi serumlariyla
ve anti-O serumlariyla zayif olarak aglutinasyon verebilmektedir (6).

5.D. M Antijeni

S. Paratyphi B ve mukoid koloni olusturan bazi Salmonellalarin
kulturleri oda sicakliginda birka¢ gun bekletildiginde, polisakkarit yapisinda
olan ve Vi antijeni gibi anti-O serumlari ile aglitinasyonunu énleyen bir M

antijeni olusturur (14).
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5.E. Fimbria (pilus) Antijeni
Salmonella tlrlerinin gogunda tip 1 fimbrialar ve bunlarla iliskili olarak
fimbria (pilus) antijenleri bulunmaktadir. Bu bakteriler, anti-fimbrial antikorlar

iceren bagisik serumlarla aglitinasyon verir (50).

6. Kauffmann-White Semasi

Bir bakterinin Salmonella genusunda bulundugunun belirlenmesinde
oncelikle biyokimyasal 6zellikleri dikkate alinir. Salmonella’larin oldukca fazla
varyasyonlar gosteren antijenik yapilarinin saptanmasi ise siniflandirma ve
tiplendirme acisindan blyutk dnem tasir (14, 23).

Salmonella antijenlerinin identifikasyon ve siniflandirmasi White
(1926, 1929) tarafindan baslatiimig, Kauffmann (1929, 1934) tarafindan
genigletilerek surdurilmus ve genel kullanimda da benimsenmistir (14).

Antijenik formul sirasi ile O somatik antijenleri, faz 1 ve faz 2 H
antijenleri olmak Uuzere u¢ kisimdan olusur. Bir bakteride bulunan tim

(3}

antijenik faktorler, bu sira ile ve aralar “ : ” ile ayrilarak yazildiginda her
Salmonella bakterisi icin bir antijenik formul ortaya ¢ikar (23).

O antijenleri sayilarla belirtilir. Faz 1 H antijenleri j harfi disinda a’dan
Z’'ye kadar harflerle ve bundan sonra z;’den zgg'e kadar z'nin yanina rakam
ilavesiyle gosterilirken, faz 2 H antijenleri rakamlarla gosterilir. Faz 2 “e”
serisi ve “z” serisi antijenik komponenetleri de igerebilir. Bazi H antijenleri
sadece 1. fazda gorulurken, bazilari sadece 2. fazda goérulur. “e”, “1”, “w” ve
bazi “z” faktorleri ise her iki fazda da gorulebilirler (23).

Bazi antijenler bir serotipe ait bazi suslarda goérulebilir. Bu durumda
bu antijenler parantez iginde gosterilir. Ornegin O faktér, 5 S. Paratyphi’'nin
bazi suslarinda gorilmediginden antijenik formulde 1,4,[5],12; b: 1,2 seklinde
yer alir. Yine bazi antijenlerin altlarinin ¢izili olmasi bu antijenlerin sadece faj
varliginda sentezlenebildigini belirtir. Ornegin Salmonella Typhimurium
1,4,[5],12: i: 1,2 (23).

Salmonellalar siniflandirilirken ilk dnce serogrubu belirlenir. Bunun

icin yaygin olarak bulunan O somatik antijenlerinin varligi arastirilir. Bir susta

18



ayni anda birden fazla O antijeni var olabilir, bu antijenlerden bazilari o susun
hangi gruba ait oldugunu belirleyen major O antijenleridir (23, 50).

O antijenleri ile belirlenen gruplar A’dan Z’ye kadar harflerle gésterilir.
Bazi gruplar C1-C4, E1-E4 gibi subgruplara ayrilmistir. A-Z arasindaki gruplar
2-50 arasindaki O antijenlerini igerir. Bundan sonra saptanan antijenlere gore
051-67 seklinde gruplandiriimigtir. Bu sekilde her O serogrubunu igerdigi O
antijenlerine gore adlandirma yontemi daha mantikli bulunarak daha o6nce
ayrilan gruplarin da bu sekilde belirtimesi yoluna gidilmistir. Ornegin; O4:B,
07:C1 gibi. Fakat daha sonra bazi antijenlerin nadiren Salmonella digindaki
bakterilerde de bulunabilecegi, bu 67 O antijenlerinden bazilarinin, minér O
antijenleri olabilecegi ve ayirt edici dederi olmadigi, bazi antijenlerin bilinen
major bir antijenin kimyasal degisiklige ugramasiyla ya da faj konversiyonu ile
ortaya c¢ikabilecegi dusuncesi ile bu sekildeki isimlendirme daha fazla
surdurdlmemistir (17-23).

Kauffmann-White semasi Salmonella’nin tim antijenik yapisini
gOsteren bir sema degildir. Bakterilerin cogu, semada yer alan formulden ¢ok
daha kompleks bir yapiya sahiptir. Eger mindr antijenik fakliliklar hesaba
katilsaydi, tanimlanabilen serotipler neredeyse sinirsiz olurdu ve sistem
kullanilabilirligini yitirirdi. Bu nedenle sadece tanisal degeri olan antijenlere
Kauffmann-White semasinda yer verilmistir (23).

Kauffmann-White semasinin 2007 yilinda yayinlanan son baskisina
go6re ginimuzde 2579 Salmonella serotipi vardir (17).

S. enterica 2557

S. enterica subsp. enterica 1531

S. enterica subsp. salamae 505
S. enterica subsp. arizonae 99
S. enterica subsp. diarizonae 336
S. enterica subsp. houtenae 73
S. enterica subsp. indica 13
S. bongori 22
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7. Salmonella serotiplendirmesi

Serotiplendirme ile bakterinin epidemiyolojik karakteri
belirlenmektedir. Salmonella suslarinin serotip identifikasyonunda tasidiklari
yuzey antijenleri (lipopolisakkarit, O antijenleri) ve flageller (protein, H
antijenleri) antijenleri arastiriimaktadir.  Serotiplerin  tanimlanmasinda
“Kauffmann-White” semasindaki antijen kombinasyonlari temel alinmaktadir
(5).

Serotiplendirme; surveyans, gida kaynakli salginlarin tespiti, kontroli
ve Onlenmesi, yeni tlrlerin ve gecgis mekanizmalarinin belirlenmesi, suslarin
epidemiyolojik siniflandirmasi, uluslararasi bir dil olusmasi agisindan
onemlidir (5).

7.A. Konvansiyonel Serotiplendirme Metotu

Polyvalan O Antiserumlari ile Aglutinasyon

Biyokimyasal reaksiyonlari ile Salmonella ile uygunluk gosteren
bakterilerin nutrient agar gibi boyasiz, inhibitdrsiz bir besiyerinde saf
kolonileri elde edilerek Salmonella poly O antiserumlari ile aglitinasyonu
incelenir. Salmonella poly O antiserumu ile pozitifik saptandiktan sonra
monovalan antiserumlarla Kaufmann-White semasina goére aglutinasyona
devam edilir (51).

O Antijen Tiplendirmesi

Nutrient agarda bir gecelik inkibasyon sonrasinda uretilmis olan
Salmonella kolonilerinden bir 6ze dolusu alinip, daha 6nce bir lama
damlatiimis olan birer damla steril serum fizyolojik ile homojenize edilir.
Yaklagsik McFarland no 3 standart bulanikliginda homojen bir stspansiyon
elde edilir. Lamdaki bu suspansiyonlarin birinin Gzerine 1 damla Salmonella
polivalan O antiserumu damlatilirken, ikinci serum fizyolojik ile muamele
edilmis suspansiyon kontrol olarak kullanilir (7).

Lamlar, damlalar birbirine karismayacak sekilde nazikge, antiserum
ureticisinin dnerdigi strece gevrilerek birinci ve ikinci damlalardaki gérunim
kargilastirilir. Birinci damlada kumelenme olurken ikinci damlada bu

izlenmiyorsa pozitif olarak degerlendirilir. Ancak kontrol olarak kullanilan
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damlada da kimelenme izleniyorsa bu o Salmonella susunun R tipi koloni
yapisinda oldugunu gosterir ve subkulturleri yapilarak S tipi koloni morfolojisi
saglandiktan sonra testin tekrarini gerektirir (7, 50).

Bazen O antiserumlariyla aglitinasyonu engelleyen Vi antijenleri
bulunabileceginden, Vi  antijenlerini  uzaklastirmak igin bakteri
suspansiyonunun 60°C’de 1 saat isitiimasi gerekebilir. Bundan sonra O
aglutinasyonu tekrarlanmalidir (7).

H Antijen Tiplendirmesi

H antijenleri solid besiyerinde tam olarak gelisemeyeceginden semi-
solid agara subkultir gereklidir. Nutrient agardaki saf kdltir cragy tuplu
hareket besiyerine pasajlanir. Bakterinin H antijenini eksprese etmesi igin
hareket besiyeri pasajlari U¢g gun boyunca yapilir. Daha sonra semi solid bir
besiyeri olan swarm agara bakteri kolonisi inoklle edilip 37°C’de bir gece
inkube edilir. H antiserumlari ile lam aglutinasyonu uygulanir (7).

Kaufmann-White semasina goére, bulunan O ve H antijenlerine goére
bakterinin olasi serotipi belirlenir. Eger bakterinin faz 2 antijeni tasidigi
dusundliyorsa swarm agara pasajlanir. Daha o6nce hazirlanip burgulu
kapakli tiplere 5 ml olarak dagitihp otoklavda sterilize edilmis olan swarm
agarlar 55°C’lik su banyosunda eritilir. Bakterinin belirlenen ilk faz antijeni ile
baskilanmasi sonucunda faz iki antijenleri ortaya konabilir. Bakteriyi hangi H
antijenine goére baskilayip faz 2 antijenlerini ¢ikarmak istiyorsak, ylksek
konsantrasyonlu faz 1 antiserumundan steril kiiclik petri plaklarina eklenir.
Erimis ve dokilmeye hazir hale gelmis olan swarm agar petrilerdeki
antiserumla karistirihr.  Petrilerdeki agar donduktan sonra hareket
besiyerinden incelenen bakterinin 1ul'lik 6zelerle alinan miktari swarm agara
ekilir ve bir gece inkubasyona birakilir. Eger bakterinin faz 2 antijeni varsa
bunu eksprese edecektir. Swarm agarlar degderlendirilir. Ekim ¢izgisinden en
uzaga yayildigi alandan bakteri kolonisi alinarak H antiserumlari ile lam
aglutinasyonu tekrarlanir (7, 50).

Bu sekilde O ve H antijenleri saptanan bakterinin serotipi Kaufmann-
White semasina bakilarak belirlenir (7).
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7.B. Molekiiler Serotiplendirme

Salmonella serotiplendirmesi i¢in bugln hala altin standart olan
konvansiyonel serotiplendirme zaman alan, iyi egitimli kisilerce calisiimasi
gereken ve yuksek kaliteli ¢cok sayida antiserum gerektiren, pahali bir
yontemdir. Kaynaklari sinirl olan laboratuvarlarda bu kosullarin saglanmasi
zordur. Bu nedenle tiplendirmeler referans laboratuvarlarinda yapilmakta,
ancak ozellikle salgin donemlerinde sonuca hizli ulagsmak gerekli olmaktadir.

Son yillarda, Salmonella  serotiplerinin tanimlanmasinda
konvansiyonel serotiplendirmeye alternatif ya da tamamlayici, DNA
amplifikasyonuna dayali molekuler metotlar Uzerinde ¢aligiimaktadir. Bugune
kadar multipleks PCR, ribotipleme, plazmid profili analizi, pulsed-field jel
elektroforezi, polimorfik DNA’'nin random amplifikasyonu (RAPD), DNA
mikroarray analizi gibi yontemlerle tiplendirme ¢alismalari yapilmigtir (8).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Teknigi

PCR teknigi 1983 yilinda Dr. Kary B. Mullis tarafindan bulunmustur.
PCR basit in-vitro kimyasal bir reaksiyondur ve hedef nukleik asit ve dizinin
sinirsiz sentezine olanak saglar. Bu islem uygun kosullarda DNA zincirini
kopyalayabilen DNA polimeraz aktivasyonuna baglidir.

Basit olarak bir PCR reaksiyonu hedef DNA, iki oligonukleotid primer,
iIstya dayanikli DNA polimeraz, esit olarak karistiriimis deoksiribontkleotid
trifosfatlar (ANTP; dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), MgCl,, KCI, ve bir Tris-HCI
tampon icermektedir.

Kullanilacak iki primer dizisinin, amplifiye olacak c¢ift zincirli DNA
dizisine uygun ve genellikle ylizden birka¢ yluz baz cifte kadar degisebilen
blayuklUkteki hedef zinciri cevreleyen 6zellikte olmasi gerekir.

PCR isleminin basinda karisim hedef DNA’nin ki zincirinin
birbirinden ayrilmasi igin isitilir ve sonrasinda diziye 6zgul primerlerin hedef
DNA’ya yapigsmasi igin 1s1 dusurulur. DNA polimeraz enzimi, baglanmis olan
primeri 3’ ucundan baslayarak uzatir. Uzamis primer uzantilari isitiima ile
hedef DNA’dan ayrilir. islem tekrar basa déner ve orijinal hedefler gibi her bir
arin bir sonraki asamalarda olusacak baglanma ve uzamalarda kalip olarak

kullanilir.
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Her bir reaksiyonun sonunda PCR Urunleri teorik olarak c¢ift zincir
seklinde olusur. Boylece hedef dizi reaksiyon sonunda 2" kat (n= siklus
sayisi) amplifiye edilmis olur. Tum iglemler siklus sayisl, reaksiyon
karisiminin islemde tutulacagi zaman ve isi ayarlarini kontrol eden thermal
cycler cihazinda gergeklestirilir. ideal olarak 20 siklus sonunda 10° katlk
amplifikasyona, 30 siklus sonunda ise 10° katlik bir amplifikasyona ulasilir
(18).

Multipleks PCR Yontemi

Multipleks PCR’'da iki veya daha fazla primer cifti farkli hedefleri
amplifiye etmek i¢in ayni reaksiyon karigsiminda bulunur. Bu ydntemde birden
fazla hedef dizisi tek bir tUpte ¢ogdaltilabilir. Bu reaksiyonda secilen
primerlerin ayni yapisma Isisina sahip olacak sekilde secilmesi gerekir.
Multipleks PCR yontemi tek primer setli PCR ydntemine gore daha
karmasiktir ve duyarhligi daha azdir (18).

Salmonella O ve H antijenlerinin biyosentezini kodlayan genlerin
nikleotid sekans analizi ile spesifik primerler elde edilebilmektedir. Bu
primerlerden faydalanilarak multipleks PCR yontemi ile Salmonella
serogruplari ve H antijenleri saptanabilmekte ve elde edilen antijen gen allel
kombinasyonlari ile Salmonella serotipleri belirlenebilmektedir (5).

Yapilan c¢alismalarda multipleks PCR’in; duyarlihdr ve 6zgullaga
yuksek, hizli, tekrarlanabilir, teknigi kolay, tum laboratuvarlarda

uygulanabilecek bir yontem oldugu gosterilmistir (5).

8. Salmonella Epidemiyolojisi

Salmonella enfeksiyonlari tim dinyada yaygindir. Son yillarda tifo
insidansi azalmakta, Salmonella gastroenteritlerinde artis gdzlenmektedir. S.
Typhi serotipi sadece insanda hastalik yapar. Saglkli ve duyarl kigiye tifonun
bulasmasi hastalardan veya tasiyici kisilerden fekal-oral yolla olmaktadir.
insanda hastalik olusturan diger serotiplerin baslica bulas kaynagi hayvansal
besinler olmakla birlikte, kirlenen ¢evreden kontamine olan sular ve bitkiler de
bulasta 6nemlidir (14, 41, 52).
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Salmonella enfeksiyonlari endemik bdlgelerde, yaz ve sonbahar
aylarinda sik gorulmektedir. Cocuklarda ve geng erigkinlerde sik gorular.
Hastane enfeksiyonlari ve salginlar seklinde de gorilebilir (14). Ozellikle son
on yilda dinyanin hemen her bolgesinde degisik Salmonella serotiplerinden
kaynaklanan gida kaynakh enfeksiyonlarda artis gozlenmektedir (53).

Besin zehirlenmelerinin ve Salmonella enterokolitlerinin neden
oldugu ekonomik yuk oldukca fazladir. ABD'de Salmonella enfeksiyonlarina
bagli medikal harcamalar ve is glcu kaybinin maliyeti yillik 983 milyon dolar
ile 1.4 milyar dolar arasindadir (54).

Salmonella  serotiplendirmesi, surveyansi kolaylastirmak ve
salginlarin taninmasina olanak saglamak icin yaygin olarak kullaniimaktadir
(18).

CDC, 2006 yilinda yayinladigi raporda ayni yil insanlardan en fazla
izole edilen Samonella serotiplerini; %16.9 S. Typhimurium, %16.6 S.
Enteritidis, %8,3 S. Newport olarak bildirmigtir (55).

Ulkemizde 1990’ yillara kadar en sik izole edilen Salmonella serotipi
S. Typhimurium iken, 2000’li yillarda S. Enteritidis insidansinin giderek arttigi
ve gorulmektedir (Tablo-2) (16, 56-59).
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Tablo-2: Turkiye'de yillara gére Salmonella suslarinda serotip dagilimi (60).

1987-1989 1992-1994 1995-1997
n:360 % n:353 % n:339 %

S. Typhimurium 68 S. Typhimurium |62 S. Typhimurium |48

S. Enteritidis 15 S. Enteritidis 23 S. Enteritidis 41
S. Typhi 4.4 S. Typhi 6.8 S. Paratyphi B 2.7
S. Hafia 2.5 S. Corvallis 1.4 S. Typhi 1.8
S. Paratyphi B 2.2 S. Paratyphi B 1.1 S. infantis 1.2
1998-2000 2000-2002 %

n:282 % n:620

S. Enteritidis 65 S. Enteritidis 48

S. Typhimurium 23 S. Typhimurium |35

Serogrup C2 3.5 S. Paratyphi B 6

S. Paratyphi B 2.5 S. Typhi 2.9
S. Typhi 2.1 S. Choleraesuis 1.8
Serogrup C1 1.8 S. Hadar 1.1

Ekim 2007 - Agustos 2008 doneminde, Refik Saydam Hifzisihha
Merkezi Baskanlhig'nda dogrulamasi ve tiplendirimesi vyapilan 279
Salmonella sugunun 24 farkl serotipe dagildigi belirtiimigtir. En sik rastlanan
Salmonella serotipi S. Enteritidis (%46.7) olup, bunu S. Paratyphi B (%15.4)
ve S. Typhimurium (%11.1) izlemigtir. Gida kaynakli enfeksiyonlarin baglica
etkenleri arasinda yer alan Salmonella’lar igcinde S. Enteritidis, guiniumuzde
Tarkiye’de en yaygin gozlenen Salmonella serotipidir. Salmonella suslar
arasinda ikinci siklikta gézlenen serotip ise hem sistemik enfeksiyona hem
de gastroenterit tablosuna neden olabilen S. Paratyphi B olmustur.
Ulkemizde Klinik bildirimi yapilan ve sistemik tutuluma yol agan tifonun etkeni
olan S. Typhi ise %2.5’luk saptanma orani ile yedinci sirada yer almistir
(Tablo-3) (59).
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Tablo-3: 2007-2008 Yillarina ait Salmonella suslarinin serotiplere gore

dagihimi (59).
Salmonella serotipi Sayi(n) Yuzde(%)
S. Enteritidis 130 46.7
S. Paratyphi B 43 154
S. Typhimurium 31 111
S. Corvallis 9 3.2
S. Kentucky 9 3.2
S. Agona 7 2.5
S. Typhi 7 25
S. Braenderup 5 1.8
S. Muenchen 5 1.8
S. Paratyphi A 5 1.8
S. Hartford 4 1.4
S. infantis 4 1.4
S. Hadar 3 1.1
S. Virchow 3 11
Diger serotipler 14 5
TOPLAM 279 100

Uludag Universitesi'nde yapilan, 1987-1989 yillari arasinda Bursa'da
izole edilen 534 Salmonella susunun serotip dagiliminin incelendigi
calismada en sik 466 izolat ile S. Typhimurium (%87.27), takiben 41 izolat ile
S. Enteritidis (%7.74), 16 izolat ile S. Typhi (%2.99), 4 izolat ile S. Paratyphi
B (%0.74) serotipi saptanmisg, ayni c¢alismada birer izolat olarak
serotiplendirilen S. Ullevi, S. Onarimon, S. Mendoza Turkiye'de ilk kez izole
edilen serotipler olarak belirlenmistir (61).

izole edilen suslarin dagiimina bakildiginda S. Enteritidis
izolasyonlarinin gittikge arttigi belirtilmistir. Ozellikle besin zehirlenmeleri ile
iligkili oldugu bilinenen S. Enteritidis izolasyonlarindan sekiz tanesinin iki

ailenin uyelerinden izole edilmis olmasi dikkat ¢gekmigtir. Yine ayni donemde
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Bursa’'nin Trilye kazasinda gorulen S. Typhi izolasyonlarinin muhtemelen su
kaynakli bir epidemiye bagl olabilecegi dugunulmustar (61).

Tam duanyada oldugu gibi tlkemizde de Salmonella suslarinin neden
oldugu enfeksiyonlarda sayisal dalgalanmalar yagsanmasinin yani sira sus
dagiliminda da farkhliklar oldugu bilinmektedir. Bu nedenle 6zellikle hasta
orneklerinden Salmonella tlrlerinin izolasyonu ig¢in daha duyarl yéntemlerin
kullanilmasi, ayrica hassas identifikasyon teknikleri ile hizli ve dogru
serotiplendirmenin yapilmasi blyluk énem tasimaktadir (61).

Salmonella serotiplerinin konvansiyonel yéntemle serolojik olarak
tiplendiriimesi hem uzun suren laboratuvar islemleri hem de oldukga pahali
olan antiserumlarin her birinin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinca temin
edilmesi mimkin olmadigindan referans laboratuvarlarinda yapilmaktadir.
Bu calismada, son yillarda Salmonella serotiplerinin belirlenmesinde
kullaniimak Gzere dunyanin gesitli yerlerindeki laboratuvarlarda gelistirilerek
kullanima sunulan, daha kolay ve ucuz bir yontem oldugu 6ne sulrllen
multipleks PCR’In laboratuvarimizda uygulanabilirligini arastirmak, elde
edilen sonuglarin  referans laboratuvarindan gelen  konvansiyonel
serotiplendirme  sonuglari  ile  uyumunu karsilastirarak  duyarlih@ini

degerlendirmek amaclanmistir.
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GEREG VE YONTEM

1. Bakteriyel izolatlar

Calismaya 2005-2010 vyillari arasinda Uludag Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’'nda izole
edilen 100 adet Salmonella susu rastgele secilerek dahil edildi. Calismaya
alinan suslarin 69’u digki, 22’si kan, 6’si idrar, 3’0 ise balgam 6rneginden
izole edilmisti. Calisma Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Arastirma Etik
Kurulu’'ndan 15 Haziran 2010 tarihinde 2010-3/3 karar numarasi ile alinan

onay dogrultusunda yapildi.

2. Bakteriyolojik caligma

Orneklerden kiiltiir yapilmasi:

Calismaya alinan suslarin izole edildigi drnekler laboratuvarda rutin
olarak asagida tanimlanan islemler uygulanarak degerlendirildi.

Diski 6rnekleri; %5 Koyun Kanli Colombia agar (BD, BBL, Almanya),
EMB agar (BD, BBL, Almanya), SS agar (BD, BBL, Almanya) ve Selenite-F
broth (BD, BBL, irlanda) besiyerlerine ekildi. Selenit-F besiyerinden 6 saat
sonra SS besiyerine pasaj yapildi. 35°C’de bir gecelik inkibasyon
sonucunda olugan koloniler incelendi. SS besiyerinde olusan laktoz negatif,
H.S pozitif koloniler Salmonella supheli olarak degerlendirildi. SuUpheli
kolonilerden Kligler Iron Agar (BD, BBL, irlanda), Lysine Iron Agar (LIA) (BD,
BBL, irlanda), Simmons Citrate Agar (BD, BBL, irlanda) ve indol-motilite-ire
(IMU) besiyerine pasaj yapildi. Biyosimi besiyerleri ile biyokimyasal 6zellikleri
laktoz (-), glikoz (+), H,S pozitif, sitrat (+/-), lizin dekarboksilaz (+), dre (-),
motilite (+), indol (-) olarak saptanan suglara serolojik degerlendirme igin anti-

H Poly a-z antiserumu (Difco'™) ile lam agliitinasyon testi uygulandi.
Serolojik ve biyokimyasal olarak Salmonella ile uyumlu bulunan izolatlar

kapsamli  biykimyasal identifikasyon ve antibiyotik duyarhliklarinin
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belirlenmesi igin Phoenix otomatize sisteminde (BD, Sparks, MD, ABD)
NMIC/ID-70 paneli ile isleme alinarak Salmonella spp. olarak tanimlandi.

Kan ornekleri; laboratuvara hasta basinda BACTEC PLUS (+)
Aerobic/F ve PEDS PLUS™/F (BD, Sparks, MD, ABD) kan kiltiir siselerine
alinarak gonderildi ve laboratuvarda kabulU yapilan kan kuiltur siseleri 6zellikli
durum belirtiimemis ise 7 gun sureyle BACTEC 9240 (BD, Sparks, MD, ABD)
sisteminde inkiibe edildi. Ureme saptanan kiiltir siselerinden vyapilan
pasajlarda saptanan Gram negatif basiller, Phoenix sisteminde (BD, Sparks,
MD, ABD) BD PHONIX™ 25 NMIC/ID-70 paneli ile Salmonella species
olarak tanimlandi.

idrar érnekleri; %5 Koyun Kanli Colombia Agar (BD, BBL, Almanya)
ve EMB (BD, BBL, Almanya) agar besiyerine ekilerek, balgam ornekleri ise
%5 Koyun Kanh Colombia Agara (BD, BBL, Almanya) ve Cikolata Agara
(BD, BBL, Almanya) ekilerek etken olarak degerlendirilen Gram negatif
basiller Phoenix sisteminde (BD, Sparks, MD, ABD) BD PHONIX™ 25
NMIC/ID-70 paneli ile Salmonella spp. olarak tanimlandi.

Tum orneklerden izole edilerek, biyokimyasal testler ve otomatize
sistem ile Salmonella spp. olarak tanimlanan suslara polivalan Salmonella O
Antiserum O A-l & Vi, O antiserum grup B (faktor 1,4,5,12), O antiserum
grup D1 (faktér 1,9,12), O antiserum grup D2 (faktér 9, 46) (Difco™) ile

™) ile dretici firmanin

ayrica monovalan Salmonella antiserum-Vi (Difco
Onerileri dogrultusunda lamda aglutinasyon testi yapildi.

O Grup antiserumlari ile serogrubu belirlenen suglara bolgemizde sik
saptanan serotiplere yonelik olarak laboratuvarimizda bulundurulan
monovalan Salmonella H antiserum d, H antiserum m, H antiserum i, H
antiserum b (Difco™) ile agliitinasyon testi uygulandi.

Mevcut antiserumlarla tiplendirilen veya tiplendirilemeyen suslar
serotiplendirme igin, Ulusal Enterik Patojenler Laboratuvar Sirveyans Agi
(UEPLA) kapsaminda, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bagskanhgi Ulusal

Enterik Patojenler Referans Laboratuvar’na gonderildi.
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Molekiiler Calisma

Molekuler ¢calismaya alinacak izolatlarin kanl agarda elde edilen saf
kiltarlerinden steril ekidvyonla bol miktarda alinarak mikrobank (Mast
Diagnostics) saklama tupleri igerisindeki koruyucu sivida yogun sispansiyon
haline getirildi. Mikrobank galkalanmak sureti ile bakteri suspansiyonunun tip
icerisinde yer alan adsorban boncuklarla temas etmesi saglandi. Daha sonra
icerisindeki sivi steril pastor pipeti ile aspire edildi. Molekiler tiplendirme

amaciyla multipleks PCR yapilana kadar mikrobanklar -20 °C’de saklandi.

3. DNA Ekstraksiyonu

1. Mikrobankta saklanan bakterilerin canlandiriimasi icin adere
boncuklardan SS agara pasaj yapildi.

2. SS agardaki kulturden %5 Koyun Kanl Colombia Agara tek koloni
pasajl yapilarak saf kultar elde edildi.

3. Kanl agar plaginda saf olarak elde edilen Salmonella kolonileri
distile su ile McFarland 5 bulanikliginda suspanse edildi.

4. Hazirlanan bakteri sUspansiyonundan 500ul ependorf tape
alinarak -80°C’de en az 24 saat bekletildi, bu stre sonunda oda sicakliginda
iyice ¢ozllene kadar tutuldu.

5. Daha sonra 99°C’de, 15 dakika kuru 1si blogunda (Wealtec Corp.
HB- 1) tutuldu.

6. 11.000xg’de 3 dakika, + 4°C’de santrifuj edildi.

7. 200 ul supernatant alinarak yeni bir ependorfa aktarildi.
Spektrofotometrede (THERMO NanoDrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer)
DNA kantitasyonu yapilan ornekler PCR ile amplifikasyon isleminde kalip

olarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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4. Primerlerin Segilmesi

O serogruplarini  belirlemek i¢in yapilan multipleks PCR igin;
primerler A, B, C1, D ve E gruplarina 6zgul rfb gen bolgeleri ve Vi pozitif
izolatlari tespit etmek igin viaB geni hedef alinarak secildi (Tablo-4) (5, 11,
13, 48).

H antijenlerini belirlemek igin primerler; faz 1 H antijenleri H:a, -b, -d,
-i, -g,m, -r, -z10 ve faz 2 H antijenleri H:1,2, 1,5, 1,6, 1,7, -e,n,Xx, e,n,z;5’i tespit
etmek Uzere fliB ve fliC gen bdlgelerine yonelik olarak secildi (Tablo-4) (13,
62).

Yanhs negatif sonuglari dnlemek igin internal kontrol olarak oriC
bdlgesine yonelik P1-P2 primerleri kullanildi (Tablo-4).

Serogrup A, D, B, C1, C2-C3 ve E’ de bulunan ve c¢esitli fliB, fliC
allellerini iceren Salmonlella enterica serovarlari primerlerin 6zgulliginin
degerlendirilmesi icin kullanildi.

Serogrup spesifik primerlerin 6zgulligu serogrubu bilinen Salmonella
izolatlari kullanilarak test edildi. Tum izolatlarda, serogruba 6zgul (serogrup A
256 bp, serogrup B 662 bp, serogrup C1 483 bp, serogrup D 256 bp ile 614
bp ve serogrup E 345 bp) PCR Urunleri elde edildi. Serogrup C2-C3’te yer
alan Salmonella izolatlar ile primerlerin 6zgulligu test edildiginde c¢apraz
reaksiyon gorulmedi.

Multipleks PCR yontemleri ile H antijenlerine yonelik; “a” 423 bp, “b”
551 bp, “d” 763 bp, “g,m” 309 bp, “i” 508 bp, “r’ 169 bp, “z1,” 363 bp, “1,2;
1,5; 1,6; 1,7” 294 bp ve “e,n,x; e,n,z15» 152 bp PCR Urlnleri elde edildi.

P1-P2 primerleri ile Salmonella suglarinda 163 bp’lik 6zgul PCR

urtnleri saptanirken, Salmonella disi bakterilerde 6zgul bant gorulmedi.
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Tablo-4: Multipleks PCR’ da Kullanilan Primerler (5,62).

Beklenen size

Hedef Primer Sekans (5'->3") (bp)

B Grup F-rfbJ CCAGCACCAGTTCCAACTTGATAC 662
R-rfbJ GGCTTCCGGCTTTAT TGGTAAGCA

D Grup F-tyv GAGGAAGGGAAATGAAGCTTTT 614
R-tyv TAGCAAACTGTCTCCCACCATAC

Vi F-vi GTTATTTCAGCATAAGGAG 439
R-vi CTTCCATACCACTTTCCG

A&D F-prt CTTGCTATGGAAGACATAACGAACC 256
R-prt CGTCTCCATCAAAAGCTCCATAGA

C1 Grup F-wzxC1 CAGTAGTCCGTAAAATACAGGGTGG 483
R-wzxC1 GGGGCTATAAATACTGTGTTAAATTCC

E Grup F-wzx E1 TAAAGTATATGGTGCTGATTTAACC 345
R-wzx E1 GTTAAAATGACAGATTGAGCAGAG

H1-1

multipleks H-for ACTCAGGCTTCCCGTAACGC
H-rev GAGGCCAGCACCATCAAGTGC 423
Hb-rev GCTTCATACAGACCATCTTTAGTTG 551
Hd-rev GGCTAGTATTGTCCTTATCGG 763 (d), 502 (j)

H1-2

multipleks fliC(i) AACGAAATCAACAACAACCTGC 508

TAGCCATCTTTACCAGTTCCC

fliC(g,m) GCAGCAGCACCGGATAAAG 309
CATTAACATCCGTCGCGCTAG

H1-3
multipleks fliC(r) CCTGCTATTACTGGTGATC 169
GTTGAAGGGAAGCCAGCAG
fliC(z10) GCACTGGCGTTACTCAATCTC 363
GCATCAGCAATACCACTCGC
H2 multipleks  fliB(1:1,2;1,5;1,6;1,7) AGAAAGCGTATGATGTGAAA 294
ATTGTGGTTTTAGTTGCGCC
fliB(ll:e,n,x;e,n, z;s) TAACTGGCGATACATTGACTG 152
TAGCACCGAATGATACAGCC
oriC P1 TTATTAGGATCGCGCAGGC 163
P2 AAAGAATAACCGTTGTTCAC
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5. O Grup Multipleks PCR

DNA amplifikasyonu 25ul PCR karisiminda gergeklestirildi. Her
reaksiyon karisimi 1x PCR buffer, 2.5 mM MgCl,, 0.25 mM dNTPs, 0.4 uM F-
prt, R-prt, F-rfbJ, R-rfbJ, F-Vi, R-Vi, F-wzxC1, R-wzxC1, F-tyvD, R-tyvD, F-
wzxE, R-wzxE primerlerinin her biri, 0.2 uM pozitif kontrol primerleri (P1-P2),
1.75 U Tag DNA polimeraz, 2ul Salmonella DNA ekstrakti ve distile su ile
25ul'ye tamamlandi.

Amplifikasyon sartlari, Lim ve ark.’nin (5) g¢alismasinda uygulanan
68°C’de 30 saniye ekstansiyon suresi 1 dakikaya uzatilarak ve siklus sayisi
40’a ¢ikarilarak laboratuvar kosullarimiza goére optimize edildi. Termal dongu
cihazinda (ESCO Swift Max Thermal Cycler/ABD) 95°C’de 5 dakika ilk
denaturasyon; sonrasinda 40 siklus 95°C'de 40 saniye denaturasyon,
50°C’'de 30 saniye baglanma (annealing), 68°C'de 1 dakika uzama

(extension) ve son uzama 72°C’de 7 dakika olarak gergeklestirildi.

6. H Antijenlerine Yonelik Multipleks PCR

Birinci faz H antijenlerine yonelik tu¢ farkh multipleks PCR yontemi ve
2. faz antijenlerine yonelik multipleks PCR yéntemi ardisik olarak uygulandi.

H1-1 Multipleks PCR

Her reaksiyon karigimi, 1x PCR buffer, 2.5 mM MgCl;, 0.25 mM
dNTPs, H-for, H-rev, Hb-rev, Hd-rev primerlerinin her birinden 0.4 uM, 1.75
U Tag DNA polimeraz ve 2ul Salmonella DNA ekstrakti icerecek sekilde
hazirlanarak distile su ile toplam 25ul’ ye tamamlandi.

DNA amplifikasyon dongusiu, 95°C’de 2 dakika ilk denatlrasyon;
sonrasinda 35 siklus 95°C’de 30 saniye denatlrasyon, 59°C’de 1 dakika
baglanma, 72°C’de 30 saniye uzama ve son uzama 72°C’de 5 dakika olarak
gerceklestirildi.

Lim ve ark.’nin (5) calismasinda uygulanan 55°C’de 30 saniye
baglanma, 59°C’de 1 dakika olarak laboratuvar kosullarimiza gére optimize
edildi.
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H1-2 Multipleks PCR

Her reaksiyon karisimi, 1x PCR buffer, 2.5 mM MgCl,, 0.25 mM
dNTPs, fliC(i), fli(g,m) primerlerinin her birinden 0.4 yM, 1.75 U Taq DNA
polimeraz ve 2ul Salmonella DNA ekstraktl icerecek sekilde hazirlandi ve
distile su ile toplam volim 25 pl'ye tamamlandi.

H1-3 Multipleks PCR

Her reaksiyon karisimi, 1x PCR buffer, 3.0 mM MgCl,, 0.25 mM
dNTPs, fliC(r), fli(zy,) primerlerinin her birinden 0.8 pyM, 1.75 U Tag DNA
polimeraz ve 2ul Salmonella DNA ekstraktl icerecek sekilde hazirlandi ve
distile su ile toplam volim 25 pul olacak sekilde tamamlandi.

H2 Multipleks PCR

25 pl'lik PCR reaksiyon volumu, 1x PCR buffer, 3.5 mM MgCl,, 0.25
mM dNTPs, fliB(l:1,2, 1,5, 1,6, 1,7), fliB(ll:e,n,x, e,n,z;5) primerleri her biri 0.4
MM, 1.75 U Tag DNA polimeraz ve 2ul Salmonella DNA ekstrakti icerecek
sekilde hazirlandi ve distile su ile volum tamamlandi.

H1-2, H1-3 ve H2 multipleks PCR igin DNA amplifikasyon déngusu:
94°C’de 1 dakika ilk denatlrasyon, sonrasinda 25 siklus 94°C’de 5 saniye
denaturasyon, 55°C’de 5 saniye baglanma, 72°C’de 10 saniye uzama ve son
uzama 72°C’de 4 dakika olarak gerceklestirildi.

7. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Tespiti

Amplifikasyon iglemi sonrasinda olugsan farkh  buUyuklUkteki
fragmentlerin varligini gésterebilmek amaci ile amplikonlar agaroz jel
icerisinde elektrik akiminda yurutaldu.

1. Elektroforez matriksi olarak kullaniimak Uzere %Z2’lik agaroz jel,
0.5xTris-Borik asit-EDTA (TBE) solusyonu ile hazirlandi.

a. Tartilarak bir balon igerisine konulan 0.6 gr agaroz (Agarose low
EEO, AppliChem, Germany) uzerine 40 ml 0.5xTBE ilave edildi.

b. Karigim homojenizasyon saglanana kadar mikrodalga firinda
eritildi.
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c. Oda 1sisinda 60°C’nin altina dusmeyecek sekilde bekletilerek
sogutuldu.

d. Eriyik haldeki agaroz icerisine 10 mg/ml’lik etidyum bromid stok
solusyonundan 5 ul eklendi.

e. Hazirlanan agaroz jel, 6nceden hazirlanmig ve taraklari uygun
olarak yerlestiriimis jel kalip tepsisinin Uzerine yavagg¢a dokuldu.

f. Oda sicakliginda 20-30 dakika bekletilerek jel kalibinin katilagsmasi
saglandi.

g. Jel kalibi elektroforez tankina (BioRad MINI-SUBF Cell GT, USA)
yerlestirilerek taraklar yavasga cikarildi.

2. Orneklerden 10’ar pl alinarak parafilm Gzerinde 2 pl ylikleme
tamponuna (BioRad Basic inc. Loading buffer) karistirildi. Son kuyuya DNA
marker1 (BIB Basic inc. DNA 100bp Marker) ve diger kuyulara her birine bir
ornek olacak sekilde bu karisimdan 10 ul ytklendi.

3. Tankin glic¢ kaynagi (BioRad Power PAC 300,USA) calistirilarak
100 V akimda, 50 dakika elektroforez uygulandi.

8. PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi
Elektroforezden sonra DNA bantlari BioDocAnalyse (Biometra,

Transilluminator, Almanya) cihazinda UV is1g1 altinda goéruntilenerek, dijital

olarak fotograflandi ve TIFF formatinda kayit edildi.
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BULGULAR

Klinik 6rneklerden izole edilerek rastgele secilen 100 Salmonella spp.
izolati, serotiplendirme sonucu bilinmeden, ardisik bes farkli multipleks PCR
ile degerlendirildi.

Serogrup A, B, C1, D ve E’ ye 6zgul primerler kullanilarak yapilan
multipleks PCR ile 100 Salmonella susunun 14 tanesinde serogrup B’ye
Ozgul 662 bp, 17’sinde serogrup C1’e 6zgul 483 bp, 65’'inde serogrup D’ye
O0zgul 256 bp ve 614 bp bantlar goruldu. Kullanilan primerler ile 7 izolatta
serogrup spesifik bant elde edilemedi (Sekil-6 ve S$ekil-7). Konvansiyonel
serotiplendirme sonuglari ile karsilastirdigimizda O grup Multipleks PCR’In
serogrup B, C1 ve D grubundaki izolatlari saptamadaki duyarhligi %100
olarak bulundu. Salmonella serogruplarinin belirlenmesinde multipleks
PCR'’In 6zgullugu %100 olarak degerlendirildi.

O grup multipleks PCR ile serogrup D’de yer aldigi saptanan iki
izolatta Vi antijenine 6zgul 439 bp PCR Urunu elde edildi. Konvansiyonel
serotiplendirme sonuglari bu iki izolatin Vi antijeni tasiyan S. Typhi oldugunu
dogruladi. Multipleks PCR’in Vi pozitif suglari saptamadaki duyarlihgr %100
olarak bulundu.

P1-P2 primerleri kullanilarak elde edilen 163 bp’lik PCR Urdnleri, test
edilen tim Salmonella suslarinda saptandi.

H1 antijenleri “a”, “b” ve “d”yi hedef alan H1-1 multipleks PCR ile iki
izolatta “d” antijenine 6zgul 763 bp, iki izolatta da “b” antijenine 6zgul 551 bp
bantlar elde edildi (Tablo-4) (Sekil-8 ve S$Sekil-9). Serolojik tiplendirme
sonuglari “d” antijeni pozitif olarak bulunan iki izolatin bu antijeni tasiyan S.
Typhi “b” antijeni tasiyan iki izolatin ise bu antijeni tasiyan S. Paratyphi B
oldugunu gosterdi.

H1-2 multipleks PCR ile fliC(i), fliC(g,m) primerleri kullanilarak 69
izolatta “g,m” antijenlerine spesifik 309 bp, 11 izolatta ise “i” antijenine 6zgul
508 bp bantlar elde edildi (Sekil-10 ve Sekil-11). Molekuler yontem ile “g,m”

antijenine yoénelik PCR Urlnleri elde edilen 69 izolatin konvansiyonel
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yontemle “g,m” antijeni tasiyan S. Enteritidis (63), S. Montevido (2), S.

Othmarchen (1), S. Agona (3) yine molekuler yontemle “i” antijenine 6zgul

PCR urunleri elde edilen suglarin ise “i” antijeni tasiyan S. Typhimurium (9)
ve S. Kentucky (2) olarak serotiplendirildigi goruldu (Tablo-5).

fliC(r) ve fliC(z1) primerleri kullanilarak H1-3 multipleks PCR ile 10
izolatta “r” antijenine 6zgul 169 bp bant ve 1 susta “z;0” antijenine 6zgul 363
bp PCR UrGnU elde edildi (Sekil-12 ve Sekil-13). Referans laboratuvarindan

gelen konvansiyonel serotiplendirme sonugclarina gore “r” antijenine 6zgul

bant saptanan 10 sustan 8 tanesi bu antijeni tasiyan S. infantis, 2 si S.

Virchow olarak, “z;o” antijenine 6zgul PCR urinu elde edilen izolat ise bu
antijene sahip S. Mbandaka olarak saptandi (Tablo-4).

H2 multipleks PCR’da fliB(l:1,2, 1,5, 1,6, 1,7) ve fliB(ll:e,n,x, e,n,z;5)
primerleri ile 22 susta 1,2, 1,5, 1,6, 1,7” antijenlerine 6zgul 294 bp, 1 susta
da “e,n,x, e,n,z;5” antijenlerine 6zgul 152 bp bantlar elde edildi (Sekil-14 ve
Sekil-15). Molekuler yontemle “1,2, 1,5, 1,6, 1,7” antijenlerine 6zgul bant
elde edilen 22 susun konvansiyonel yontem ile 9'u S. Typhimurium, 8’ S.
infantis, 2’si S. Virchow, 2’si S. Paratyphi B, 1'i S. Blockley olarak, “e,n,x,
e,n,zi;5” kompleksine 6zgul bant saptanan sus ise S. Mbandaka olarak
serotiplendirilmisti (Tablo-4).

H grup antijenleri ile yapilan ardisik 4 multipleks PCR ile hedeflenen
antijenlere yonelik gen bdlgesi icermeyen suslarla c¢apraz reaksiyon
gOrulmedi.

Calismamizda serotiplendirme sonucu bilinmeden rastgele segilen
100 Salmonella susunun multipleks PCR yontemi ile 93’Unun (%93) tum
antijenik yapilari belirlenirken, 7 (%7) izolatta var olan tim antijenik yapilar,
bu bolgeleri hedefleyen 6zgul primerler c¢alismada bulunmadigindan
saptanamadi.

Ardisik bes multipleks PCR ile antijenik formulleri belirlenen suslarin
Kauffmann-White semasina gore serotipi belilenmeye calisildi. Molekuler
tiplendirme sonucu elde edilen antijenik formule goére, kesin olarak bir susu

isaret eden izolatlar kesin sonug, birden fazla serotipi isaret edenler
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muhtemel sonug, antijenik formuli tam olarak belirlenemeyen suslar ise
tamamlanamayan formul olarak tablo 6‘da sunuldugu gibi degerlendirildi.

Buna goére 2 izolat (%2) kesin sonug, 91 izolat (%91) muhtemel
sonug, 7 izolat ise (%7) tamamlanamayan formul olarak degerlendirildi.

Kesin sonug elde edilen iki susta O gruplarina yonelik mutipleks PCR
ile serogrup D ve Vi antijenine 6zgul bantlar, H1-1 multipleks PCR ile de “d”
antijenine 6zgul bant elde edildi. Bu bulgular bir araya getirildiginde ortaya
¢ikan antijenik formulin yalnizca S. Typhi serotipi ile uyumlu oldugu saptandi
(Tablo-6). Konvansiyonel ydntemle yapilan serotiplendirme sonucu ile
izolatlarin S. Typhi oldugu dogrulandi. Multipleks PCR ydnteminin S. Typhi'yi
saptamadaki duyarlilik ve 6zgullugu %100 olarak degerlendirildi.

Antijenik formdlt ile birden fazla serotipe uyum goOsteren ve
muhtemel sonug olarak degerlendirilen suslar ile uyumlu bulunan serotipler
tablo 6'da sunuldu. Muhtemel sonug¢ olabilecek serotiplerin Ulkemizde ve
laboratuvarimizda gorilme sikhdi dikkate alindiginda, serogrup D’de oldugu
saptanan ve “g,m” antijenlerine 6zgul PCR drunleri saptanan 63 sus S.
Enteritidis, serogrup B’de oldugu saptanan ve H1 multipleks PCR ile “i’, H2
multipleks PCR ile “1,2, 1,5, 1,6, 1,7” antijenlerine 6zgul PCR Grunleri
saptanan 9 izolat S. Typhimurium, yine serogrup B’de oldugu saptanan ve
H1 multipleks PCR ile “b”, H2 multipleks PCR ile “1,2, 1,5, 1,6, 1,7
antijenlerine 6zgul PCR urunleri saptanan 2 izolat ise S. Paratyphi B olarak
yorumlandi. Konvansiyonel serotiplendirme sonuglarinin da bununla uyumlu
oldugu gorulda.

Ulkemizde Salmonella serotiplendirmesi igin referans laboratuvari
olarak hizmet veren Refik Saydam Hifzisihha Merkezi'nde Salmonella
serotiplendirme sonuglari 10-12 glinde raporlanmakta ve 2010 Mali Y1l Butge
Uygulama Talimati’na goére 61 TL olarak Ucretlendiriimektedir. Calismamizda
bakteriyolojik  identifikasyon  yapilarak  saklanmig  olan  suslarin
canlandiriimasi, DNA ekstraksiyonu ve multipleks PCR islemlerinin
gerceklestiriimesi ile 48 saat gibi kisa bir surede serotiplerin tanimlanabildigi
ve ylUz susun serotiplendiriimesi igin gerekli maliyetin 550 TL oldugu

belirlenmistir.
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662 bp
614 bp

483 bp
439 bp
256 bp
163 bp

Sekil-6: Serogrup spesifik Salmonella O antijen gen bodlgelerine yodnelik
multipleks PCR. Salmonella spesifik bant 163 bp, serogrup spesifik bantlar:
yaklasik 256 bp (serogrup A&D), yaklasik 662 bp (serogrup B), yaklasik 483
bp (serogrup C1), yaklasik 614 bp (serogrup D ve S Typhi Vi bandi 439bp).
Lanel, 100bp ladder, lane 2, S. Enteritidis; lane 3, S. Typhimurium; lane 4, S.
infantis; lane 5, S. Virchow; lane 6, S. Paratyphi B; lane 7. S. Typhi; lane 8,
S. Corvallis.

) e (62 bp
483 bp

Sekil-7: Serogrup spesifik Salmonella O antijen gen bodlgelerine ydnelik
multipleks PCR. Salmonella spesifik bant 163 bp, serogrup spesifik bantlar:
yaklasik 256 bp (serogrup A&D), yaklasik 662 bp (serogrup B), yaklasik 483
bp (serogrup C1), yaklasik 614 bp (serogrup D ve S Typhi Vi bandi 439bp).
Lanel, 100bp ladder, lane 2, S. Othmarschen; lane 3, S. Montevido; lane 4,
S. Mbandaka; lane 5, S. Kentucky; lane 6, S. Blockley; lane 7, S. Albany;
lane 8, S. Agona.
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763 bp

551 bp

Sekil-8:Salmonella H1 antijen (a,b,d) gen bdlgelerine yénelik H1-1 Multipleks
PCR. Salmonella (a) antijen spesifik bantlar yaklasik 423 bp, (b) antijen
spesifik bantlar yaklasik 551 bp, (d) antijen spesifik bantlar yaklasik 763 bp.
Lanel, 100bp ladder, lane 2, S. Enteritidis; lane 3, S. Typhimurium; lane 4, S.
infantis; lane 5, S. Virchow; lane 6, S. Paratyphi B; lane 7, S. Typhi; lane 8,
S. Corvallis.

Sekil-9: Salmonella H1 antijen (a,b,d) gen bdlgelerine ydnelik H1-1
Multipleks PCR. Salmonella (a) antijen spesifik bantlar yaklagik 423 bp, (b)
antijen spesifik bantlar yaklasik 551 bp, (d) antijen spesifik bantlar yaklagik
763 bp.

Lanel, 100bp ladder, lane 2, S. Othmarschen; lane 3, S. Montevido; lane 4,
S. Mbandaka; lane 5, S. Kentucky; lane 6, S. Blockley; lane 7, S. Albany;
lane 8, S. Agona.
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508 bp

309 bp

Sekil-10: Salmonella H1 antijen (g, m, i) gen bodlgelerine ydnelik H1-2
Multipleks PCR. Salmonella (g,m) antijen spesifik bantlar yaklasik 309 bp, (i)
antijen spesifik bantlar yaklasik 508 bp.

Lanel, 100bp ladder, lane 2, S. Enteritidis; lane 3, S. Typhimurium; lane 4, S.
infantis; lane 5, S. Virchow; lane 6, S. Paratyphi B; lane 7, S. Typhi; lane 8,
S. Corvallis.

508 bp

309 bp

Sekil-11: Salmonella H1 antijen (g, m, i) gen bodlgelerine yonelik H1-2
Multipleks PCR. Salmonella (g,m) antijen spesifik bantlar yaklasik 309 bp, (i)
antijen spesifik bantlar yaklasik 508 bp.

Lanel, 100bp ladder, lane 2, S. Othmarschen; lane 3, S. Montevido; lane 4,
S. Mbandaka; lane 5, S. Kentucky; lane 6, S. Blockley; lane 7 S. Albany; lane
8, S. Agona.
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169 bp

Sekil-12: Salmonella H1 antijen (r, zi0) gen bdlgelerine yonelik H1-3
Multipleks PCR. Salmonella (r) antijen spesifik bantlar yaklasik 169 bp, (z10)
antijen spesifik bantlar yaklasik 363 bp.

Lanel, 100bp ladder, lane 2, S. Enteritidis; lane 3, S. Typhimurium; lane 4, S.
infantis; lane 5, S. Virchow: lane 6, S. Paratyphi B; lane 7, S. Typhi; lane 8,
S. Corvallis.

363 bp

Sekil-13: Salmonella H1 antijen (r, zi0) gen bdlgelerine yonelik H1-3
Multipleks PCR. Salmonella (r) antijen spesifik bantlar yaklasik 169 bp, (z10)
antijen spesifik bantlar yaklasik 363 bp.

Lanel, 100bp ladder, lane 2, S. Othmarschen; lane 3, S. Montevido; lane 4,
S. Mbandaka; lane 5, S. Kentucky; lane 6, S. Blockley; lane 7, S. Albany;
lane 8, S. Agona.
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294 bp

Sekil-14: Salmonella H2 antijen kompleks (I: 1,2; 1,5; 1,6; 1,7 ve Il: e,nx;
e,n,zi5) gen bolgelerine yonelik Multipleks PCR. Salmonella H2 antijen
kompleks (I: 1,2; 1,5; 1,6; 1,7 ) spesifik bantlar yaklasik 294 bp, Salmonella
H2 antijen kompleks (II: e,n,x; e,n,z15 )spesifik bantlar yaklasik 152 bp.
Lanel, 100bp ladder, lane 2, S. Enteritidis; lane 3, S. Typhimurium; lane 4, S.
infantis; lane 5, S. Virchow:; lane 6, S. Paratyphi B; lane 7, S. Typhi; lane 8,
S. Corvallis.

294 bp

152 bp

Sekil-15: Salmonella H2 antijen kompleks (I: 1,2; 1,5; 1,6; 1,7 ve Il: e,n,X;
e,n,zi5) gen bolgelerine yodnelik Multipleks PCR. Salmonella H2 antijen
kompleks (I: 1,2; 1,5; 1,6; 1,7 ) spesifik bantlar yaklasik 294 bp, Salmonella
H2 antijen kompleks (II: e,n,x; e,n,z;5 )spesifik bantlar yaklasik 152 bp.
Lanel, 100bp ladder, lane 2, S. Othmarschen; lane 3, S. Montevido; lane 4,
S. Mbandaka; lane 5, S. Kentucky; lane 6, S. Blockley; lane 7, S. Albany;
lane 8, S. Agona.
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Tablo-5: Multipleks PCR ile saptanan antijen bolgelerinin dagilim.

4%

Pozitif Saptanan Sus Sayisi
bl
c c »n ﬁ" X

a % :% % - E — 3 u‘_.i GC; o

2 Z Z U’ O W 2l g g & =N g

o o o gl =] =| W > - ] s| a| = Q| 9| 9| 9| ad | 4
Serotip @) T T (7] o = E 2 > E T T T = = = =| EESC| Eo o
S. Enteritidis D g,m 63 63 63 63 63
S. Typhimurium B i 1,2 9 9 9 9 9
S. Infantis C1 r 1,5 8 8 8 8 8
S. Virchow C1 r 1,2 2 2 2 2 2
S. Paratyphi B B b 1,2 2 2 2 2 2
S. Typhi D+Vi d 2 2 2 2 2 2
S. Corvallis C2-C3 24223 3 3
S. Agona B f,g9,s 3 3 3 3
S. Albany C2-C3  |z4 1 1
S. Blockley C2-C3 k 15 1 1 1
S. Kentucky C2-C3 i Zs 2 2 2
S. Mbandaka C1 Z19 e,Nn,zis 1 1 1 1 1
S. Montevideo C1 g,m,s 2 2 2 2
S. Othmarchen C1 g,m 1 1 1 1
TOPLAM 100 65 14 17 65 2 2 2 69 11 10 |1 22 1 100
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Tablo-6: Konvansiyonel ve molekuler tiplendirme sonugclarinin karsilastirmal degerlendirmesi.

Susg Sayisi

Konvansiyonel Serotiplendirme Sonucu

Molekiiler Serotiplendirme Sonucu

Grup

H1

H2

Molekiiler Tiplendirme Sonucu

Sonug

63

S. Enteritidis (9,12: g,m: -)

D

gm

. Enteritidis (9,12: g,m; -)

. Blegdam (9,12: g,m,q: -)

. Naestved (1,9,12: g,p,s: -)
. Rostock (1,9,12: g,p,u: -)
. Moscow (1,9,12: g,q: -)

. Antartica (9,12: g,Zes: -)

. Rosenberg (9,12: g9,2ss: -)

MS

S. Typhimurium (1,4,5,12: i: 1,2)

1,2;1,5;1,6;1,7

. Typhimurium (1,4,5,12: i: 1,2)
. Lagos (1,4,5,12:i: 1,5)

MS

S. Infantis (6,7: r: 1,5)

C1

1,2;1,5;1,6;1,7

. Infantis (6,7: r: 1,5)

. Virchow (6,7:r: 1,2)
. Nigeria (6,7: r: 1,6)

. Colindale (6,7:1:1,7)

MS

S. Virchow (6,7: 1: 1,2)

C1

1,2;1,5;1,6;1,7

. Virchow (6,7:1: 1,2)
. Infantis (6,7: r: 1,5)

. Nigeria (6,7: r: 1,6)

. Colindale (6,7:1:1,7)

MS

S. Paratyphi B (4,5,12: b: 1,2)

1,2;1,5;1,6;1,7

. Paratyphi B (1,4,[5],12: b: 1,2)
. Limete (1,4,12, [27]: b: 1,5)

. Canada (4,12, [27]: b: 1,6)

. Uppsla (1,4,12, 27: b: 1,7)

MS

S. Typhi Vi+ (9,12: d: -)

D+ Vi

nmnin ononunmvonononononuononononnoononuonononon

. Typhi Vi+ (9,12: d: -)

KS

S. Mbandaka (6,7: Z10. e,n,le)

C1

Z10

e,nx; en, zs

(2]

. Mbandaka (6,7: Z10. e,n,215)
. Djugu (6,7: 210: €,n,X)
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Tablo-6 (devami): Konvansiyonel ve molekuler tiplendirme sonuglarinin kargilastirmali degerlendirmesi.

Sus Sayisi

Konvansiyonel Serotiplendirme
Sonucu

Molekiiler Serotiplendirme Sonucu
Grup H1 H2

Molekiiler Tiplendirme Sonucu

Sonug

2

S. Montevideo (6,7: g,m,s: -)

C1 g,m

. Montevideo (6,7: g,m,s: -)

. Othmarschen (6,7: g,m,t: -)

. Plumaugat (6,7: g,s,q: -)

. Riggil (6,7: g,t: -)

. Larose (6,7: 9,251: -)

. Haelsingborg (6,7: m,p,t,u: -)

. Oakey (6,7: m,t: -)

. Oranienburg (6,7,14: m,t: [zs7])

MS

S. Othmarschen (6,7: gm,t: -)

C1 g,m

. Othmarschen (6,7: g,m,t: -)

. Montevideo (6,7: g,m,s: [1,2,7])
Plumaugat (6,7: g,s,9: -)

. Riggil (6,7: g,t: -)

. Larose (6,7: 9,zs1: -)

. Haelsingborg (6,7: m,p,t,u: -)

. Oakey (6,7: m,t: -)

. Oranienburg (6,7,14: m,t: [zs7])

MS

S. Agona (4,12: f,g,s: -)

Agona (4,12: f,g,s: -)

. Derby (1,4,[5],12: f,g: [1,2])

Essen (4,12: g,m: -)

. Hato (1,4,[5],12: g,m,s: [1,2]

. Kingston (1,4,[5],12,[27]: 9,s,t:[1,2])
. Budapest (1,4,12,[27]: g,t: -)

. Banana (1,4,[5],12: m,t: [1,5])

DU On 0NN n0non

MS

S. Corvallis (8,20: z4,253: -)

TF

S. Albany (8,20: z4,2,4: -)

TF

S. Blockley (6,8: k: 1,5)

1,2;1,5;1,6;1,7

TF

N [P [P (W

S. Kentucky (8,20: i: zg)

TF

MS: Muhtemel sonug , KS: Kesin sonug, TF: Tamamlanmamis formul




TARTISMA VE SONUG

Salmonella enfeksiyonlarinin tanisi ve slrveyans igin izole edilen
suslarin ayrintil bicimde tanimlanmasi gerekir. Bu amagcla suslarin fenotipik
ve genotipik 6zellikleri incelenmelidir (63).

Salmonella’larin tiplendiriimesi ve cesitli 6zelliklerinin arastirilmasi;
bir olgu ile diger olgularin iligkilerini, bir olgunun yiyecekler ve diger bulasma
yollari, hayvanlar, cografi bdlge, mevsim-ay-gtin gibi surecler ile iliskilerini
ortaya c¢ikarabilir (63).

Salmonella’larda serotiplendirme, daha ileri ayrimlar olmaksizin bazi
serotiplerin prevelansinda total degisikliklerin gézlenmesini saglar. 1986’dan
sonra Avrupa Ulkelerinde S. Enteritidis, S. Typhimurium ile yer degistirerek
insanlarda besin zehirlenmesine yol agan en yaygin serotip olmustur (63).
Ayni sekilde Turkiye’de 1998’den itibaren S. Typhimurium sikhgr azalirken, S.
Enteritidis sikliginin arttigi belirlenmistir (64).

Serotiplendirme nadir gorilen serotiplerin neden oldugu salginlarda
tek basina yeterli olabilir. ingiltere’de bebeklerde birbiriyle iliskisiz S. Ealing
olgularinin belirlenmesi st tozu tiketimine baglanmig, kontamine Urlnlerin
imhasina ve fabrikalarin kapatilmasina neden olmustur (65). Ankara’da
1987°de gérilen S. Haifa salgininda ve 1994'te izmirde S. Corvallis
izolasyonlarinda olgularin sorgulamasi yapilamamis ve salgin kaynagi
arastinlamamigtir. Bununla beraber Turkiye’de ilk defa izole edilen serotipler
olmalart ve ¢ok nadir gorulmeleri nedeniyle yalnizca serotiplendirme bu
muhtemel salginlar hakkinda ipucu vermistir (66, 67).

Kauffmann-White semasi uzun yillardan beri Salmonella tdrlerinin
serotiplendirmesinin temelini olusturmus, ayni zamanda mikrobiyoloji ve halk
saghgi uzmanlari arasinda uluslar arasi bir dil olugsmasini saglamigtir (5).

Salmonella turlerinin serolojik tiplendirmesi zaman alici, zahmetli ve
pahali bir ydontemdir (5). Bir susun antijen formialinin tam olarak belirlenmesi
3-5 gun surebilir (47). Serotiplerin belirlenmesi icin gerekli ¢cok sayida

antiserumun imkanlari kisitl olan laboratuvarlarda temin edilmesi mimkin

47



olmadigindan, Kklinik laboratuvarlarda Salmonella tlrleri  polivalan
antiserumlarla tiplendiriimeye calisiimakta en azindan serogrubu
belirlenmekte ve tam serotip tayini igin referans laboratuvarlara
gonderilmektedir (60).

Ancak ozellikle salgin durumlarinda suslarin serotiplerinin hizli bir
sekilde belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle son yillarda Salmonella
serotiplerinin belirlenmesinde molekuler yontemlerin kullaniimasi ile ilgili ¢ok
sayida galisma yapilmistir. Yapilan ¢alismalar multipleks PCR’in Salmonella
serotiplerinin belirlenmesinde duyarlihdr ve 6zgullugu yuksek, ayni zamanda
serolojik tiplendirmeye gore oldukga ucuz ve hizli bir ydontem oldugunu ortaya
koymustur (8, 13).

Salmonella serotiplerinin belirlenmesi icin kullanilan konvansiyonel
serolojik testlerde gorulebilen c¢apraz reaksiyonlardan dogabilecek
olumsuzluklar da antijen-antikor iligkisi olmayan PCR gibi DNA bazli
metotlarin kullaniimasi ile engellenebilir.

Molekdler serotiplendirme Kauffmann-White semasi temel alinarak
yapilmaktadir. Boylelikle surveyans igin veri analizi yapilabilmekte, dekatlar
boyunca toplanmis olan bilgilere yenileri eklenerek degerlendirilebilmekte ve
veriler biriktirilmektedir (68).

Salmonella enterica i¢inde yer alan serotipleri tanimlamak igin
degisik primer kombinasyonlari kullanilarak uygulanan gesitli PCR yéntemleri
geligtirilmigtir (9-13).

Calismamizda ulkemizde ve laboratuvarimizda en sik izole edilen
Salmonella serotipleri goz 6nune alinarak; A, B, C1, D, E gruplari ve Vi
antijenine 6zgul primerler, faz 1 H antijenleri H:a, -b, -d, -i, -g,m, -r, -z;¢ ve faz
2 H antijenleri H:1,2; 1,5; 1,6; 1,7 , -e,n,X; e,n,z;5’e yonelik primerler ile
kombine edilerek molekuler ¢calisma yapilmigtir.

Bu gune kadar serogrup A, B, C1, C2, D ve H’yi saptamaya yonelik
cesitli calismalar yapilmistir. Luk ve ark. (27) 1993’te Salmonellalari
serogruplara ayirmak igin rfb gen bdlgesine yonelik bir multipleks PCR
yontemini denemigler ve 55 Salmonella sugundan 40 tanesini serogrup A, B,

C2 ve D olarak dogru tanimlayabilmislerdir. Herrera-Leon ve ark. (11)
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2007’de serogrup B, C1, C2, D ve E’yi tanimlayan bir multipleks PCR
yontemini gelistirmiglerdir. Levy ve ark. (13) 2008’de O gruplarini ayiran
multipleks PCR ydntemiyle serogrup A, B, D ve Vi pozitif suslar
saptayabilmiglerdir. Lim ve ark. (5) A, B, C1, D, E ve Vi pozitif suslari
ayirabilmek ve sistemin c¢ok yonlulugunu gelistirmek icin iki yontemi
birlestirerek calismiglar, fakat Herrera-Leon ve ark.’nin (11) grup CZ2yi
tanimlamak igin kullandigi wzxC2 primerinin 154bp’lik amplikonu internal
kontrol amplikonuna (163bp) c¢ok yakin oldugu icin c¢alismaya dahil
etmemiglerdir.

Hong ve ark. (62) serogrup A, B, Cl1, C2, D1 ve E71’e yodnelik
primerler kullanarak 239 Salmonella izolati ile yaptiklari ¢alismada serogrup
A ve D1 disindaki serogruplari belirlemede multipleks PCR’in duyarlihidini
%100 olarak bulmusglar ancak serogrup A ve D’deki paratoz sentaz genlerinin
yuksek homoloji gostermesi nedeni ile prt genine yonelik olarak kullandiklari
primer ile serogrup A ve D1’i ayirt edememislerdir.

Serogrup A ve D tyv genlerindeki bir nukleotitlik fark ile birbirlerinden
ayrilabilir. Bu nukleotid farki serogrup A’da mutasyon sonucu erken olusan
stop kodona bagldir ve serogrup A’da sadece paratoz igeren O antijeni
bulunmasina yol agar. Bu farklilik serogrup A ve D’nin ayirt edilmesinde tyv
geninin hedef olarak kullanilabilmesini saglamistir (33).

Lim ve ark. (5) yaptiklari ¢alismada serogrup A, B, C1, D ve Elyi
saptamada multipleks PCR yonteminin duyarliigini %100 olarak
bulmuslardir.

Calismamizda O grup Multipleks PCR’'in serogrup B, C1 ve D
grubundaki izolatlari saptamadaki duyarliik ve o6zgullugu diger
calismalardakine benzer sekilde %100 olarak bulundu.

Calistigimiz suslar arasinda grup A ve E’de yer alan susa
rastlanmazken, 7 Salmonella izolatinda kullanilan primerler ile serogrup
spesifik bant elde edilemedi. Referans laboratuvarindan gelen konvansiyonel
serotiplendirme sonuglari ile karsilastirildiginda bu 7 izolatin ¢galismamizda

hedef primeri olmayan C2-C3 grubundan serotipler oldugu goruldu.
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Calismamizda uygulanan O grup antijenlerine yonelik multipleks
PCR yontemi; hem serogrubu, hem de Vi antijenini saptamaya yonelik
primerler igeriyordu.

Salmonella serotiplerinden S. Typhi, S. Paratyphi C, S. Dublin Vi
antijeni tasimaktadir (5, 60). insana 6zgil patojenler olan S. Typhi ve S.
Paratyphi, enterik ates etkenleridir. Kan o&rneklerinden bir Salmonella
bakterisi izole edildiginde bunun S. Typhi ya da S. Paratyphi oldugunun
gosterilmesi icin ek testlere gereksinim vardir (14, 60).

Calismaya aldigimiz 100 Salmonella susundan iki tanesinin D
serogrubunda oldugu ve Vi antijeni tasidigi saptandi. Salmonella serogrup D
icerisinde sadece S. Typhi ve S. Dublin’de Vi antijeni bulunmaktadir (5). S.
Typhi H antijen “d” pozititken, S. Dublin “d” antijeni tasimaz. O grup
multipleks PCR ile serogrup D’de yer alan, Vi antijeni pozitif bir sus
saptandiginda, H antijen “d” nin varhgi arastirilmahdir. Uyguladigimiz H1-1
multipleks PCR ile bu iki izolatin “d” antijeni pozitif oldugu gdsterilerek,
serotipinin S. Typhi oldugu belirlendi. Multipleks PCR yonteminin S. Typhi
serotipinin saptanmasinda duyarlilik ve 6zgulligu %100 olarak bulundu. Lim
ve ark. (5) yaptiklari ¢galismada multipleks PCR’In S. Typhi'yi saptamadaki
duyarllik ve 6zgulluguniu benzer sekilde %100 olarak saptamislardir.

Bazi nadir S. Typhi suglarn H-1 fazinin alternatifi olan fliC-j geni
eksprese ederler, fliC-j geni, fli-d geninin delesyonu ile olusan 261 bp’lik bir
derivesidir. O-gruplarina yénelik multipleks PCR ile Salmonella serotip Typhi

(2 ER]

i” ile “d” antijeni eksprese edenler birbirinden ayrilamaz. Ancak H gruplarina
yonelik PCR’ da kullanilan H-for ve Hd-rev primerleri, serotip Typhi “d” ve “j”
turlerini birbirinden ayirabilir. Pimerler 261 bp delesyona ugramis fliC-d DNA’
sina eksternal olarak baglanip 763 bp’lik amplikon yerine 502 bp’lik pargayi
amplifiye edebilir (5). Calismamizda “j” flagellar antijeni eksprese eden S.
Typhi susu saptanmadi ve konvansiyonel serotiplendirme sonuglari da bu
veriyi dogruladi.

Calismamizda serogrup B’de yer alan 2 izolatin, H1-1 multipleks
PCR ile “b” antjeni, H2 multipleks PCR ile de faz 2 antijenleri “1,2; 1,5; 1,6;

1,7” tasidigi gosterildi. Bu antijenik formil serogrup B’de yer alan S.
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Paratyphi B (1,4,[5],12: b: 1,2), S. Limete (1,4,12,27: b: 1,5), S. Canada
(4,12,27: b: 1,6), S. Uppsala (1,4,12,27: b: 1,7) ile uyumlu bulundu (Tablo-6).
Ancak diger Ug¢ serotipin epidemiyolojik verilere gore uUlkemizde gorulme
olasiligi zayif oldugundan bu susglar S. Paratyphi B olarak degerlendirildi ve
konvansiyonel serotiplendirmenin de ayni sonucu verdigi gozlendi.

Lim ve ark. (5) yaptiklari galismada sadece serogrup B ve “b”
antijenini saptamaya yonelik primerler ile S. Paratyphi B’nin S. Abony
(1,4,[5],12,27: b: e,nx) gibi ¢cok sayida sustan ayirt edilemeyecegini ve
sistemin S. Paratyphi B’nin tiplendiriimesinde tek basina yeterli olmadigini
saptamiglardir. Calismamizda faz 2 H antijenlerine ydnelik PCR’'In da
yapilmasi ile muhtemel sus sayisi azalmakla beraber, H2 antijen kompleks 1
icerisindeki antijenler ayri ayri belirlenemediginden S. Paratyphi B’nin kesin
olarak serotiplendirilmesi icin yeterli olmadigi saptanmistir.

Kullandigimiz yéntem ile Salmonella serogrup A'da yer alan ve H1
“a” antijeni tasiyan tek serotip olan S. Paratyphi A ve serogrup C1’de yer
alan ve Vi antijeni tasiyan tek serotip olan S. Paratyphi C kesin olarak
tiplendirilebilirken, konvansiyonel serotiplendirme sonuglari ele alindiginda
molekuler serotiplendirme yaptigimiz suslar arasinda bu iki serotipin yer
almadigi gorulmustar.

Calismada serogrup D’de yer alan 63 Salmonella izolatinda H1-1
multipleks PCR ile “g,m” antijeni pozitif bulunurken, faz 2 antijenleri ile
pozitiflik saptanmadi. Dunyada ve Ulkemizde yapilan g¢esitli ¢alismalarda
(55,56,59) S. Enteritidis serotipinin en sik izole edilen serotip olmasi
nedeniyle bu izolatlar S. Enteritidis olarak yorumlandi. Serolojik tiplendirme
sonuglari ile bu suslarin S. Enteritidis oldugu dogrulandi.

Kullandigimiz fliC(g,m) primeri ile “g,m” antijenlerinin her ikisinin, tek

3 LR}

basina “g” ya da “m” antijeninin, ya da “g,m,q” gibi “g,m” antijenlerini iceren
antijen kombinasyonlarinin varliginda ayni buyudklikte PCR  Urdnleri
olugsmaktadir.

Epidemiyolojik verilere dayanilarak, bu antijenik yapilari tagiyan S.
Blegdam, S. Naestved S. Rostock, S. Moscow, S. Antartica, S. Rosenberg

gibi serotipler diglanabilmekle birlikte (Tablo-6) nadir de olsa bu suslarin da
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gorulebilme  olasiigindan dolayr bu yontemin S.  Enteritidis’in
serotiplendiriimesinde tek basina vyeterli olmadigi ve konvansiyonel
serotiplendirme ya da farkli primer setleri kullanilarak yapilacak multipleks
PCR testleri ile desteklenmesi gerektigi sonucuna varildi.

Hong ve ark. (62) fliC(g,m) primerini kullanarak yaptiklari ¢calismada
calismamizdakine benzer olarak S. Enteritidis suglarinin bu primer setleri ile
kesin olarak ayrilamayacagini belirtmigler ve ek testlere olan gereksinimi
vurgulamiglardir.

Agron ve ark. (69) yaptiklari gcalismada S. Enteritidis’e 6zgul olan ve
diger serotiplerde bulunmayan Sdfl lokusunun bu serotipin belirlenmesinde
hedef olarak kullanilabilecegini belirtmiglerdir. G kompleks (H:g,m, -g,m,s, -
g,myt, -g,p, -9.p,s, -g.m,q, -9,9, -g,m,p, -g,m,p,s, -g,m,s,t, -g,s,t, -m,t, -m,p,t,u,
-f,9,s, -f,g.mt, -g,z51, -g,z63) primeri ile Sdf primerini birlikte kullanarak, 161
Salmonella izolati ile vyapilan bir c¢alismada S. Enteritidis suslari
konvansiyonel ydntemle %100 korele olarak saptanmigstir (68) .

Ardisik olarak uyguladigimiz multipleks PCR ydntemleri ile 9
Salmonella susunda serogrup B, H1 °i” ve H2 “1,2; 1,5; 1,6; 1,7;
antijenlerini saptadik. Bu veriler ile uyumlu Salmonella serotipleri S.
Typhimurium ve S. Lagos’ tur (Tablo-6). Epidemiyolojik veriler dikkate
alinarak bu izolatlari S. Typhimurium olarak yorumlamanin uygun olacagi
kanaatine variimig, konvansiyonel serotiplendirme sonuglari da kanaatimizi
desteklemistir. Calismamizin sonuglarina paralel olarak, Hong ve ark.’nin
(62) calismasinda ayni yontemin S. Typhimurium suslarini saptamadaki
duyarlligi %100 olarak belirlenmigtir.

Calismaya alinan 10 izolatta serogrup C1, H1 “r’ ve H2 “1,2; 1,5;
1,6; 1,7;” antijenleri saptandi. Kauffmann-White semasina goére bu antijenik
formilin (lkemizde sik izole edilen suslardan S. infantis ve S. Virchow ile
uyumlu oldugu goéruldu. Ayrica olduk¢a nadir gorulen serotipler olan S.
Nigeria ve S. Colindale de tablo 6’da sunuldugu gibi ayni antijenik yapiya
sahiptir. Konvansiyonel serotiplendirme sonuglari bu suglardan 8 tanesinin S.

infantis, 2 tanesinin S. Virchow oldugunu gésterdi. Kullandigimiz molekiiler
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yontem bu suglarin serotipinin belirlenmesi agisindan yeterli 6zgullige sahip
bulunmadi.

Multipleks PCR ile test edilen 100 izolattan yalnizca 1 tanesinde
birinci faz antijenlerinden “z1¢” ve ikinci faz antijenlerinden “e,n,x; e,n,zis”
saptandi. C1 serogrubunda oldugu belirlenen bu serotipin Kauffmann-White
semasina gore S. Mbandaka (6,7: z10: €,n,z15) veya S. Djugu (6,7: z10: €,n,X)
olabileceg@i dusunuldl. Referans laboratuvarindan gelen sonugla bu susun
serotipinin S. Mbandaka oldugu dogrulandi.

Calismada kullanilan H2 multipleks PCR yodntemi ile antijen
kompleksleri ayri ayri degerlendirilemediginden, ayni O ve H1 antijen
yapilarina sahip olan S. Typhimurium (H2: 1,2) ile S. Lagos (H2: 1,5) ve S.
Mbandaka (H2: e,n,z;s5) ile S. Djugu (H2: e,n,x) gibi serotipler kesin olarak
ayirt edilemedi. Bu antijenik yapilarin ayri ayri degerlendiriimesi ile ilgili
olarak yapilan g¢alismada, Echeita ve ark. (70) H:1,2, H:1,5, H:1,7, H:e,n,z;s,
H:e,n,x antijenlerinin her birini saptamaya yonelik primerleri sentezleyerek,
49 farkli serotipten 140 Salmonella susunda 50-400 bp arasinda degisen
o0zgul PCR dUrlUnleri olusturmayi basarmiglardir. Bu primerler kulanilarak
yapilacak galismalarda farkli serotiplerin kesin olarak belirlenmesi mimkin
olacaktir.

Calismamizda multipleks PCR ile 93 (%93) izolatta var olan tim
antijen bolgelerine yobnelik o6zgul bantlar elde edildi. Bu izolatlarin 2
(%2)’sinde elde edilen formul kesin olarak bir susu isaret etmekte iken, 91
(%91)’inde birden fazla serotipe uyum gdsteren antijenik formul goéruldu ve
bu suslar muhtemel sonug¢ olarak degerlendirilerek tablo 6‘da sunuldu.
izolatlarin 7(%7) tanesinde var olan tim antijenik yapilar, bu bdlgeleri
hedefleyen o6zgul primerler g¢alismada bulunmadigindan saptanamadi ve
tamamlanmamig formul olarak belirtildi. Konvansiyonel yontemle bu suglarin
3’0 S. Corvallis, 1'i S. Albany, 1'i S. Blockley, 2’si S. Kentucky olarak
serotiplendirildi.

Herrera-Leon ve ark.’nin (11) yaptiklari ¢galismada serogruba ve H2
antijenlerine yonelik G¢ ayri multipleks PCR yontemi ile 500 Salmonella

susunun 423 (%84.6)'U tamamen serotiplendirilmis, 66 (%13.2)’sinda
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muhtemel sonug elde edilmis, 11 (%2.2)'inde ise var olan antijenik yapilar
tam olarak saptanamamistir. Bu calismada S. Enteritidis i¢in 6zgul Sdfl
bdlgesini, ayrica EN kompleks ve 1 kompleks i¢inde yer alan antijenleri ayri
ayri tespit etmeye yonelik farklh primerlerin kullaniimasi ile elde edilen kesin
sonu¢ oranininin, ¢alismamizda elde ettigimiz orana gore ¢ok daha fazla
oldugu goérulmektedir. Bu durum farkh primer kombinasyonlari kullanilarak
kesin olarak saptanabilecek sus sayisinin arttirilabilecedini gdstermektedir.

Salmonella’larin serolojik tiplendirmesi guvenilir bir yontem olmakla
birlikte, aglutinasyon testleri olduk¢a pahali 167 farkh antiserum gerektiren,
iyl egitimli kisilerce c¢aligiimasi gereken ve hazirliklari zaman alan bir
yontemdir (68). Konvansiyonel serotiplendirme metodu ile 2550'den fazla
serotipin belirlenmesi i¢in gerekli olan antiserumlarin tretim ve kalite kontrolU
de olduk¢a zordur (47).

Ulkemizde Salmonella serotiplendirmesi icin referans laboratuvar
olarak hizmet veren Refik Saydam Hifzisihha Merkezi Bagkanhgi, Salmonella
serotiplendirme sonuglarinin raporlanmasi igin gerekli ¢alisma suresini 10-12
gun olarak belirlemigtir. Calismamizda, bakteriyolojik identifikasyon yapilarak
saklanmig olan suslarin canlandiriimasindan sonra DNA ekstraksiyonu ve
multipleks PCR islemlerinin gergeklestiriimesi ile 48 saat gibi kisa bir strede
serotiplerin tanimlanabildigi belirlenmigtir. 2010 Mali Yili Butgce Uygulama
Talimat’’na gore referans laboratuvarinda Salmonella serotiplendirmesi 61 TL
olarak Ucretlendiriimektedir. Calismamizda ylz Salmonella susunun
serotiplendiriimesi icin gerekli maliyet 550 TL (sus basina 5,5 TL) olarak
hesaplandi ve konvansiyonel serotiplendirmenin maliyetine goére oldukga
dusuk oldugu saptandi.

Sonug olarak; Salmonella’larin serogruplara ayrilmasinda multipleks
PCR farkh gruplara 6zgul hedef primerlerle genigletilerek kullanilabilecek,
duyarlihgi ve 6zgulligu yuksek bir yontemdir.

Calismamizda ulkemizde ve laboratuvarimizda en sik izole edilen
serotipler olan S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Typhi ve S. Paratyphi’'nin
serotiplendirmesinde multipleks PCR ile elde edilen serotiplendirme sonuglari

konvansiyonel serotiplendirme sonuglari ile uyumlu bulunmustur. Bununla
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beraber ¢calismamizda kullanilan primerler ile bazi antijenlerin varligi ayri ayri
degerlendirilememis, nadir de olsa karsimiza c¢ikabilecek farkl serotiplerin
tam olarak dislanmasi mumkun olmamistir.

Ayni serogrupta yer alan ve yalnizca minér antijenik farkhliklarla
birbirinden ayrilan suslarin degerlendiriimesinde, multipleks PCR ydnteminin
tarama testi olarak kullaniimasinin, c¢cok sayida antiserumla yapilmasi
gereken aglitinasyon testlerine gereksinimi azaltacagindan zaman ve
maliyet agisindan dnemli Olgide kazang saglayabilecegi disunulmektedir.

Bu yontem H antijen kuvvetlendirmesi ya da faz varyasyonunun
indUklenerek iki faza ait antijenlerin belirlenmesi gibi uzun laboratuvar
uygulamalarina olan gereksinimi ortadan kaldirmaktadir.

Multipleks PCR ydnteminin 6nemli bir avantaji da O antijenlerinin
kaybl sonucu R formuna donugen ya da flagellar antijenlerin ekspresyonunun
kaybina bagli monofazik veya hareketsiz duruma gecen suslarin tespit
edilebilmesidir.

Multipleks PCR ydénteminin uygulanmasi sirasinda karsilasilabilecek
sorunlar, primer-primer etkilesimlerine bagh degisik amplikonlarin
olusmasinin engellenmesi ve olusan farkli amplikonlarin amplifikasyonun
verimliligini azaltabilmesidir. Yontemin optimize edilmesi zordur ancak
optimize edildiginde, elde edilen sonuglar guvenilir ve tekrarlanabilirdir.
Sonuglarin yorumlanmasi da subjektif degildir. Bu yontem c¢ok sayida 6rnegin
hizli ve maliyet etkin olarak analizinin yapilmasi agisindan uygundur.

Molekuler tiplendirme ile batin serotiplerin belirlenmesi mumkin
olmadigindan buglin icin multipleks PCR ydntemi konvansiyonel
serotiplendirmenin alternatifi degildir. Ancak farkli antijenlere yonelik primer
setleriyle alternatif kombinasyonlar olusturularak multipleks PCR ile
belirlenebilecek serotiplerin sayisi arttirilabilir. Temel PCR ekipmanlari ile
uygulanabilecek bu yontem pahali ve yorucu olan konvansiyonel
serotiplendirmeye olan ihtiyacimizi azaltacaktir.
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