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OZET

Bu ¢alismanin ilk hedefi, hayvan ve hayvansal kaynakli gidalarda Salmonella
serotipleri icinde en fazla gortlen S. Enteritidis’in hizli saptama imkani1 veren, SE-rPCR
yontemi ile konvansiyonel serotiplendirme sonuglarini karsilastirarak, laboratuvar
hizmetlerinde kullanma potansiyelini degerlendirmekti. Ikinci hedefi ise molekiiler
tiplendirme metodu olan Multilocus Sequence Typing (MLST) yontemi ile ¢aligmada
kullanilan Salmonella izolatlarini tiplendirerek, elde edilen sonuglarin literatiirde ilk kez
denenecek olan MLST sonras1 yapilan High Resulotion Melting (HRM) analizi
sonuglartyla karsilastirmak ve HRM analizinin MLST tiplendirmesinde kullanim

olasiligini aragtirmaktir.

Calismada pilig eti, hindi eti, yumurta ve kanatl orijinli 58 Salmonella izolati
kullanilmistir. SefB127L ve SefB661R primer ciftlerinin kullanildigi bir real-time PCR
protokolii ilk kez olusturulmus ve S. Enteritidis spesifik real-time PCR (SE-rPCR)
sonuglar1 konvansiyonel serotiplendirme sonuglari ile karsilatirildiginda Cohen kappa
degeri 0,86 bulunmustur. Bu sonug iki test arasinda neredeyse mikemmel bir uyum
oldugunu géstermistir. Bu ¢alismada analiz edilen izolatlardan sadece 3 adedinin (izolat
no 6, 122 ve 151) MLST veri tabanindaki Sequence Type (ST)’lere %100 benzedigi
saptanmistir. Her ¢ izolatin da ST11’e %100 benzedigi tespit edilmistir. Calismaya dahil
edilen izolatlarin 43 farkli genotipte oldugu belirlenerek, MLST’nin Salmonella enterica
tiplendirmesinde ¢oziiniirliigiiniin ¢ok yiiksek oldugu saptanmistir. MLST yénteminin bir
pargast olan DNA dizileri, HRM analizi sonucu, 40 adet birbirinden farkli DNA dizisine
ayrilmistir. HRM analizinin DNA dizi analizi ile ayn1 sonuglar1 vermesi nedeni ile sadece
HRM analizinin yapilmasi ile farkli ¢cikan DNA’larin dizilenmesi sonrasi, analiz

maliyetinin %83 oraninda azaltilacagi belirlenmistir.

SE-rPCR hizli diagnostik survey ve arastirma ¢alismalarinda geleneksel
serotiplendirme testlerine gereksinimini azaltan, zaman ve maliyet agisindan kazang
saglayan guvenilir bir alternatif metot olarak diisiiniilmiistiir. Buna ek olarak, literattirde ilk
kez HRM analizi, MLST ile genotiplendirmede kullanilmis ve HRM kullaniminin maliyet
diistiriicii avantaji1 ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Salmonella Enteritidis, rPCR, Salmonella serotiplendirme, MLST,
HRM



SUMMARY
SEROTYPING AND GENOTYPING OF SALMONELLAE OF POULTRY AND
POULTRY PRODUCT ORIGIN

The first aim of this study was to identify the serogroup/serotype of the Salmonella
spp. isolates of animal and animal-derived food origin in our laboratory by conventional
serotyping, as well as to perform a S. Enteritidis-specific realtime PCR (SE-rPCR), then to
determine their performance and evaluate their relevance. The second aim of this study
was to genotype the same Salmonella isolates by a multilocus sequence typing (MLST),
and to compare these results with high resolution melting (HRM) analysis performed after
MLST, and to finally determine the usefulness of HRM analysis in MLST.

For this, a total of 58 isolates of chicken meat, turkey meat, egg, and poultry origin was
used. SE-rPCR, which was performed for the first time by using SefB-gene specific
primers, was almost in perfect agreement with conventional serotyping (Cohen’s kappa
index = 0,86). Only 3 of the 50 isolates (isolate number 6, 122 ve 151) showed 100%
similarity to sequence type (ST)11 in the STs in MLST database. All of the isolates used
in this study showed 43 different genotypes, where MLST had high resolution in
Salmonella enterica typing. As a part of the MLST, DNA sequences were classified under
40 different sequences after HRM analysis. Since HRM analysis resulted the same as the
DNA sequence analysis, by only sequencing the DNA with different HRM analysis results,
the analysis cost would be reduced by 83%.

Results of this study indicate that SE-rPCR is a rapid alternative diagnostic tool to be
used in surveillance and research purposes, which would reduce the requirement for
agglutination tests performed by specific antisera, thus the time and the cost. Additionally,
this study reports the use of HRM analysis in combination with MLST for the first time in
literature as an advantageous approach in reducing the overall cost of the test.

Keywords: Salmonella Enteritidis, rPCR, Salmonella Serotyping, MLST, HRM



GIRIS

Salmonellalar hayvanlardan gida tiriinleri aracigiyla insanlara gegebilen zoonotik
bakterilerdir. Bu bakteri genusu tiim diinyada insan saglig1 agisindan ve ekonomik yonden
onemli iki gida kokenli bakteriyel infeksiyondan biri olan salmonellozu olusturur.
Salmonella genusunda iki tiir bulunmaktadir. S. enterica tiirii i¢inde yer alan 6 alt tiirden
biri olan S. enterica subsp. enterica hayvan ve insanlarda infeksiyon olusturan binlerce
serovar1 icermektedir. Bu serovarlarin tespiti tiim diinyada oldugu gibi, 6zellikle
tilkemizde Avrupa iilkeleri ile gida ve hayvan ticareti kapsaminda Avrupa Birligi
baglaminda bu infeksiyonlardan korunma ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesi igin temel
teskil eder. Serotiplendirme Salmonella izolatlarinin tam karakterizasyonunda ilk ve en
onemli basamagi olusturur. Bu nedenle Salmonella izolatlarinin serotiplendirilmesi halk

sagligi, gida hijyeni ve hayvan saglig1 yonlerinden {ilkemizde kritik 6neme sahiptir (1).

Enterobacteriaceae familyasinda bulunan Salmonella genusunun tiim {iyeleri insan ve
hayvanlarin gastrointestinal sisteminde bulunan patojenik bakterilerdir. Salmonella
genusunda iki tiir bulunur. Bunlar Salmonella enterica (S.enterica) ve Salmonella bongori
(S. bongori)’dir. S. enterica 6 adet alt tiire sahiptir. Alttiirlerden klinik 6neme sahip olan
S.enterica subsp. enterica insanlarda tifo, kanatlilarda kanatli tifosu gibi 6nemli sistemik

hastalik etkenlerini igerir (1).

Salmonella tiirleri insanlarda ve hayvanlarda genellikle gastrointestinal bir infeksiyona
ek olarak ishal ve diiskiinliik gibi semptomlarla karakterize hastalik durumlarina neden
olur. Ancak bu durumun bazi istisnalar1 goriiliir. Konakgilarina 6zgii olan ve bagka
tiirlerde hastalik olusturmayan bazi serotipler, 6rnegin, insanlarda tifo, kanatlilarda kanatl
tifosu ve koyunlarda abortus etkeni olan sirastyla S. Typhi, S. Gallinarum ve S. Abortus
Ovis istisna bir durum olusturarak, sistemik hastalik tablolarina neden olurlar. Tifo
infeksiyonunda sadece insanlar tagiyicidir ve infekte bireyler asemptomatik tasiyici
konumundadirlar. Bundan dolay1 sadece insan temasi veya diski ile kontamine gidalarin
tiiketilmesi sonucu infeksiyon i¢in bulasi meydana gelebilir. Tavuklar igin kanatli tifosu
ve pullorum hastaliginda da durum aynidir. Diger S. enterica subsp.enterica serovarlari
veya serotipleri evcil ve yabani hayvanlarda bulunabilir ve insanlara genellikle kontamine

gidalarin tiikketilmesi sonucu bulasir (1-4).



2004 yilinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
(CDC)’nin Gida Kaynakl1 Hastaliklar Aktif Tarama Agmin (foodnet) Yeni Ortaya Cikan
Infeksiyonlar Programi (Emerging Infections Program) 10 farkli eyalette gida kaynakli
hastalik durumlarina bagli olarak 6.464 S. enterica subsp. enterica izolati bildirmistir (5).
Yine CDC’ den alinan 2003 yilina ait raporda tiim tilkede halk saglig: laboratuarlarinda
kaydedilen 33.589 Salmonella izolati oldugu belirtilmistir (6). Bu ve benzeri veriler
incelendiginde, ABD’de her yil 1.3 milyon insanin salmonellozis vakasi oldugu ve 15.000
vakanin hospitalize edildigi ve 400’iiniin 6liim ile sonlandig1 belirlenmistir. Bu durum
Salmonella infeksiyonlarinin ne derece 6nemli ekonomik bir kayiba neden oldugunu ve
halk saglig1 agisindan oldukca énemli oldugunu ortaya koymaktadir. Insanlardaki bu
tablonun yani sira Salmonella infeksiyonlariin hayvan sagligi kapsaminda verdigi
ekonomik kayiplar ve 6nlenmesi ile ilgili yapilan biyogiivenlik kavrami igindeki uygulama
giderleri bu bakteriyel infeksiyonu ¢cok daha 6nemli hale getirmektedir. Kanatli damizlik
hayvanlarin Salmonella ari olmalari sart1 devlet tarafindan yonetmeliklerle belirlenmis

durumda olusu bu duruma iyi bir 6rnek teskil etmektedir (7).

Serovarlarin tespiti, tiim diinyada gida ve hayvan ticareti kapsaminda, Salmonella
infeksiyonlarindan korunma ve Kontrol stratejilerinin gelistirilmesi i¢in temel olusturur (8).
Serovarlarin belirlenmesi, uluslararasi epidemiyolojik aragtirmalarda genis bigimde
kullanilir. Ancak, bu amag icin kullanilan serotiplendirmenin diisiik verimli ve yiiksek
masrafli olmasi; yorumlanmasinin subjektif olmasi, konusunda uzman personele
gereksinim duyulmasi ve immunize edilen tavsanlardan iiretilen ¢ok fazla antikora ihtiyag
gostermesi gibi dezavantajlari bulunmaktadir (9, 10). Serotiplendirmenin hassas bir
bigimde izolatlar1 fingerprinting (DNA [Deoksiriboniikleik asit] parmak izi) etme
kapasitesi bulunmamasina ragmen siirveyans programlarinda faydali olarak
kullanilmaktadir (11). Insanlardaki Salmonella infeksiyonlarinin sikligin1 minimum
diizeye indirmenin birincil sart1 hayvanlardaki bu infeksiyonlari en aza indirgemektir. Bu
baglamda, hayvanlarda Salmonella infeksiyonlarinin diizeyinin ve tipinin belirlenmesi
biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu infeksiyonlarin tanis1 amaciyla bir¢ok serolojik, genetik
tabanli yontemler gelistirildiyse de, teshiste gold standard yontem kiiltiir yontemidir.
Genellikle hayvanlarda ve insanlardaki anti-Salmonella antikorlarini arayan testler ve
Polymerase Chain Reaction (PCR) hizliliklar1 agisindan talep gérmekte, kiiltlir yontemini

tamamlayic nitelik tagimaktadirlar.



Kiiltiir sonucu izole edilen Salmonella’nin fenotipik biyokimyasal identifikasyonundan
sonra tam karakterizasyonu gerek insan ve gerekse hayvan hekimligi agisindan bu
infeksiyonlardan korunma ve izlemede epidemiyolojik 6nem tasir. Salmonella’nin tam
identifikasyonunun temeli antijenik yapisinin belirlenmesi ile atilir. Giliniimiizde
Salmonella enterica subsp. enterica izolatlarinin tiplendirilmesindeki en temel yontem O
(ylizey polisakkarid) ve H (flagellar) antijenik 6zelliklerini temel alarak izolatlart ayirt
etmektir. O antijeninin tiplendirilmesi serogrubu belirleme, flagellalarin tiplendirilmesi ise
serotip belirleme anlamina gelir. Vi veya kapsiiler antijen Salmonella enterica subsp.
enterica serotip Typhi’ye 6zgiindiir. Gliniimiizde serogruplama islemi ile 150’yden fazla
grup saptanmustir. H antijenlerinin karakterizasyonu ile yapilan serotiplendirme islemi ile
2500’ iin lizerinde serotip veya serovar mevcut oldugu bilinmektedir (6,12). Bu
serotiplerden 1531 adedi Salmonella enterica subsp. enterica’ya aittir (13). Bu alt tiirde
insanlarda tifo, kanatlilarda kanatli tifosu gibi 6nemli sistemik hastalik etkenleri bulunur
(1, 13). S. enterica’nin diger alt tiirleri ve S. bongori’de bulunan serovar sayist 1000’in
tizerinde olup genellikle dogadan veya reptiller gibi sogukkanli hayvanlardan izole edilir
ve klinik agidan 6nemli degildir (12, 13). Tipik olarak bir serotipin ad1 ve antijenik bir
formiilii mevcuttur. Bu formiilde hem serogrup hem de serotip ifade edilir. Bir Salmonella
izolatinin identifikasyonu amaciyla en azindan 3 antijen-antikor reaksiyonu ile
aglutinasyon testine gereksinim vardir. Bazi izolatlarin tam ve dogru tiplendirilmesi i¢in
baska testler de uygulanir. Antijenik formiillerin olusturulmasi i¢in Kaufmann-White Le
Minor Semasi kullanilir ve bu sema her y1l Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
giincellenir (12, 14). Yaygin kullanimina ragmen serotiplendirmenin bazi sinirlayict
yonleri bulunmaktadir. Genellikle sonuca ulagmak icin en az 3 giin gereklidir. Bu yontem
ile izolatlarin %5-8’1 kismen tiplendirilir veya hig tiplendirilemeyebilir. Serotiplendirmede
yasanan sorunlarin nedenleri mukoid koloni veya degisik O antiserumlariyla kros
reaksiyon verebilen ‘rough’ koloni olusturan izolatlardaki yiizey polisakkaritlerine
ulagsmay1 engelleyen faktorler olabilir. Bu tip izolatlar H antjenleri yoniinden kismi olarak
tiplendirilebilirler. H antijen tiplendirmesi ile her iki flagella faz1 belirlenmelidir. Ancak
bir kerede bir antijenik faz saptanabilir. S. Gallinarum gibi non-motil suslar sadece O
antijenleri yoniinden kismi bir sekilde tiplendirilebilir. Serotiplendirme ile ilgili bagka
problemler de goriilebilmektedir. izolatin ¢ok fazla sayida pasaji antijenik 6zelliklerini
etkileyebilir. Identifikasyonun gecikmesi hastalik salgininin zamaninda belirlenememesine

ve dolayisiyla epidemiyolojik sorveyin aksamasina yol agabilir (12).



Klasik serotiplendirme ile yaganan bu tip sorunlar nedeniyle PCR -tabanli
serotiplendirme (15, 16) ve microarray-tabanli serotiplendirme (17, 18, 19) gibi
destekleyici yontemler gelistirilmektedir. Serotiplemenin yani sira, bazi durumlarda direkt
genotiplendirme ile suglarin ayrimi ve yakinlik/uzakliklarinin tespiti de epidemiyolojik
yonden onemli veriler saglayabilir. Bu genotiplendirme yontemleri arasinda,
ribotiplendirme (20), ribozomal DNA intergenik spacer amplification (21), DNA
polimorfizminin random amplifikasyonu (22), 1S200 analizi (23, 24), PCR-single strand
conformation polimorfizm analizi (25), amplified fragment length polimorfizm (26), dizi
analizi (27) yer alir. Multilocus sequence typing (MLST) ile 7 farkli house-keeping gen
dizisi ¢ift yonlii okunmakta, elde edilen diziler her bir gen icin MLST veri bankasinda
mevcut allel tipleriyle karsilastirilarak 7 farkli gen i¢in 7 farkl: allel tipinden olusan profil
elde edilmekte, boylelikle sus tipinin belirlenmesi ve ayirimi yapilmaktadir (26). Son
yillarda yapilan ¢alismalar Salmonella spp. genotiplendirmesinde High Resolution
Melting (HRM) analizinin dizi analizi kadar hassas sonuglar verebildigini géstermistir
(24). HRM analizi ile dizi analizi i¢in gerekli maliyet ve siirenin 6nemli derecede
azaltilmas1 miimkiindiir (5, 28). HRM analizi, DNA ¢ogalmasinin es zamanli izlenebildigi
real-time PCR (rPCR) ile HRM boyalariin kombine edilmesi ile birlikte ortaya ¢ikmuistir.
RPCR sonrast 5-10 dk’lik bir siirecte tamamlanabilen HRM analizi ile farkli DNA
dizilimlerinin farklit HRM profilleri vermesi temeline dayanarak, analiz edilen yiizlerce
DNA dizisi ¢ok kisa bir siirede, hassas bir sekilde ayirt edilebilmekte ve
gruplandirilabilmektedir. HRM analizi mikrobiyel ¢esitlilik ¢alismalarinda yogun bir
sekilde kullanilmaya baglanmigtir (29-30). Genetik metodlarin yani1 sira diger bazi
laboratuarlarin Salmonella tiplendirilmesinde, protein-arrayler veya kiitle spektrofotometri
gibi protein-temelli yontemlere de bagvurdugu gézlenmektedir (17). Bu yontemlerin
uygulanmasinda 6zellikle ekonomik olumsuzluklar, laboratuarlar arasi yasanan sonug
farkliliklar (reproducibility) ve egitimli teknik eleman gereksiniminden kaynaklanan
sorunlar gibi durumlarla karsilagilabilmektedir. Ancak klasik serotiplendirme temel olup,
bunun yaninda her laboratuar kendine 6zgii gereksinimleri dogrultusunda farkli yontem

veya yontemleri ek ve veya tamamlayici olarak kullanmaktadir.

Bu ¢aligmanin iki temel amaci bulunmaktadir. Bunlardan birincisi; hayvan ve
hayvansal kaynakli gidalardan elde edilen Salmonella spp. izolatlar1 i¢inde insan ve hayvan
hekimliginde major 6neme sahip S. Enteritidis’ in ilk kez tasarlanan, S. Enteritidis spesifik

real-time PCR (SE-rPCR) yontemi ile tiplendirilmesi yapilarak, elde edilen sonuglarin



konvansiyonel serogruplandirma/serotiplendirme sonuglar ile karsilastirmaktir. Ikinci
amaci ise aynt Salmonella izolatlarini MLST ile tiplendirilmesini yaparak, elde edilen
sonuglarin literatiirde ilk kez test edilen MLST sonrast HRM analizi bulgularinin MLST
tiplendirilmesinde zamana ve masraflara hiz ve ekonomi yoniinden bir etkisinin bulunup
bulunmadiginin arastirilmasidir. Ayrica MLST bulgulari ile konvansiyonel
serotiplendirme bulgular1 karsilastirilarak Salmonella tiplendirilmesinde bu iki sonucun

korelasyonu ile ilgili yeni bilgiler edinilecektir.



GENEL BIiLGILER

2000-2010 yillar1 arasinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 ve Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal1 laboratuvarinda izole edilen
Salmonella spp. izolatlarinin molekiiler ve konvansiyonel serotiplendirilmesi amaciyla
gerceklestirilen ‘Hayvan ve hayvansal gida kaynakli salmonellalarin serotiplendirilmesi ve
Salmonella enterica subspecies enterica serovar Enteritidis'in PCR ile tespiti’ adli

arastirmaya ait genel bilgiler asagida sunulmustur.

Salmonellalarin Klasifikasyonu

Salmonella ABD’li mikrobiyolog D. E. Salmon tarafindan isimlendirildikten sonra
tlim tiirleri tek bir genus adi altinda toplanmistir. Salmonellalar, lipopolisakkarid yapisinda
somatik (O) antijenine ve protein yapisinda olan flagellar (H) antijenine sahiptirler. S.
Typhi ayn1 zamanda virulens (Vi) veya kapsiiller bir antijene sahiptir. Biyokimyasal
olarak genellikle tiimiinde laktoz ve siikroz negatiftir (31). Salmonellalara ait olan

Ozellikler Tablo-1’de verilmistir.

Salmonella cinsi bakteriler ilk kez 1884’de Gaffky (Bacterium typhosum) tarafindan
izole edilmis ve 1886’da Salmon ve Smith’in (Salmonella Choleraesuis) bu bakterileri
bildirmesinden sonra Salmonella nomenklatiirii olduk¢a karmasik ve tartismali bir mesele
halini almigtir. Kauffman White semasina gére 2579 serovari bulunmaktadir (13). 1983
oncesinde iig tiiri bulundugu kabul edilmekte olan Salmonellalar: S. Choleraesuis, S. Typhi
serotipinin ait oldugu S. Enteritidis serotipi altinda siniflandirilmaktaydi. Giiniimiizde
Arizona, Salmonella altgruplari ve biitiin 6nceki tiirler ayni tiir olarak diistiniilmektedir ve
alt1 farkl altgrubun bulundugu yedi boliime ayrilir. Eskiden altgrup V olarak bilinen S.
bongori’nin, DNA-DNA hibridizasyon yontemi ile farkli bir tiir oldugu kabul edilmistir
(32). Bu nedenle S. enterica alt1 alttiire ayrilmakla birlikte artik Salmonella’ nin iki tiirii
bulunmaktadir (Tablo-2). Salmonella tiirlerinin ve alttiirlerinin farkli 6zellikleri Tablo-

3’de verilmistir (31).



Tablo-1. Salmonellalarin kiiltiirel ve biyokimyasal dzellikleri (31)
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Salmonella A

Kia, Kligler’s iron agar; HS, hidrojen siilfiir; mr, metil red; vp, voges preskauer;
ind, indol; sit, sitrat; pad, fenilalenindeaminaz; iire, iireaz; har, hareket; lys, lisin;

arj, arjinin; orn, ornitin; onpg, ortho-nitrofenil-p-D-galactopyranoside

Tablo-2. Salmonella tiirlerinin ve alttiirlerinin klasifikasyonu (31)
Salmonella enterica

. enterica subsp. enterica (I)

. enterica subsp. salamae (I1)

. enterica subsp. arizonae (I11)

. enterica subsp. diarizonae (I1V)
. enterica subsp. houtenae (V)

. enterica subsp. indica (VI)

nNDu;mwummuvmwm

Salmonella bongori (eskiden alttiir V olarak bilinirdi)

Salmonellalarin iki tiirii bulunmaktadir : Altr alttiire sahip S. enterica ve S. bongori

Salmonella NomenKklatiirii

1966 yil1 baslarinda WHO sadece alttiir I’deki serotipleri adlandirmaya baslamistir ve
diger tiim alttiirlerdeki serotip adlarindan vazge¢mistir. CDC bu pratigi uygulamis ve
alttiir I" deki serotip isimlerini, 1966’ dan sonra tanimlanmus alttiir II, IV, V ve S.

bongori’nin adlandirilmamis serotipleri i¢in antijenik formiillerini kullanmustir.



Tablo-3. Salmonella tiirleri ve alttiirlerinin ayirict 6zellikleri (31)

Tiirler S. Enterica S. Bongori
Alttiirler | 11 1A 1B v \Y%
Enterica Salamae Arizonae Diarizonae Houtenae Indica
Biyokimyasal
ozellikleri
Dulcitol + + - - _ d +
ONPG (2sa) - - + + - d +
Malonat - + + + - - -
Jelatinaz - + + + + + -
Sorbitol + + + + -+ _ +
KCN - - - - + - +
D-Tartrate + - - - - - -
Galakturoneyt - + - + + + +
B-Glukoronidaz D D - + - D -
(MUG)
Mukat + + + -(%70) - + +
Salisin - - - - + - -
Laktoz - - -(%75) | +(%75) - D -
(+): %90 veya c¢ogu izolatta pozitif; (-): %90 veya ¢ogu izolatta negatif; D: farkl izolatlar tarafindan
farkli reaksiyon

Serotip yaziliminda izlenen yol su sekilde belirlenmistir: Ilk olarak bir serotipin cins ismi
daha sonra serotip kelimesinin kisaltilmis hali olan “ser” yazilir. Bundan sonra serotip ad1

yazilir (Salmonella serotip veya ser Typhimurium veya S. Typhimurium ) (Tablo-4) (31).

Insan ve hayvanlardan izole edilen salmonellalarin birgogu S. enterica subsp. enterica
(1) alt grubuna dahil olup bu grup bir serovar veya serotip icermektedir. Genellikle, ilk
izole edildikleri sehrin ya da ilk izole edildikleri canl tiiriiniin admni alirlar. Ornegin S.
enterica subsp. enterica serovar Dublin, ya da S. enterica subsp. enterica serovar
Gallinarum denildiginde Dublin serovari ilk kez Dublin’de, Typhi serovar tifoid ates

belirtisiyle seyreden bir hastaliktan ve Gallinarum serovari ise tavuktan izole edildikleri



Tablo-4. CDC’de kullanilan Salmonella Nomenklatiirii (33)

Taksonomik durum Giincel Nomenklatiir
Cins (Italik) ......oovveeveeeeereeeeeeeeeens Salmonella
Tiir (Ttalik).....oooovoveeeeeeeeeeeeeeeeeenn e enterica (1, 11, llla, I1lb, IV ve VI)
e bongori (6nceleri alttiir V olarak bilinirdi)
Serotip (ilk harf biiyiik ,
italik degil) ...cooeviiic e Serotip metinde ilk kez kullanildiginda; serotip adi

‘serotip’ya da ‘ser.” kisaltmasindan sonra yazilir.

o Alttiir I’e ait serotipler adlar1 ile; alttiir II, III, IV, VI

ve S. bongori’ye ait serotipler antijenik formiilleri ile
tanimlanir.(Ornek, Salmonella serotip (ser.) Typhimurium,
Salmonella Il 50:b:z¢, Salmonella I11b 60:k:z)

e Alttiir II, IV, VI ve S. bongori’ye ait serotiplerden
1966’dan once adlandirilanlar varsa adlar1 da yazilir.
(Ornek, Salmonella ser. Marina (1V 48:9:zs1:-).

icin bu sekilde isimlendirilmislerdir. Ancak ¢ogu kitap ve yayinda bunlar kisaca
Salmonella Dublin, Salmonella Typhi ve Salmonella Gallinarum diye adlandirilirlar ve tiir

isimleri de serotipi belirtmek i¢in biiyiik harfle yazilir (34).

Etiyoloji
Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Salmonellalar Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olup (35) Gram negatif
boyanan, sporsuz, kapsiilsiiz comakgiklardir (36). Boyutlar1 0.7-1.5x2.0-5.0 um’dir (34-
37). Paratifoid suslarin ¢ogu peritrik flagellalar1 vasitasiyla hareketli olmasina karsin, (35)
Pullorum hastaliginin etkeni S. Pullorum ve tavuk tifosunun etkeni S. Gallinarum
hareketsizdir (38-39). Salmonellalar Gram negatif olmalarina ragmen metilen mavisi ve
karbol fuksin boyalar1 ile boyanabilirler (37).



Ureme Thtiyaclar

Salmonellalar fakiiltatif anaerobiktirler ve hem anaerobik hem de aerobik kosullar
altinda iyi iireme &zelligine sahiptirler. Uremeleri i¢in gerekli olan optimum sicaklik 37°C
olup, tireme araligi 5-45°C arasinda degisir. Salmonellalar pH 4-9.0 araliginda
tireyebilmelerine ragmen optimum tireme pH’ lar1 7.0’dir. Uygun olmayan pH
kosullarinda salmonellalar flagella ve fimbriya gibi baz1 6zelliklerini kaybederler.
Salmonellalarin besin ihtiyaglar1 oldukga basittir ve tiremelerini destekleyen karbon ve
nitrojen ihtiva eden ¢ogu besiyerinde iireyebilirler (37). S. Pullorum ve S. Gallinarum
nutrient agar veya buyyonda kolayca iirer. Bu organizmalar selektif zenginlestirme
besiyeri olan Selenite—F ve Tetrathionat buyyonda diferensiyel besiyeri olan Brilliant
Green, Bismuth Siilfite ve MacConkey agarda tireyebilirler (40-41).

Tetrathionat buyyon, igerdigi pepton ve safra gibi maddelerle salmonellalarin
tiremesini saglarken, yine i¢erdigi kalsiyum karbonat, sodyum tiyosiilfat, iyot ve potasyum

iyodiir ile 6zellikle diskida bulunan Escherichia coli’ lerin iiremesini inhibe eder (34).

Koloni Morfolojileri

Salmonella kolonileri agarda tipik olarak yaklasik 2—4 mm ¢apinda, kiigiik, yuvarlak,
S-tipli ve parlak 6zellik gosterirler (34-37). S. Pullorum ve S. Gallinarum’un kolonileri bu
ozelliklere ek olarak nutrient agar tizerinde mavi-gri ile grimsi-beyaz renkte, homojen, 34

mm veya daha biiyiik ¢apa sahiptirler (41).

Biyokimyasal Ozellikleri

Tipik paratifo etkeni olan salmonellalar mannitol, maltoz, dulsitolu fermente ederken,
glikozdan hem asit hem de gaz olustururlar. Malonat, siikroz, salisin ve laktozu ise
fermente edemezler. H,S, lizin ve ornitin dekarboksilat pozitif olup, nitrati nitrite
indirgerler ve sitrati1 kullanirlar. Paratifo etkeni olan salmonellalar iireyi ve jelatini
hidrolize edemez ve indol negatif(42) olup, Metil-Red pozitif ve VVoges-Proskauer
negatiftir (35). S. Gallinarum’un dulsitolii fermente etmesine karsilik S. Pullorum’un

fermente edememesi bu iki mikroorganizma arasindaki en 6nemli biyokimyasal farkliliktir.
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Ayn1 zamanda S. Pullorum, genellikle, maltozu da fermente edemez. Bu
mikroorganizmalar arasindaki en biiyiik fark S. Pullorum’un ornitini hizli bir sekilde
dekarboksile etmesine karsilik, S. Gallinarum’un dekarboksile edememesidir. Bu
biyokimyasal farkliliklar1 nedeniyle bu iki sug birbirinin biovaryanti olarak

tanimlanmaktadir (41).

Antijenik Yap1

Salmonellalarda 6nem tasiyan dominant ti¢ ¢esit antijen bulunmaktadir. Bunlar;
somatik “O” antijenleri, flagellar “H” antijenleri ve yiizey antijenlerdir. Salmonellalar O
antijenleri ile gruplara, H antijenleriyle de serovarlara ayrilir. O somatik antijenleri,
bakterilerin hiicre duvarindaki lipopolisakkarit katmanin polisakkarit biriminden ibarettir.
Sicaklik uygulamasina, alkole (%96’lik alkole 4 saat) ve asite direnglidirler. Formol etkisi
ile aktiviteleri kaybolur veya ¢ok azalir. Hareketli olsun veya olmasin tiim salmonellalarda
en az bir, ¢cogu kez birden ¢ok sayida O antijeni bulunur. Salmonella cinsi bakterilerde
saptanmis 60°dan ¢ok ve degisik yapida O antijenik grup vardir. Salmonellalardaki O
antijenlerinin bazilar1 Escherichia, Citrobacter, Shigella ve Proteus spp. gibi baska
bakterilerde de bulunabilir (36).

Somatik “O” antijenik yapisi, salmonellalarin 60’dan fazla serogruba ayrilmasina
neden olan degisik faktorler igermektedir. Bu faktorler; 1,2, 3,4, 5, .... gibi sayilarla ifade
edilmekte ve ortak antijenik faktorleri iceren salmonellalar ayni grup igerisinde toplanarak
grup adlart alfabetik harflerle (A, B, ....... 7) isimlendirilmektedir. Simdiye kadar 67 grup
ortaya konulmus olup harfler yeterli gelmediginden sonraki gruplar harf + rakamla
belirtilmistir. Ornegin “O” somatik antijenin 9 ve 12 faktorlerini ortak igeren S. Typhi, S.
Enteritidis, S. Pullorum ve S. Gallinarum bu gruplandirmada D1 serogrubunda yer
almiglardir (34).

“H” flagellar antijenleri protein yapisindadir. 60°C’nin tizerinde 1sitilmakla, alkol, asit
ve proteolitik enzimlerin etkisi ile yikimlanirlar. Formole direnglidirler. “H” antijenleri
birbirlerinden ayr1 yap1 ve karakterde degisik komponentlerden olusurlar. Bu antjenlerin
bir kismi1 salmonellalar i¢in 6zglindiir ve degismez. Bunlara spesifik faz veya Faz: 1
antijenleri adi verilir (36). Bu antijenik faktorler a, b, c’den, ....... z’ye kadar kiiciik

harflerle ve alfabe harfleri yeterli olmadigindan zi, z,......... olarak adlandirilmiglardir
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(34). H antijenlerinden diger bir kismui ise kiiltiirlerde {ireme esnasinda degiserek yerlerine
yeni yapida antijenler belirir. Bu tiir antijenler birgok Salmonella’da rastlanabildiklerinden
bunlara non-spesifik veya Faz—2 antijenleri ad1 verilir. Bunlar sayilarla (1,2, 3, ...... ) ve
bazen harflerle gosterilirler (n, x gibi antijenler hem birinci hem de ikinci sathada
bulunurlar) (36). Salmonellalarin “H” antijen grubundan sadece bir ¢esit Faz antijen
faktoriinii igerenler monofazik; hem Faz—1 ve hem de Faz—2 antijenlerini birlikte tagiyanlar
ise difazik bakteriler olarak adlandirilirlar (34).

Salmonellalarda bulunan “V;” antijeni, somatik O antijeninin en disinda glikolipid
yapisinda ylizeysel bir antijendir. Tiim salmonellalarda bulunmaz. Bulunmasi halinde
bakterilerin anti-O bagisik serumlari ile agliitinasyonu 6nlenir. 60 °C’de bir saat 1sitilan
bakterilerden ayrilarak etkinligini kaybeder. Salmonellalarin yiizeysel antijenlerinden
polisakkarit yapida olan M antijeni nadir olarak, mukoid koloni olusturan S. Schottmuelleri

kokenlerinde goriilebilir. Bu “O” antijenini maskeleyerek agliitinasyonunu 6nler (36).

Pilus antijenleri (6zellikle “Tip—1 Fimbria” antijenleri) bazi Salmonella tiirlerinde
bulunmaktadir (34). Salmonellalardaki yiizeysel fimbriya antijenlerinin 6nemi, bu
antijenlere kars1 antikor igeren agliitinan serumlarla, bakterilerin agliitine olmalari, bu

suretle O, H ve Vi antijenlerinin aragtirtlmasini engellemeleri yoniindedir (36).

Izole edilen salmonellalarin serotiplendirilmesi bulundurduklar: O ve H antijenlerinin
belirlenmesi ile olur (37). identifikasyonda éncelikle “O” grubu antiserumlarin karigimi
kabul edilen Salmonella polivalan antiserumu ile yapilan agliitinasyon testinde pozitif
sonug elde edilir ise, incelenen etkenin Salmonella spp. oldugu kabul edilip, daha sonra
“O” spesifik grup antiserumlar1 ( A, B, C, D,.....) ile bu etken tekrar agliitinasyona tabi
tutulur. Hareketli Salmonella etkenlerinde, bu testlere ilaveten Faz—1 ve Faz—2’ye ait

antiserumlar da kullanilarak izole edilen etken serotip diizeyinde identifiye edilir (34).

Kimyasal ve Fiziksel Ajanlara Duyarhhg:

Genel olarak, S. Pullorum, S. Gallinarum ve paratifoid etkenlerin dis etkenlere kars1
duyarliliklart aynidir. Salmonellalar uygun ¢evre kosullarinda birkag yil canliliklarini
stirdiiriirler, ancak S. Pullorum ve S. Gallinarum uygun olmayan ¢evre kosullarina,

kimyasallara ve sicakliga paratifo etkenlerine gore daha az dayaniklidir. Ornek olarak S.

12



Gallinarum 60°C de 10 dakikada, direkt giines 1s1g1na maruz kalmasi durumunda birkag
dk, 1:1000’lik fenol’de, %1°lik potasyum permanganatta 3 dk ve %2’lik formalinde 1 dk

igerisinde canliligini yitirir (41).

Agarda tireyen S. Gallinarum kiiltiirleri ¢ok hizli bir sekilde viriilansin1 kaybedebilir.
S. Gallinarum tavuklarin diskilarinda kapali kiimeslerde, 10 giin; acik kiimeslerde ise 2
giinden daha kisa siire canli kalabilmektedir (41). Bu bakteriler dis etkenlere karsi oldukca
dayanikli olmalari nedeniyle, kanatl isletmelerinde siirekli tekrarlayan Salmonella varlig
durumlarinda ortamin su aktivitesinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir (43). Bunlara ek
olarak hem S. Enteritidis hem de S. Typhimurium’un havada birkag saat canli kaldig1 da
bildirilmistir (44).

Salmonellozis’in Epidemiyolojisi
Konake¢ilar

S. Pullorum ve S. Gallinarum’un dogal konakgilar1 tavuklardir. Tavuklardan bagka
hindilerde, bildircinlarda, giivercin, serce ve papaganlarda da bu hastaliklar gériilmektedir
(40-45). Ayrica Pullorum infeksiyonlarinin kanaryalarda, kanatlh tifosunun da
devekuslarinda goriildiigii bildirilmistir. Ordeklerin bu patojenlere kars1 direncli oldugu
ortaya konulmustur (46-47).

Konakg1 spesifik serovarlarin (S. Pullorum, S. Gallinarum) tersine, konakg1 spesifik
olmayanlarin (paratifoid serovarlarin) epidemiyolojileri komplekstir. Bu nedenle de konak
canlida konaker spesifik olmayan serovarlar hicbir hastalik belirtisi gdstermeksizin ¢ok
saylida mikroorganizmanin sindirim kanali vasitasiyla ¢evreye yayilmasina yol agabilirler.
Kanatlilar i¢in temel ve 6ncelikli bulagma kaynaklar1 kendileri, yem ve ¢evre olup, diger

bazi infeksiyon kaynaklari da belirlenmistir (35).

Kanatlilarda paratifo infeksiyonuna neden olan serotipler, ayn1 zamanda insanlarda
goriilen non-tifoid Salmonella infeksiyonlarina neden olurlar. CDC’ye gore 2001 yilinda
salmonellalarin en ¢ok izole edilen 3 serotipi tiim izolatlarin %50’sini olusturmus ve
strasiyla S. Typhimurium’un %22, S. Enteritidis’in %18 ve S. Newport’un %10 olarak
tespit edildigi bildirilmistir (31).
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Dagilim ve Insidansi

S. Pullorum ve S. Gallinarum diinya ¢apinda sporadik bir dagilima sahiptir (48-51).
Identifiye edilmis olan Salmonella serotiplerinin %10 kadar1 kanatlilardan izole edilmistir
(37). United State Department of Agriculture (USDA) Ulusal Veteriner Laboratuvari’nin
Temmuz 1998- Temmuz 1999 arasinda klinik ve ¢evre 6rneklerinden en ¢ok identifiye
ettigi paratifo Salmonella serovarlari, S. Heildelberg, S. Kentucky, S. Senftenberg, S.
Enteritidis; tavuklardan, S. Thompson; hindilerden ise S. Senftenberg, S. Heidelberg, S.
Hadar, S. Muenster ve S. Typhimurium’dur. CDC 1998’de ABD’de insanlardan en ¢ok
izole edilen 10 serotip i¢inde (S. Typhimurium ve S. Enteritidis) 7’sinin tavuk ve
hindilerden izole edilenlerle ayni oldugunu bildirmistir. Bu sonuglar da Salmonella’nin
insan ve kanatli rezervuarlar1 arasinda 6nemli bir epidemiyolojik baglantisinin oldugunun

isaretlerinden biri olarak gosterilebilir (37).

Bulasma

Tavuklarda Salmonella tiirleri cok farkli kaynaklardan bulasabilir. Ozellikle,
hayvansal protein igeren kontamine yemler Salmonella bulagsmasinda 6nemlidir (52).
Horizontal bulagsmaya kanatlilar aras1 direkt temas (infekte tavuklar arasi kanibalismus ve
infekte derideki yaralarla temas); kontamine digk1 ve su aracilik eder (37). Salmonellalar,
diski ve kirli alanlarin tizerinde uzun siire canli kalabilmektedirler. Ayni1 zamanda kanatlh

hayvan diskilarinda 28 ay kadar canliliklarin1 koruyabilmektedirler (53).

Kiimes caligsanlar1 ve ziyaret¢iler korunma onlemleri alinmadigi taktirde, ¢izmelert,
elleri ve lizerindeki kiyafetler vasitasiyla etkenleri bir kiimesten digerine hatta bir
isletmeden digerine bulastirabilirler. Benzer olarak isletmelere girip ¢ikan araglar, yabani
kuslar, memeliler ve insektler infeksiyonun taginmasina yol agarlar (37). Vertikal bulagsma
ozellikle S. Gallinarum ve S. Pullorum infeksiyonlarinda 6nem tagimakta ve sadece infekte
olan kanatlilar degil ayn1 zamanda sonraki jenerasyonlarin da infekte olmasina neden
olmaktadir. Vertikal bulasma mikroorganizmalarin ovuma yerlesmesi ve yerlesme sonrasi
olusan ovulasyonda yumurtayi infekte etmesi ile olusabilir. Yumurta bulagsmasinda

yumurta sarisinda bulunan antikor seviyesi bulasmayi etkilemektedir (41). Insanlardaki
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nontifoid infeksiyonlarin yaklasik yarisinin nedeninin kontamine tavuk ve {iriinlerinin
oldugu bildirilmistir. Bu da insanlara nontifoid etkenlerin bulasmasinda tavuklarin 6nemli

bir roliiniin oldugunu géstermektedir (41).

Salmonellalarin Gidalarda Bulunusu

Hayvansal gidalar icerisinde basta kontamine kanatli hayvan etleri ve yumurta ile
bunlardan yapilan iirlinler, kirmizi et ve et liriinleri, kontamine siit, pastacilik iiriinleri,
krema, dondurma ve soslar ile kabuklu deniz iiriinleri, cogu insan infeksiyonlarina neden

olan en 6nemli kaynaklari olustururlar (54).

Tavuk, hindi, kaz ve ordek etleri, intestinal sistem veya tiiy ve ayaklardaki fekal
materyallerden dolayi siklikla Salmonella ile kontamine olabilmektedir. Capraz
kontaminasyon ozellikle tliy yolma, i¢ organ ¢ikartma ve sogutma gibi kritik agsamalarda
onem tagimaktadir. Ayrica isgi elleri, alet ve ekipmanla da ¢apraz kontaminasyonun
sekillendigi bildirilmektedir (54).

Kanath Salmonellozis’in Patolojisi

Ciddi paratifo infeksiyonlarinda, hizli gelisen septisemi nedeniyle yumurta ¢ikiminda,
higbir lezyona rastlanmaksizin yiiksek mortalite orani ile 6liimler meydana gelir.
Hastaligin uzun stirmesi durumunda ince bagirsak mukozasinda fokal nekrotik lezyonlar ve
onemli enteritidis tablosu goriiliir. Sekumda peynirimsi odaklar gozlenir. Dalak, karaciger
ve bobrek konjeste ve biiyiimiistiir. Fibrino—prulent perihepatitis ve perikarditis vardir
(37).

Geng hayvanlarda pullorum ve tifo infeksiyonlarinda, perakut vakalarda, hicbir ciddi
lezyon goriilmeksizin ani 6liimler meydana gelir. Akut vakalarda paratifo
infeksiyonlarindaki gibi karaciger, dalak ve bobrekler biiyiimiis ve konjesyon bulunur.
Genellikle, solunum sistemi belirtileri olan hayvanlarda kalp kasinda ve akcigerlerde

Marek hastaligindaki tiimorlere benzeyen beyaz nodiiller bulunabilir (41).
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Ergin hayvanlarda en sik goriilen lezyonlar sunlardir: perikarditis, pankreasta ve
testislerde goriilen beyaz nodiiller, ovaryumlardaki patolojik bozukluklar ve son olarak

akciger ile hava keselerinde bulunabilen kaze6z graniilomlardir (41).

Kanath Salmonellozis’in Patojenezi

S. Pullorum ve S. Gallinarum dahil olmak tizere, Salmonella cinsi bakterilerin, konak
canliin i¢ organlarinda (6zellikle dalak ve karaciger) hayatta kalma yetenekleri arasindaki

farklilik mononukleer fagositik sistemdeki bilinmeyen bir mekanizmaya baglanmaktadir

(41).

S. Gallinarum infeksiyonunun tavuklarda IL-6’da degisiklik yapmaksizin IL-1 beta’da
azalmaya neden oldugu bir ¢alismada gosterilmistir. IL-1 beta’daki azalma S.
Gallinarum’un sistemik infeksiyonuyla sonuglanan inflamasyon cevabindaki bir eksiklik
olarak yorumlanmaktadir. Baska bir ¢alismada S. Pullorum’un bagirsaklarda inflamasyona
neden olmadan dnce Bursa Fabricius’u hedef aldig1 gosterilmistir. Tavuklarda S.
Gallinarum infeksiyonunun ti¢iincii giiniinde leukositozise neden oldugu ve leukopeninin
ise takip eden yedi giinde sona erdigi bildirilmistir. Ayrica S. Gallinarum kanda sialik

asitte bir artigsa ve anemiye sebep olabilir (41).

Paratifo etkeni olan salmonellalar, 6zellikle, iliosekal kavsak noktasina affinite
gosterirler ve biitiin bagirsak kanali boyunca epitelyum hiicrelerini istila ederler (37).
Salmonellalarin bagirsak epitelyum hiicrelerine invazyonu, sivi ve elektrolit regiilasyonunu
etkileyen bir seri patolojik degisiklige yol agar (Sekil-1). Bunun sonucu olarak, diyare ve
hiicre 6limi gelisir (55-56). Salmonellalarin epitel hiicrelerine invazyonu makrofajlarin

bakterileri lamina propria tabakasina gegirmesine yol agabilir (37).
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Sekil-1. Salmonellalarin intestinal mukozaya invazyonu (57)
Patojenite Adalar

Salmonellalarin virulans genlerinin ¢ogunlugu Salmonella patojenite adalari (SPA)
olarak adlandirilan kromozomun iizerindeki bolgelere dagilmis olarak bulunmaktadir (58-
59). Bu gen topluluklarinin horizantal gen transferi vasitasiyla Salmonella cinsi olmayan
diger cinslerden edinilmis oldugu diisiiniilmektedir. Bu hipotez siklikla patojenite
adalarinin u¢larindaki transpozon insersiyon sekanslarin veya bakteriyofaj kalintilart gibi
rezidiiel genomlarin bu adalarda bulunan farkli GC igerigi ile karigmasi esasina

dayanmaktadir (58).

E. coli ve Salmonella arasindaki genlerin karsilastirilmasinda bir¢ok farklilik
bulunmaktadir. Bu farkliliklardan biri, Salmonella spesifik genlerin kromozom {izerinde
dagilmis olarak bulunmamasidir. Bu genler, “adalar” olarak adlandirilan bakteriyel
kromozom iginde 6zel bir boliimde toplanmistir (Sekil-2). Bu gen adalarinin biiyiikliikleri

genel olarak degismektedir ve yaklagik tRNA gen haritasina benzemektedir (60).

Salmonella enterica ’da bulunan gen adalarinin ¢ogu patojenite i¢in esansiyel olan
onemli fonksiyonlari kodlar ve bu lokuslar tiir ve cinslerde tanimlanmustir (Tablo-5) (60).
Giiniimiize kadar salmonellalarin kromozomlari iizerinde bes Salmonella patojenite adasi

(salmonella patojenite adasi—1,..., salmonella patojenite adasi—5 olarak isimlendirilen)
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identifiye edilmistir (Sekil-3). Bu patojenite adalari sirastyla sentrizom 63, 31, 82, 92 ve
25°de lokalize olmuslardir (59). Salmonella patojenite adasi-1 {izerinde tip III sekresyon
sistemini kodlayan DNA’nin 40 kilobaz (kb)’lik bolgesi bulunmaktadir. Tip I11 bakteriyel
transport sistemi; hiicreler tarafindan bakterilerin igeri alinmasina yol agan hedef hiicre

aktinine baglanan SopE ve SptP bakteriyel proteinleri kodlamaktadir (61).

Salmonellalarin konak epitel hiicrelerindeki kolonizasyonu flagellalarinin sagladigi
hareket yetenegi Ve invazyon proteinleri ile gergeklesir. Salmonellalarda inv (“invazyon™)
lokusunun rolii invazyon mekanizmasinda 6zel bir oneme sahiptir. Bu proteinler M
hiicrelerinin ve enterositlerin Ca*? igeri almalarina ve sitoplazmalarinda degisiklige yol
acarak, anatomik yapinin bozulmasini neden olur. Adheze Salmonellalar aktin
polimerizasyonunu etkileyen 6nemli bir sinyal ile memeli hiicreleri i¢ine luminal Ca+2
alinmasini gergeklestirir. Salmonellalar 6karyotik hiicrelere Sip A, Sip B, Sip C, Spt P, Sop
E2 ve Sop B invazyon proteinlerini gonderir. Bu proteinler istilact patojenlerin etrafinda
mikroflamentlerin i¢inde konak hiicre aktininin polimerizasyonuna dolayisiyla bakteriyel

istilaya sebep olurlar (Sekil-4) (60).

Ikinci tip III sekresyon sistemini 40 kb’lik Salmonella patojenite adasi-2’deki lokus
kodlamakta olup, hem epitelyum hiicrelerinde hem de makrofajlarin i¢inde salmonellalarin
canli kalmasi igin bu sisteme gereksinim duyulmaktadir. 17 kb’lik bolgede aralarinda
mgtC geninin ve 10 okunabilir sekansin var oldugu Salmonella patojenite adasi-3
bulunmaktadir. (62).

Salmonella patojenite adasi-4 makrofajlar iginde canli kalmayi saglar, 25 kb’lik
bolgede bulunur ve toksin sekresyonunu gergeklestiren tip-1 sekresyon sistemini
destekledigi tahmin edilmektedir (63). Salmonella patojenite adasi-5’in diyareye sebep
olan patojenite yeteneginden sorumlu oldugu ortaya konulmustur. Bu lokus salmonellalar
arasinda oldukca iyi muhafaza edilmistir. Bakterinin sistemik infeksiyona sebep olmasi
icin gerekli olmayan ancak, inflamasyonel yanita ve intestinal sekresyona neden olmasi
i¢in esansiyel olan pip A, -B, -C, -D ve sop B’yi igeren bir ¢ok gen identifiye edilmistir
(60).
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Sekil-2. S. enterica nin virulans lokuslarinin genetik haritasi. Gen adalariin spesifik
tRNA’lar1 veya toparlayict genlerin pozisyonlart kismi olarak kromozomlar iizerinde tarif
edilmistir. Sadece enterik ates ile ilgili Salmonella serovarlarinda bulunan kesik ¢izgili
oklar yoluyla haritaya yerlestirilen serovar Typhi gen adalari olan SPA6-10 da kapsayan
tiim 10 salmonella patojenite adalari cemberde resimlenmistir. Profaj genomlar1 da
haritada bulunmaktadir ve lolipop seklinde gosterilmistir. Adhezin/fimbrial operonlar kare
olarak sematize edilmistir (60).
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Tablo-5. Salmonella gen adalar, profaj ve virulans plazmid (60).

Lokus Regiilasyon Fonksiyon(lar) Dagilim
rfa/lwaa  waaH Distal ucta LPS sentezi; serumda S. enterica; S. bongori
canli kalma
rfb/whba O-antijeni biyosentezi; serumda S. enterica®; S. bongori?
canli kalma
SPAl phoP/Q; Hiicre invazyonu (enteritis) S. enterica®; S. bongori
ompR/envZ;
SirA
SPA2 phoP/Q; Makrofajlarda canli kalma; hiicre S. enterica
ompR/envZ; invazyonu
rpoS
SPA3 Makrofajlarda canli kalma S. enterica®; S. bongori
SPA4 waaH?; sirA Makrofajlarda canli kalma?;
memelilerde kolonizasyon
SPA5 SirA Akiskan sekresyon (enteritis) S. enterica®; S. bongori
SPA6 Fimbrial operonlar safA-D, tcsA-R ~ S. enterica “enterik ates”
serovars®
SPA7 Vi antijeni; Tip IV pili S. enterica “enterik ates”
serovars?
SPA8 Bakteriosin immunite S. enterica “enterik ates”
serovars
SPA9 Tip | sekresyon; RTX homologu S. enterica “enterik ates”
serovars
SPA10 Fimbrial operon sefA-R S. enterica “enterik ates”
serovars
SGAl DT104 MDR lokus S. enterica serovars®

Virulans  rpoS
Plazmid

Retikiiloendoteliyal sistem
icerisinde proliferasyon

S. enterica serovars®

& Operonlarin genetik kompozisyonunda dagilimi
b Salmonella serovarlar arasindaki lokus igerisinde genetik gesitlilik
¢S. enterica serovar Choleraesuis de bulunma

d'S. enterica serovar Typhi, Paratyphi ve Dublin de bulunma

¢ Salmonella serovarlari arasinda degisken dagilim
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Sekil-3. Virulans genlerin genetik organizasyonu SPA1-5 ve virulans plazmidi kapsar bir
sekilde sunulmustur. Operonlar iginde organizasyolar1 ve bu genlerin transkripsiyon
yonleriyle operonlarini ayiran oklarla birlikte gosterilmistir. Genlerin bilinen fonksiyonlari
seklin altindaki anahtarda tanimlanmis olan sablonlar ile tabloda agiklanmistir. Bu
genlerin bilinmeyen fonksiyonlar1 beyaz kutularda belirtilmistir. Tip III effektorler tip II1
sekresyon sistemi yoluyla konak hiicre sitoplazmasi i¢ine giren bakteriyel proteinlerdir

(60).
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Sekil-4. Konak epitel hiicrelerine salmonellalarin invazyon mekanizmasi (60).

Virulans Faktorler
Virulans Plazmidler

Salmonella’nin en az alt1 serotipinde (serotip Abortusovis, Choleraesuis, Dublin,
Enteritidis, Gallinarum/Pullorum ve Typhimurium) bir virulans plazmid bulundugu
bildirilmistir. Buna ek olarak, bu serotiplerin tiim izolatlar1 virulans plazmidleri

tagimaktadir (64-65).

Salmonella’nin biitiin plazmidleri 7.8 kb spv (salmonella plasmid virulence) lokusunda
bulunmaktadir. Bu lokusta spy RABCD olarak adlandirilan bes gen bulunmaktadir. Spv

genlerinin ekspresyonu intraseliiler Salmonellae sayisinin artisinda 6nemli rol
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oynamaktadir (65). Spv R geninin eksprese ettigi protein, diger Spv genlerinin
ekspresyonu igin pozitif regiilator etkisi olan esansiyel bir proteindir. Spv B ADP-riboz-
aktin proteinini olusturmakta, bu yolla 6karyot hiicrelerin anatomisinde bozukluga yol

acabilmektedir. (62).

Toksinleri

Salmonellalar endotoksin, enterotoksin ve sitotoksin olmak tizere ti¢ ayr1 toksin
sentezlemektedirler (34). Sentezledikleri bu ii¢ toksin salmonellalarin patojenitelerinde

onemli rol oynamaktadir (37).

Endotoksin salmonellalarin lipopolisakkarid hiicre duvarinda bulunan lipid—A kismi1
ile ilgilidir. Bakteri hiicresinin lize olmasi durumunda agiga ¢ikan endotoksin kan
dolasimina karisir ise atese neden olur. S. Enteritidis’den elde edilmis endotoksinin 2
haftalik civcivlere intravenoz olarak verilmesi durumunda dalak ve karacigerde lezyonlar
olusur (37). Lipopolisakkarid, ayn1 zamanda bakteri hiicresini konak savunma

sistemindeki fagositler tarafindan fagosite edilmelerine karsi korumaktadir (66).

Salmonellalarin sentezledigi enterotoksinler bagirsak epitel hiicrelerinden asir1 sivi
salinimina sebep olmakta, bu da bagirsak liimeninde sivi birikimi ve diareye neden
olmaktadir (67). Hayvanlardan izole edilen 123 S. Typhimurium’un %44’iinde
enterotoksin belirlenmistir (68). Enterotoksin sentezlemeyen mutant izolatlar hiicre
kiiltiirlerinde daha az mukozal hasara neden olurken, farelerde de daha diisiik mortalite
olusturmustur (69). Salmonellalarin sitotoksinleri protein sentezini inhibe ederek bagirsak

epitel hiicrelerinde yapisal hasarlara neden olur (37).

Salmonella’nin toksinleri tizerinde yapilan en iyi ¢caligmalar, (70-71) stn geni
tarafindan kodlanan sicaklik-labil Salmonella enterotoksininin (Stn) tizerinedir.
Salmonella Typhimurium’un stn geni 749 bp’den olusur. Bu stn geni PCR ve Southern
blotting teknikleriyle tekrar isimlendirilen Salmonella Typhi ve Salmonella Enteritidis’in
de i¢inde bulundugu S. enterica’nin 14 serovarini kapsayan, 84 susda varoldugu

saptanmustir (71).

23



Fimbria

Fimbria (ayn1 zamanda pilus olarak da isimlendirilir) 2-8 nm genisliginde ve 0.5-10
um uzunlugunda temelde fibrin olarak adlandirilan proteinlerin tekrarlayan heliks seklinde
diizenlenmesiyle olusan filament6z yiizeysel yapilardir (72). Derleyici, toparlayici, yapisal
ve biyosentezi de kapsayan proteinleri kodlayan 8-11 gen, genel olarak, 7-9 kb
genisliginde toplanir (73). Salmonellalarda fimbrialarin hedef hiicre ve kolonizasyonda
gorev aldig1 gosterilmis olmasina ragmen (72), patojenezindeki rolii heniiz tam olarak

anlasilamamustir (74).

Flagella

Bir¢ok Salmonella’da motiliteyi saglayan organel flagelladir. Salmonella’nin flagellar
gen sistemi tam anlamiyla anlasilamamistir. Flagellasiz serotiplerin flagellasinin ve
hareketinin bulunmayisinin sebebini genetik bilgiyle kavramak miimkiindiir. Flagellaya
sahip olmayan, hareketsiz serotiplerle ilgili yapilan en iyi ¢aligmalar Salmonella
Gallinarum/Pullorum tizerinedir (62). Salmonella Gallinarum/Pullorum serotiplerinin her
ikisinin genomik yapilarinin tizerinde Faz 1 flagellin proteinini kodlayan gen olan fliC’nin
bulundugu gosterilmis olmasina kargin, Faz 2 flagellin proteinini eksprese eden gen olan

fliB saptanamamustir (75).

Flagellaya sahip olan salmonellalarin ¢gogunun faydalandig: flagellin varyasyonu,
konake1 savunma sisteminden kagmayla ilgidir (62). Salmonella kaynakli infeksiyonlarda,
flagellanin rotasyon yoniiyle ve flagella vasitasiyla saglanan hareketteki flagellanin rolii,
salmonellalarin patojenezinde, dkaryotik hiicrelere invazyonunda ve onlarin adhezyonunda

varsayilan rolleri hakkinda bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (76-77).

Etken Izolasyon ve Identifikasyonu

Giintimiizde gidalardan salmonellalarin izolasyon ve identifikasyonu i¢in; klasik kiiltiir
teknigi, immunolojik yontemler, impedans, DNA-DNA hibridizasyon, DNA

amplifikasyon, Immunomayetik Separasyon (IMS), enzime bagl antikor-hidrofobik grid
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membran filtre (Enzyme Linked Antibody Hydrophobic Grid Membrane Filter) gibi farkli

analiz metodlarindan yararlanilmaktadir (78).

Salmonella Saptanmasinda Standart Kiiltiir Metodlar:

Salmonella izolasyonu ve identifikasyonu igin ¢ok farkli kiiltiir metotlar1 onerilmesine
ragmen, ¢ogu standart metot baslica dort sathay: gerektiren genel bir plani takip eder.
Birinci safha; selektif olmayan on zenginlestirme, zarar gérmiis Salmonella hiicrelerinin
kendilerini yenilemesini ve sayica az ise lireyerek sayilarinin artirmasi igin kullanilir.
Ikinci satha; selektif zenginlestirme, diger bakterilerin {iremesini baskilarken, Salmonella
popiilasyonunun artmasini saglar. Ugiincii satha; diferensiyel bir besi yerine ekim, her biri
tek bir hiicreden kdken alan izole kolonileri elde etmek icin kullanilir (37). I¢ organlardan
alinan ornekler igin selektif olmayan besi yeri olan kanli agar, MacConkey agar v.b.
yapilan ekimler de izolasyonda yarar saglayabilir (38). Dordiincii safhada; karakteristik
Salmonella kolonisi gériiniisiine sahip olan kolonilerin serotip ve genus identifikasyonu
icin serolojik ve biyokimyasal testler yapilir. Aslinda, son iki agama biitiin metotlarda

ihtiyag gosterir ancak, zenginlestirme gereksinimi 6rneklerin niteligine gore degisir (37).

Gidalardan salmonellalarin belirlenmesi i¢in 1ISO (The International Organization for
Standardization), AOAC (Association of Official Analytical Chemists), APHA (American
Public Health Association), FDA (U.S.Food and Drug Administration), HPB (Health
Protection Branch-Canada), ICMSF (International Commission on Microbiological
Specifications for Foods), NAS (National Academy of Sciences), USDA gibi ¢esitli
kuruluslar tarafindan hazirlanan standartlar/protokoller bildirilmekte ve bu amagla

kullanilan zenginlestirme siv1 ve kat1 besi yerleri de farkliliklar géstermektedir (79).

Besiyerleri

Besiyerleri genel olarak 37°C’de 24 saat inkiibe edilir. Salmonellalarin izolasyonu ve
identifikasyonu icin birbirinden farkli besiyerleri gelistirilmistir. Selektif olmayan 6n
zenginlestirme besiyerleri i¢in tamponlanmis peptonlu su ve trypticase soy buyyon

onerilmektedir (37).
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Selektif zenginlestirme i¢in son yillarda en ¢ok kullanilan besiyerleri tetrathionate ve
Rappaport—Vassiliadis buyyonlardir. Tetrahionate buyyon ve Rappaport-Vassiliadis
buyyon; kloakal svap, intestinal doku, yumurta igerigi ve kanatli yemlerini de kapsayan
farkli tipteki o6rneklerde, Salmonella belirlenmesi bakimindan daha hassas bulunmustur.
Rappaport—Vassiliadis buyyon ¢ig kanatli eti ve yumurta igeriginden Salmonella izole
etmek i¢in etkili bir sekilde kullanilmaktadir (37).

Kullanilan gesitli diferensiyel besiyerleri arasinda daha ¢ok tercih edilenler; Brilliant
Green Agar, XLD (Xylose Lysine Deoxycholate) Agar, XLT4 (Xylose Lysine Tergitol 4)
Agar, Bizmut Sulfite Agar ve Hektoen Enteric Agar’dir (37). XLT4 agar drag svaplardan
ve kiimes i¢i materyalden Salmonella izolasyonunda basariyla tatbik edilmektedir (43).
XLT4 Agar ile Hektoen Enteric Agar’in diskidan Salmonella izolasyonu bakimindan
karsilastirilmasinda %100’e yakin 6l¢iide spesifite tespit edilmis ve XL T4 Agar Hektoen
Enteric Agar’a alternatif olarak diistiniilmiistiir (80).

XLT4 Agar, XLD Agar’dan farkli olarak i¢inde sodyum dezoksikolat yerine iyonik
olmayan surfaktan bir madde olan tergitol-4 bulunan selektif bir agardir. Bu agar Gram-
negatif bir¢ok bakteriyi (Proteus, Providence ve Pseudomonas dahil), mantar1 ve Gram
pozitif bakterilerin tamaminin tiremesini inhibe eder. Buna ek olarak Citrobacter tiirlerinin
bir kisminin tiremesini engellerken, diger kisminin nadiren siyah merkezli koloniler
olusturmasina izin verir. H2S-pozitif Salmonella kolonileri 18-24 saatlik inkiibasyondan
sonra siyah veya siyah merkezli periferi sar1 renkli koloniler tarzindadir. Inkiibasyona
devam edilirse, tamamen siyah veya periferi pembeden kirmiziya degisen siyah merkezli
koloniler olusur. Nadir olarak HzS iiretmeyen nadir salmonellalar pembemsi saridan
pembeye kadar degisen renkte koloniler meydana getirirler. Salmonella olmayan

bakteriler ise bu besiyerinde sar1 renkte koloniler olusturmalari ile ayridedilirler (31).

Serotip ve Genus Belirlenmesi

Selektif agarlarda karakteristik gériintimleri ile tireyen Salmonella siipheli kolonilerin
serotiplerinin belirlenmesi ve cins identifikasyonunun dogrulanmasi i¢in baska testler de
yapilmaktadir. Bunlar Triple Sugar Iron Agar ve Lysine Iron Agarin kullanimu ile

kombine edilen, muhtemel salmonellalari ortaya koyan testlerdir (37). Bu besiyerlerinde
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37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra tipik koloni gésteren Salmonella kolonilerini

identifiye etmek i¢in biyokimyasal ve diger testler yapilir (7, 41, 81).

Salmonellalarin biyokimyasal 6zelliklerini gosteren, orneklerden elde edilen izolatlar,
biitiin altgruplarin antikorlarini bulunduran polivalan antiserum kullanilarak Salmonella
oldugu dogrulanir (31). Serotiplendirme, spesifik “O” antijenine kars1t monovalan
antiserumlar ile lam agliitinasyon ve flagellar “H” antijenine karsi tiip agliitinasyon testleri

yapilarak tamamlanir (36-37).

Saf kiiltirden Gram boyama, hareket muayenesi (36, 38) ve bazi biyokimyasal testler
yapilir: Bunlar; dekstroz, laktoz, siikroz, mannitol, maltoz, dulsitol, malonat, jelatin, iire,
sitrat kullanimi, ornitin dekarboksilaz, Metil-Red ve VVoges-Proskauer, Potasyum siyaniir
(KCN) ve O-nitrophenyl-beta-D-galaktopyranoside (ONPG) olusumu, indol, hidrojen
stlfur testleridir (7).

Immunolojik Tam

Salmonelalarin immunolojik tabanli testlerle tanisi i¢in kullanilan en 6nemli metot
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)’dir. Otomatize edilmis ELISA temelli
hizli test sistemlerinin, ¢ok sayida 6rnegin bir arada test edilebilmesi ve daha az
laboratuvar yogunlugu gibi avantajlarinin bulundugu bildirilmektedir. Ticari olarak
giintimiizde kullanilan ELISA tabanli sistemlere 6rnek olarak EIAFoss (Foss Electronics,
Hillorod, Denmark) ve VIDAS (Biomerieux) verilebilir, bu sistemler kanatli endiistrisinde
ve kanath etlerinde bakteriyel kontaminasyon varligini arastirmak i¢in kullanilmaktadir
(82-84).

Salmonella belirlenmesinde antikorlar1 kullanan diger bir uygulama, Immunomanyetik
Separasyon (IMS) dur (85). Selektif agara ekimden dnce IMS kullanimi, yem, kloakal
svap, yumurta kabugu, kanath eti ve doku drneklerindeki Salmonella kontaminasyonunu
geleneksel selektif zenginlestirmeden daha yiiksek bir hassasiyetle belirlemektedir (86).
IMS ayni1 zamanda hem kiiltiir hem de ELISA vasitasiyla yumurta i¢erigindeki diisiik olan

S. Enteritidis kontaminasyonunu belirlemek i¢in kullanilmaktadir (87).
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Hizhh Tam Teknikleri

Konvansiyonel kiiltiir teknikleri ile negatif sonuglarin alinmasi ¢ogu 6rnek i¢in birkag
giine ihtiya¢ gosterirken, pozitif sonuglarin dogrulanmasi daha da uzun stirmektedir.
Giliniimiizde gelistirilen bir¢ok hizli teknik Salmonella tanisinda genis 6lgiide kullanim
alan1 bulmamistir. Hizli tekniklerin ¢ogu sonuc¢landigi igin tan1 zamanini kisaltmakta ve

bir dereceye kadar otomasyona adapte edilebilmektedir (37).

Kanatlilarda salmonellalarin hizli tespiti i¢in diger bir yaklasim da cins ve tiire 6zgii
6zel DNA sekans problarinin kullanilmasi ile yapilmaktadir. Orneklerden ekstrakte edilen
DNA ile probun hibridizasyonuyla pozitif sonuglar gosterilir. DNA problar1 yiiksek
spesifitede olup kiimes i¢i 6rneklerden ve kanatli diskilarindan Salmonella belirlenmesinde
kullanilmaktadir (88).

PCR tekniginin gelismesi hedef DNA segmentlerinin spesifik amplifikasyonuna izin
vermektedir. Bu teknik ile ¢ok yiiksek hassaslikta su, (89) diski, drag svap (90) ve
yumurta (91-92) gibi ¢ok farkli 6rneklerden Salmonella tespiti miimkiin olmaktadir (93).

Dikkatli bir sekilde segilen DNA problari; yiizeysel yapilardan fimbria (92),
biyokimyasal veya viriilans 6zellikleri tagiyan genler gibi spesifik karakterlere sahip
salmonellalarin belirlenmesi i¢in PCR ile birlikte kullanilabilir (37). Gida orijinli
patojenlerin spesifik olarak saptanmasinda, real-time PCR gida iiretim zincirinin her
safhasinda kontamine olan iiriinlerin kontrolii i¢in giivenilir, hizl1 bir yontem olarak
kullanilmaktadir. Real-time PCR’1n hizli sonug vermesi gibi avantajlarinin yaninda,
konvansiyonel PCR’la karsilastirildiginda, kross kontaminasyon riskinin diisiik ve
otomasyona yonelik olmasi ile rutin laboratuvarlar i¢in uygun bir metot 6zelliginde oldugu

bildirilmektedir (94).
Salmonella Tiplendirme Metotlar:
A. Fenotipik Metotlar
1. Agliitinasyon Temelli Serotiplendirme (Kauffmann-White-Le Minor Semasi)

Agliitinasyon temelli Salmonella serotiplendirilmesinde 1930°Iu yillardaki
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Kauffmann-White-Le Minor Semasi modifiye edilerek kullanilmaktadir (13, ,95, 96).
Serotiplendirme (O) somatik ve (H) flagellar antijenlerin olusturdugu varyantlar identifiye
eden spesifik antiserumlarla agliitinasyon esasina dayanmaktadir. Bu antijenler ¢ok
yiiksek diizeyde degisken olup 64 O ve 114 H varyant1 bulunabildigi bildirilmektedir (13,
97). O antijenleri bakteri yiizeyinde bulunan lipopolisakkarid (LPS) yapidadir. Bakteri
yiizeyini olusturan LPS yapis1 spesifik antiserumlarla reaksiyonu sonucu Salmonella
serotiplendirme semasinin temelini olusturur (13). Birgok O antijeni tek bir bakteri
hiicresi yiizeyinde birlikte eksprese olabilir. O antijeninin bu 6zelligine kars1 flagellar
proteinler farkli 6zellik gosterirler. Bu bakteriler, flagellar proteinleri kodlayan farkl: iki
gen kopyasina sahip olmalarina karsin, ayn1 zaman dilimi i¢inde sadece bir 6zellikteki geni
eksprese edebilirler (97). Bu nedenle ¢ogu izolat difazik (Faz | ve Faz 1l veya H1 ve H2)
olarak isimlendirilir (98). Bunlara ek olarak, hem H1 hem de H2 anijenine sahip
bakterilerin tek bir H antijenini eksprese edebilirken saf kiiltiirlerde iki faz1 da
belirlenebilmektedir. Belirlenmeyen H fazinin saptanabilmesi i¢in faz inversiyonu
kullanilir. Bu durumda spesifik antiserumlar ile bir H fazinin inhibisyonu olusturulurken,
diger taraftan bakterinin 6zel besiyerlerinde (Sven Gard) diger H fazinin eksprese
edebilmesine imkan saglanir (13). Tiplendirme metotlari arasinda agliitinasyon testleri
yeni olmayan bir teknolojiye sahiptir. Agliitinasyon reaksiyonlarinda yalnis pozitif, zayif
ve nonspesifik sonuglar goriilebilmektedir (99). Otoagliitinasyon ve antijen
ekspresyonundaki kayip daha ¢ok mukoid, rough ve hareketsiz izolatlarin olusturdugu
kolonilerde goriilebilmektedir. Bunun sonucu olarak, epidemiyolojik 6nemi olan
izolatlarin tiplendirilememesi gibi durumlarla karsilasilmaktadir. Agliitinasyon metodu
fingerprinting ve filogenetik analizler kadar giiglii bir metot olmay1p ayrica tiim igslemler
i¢cin 150’nin tizerinde spesifik antiseruma, ¢ok dikkatli ve tecriibeli personele gereksinim
gostermektedir. Tiim bunlara ragmen sertiplendirme halen molekiiler metotlarin
alttiplendirmesini takip eden, izolatla ilgili baglangi¢ bilgisini veren ve yaygin bir sekilde

kullanilan referans metot olarak tanimlanmaktadir (100).

2. Diger Serotiplendirme Metotlar:

Bu grupta fajlarin kullanildig1 tiplendirme metotlar1 yer almaktadir. Ayn1 Salmonella

izolatina ait olan serovarlar1 ayirmakta kullanilmaktadir (101).
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B. Molekiiler Metotlar
1. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

1990’larda Salmonella tiplendirilmesi igin adapte edilen molekiiler bir metoddur
(102). Bu teknik konvansiyonel serotiplendirme metoduna gore daha ekonomik bir
metoddur ve salgin durumlarinda izolatlarin fingerprinting tiplendirilmesi igin
kullanilmaktadir. PFGE metodunun farkli serovarlara ait Salmonella infeksiyon
kaynaklarini basarili bir sekilde belirledigini bildiren arastirmalar bulunmaktadir (103).
Ancak, PFGE’nin ¢ok zaman alic1 ve farkli serovarlara kars1 ayni hassasiyeti
gosteremeyebildigini ortaya koyan ¢alismalar da bulunmaktadir. Bunlara ek olarak
analizlerin tekrarlanabilirliginin saglanabilmesi igin standart bir protokole ihtiyag¢ vardir.
Laboratuarlar aras1 PFGE paternlerinin karsilagtirilmasi1 PulseNet network (104) tarafindan
yiiriitiilmektedir. Tarihsel olarak en eski DNA alttiplendirme metotlarindan olan PFGE
salginlarin arastirilmasinda kullanilmakla birlikte, molekiiler tiplendirmede altin standart

olarak diistintilmektedir (100).

2. Flagellar ve LPS Temelli Molekiiler Serotiplendirme

Bu tip serotiplendirme konvansiyonel serotiplendirmenin daha yiiksek seviyeli,
molekiiler temellere oturtulmus, alternatifi bir metod olarak gelistirilmektedir. Bu nedenle
DNA bazli serotiplendirme olarak da adlandirilmaktadir. Gegtigimiz yillarda Salmonella
enterica O ve H antijenlerini kodlayan genlere 6zgii, ¢ogunlukla mutipleks PCR seklinde

uygulanan bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (105).

3. Genomik Marker Temelli Molekiiler Serotiplendirme

Salmonella alttiirlerinin degisken yiizey antijenlerinin molekiiler yontemle belirlemesi
temeline dayanan birbirinden bagimsiz tasarlanmis bir ¢ok ¢alisma bildirilmistir (97).

Genetik determinant O ve H antijenleriyle iligkili olmayan bu ¢alismalar, Salmonella
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izolatlarini1 belirlemek i¢in genetik marker bazli molekiiler metotlar olarak
tanimlanmaktadirlar. Bu ¢aligmalarin i¢inde PCR metotlarinin tekli ve multipleks seklinde
uygulananlar1 bulunmaktadir. Genetik markerlar1 kullanan bu sistem, yaygin olarak
goriilen Salmonella enterica subsp. enterica’nin serovar ve cins diizeyinde belirlenmesini

saglamaktadir. Metodun temeli hibridizasyon profillerinin gosterilmesine dayalidir (100).

4. Tiim Genom Karsilastirmasina Dayali Molekiiler Tiplendirme

Salmonella izolatlarinin genomik yapilarnin detayli olarak arastirilmasina olanak
saglayan metot, S. enterica subsp. enterica’nin genom bilgisinin karsilastirmasiyla
tiplendirme yapmaktadir. Bu metot ABD’de tiim genom igerigi bilinen S. enterica’ya ait
serovarlar arasinda prevalansi yiiksek Salmonella Typhi CT18 ve Salmonella
Typhimurium LT2 gibi suslar i¢in karakterize edilmekte ve bu suslara ait tiim genomik

bilgiye ulagsma hedeflenmektedir (100).

5. MLST

[lk MLST semas1 7 housekeeping (hizmetgi) gen fragmentine 6zgii olarak 2002 yilinda
Salmonella Typhi ile S. enterica alttiiriinii birbirlerinden ayirmak i¢in olusturulmustur. Bu
housekeeping genler (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA ve thrA) kromozom tizerinde
yayilmis pozisyonlarda bulunan ve bakterilerin ¢esitlilik profillerini en iyi gosteren
bolgeler olarak bilinmektedir (106). MLST semalarina http://pubmlst.org/ databases.shtml
adresinden (107) ulasilabilmektedir ve MLST bilgisi bu internet kaynagina veri girilerek
tiplendirme bilgileri edinilebilmektedir. Tiim gen pargalar1 i¢in ayni allel bilgilerine ait
olan izolatlar dncelikle yaygin olarak bulunan sekans tiplerine (ST) atanmaktadirlar.
ST’ler ST-bazli klonal kompleks iginde bir veya iki olarak gruplandirilirlar ki bu gruplara
da eBurst ad1 verilmektedir (108-109).

Yedi housekeeping gen (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA ve thrA) baz alinarak
Achtman ve arkadaslari (26) tarafindan olusturulan MLST veri bankasinda (110)
tiplendirilen Salmonella izolatlarina ait konakg1, hastalik ve saglik bilgilerine ek olarak
kaynak ve cevre bilgisi de verilmektedir. Yine ayni arastiricilar Nisan 2011°de

Salmonella tiplendirme veri bankasinda 4257 izolat bulundugunu ve bunlardan S. enterica
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subspecies enterica’nin 554 serovarina ait 1092 ST atandigin1 bildirmislerdir.

MLST ile yedi housekeeping geninin disinda, baska bolgeler kullanilarak, farkli
Salmonella izolatlarinin tiplendirmesine yonelik ¢alismalar da bulunmakatadir. Bu
calismalar MLST’de 16S RNA, pduF, gInA, and manB (111) ve manB, fimA, and mdh
(100) gen bolgelerini temel almaktadir. Son olarak, yukarida ifade edilen farkli gen
bolgeleri arasinda en verimli tiplendirme yapabilecek bolgenin yedi housekeeping gen
bolgesinin oldugu bildirilmektedir ve bu bolgeleri kullanan MLST nin konvansiyonel

serotiplendirmenin yerine gegebilecegi diisiiniilmektedir (26).

6. Tek Niikleotid Polimorfizm (SNP) ve Tiplendirme

SNP’nin kesfi, farkli veya ayni serovara ait olan bir ¢ok bakteri susunun DNA dizi
bilgisine ulasmay1 kolaylastirmistir. Bu yontem daha ¢ok S. Typhi’ye yonelik olarak
uygulanmaktadir (100).

7. Several Multiple Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis (MLVA)

S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Typhi, S. Infantis gibi farkli serotiplere kars1t MLVA
tabanli tiplendirme ¢alismalar1 bulunmaktadir (112). Bu metodun yakin genomik iligkili
izolatlar1 ayirma kapasitesi bulunmaktadir ve ¢ikan salginlarin arastirilmasinda ve
belirlenmesinde faydali oldugu bildirilmektedir. Fakat, her bir arasgtirmadan sonra ikinci
kez yapilan tiplendirmelerde yontem faydali olmamakta, bu nedenle, genis filogenetik

caligmalarda yetersiz kalmaktadir (113).

HRM Analizi

Son yillarda yapilan ¢alismalar Salmonella genotiplendirmesinde HRM analizinin
DNA dizi analizi kadar hassas sonuglar verebildigini gostermektedir (24). HRM analizi
ile dizi analizi i¢in gerekli maliyet ve siirenin 6nemli derecede azaltilmasinin miimkiin
oldugu bildirilmektedir (5). HRM analizi, DNA ¢ogalmasinin es zamanli izlenebildigi
rPCR ile HRM boyalarinin kombine edilmesi ile birlikte ortaya ¢ikmistir. PCR sonrasi 5-
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10 dk’lik bir siirecte tamamlanabilen HRM analizi ile farkli DNA dizilimlerinin farkli
HRM profilleri vermesi temeline dayanarak, analiz edilen yiizlerce DNA dizisi ¢ok kisa bir
siirede, hassas bir sekilde ayirt edilebilmekte ve gruplandirilabilmektedir. HRM analizi
mikrobiyel ¢esitlilik ¢alismalarinda yogun bir sekilde kullanilmaya baslanilmistir (29-30).
Bununla birlikte, HRM analizi MLST ile Salmonella enterica tiirlerinin tiplendirilmesinde

halen kullanilmamaktadir.
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GEREC ve YONTEM

Referans Suslar

SE-rPCR, konvansiyonel serogruplama/serotiplendirme, MLST ve HRM analizi
islemlerinde Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) 64K
(M.Y. Popoff, Institut Pasteur, Paris Cedex 15, France) ve Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium NCTC 12416 (Refik Saydam, Tiirkiye Halk Sagligi

Kurumu, Ankara) standart bakteri suslar1 pozitif kontrol olarak kullanildi.

Salmonella izolatlar

Calismada, 2000-2010 yillar1 arasinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali
laboratuvarinda izole edilen 58 Salmonella spp. [18 tavuk eti (tavuk kanat, biitiin pilig,
tavuk pirzola, pili¢ baget), 4 hindi eti (hindi boyun, hindi but, hindi kusbas1, hindi jambon),
13 yumurta (i¢i ve kabuk) olmak iizere hayvansal gida kdkenli toplam 35 izolat ve 9 tavuk
diskisi, 3 kloakal svap, 1 karga barsak, 3 civciv barsak, 1 tavuk goz, 6 drag svap olmak
tizere hayvan kokenli toplam 23 izolat)] izolat1 kullanilda.

Cahismada Kullanilan Cihazlar

Real time PCR sistemi (ABI 7500)

LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, 03531414201)

ABI Prism 377 DNA Dizileme Cihaz1 (Applied Biosystems, ABD)
Kuru 1sitic1 blok (Techne, DB-2D - FDB02DD)

Inkiibator (Thermo Scientific, OMHG0)

Otoklav (Niive, OT 40L/90L)

Santrifiij (Thermo Scientific, MicroCL 17)

Nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific, ND-1000)

Derin dondurucu (-86°C) (Thermo Scientific, HFU Basic)

YV VVVvVYVYy Y vy
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Buzdolabi (Argelik)

Su banyosu (Niive)

Ultra saf su cihazi (Millipore Mili-Q Q-Gard1)

Mikropipetler (Eppendorf, Nichipet) (1-10 ul, 10-100 ul, 20-200 ul, 100-1000 ul)
Vortex (Biosan, Litvanya)

Hassas terazi (Precisa 220 M SCS, Isvicre)

pH metre (Jenco microcomputer pH meter conductivity temperature meter 6307)

YV V V V V V V V

Klas II giivenlik kabini (Esco , Singapur)

Antiserumlar

Serogruplandirma (Somatik - O antijenik yapilarinin belirlenmesi) ve serotiplendirme
(Flagellar - Fazl ve Faz 2 antijenik yapilarin belirlenmesi) i¢in kullanilan ticari
antiserumlar:

O Antiserumlari:

1. Polivalan Antiserumlar: Salmonella O Antiserum Poly A (Groups A, B, D, E1, E2, E3,
E4, L); Poly B (Groups C1, C2, F, G, H); Poly C (Groups I, J, K, M, N, O);

2. Monovalan Grup Antiserumlari: Salmonella O Antiserum Grup A; Grup B, Grup C1,
Grup C2, Grup D, Grup E, Grup F, Grup G, Grup H, Grup I,

3. Grup Faktor Antiserumlari: Salmonella O Antiserum Grup A Faktor 1, 2, 12; Grup B
Faktor 1, 4, 5, 12; Grup B Faktor 1, 4, 12, 27; Grup C1 faktoér 6, 7; Grup C2 Faktor 6, §;
Grup C3 Faktor (8), 20; Grup D1 Faktor 1, 9, 12; Grup D2 Faktor (9), 46; Grup E Faktor 1,
3,10, 15, 19, 34; Grup E1 Faktor 3, 10; Grup E2 Faktor 3, 15; Grup E3 Faktor (3), (15),
34; Grup E4 Faktor 1, 3, 19;

4. Faktor Antiserumlari: Salmonella O Antiserum faktor 2; faktor 4; faktor 4,5; faktor 5;
faktor 7; faktor 8; faktor 9; faktor 10; faktor 12; faktor 14; faktor 15; faktor 19; faktor 20;
faktor 22; faktor 23; faktor 25r; faktor 27; faktor 34;
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H Antiserumlari:
1. Spicer-Edwards Antiserumlari: 1, 2, 3, 4;

2. Polivalan Antiserumlar: Salmonella H Antiserum Poly a-z; Poly A; Poly B; Poly C;
Poly D; Poly E;

3. Kompleks Antiserumlar: EN, G, L, Z4;
4. Single Factor Antiserumlar: 1 complex, 2, 5, 6, 7;

5. Diger Faktor Antiserumlari: a, b, ¢, d, eh, f, h, i, k, m,p,r,s,t, W, X, VY, z, Zs, Z10, Z13,
215, Z23; O antiserum Vi (Becton Dickinson) H:G(H: f,g g,m g,p u 9,9 9,s,t,m,t 9,251 g,262
0,263), H:L(H:l,v I,w 1,213 1,228 1,240), H:e,n,x, H:v, H:e,n,z;5, HDM:1,2 1,5 1,6 1,7 z,
HMF:z27,236,252,253,254,255,257, H:z6, H:3s, H:39, H:p, H:q, H:s, H:s, H:t, H:u, H:zs1, H:RZzes,
H:zs7 (Statens Serum Institut) kullanilmistir. Serotiplendirme islemlerinde kalite kontrol
antijenleri (QC Antigen Salmonella O Group A, B, C1, C2, D, E1, E2, E4, ve Salmonella
Vi) pozitif kontrol olarak kullanildi.

Konvansiyonel Serotiplendirme

Bu islemde, White-Kauffmann-Le Minor Semasi Grimont ve arkadaslar1 (13) ve
Guibourdenche ve arkadaglar1 (96) temel alinarak, serogruplandirma (somatik - O
antijenik yapilarinin belirlenmesi) ve serotiplendirme (flagellar - Fazl ve Faz 2 antijenik
yapilarin belirlenmesi) igin ticari anti-serumlar kullanilarak gerceklestirildi. Somatik
antijen analizleri i¢in lam agliitinasyon testi, flagellar faz antijen analizleri i¢in ise hem tiip

agliitinasyon hem de lam agliitinasyon testi uygulandi.

Izolatlarin Otoagliitinasyon Ozelliginin Test Edilmesi

Nutrient Agar (Oxoid, CM0003)’da saf olarak tiretilen izolattan bir 6ze dolusu
alinarak lam {izerine daha 6nceden damlatilmis olan 1 damla % 0.85’lik NaCl (Merck,
K25659900.925) icerisinde emiilsifiye edildi. Lam 1 dakika dairesel hareketlerle

cevrildikten sonra, agliitinasyon olup olmadigi incelendi. Agliitinasyon meydana
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geldiginde, (otoagliitinasyon), bu izolatin kiiltiirii ‘Rough’ (R) olarak kabul edildi ve
serogruplandirmaya gecilmeyerek, test tekrar edildi. Tekrar agliitinasyon olusmamasi
sonrasinda, kiiltiirlin tiplendirilmesine geg¢ildi. Otoagliitinasyon gostermeyen izolatlar ise

direkt olarak serogruplandirmada kullanildi.

Serogruplandirma

Serogruplandirma isleminde izolatin O antiserumlar: - 1. Polivalan antiserumlar
béliimiinde belirtilen antiserumlar ile agliitinasyonu test edildi. Oncelikle Poly A ve Poly
B ile test edilmis olan izolat eger bunlardan biri ile agliitinasyon vermigsse, O antiserumlari
- 2. Monovalan Grup antiserumlari ile test edilerek hangi serogruba ait oldugu belirlendi.
Grup antiserum testinde de 6nce O Grup Antiserum B, D ve C1 (en sik rastlanan
serogruplar oldugu i¢in)’e kars1 agliitinasyon test edildi. Poly A ve Poly B ile test edilen
izolat bu iki antiserum ile de agliitinasyon vermezse Salmonella Antiserum Vi ile test
edildi. Bu antiserum ile pozitif agliitinasyon veren izolat 1sitildiktan sonra yeniden ayni
antiserum ile test edildi. Izolatin 1s1tma sonrasinda Salmonella Antiserum Vi ile
agliitinasyon vermemesi beklenerek ve bu dogrultuda bir sonraki adim olarak bu izolat
diger kalan Poly C antiserumu ile test edildi, bu sonuglardaki pozitiflige gore yukarida
belirtilen O antiserumlar1 — 2. Monovalan Grup antiserumlari ve O antiserumlari - 3. Grup
Faktor antiserumlari ve 4. Faktor antiserumlart ile test edilerek hangi serogruba ait oldugu
belirlendi. Serogruplandirma iglemleri ve Vi antijen tespiti lam agliitinasyon testi ile
yapildi. Bir lam iizerine 1 damla antiserum konulduktan sonra Nutrient Agar (Oxoid,
CMO0309) iizerinde iireyen izole koloniden bir 6ze dolusu alinarak ve antiserum ile
karistirildi.  Negatif kontrolde bir damla antiserum 1 damla % 0.85°lik NaCl ile; pozitif
kontrolde ise bir damla antiserum bir damla uygun kalite kontrol antijeni (QC Antigen
Salmonella) ile karistirildi. Lamlar 1 dakika dairesel hareketlerle ¢evrildikten sonra
agliitinasyon olup olmadig1 incelendi ve bir dakika igerisinde goriilen agliitinasyonlar

pozitif olarak degerlendirildi.
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Agliitinasyon Reaksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Lam ve tiip agliitinasyonlar +4 (%100 agliitinasyon; zemin agik veya yok denecek
kadar puslu), +3 (%75 agliitinasyon; zemin ¢ok az puslu), +2 (%50 agliitinasyon; zemin
orta dececeli puslu), +1 (%25 agliitinasyon; zemin tam puslu) ve agliitinasyon negatif
seklinde derecelendirilerek tiretici firma protokoliine uygun sekilde degerlendirme yapildi.
Pozitif kontrol suslar1 +3 ve {izeri derecede agliitinasyon verdi. Negatif kontrolde
agliitinasyon goriilmedi. Test edilen izolatlarin +3 ve yukar1 agliitinasyonlar1 pozitif, +2 ve
asag1 derecede agliitinasyon gosteren izolatlar ile agliitinasyon siiresi bir dakikay1 gegenler
negatif olarak degerlendirildi. Bu islemlerin ardindan H antijen identifikasyonu i¢in ileri

serotiplendirme asamalarina gegildi.

Serotiplendirme

Faz 1 ve Faz 2 antijenlerinin belirlenmesi amaci ile yapilan, serotiplendirme islemleri
i¢in tiip agliitinasyon testi uygulandi. ilk serotiplendirme islemleri en sik izole edilen
Salmonella serotiplerinin tespitine yonelik olarak Spicer-Edwards antiserumlariyla yapildi.
Bu iglem sonuglarina gore Polivalan Salmonella H Antiserumlar1 Poly a-z; Poly A; Poly B;
Poly C; Poly D; Poly E; Kompleks antiserumlar EN, G, L, Z4; Single Factor antiserumlar:
1 complex, 2, 5, 6, 7; ve Diger faktor antiserumlari: a, b, ¢, d, eh, f, h, i, k, m, p, r, s, t, w,
X, Y, Z, Ze, Z10, Z13, Z15, Z23 ile test edildi. Bu asamadan sonra faz dondiirme islemi yapilarak
diger faz antijenlerinin belirlenmesine yonelik testler gergeklestirildi. Serotiplendirmede
kullanilan tiip agliitinasyon testi 6n asamasi, tiip agliitinasyon testi, faz doniisiim islemi ile
Spicer-Edwards agliitinasyon islemleri asagidaki sekilde yapildi: Tiip aglutinasyon testi
oncesinde hazirlik olarak % 0.6’1ik formalinize % 0.85’lik NaCl soliisyonu hazirlandi.
Test edilecek izolatin hareketliliginin artirilmasi amaci ile birkag kez i¢inde cragie tiipii
bulunan Motility GI Medium (Becton Dickenson, 286910)’da pasaj yapilmis ve
hareketliligi belirlendikten sonra Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Oxoid, CM1115)’da
tiretilen izolat esit miktarda % 0.6 formalinize % 0.85’lik NaCl ile suspanse edilerek
turbiditesi McFarland No.3’e ayarlandi. Tiip agliitinasyonu ve Spicer-Edwards
agliitinasyon testi igin iiretici firma protokoliine uygun sekilde dilue edildi ve farkli
tiiplerde hazirlanan 0.5 ml antiserumlar ile test edilecek izolatin kiiltiirii 50 + 2 °C’deki su

banyosunda 1 saat inkiibe edildi. Tiiplerin su banyosu i¢indeyken veya su banyosundan
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c¢ikarilma esnasinda ayrica, okunmadan Once sallanmamasina ve ¢alkalanmamasina dikkat
edildi. Tip test agliitinasyon sonuglari lam agliitinasyon degerlendirmesi esaslariyla ayni
esaslara gore yorumlanarak test sonuglar1 okundu. Her testte ayr1 bir tiipte 0.5 ml kiiltiir
ile 0.5 ml % 0.85’lik NaCl solusyonu karistirilarak negatif kontrol olarak degerlendirildi.
Faz déndiirme islemi i¢in istenenin aksi olan antiserum hazirlandi. Ornegin, Motility GI
Medium’da S.Typhimurium Faz 1[i] olan ile S.Typhimurium, i¢erisinde i antiserumu olan
ortama konularak Faz 2 [1,2]’nin iiremesi ve yayilmasi saglandi. Faz doniisiimii igin
hazirlanan Motility GI Medium’un 25 ml’sine kars1 faz antiserumunun 1:10 dilusyonundan
1 ml katilds, iyice karistirilarak steril petrilere dokiildi. Kiiltiir, besiyerinin kenar kismina
inokule edildi ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inokiile edildigi noktanin ters tarafindaki

tiremesinden BHI Broth’a ekim yapildi ve bu faz i¢in tiip agliitinasyonu tekrar edildi.

SE-rPCR Templeyt Hazirlama

PCR 06ncesi templeyt hazirlama amaci ile Carli ve arkadaslarinin (114) hiicre patlatma
metodu modifiye edilerek uygulandi. Eppendorf tiipleri igerisinde -80 °C derin
dondurucuda saklanan 6rnekler, Nutrient agar’da 37 °C de 24 saatlik inkiibasyon ile
tiretildikten sonra 100 uL % 0.85°1ik NaCl fizyolojik tuzlu suda 2 kez yikandi. Elde edilen
pelet 20 uL deiyonize suda vorteksle homojenize edildikten sonra 95°C blok 1siticida
(Techne, DB-2D - FDB02DD) 10 dakika inkiibasyonun ardindan 18,000 x g’de 3 dakika
santrifiij (Thermo Scientific, MicroCL 17) edildi. Tiipte iistte kalan s1ivi PCR’da templeyt
olarak kullanilmak iizere steril DNaz igermeyen bir eppendorf tiipiine aktarildi. izole
edilen DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific,
ND-1000) kullanilarak DNA 6rneklerinin safliklar1 ve konsantrasyonlari 6l¢iildii. Miktari
20 ng/ul, ABS260/ABS280 degeri 1.6-2.0 araliginda olan DNA izolatlar1 analizlerde
kullanildi.

SE-rPCR

SE-rPCR igin Wang ve arkadaslarinin (22) S. Enteritidis fimbria genine (sefb
acccession number L11009) spesifik ve tarafimizdan dizayn edilmis olan bir forward
primer olan ZA 596614 (5’-ATATTAAATCTGGTAATTT-3) ve bu literatiirde belirtilen
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ve dizide 661 ile 680. Bazlar arasina denk gelen reverse primer SefB661R (5°-
TGTACTCCACCAGGTAATTG- 3’) ile bu iki dizi arasinda bir Tagman probu olarak
dizayn edilen ZA 640660 (5’ - FAM - GCATATCCAAATGGCTCAAT- TAMRA - 37)
kullanild1. SE-rPCR’da yer alan internal amplifikasyon kontrol (IAC) dizisi Escherichia
coli’nin Lambda fajina spesifik bir dizi olan
CGTCAGTGTGAAGCGGTTATAAATCTGCTCTTTCGCGGTATCCGTACCGATTTC
GGTAAGGTAAACCCCGTTTTTGTTTCGCTTACGTGGCAT olup buna spesifik IAC
probu dizisi 5’ - HEX-TGCTCTTTCGCGGTATCCGTACCGAT-TAMRA -3’ ile
forward ve reverse primerler sirasiyla 5’- CGTCAGTGTGAAGCGGTTATAA -3’ ve 5°-
ATGCCACGTAAGCGAAACA -3’ olarak belirlendi (Way2Gene, BN 15-0001-01,
Genmar, Tiirkiye). LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, 03531414201) cihazinda
gerceklestirilmis olan Salmonella 5” niikleaz (TagMan) rPCR reaksiyon karigimi
(Way2Gene, BN 15-0001-01, Genmar, Tiirkiye) toplam 10 ul olup 2.5 ul S.detection mix
(primerler ve problari igeren parametre-spesifik reaktifler), 1 ul IC DNAsi, 2 ul PCR-grade
su, 2 ul enzim karisimi (enzim, dNTP mix, reaksiyon buffer1) ve 2.5 pl templeyt DNA
(pozitif kontrol ve 6rnekler i¢in DNA, negatif kontrol i¢in su)’dan olustu. Reaksiyon
parametreleri 11 dakika 95 °C’de 6n denaturasyon sonrasinda, 40 siklus 95°C’de 10 saniye
denaturasyon, 58°C’de 30 saniye baglanma ve 72°C’de 5 saniye uzama olarak belirlendi.
Salmonella hedef DNA’s1 floresan sinyali 530 nm kanalinda, IAC floresan sinyali ise 560

nm kanalinda tespit edilerek okundu.

istatistiksel Analiz

Relatif dogruluk, duyarlilik, 6zgiilliik degerleri ISO 16140 protokoliiniin tarif ettigi
sekilde hesapland1 (115). Karsilastirilan testler arasindaki uyusmanin giivenirligini 6lgen

Cohen’nin kappa testi ile relatif dogruluk, duyarlilik, 6zgiillikk hesaplamalar1 yapildi (116).

MLST DNA izolasyonu

Salmonella kolonileri igerisinde 200 mg 0.5 mm ¢apli cam boncuk ve 400 ul 0.1 M
Tris-HCI pH 8,0 bulunan tiiplere transfer edildi. Homojenizator kullanilarak 6rnekler

(Salmonella kolonileri) 4032xG’de, 1 dk homojenize edildi. Orneklerin iizerine 400 pl
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baglama ¢dzeltisi (4 M Guanidine thiocyanate, 20 mM Tris-HCI, pH 8) eklendi ve 10 dk
95 °C’de inkiibe edildi. Oda sicakligina getirilen 6rnege 400 pl 2-propanol eklenerek
silika kolona yiiklendi. 11200xG’de 1 dk santrifiij ile kolondan gegirilen 6rnekteki
DNA’lar silika kolonda tutuldu, daha sonra iki defa yikama ¢ozeltisi (20 mM NaCl, 2 mM
Tris-HCI, pH 8; 80% v/v Etanol) ile yikandi. Silika kolon santrifiigasyonla kurutuldu.
Silika kolonda tutulan DNA’lar 100 pl niikleaz igermeyen, steril, deiyonize su (pH 7) ile
kolondan toplandi. Nanodrop Spektrofotometre kullanilarak DNA 6rneklerinin safliklar
ve konsantrasyonlari 6lgiildii. Miktar1 20 ng/ul, ABS260/ABS2g0 degeri 1.6-2.0 araliginda
olan DNA izolatlar1 analizlerde kullanildi.

MLST Amach Ilk Real-Time PCR (rPCR)

ThrA (aspartokinase+homoserine dehydrogenase), purE
(phosphoribosylaminoimidazole carboxylas), sucA (alpha ketoglutarate dehydrogenase),
hisD (histidinol dehydrogenase), aroC (chorismate synthase), hemD (uroporphyrinogen il
cosynthase) ve dnaN (DNA polymerase |1l beta subunit) hizmetgi genleri Tablo-6’da
verilen primer ¢iftleri ve kalip DNA’larin kullanildigi rPCR ile ¢ogaltildi. MLST veri
tabaninda gen ¢ogaltimi i¢in 6nerilen primer ¢iftleri kullanildi (117). rPCR igin
Thermococcus kodakaraensis KOD1 organizmasina ait proof-reading aktiviteli KOD DNA
polimeraz enziminin yiiksek aktiviteli rekombinant bir modifikasyonu kullanildi. QPCR
10 s 95°C (ilk dongiide 10 dk), 5 s primerlere 6zgii baglanma sicakliginda (53-60°C), 10 s
72°C kosullarinda gergeklestirildi. Reaksiyonlar 1.5 mM MgClz, 0.2 mM dNTP mix, 1x
Reaksiyon Tamponu, 0.1U High Fidelity KOD DNA Polimeraz, 1x SybrGreen-1, 5 ng/ul
kalip DNA ve her bir primerden 0.5 uM iceren 20 pl’lik hacimlerde gergeklestirildi.
RPCR sirasinda sadece istenilen iirliniin ¢ogaltildigini belirlemek i¢in 65°C - 95°C
arasinda erime egrisi analizi yapildi. Biitiin reaksiyonlarda ABI® 7500 Fast Real-Time
PCR cihaz1 (Applied Biosystems, Amerika) kullanildi. rPCR verileri ABI® 7500 Fast

cthazinin yazilimi kullanilarak analiz edildi.
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Tablo-6. MLST amagli ilk rPCR reaksiyonlarinda kullanilan primer ciftleri

Primer Ad1 5'-3' DNA dizisi

thrA-F GTCACGGTGATCGATCCGGT
thrA-R CACGATATTGATATTAGCCCG
purk-F GACACCTCAAAAGCAGCGT
pur-R AGACGGCGATACCCAGCGG
SUcA-F CGCGCTCAAACAGACCTAC
SucA-R GACGTGGAAAATCGGCGCC
hisD-F GAAACGTTCCATTCCGCGC
hisD-R GCGGATTCCGGCGACCAG

aroC-F CCTGGCACCTCGCGCTATAC
aroC-R CCACACACGGATCGTGGCG
hemD-F GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG
hemD-R ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA
dnaN-F ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA
dnaN-R AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC

MLST Amach ikinci rPCR ve HRM Analizi

rPCR ile ¢ogaltilan genlerin kalip olarak kullanildig: ve ilk rPCR reaksiyonu ile

cogaltilan gen bolgesinin i¢cinde, MLST tiplendirmesi i¢in gerekli daha kiigiik gen

bolgesinin hedeflendigi ikinci rPCR gergeklestirildi. ikinci rPCR reaksiyonlari ve

sonrasinda yapilan HRM analizi ile genler DNA dizilerine gore gruplandirildi. MLST veri

tabaninda DNA dizi analizi i¢in 6nerilen primer ¢iftleri, ikinci rPCR reaksiyonlarinda

kullanildi (Tablo-7) (117). PCR 10 s 95°C (ilk dongiide 3 dk), 5 s primerlere 6zgii

baglanma sicakliginda (53-60°C), 10 s 72°C kosullarinda gergeklestirildi. Reaksiyonlar
1.5 mM MgClz, 0.2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon Tamponu, 0.1U High Fidelity KOD
DNA Polimeraz, 1x EvaGreen-1 HRM boyasi, 5 ng/ul kalip DNA ve her bir primerden 0.5

uM igeren 20 pul’lik hacimlerde gergeklestirildi. PCR sonrasinda yapilan HRM analizinde
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sicaklik 50°C’den 95°C’ye 0.05°C/sn hizla ¢ikartilirken, bu sirada siirekli floresan okundu
ve yiiksek ¢oziiniirliikte erime egrileri elde edildi. ABI® 7500 Fast Real-Time PCR
cihazi’na ait yazilim kullanilarak elde edilen yliksek ¢oziiniirliikte erime egri verileri bir
Excel dosyasina aktarildi. Bu dosya tez kapsaminda Reja ve arkadaslari (28) tarafindan
tanimlanan istatistiksel yaklasim temel alinarak, TUBITAK 113Y 179 projesi kapsaminda
gelistirilen HRM analiz yazilimina yiiklendi. HRM yazilimi sicaklik-floresan siddeti ham
verilerini sicaklik - % floresan degisimi olacak sekilde normalize etti. Elde edilen
normalize erime egrisi profillerinin, bir gen amplikonu referans alinarak erime egrisi
profilinden farklar1 alindi. Bu sekilde farklilik profilleri olusturuldu. Bu farklilik profilleri
analiz edilen DNA’nin dizisine spesifik olacagi i¢in, profiller proje kapsaminda olusturulan

ve yazilimin i¢ine gomiilii bir veri bankasinda saklandi.

Tablo-7. ikinci rPCR ve HRM reaksiyonlarinda kullanilan primer ¢iftleri

Primer Adi 5'-3' DNA dizisi

thrAHRM-F ATCCCGGCCGATCACATGAT
thrAHRM-R ~ ACCGCCAGCGGCTCCAGCA
purEHRM-F  ACAGGAGTTTTAAGACGCATG
purEHRM-R  GCAAACTTGCTTCATAGCG
sucAHRM-F  CCGAAGAGAAACGCTGGATC
SUCAHRM-R  GGTTGTTGATAACGATACGTAC
hisDHRM-F GTCGGTCTGTATATTCCCGG
hisDHRM-R  GGTAATCGCATCCACCAAATC
aroCHRM-F  GGCGTGACGACCGGCAC
aroCHRM-R  AGCGCCATATGCGCCAC
hemDHRM-F GCCTGGAGTTTTCCACTG
hemDHRM-R GACCAATAGCCGACAGCGTAG
dnaNHRM-F  CCGATTCTCGGTAACCTGCT

dnaNHRM-R  ACGCGACGGTAATCCGGG
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MLST Amach DNA Dizi Analizi

Izole edilen genomik DNA’larin kalip olarak kullanildig1, hedef aroC, dnaN, hemD,
hisD, purE, sucA ve thrA gen bolgelerinin gogaltildigi rPCR sonucunda tiipte bulunan
niikleotidler, floresan boyalar vb. PCR bilesenleri silika DNA kolonlar1 ve DNA baglama
tamponlar1 kullanilarak dizi analizi oncesi reaksiyon sivisindan uzaklastirildi. DNA dizi
analizleri Sanger dideoksi zincir terminasyonu yontemiyle, ABI Prism 377 DNA Dizileme
cihazi (Applied Biosystems, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen diziler 4peaks
yazilimi (118) ile analiz edildi. Dizilerin gen bankasinda en ¢ok benzer oldugu DNA
dizileri National Center for Biotechnology Information (NCBI) BLAST (119) programi
kullanilarak belirlendi. Dizi analizi sonucu elde edilen diziler Salmonella enterica MLST
veri bankasinda mevcut allel tipleriyle karsilastirilarak dizi analizi tabanli tiplendirme

yapildi (110).
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BULGULAR

SE-rPCR ve Konvasiyonel Serotiplendirme Bulgulari

Calismada pilig eti, hindi eti, yumurta ve kanatli orijinli 58 Salmonella izolati,
konvansiyonel serotiplendirme/serogruplandirma yapilmadan, 6ncelikle SE-rPCR ile
degerlendirildi. ZA_596614 ve SefB661R primer giftleri kullanilarak ilk defa SE-rPCR
tasarland1. LightCycler PCR kosullar1 altinda gelistirilmis SE-rPCR yontemi ile
serotiplendirilen 58 Salmonella izolatinin 36 (%62)’s1 S. Enteritidis pozitif, 22 (%38)’si de
S. Enteritidis negatif olarak belirlendi. Konvansiyonel serotiplendirme ile 58 Salmonella
izolatinin 32 (%55)’si S. Enteritidis olarak serotiplendirilirken, 2 (%3)’si B grubu, 9
(%16)’u Cy grubu, 1 (%2)’1 C2-Cs grubu olarak serogruplandirilmis olmasinin yaninda,
kalan 14 (%24) izolat serogruplandirilamadi/serotiplendirilemedi. S. Enteritidis,
calismadaki her iki yontemde de tiim izolatlar i¢inde baskin serotip olarak tespit edilmistir.
White-Kauffmann-Le Minor semasina gore serotiplendirilen izolatlarin SE-rPCR ve

konvasiyonel serotiplendirme sonuglar1 Tablo-8’de gosterildi.

Salmonella spp. izolatlarinin SE-rPCR ve konvansiyonel serotiplendirme sonuglari 4
(20,75,76 ve 250 numarali) izolat disinda tam bir uyum gosterdi. Hindi boyun eti kaynakli
75, 76; pilig eti (biitiin pili¢) kaynakli 20; kanatli (karga barsak) kaynakli 250 numaral
izolatlar SE-rPCR ile S. Enteritidis olarak serotiplendirilirken, konvasiyonel
serotiplendirme (mevcut antiserumlarla) ile serogruplandirilamamais /

serotiplendirilememistir.

S. Enteritidis serotiplendirilmesinde SE-rPCR (molekiiler yontem) sonuglarinin
konvansiyonel serotiplendirme (serolojik yontem) sonuglariyla karsilastirildig: istatistiksel
analizler sonrasinda testler arasindaki relatif dogruluk, duyarlilik ve 6zgiilliik oranlarina
onemli derecede etkisi olan, hi¢bir yalnis negatif sonucla karsilasilmadi. Testler arasi
relatif dogruluk, duyarlilik ve 6zgiilliikk oranlar sirastyla %93, %100 ve %85 olarak
belirlendi (Tablo-9). SE-rPCR ile konvansiyonel serotiplendirme arasindaki karsilagtirmali

uyumun giivenirligini 6lgen Cohen'nin kappa katsayis1 0.86 olarak tespit edildi. Bu oranin
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0.86 olarak bulunmasi sonuglar agisindan, her iki test arasinda neredeyse miikemmel bir

uyum oldugunu gosterdi.

Test sonuglarinin alinmasina kadar gegen siire acisindan, her iki yontem arasinda
belirgin farklilik tespit edildi. izolatlarin saklandig1 kosullardan (-80 C’ lik saklama
sicakligi) tiretilmelerinin ardindan, DNA ekstraksiyonu, SE- rPCR islemi ve sonuglarin
degerlendirilmesi 5 saatlik siirede gergeklestirildi. Buna karsin izolatlarin saklandigi
kosullardan (-80 C’ lik saklama sicaklig1) iiretilmelerinin ardindan konvansiyonel

serotiplendirme sonuglar1 en kisa olarak 3 giinde tamamlanabildi.
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Tablo-8. Tavuk eti, hindi eti, yamurta ve kanath orjinli Salmonella izolatlarinin SE-rPCR ve konvansiyonel serotiplendirme sonuglari

Ornek tipi Ornek sayisi (6rnek ad) SE-PCR Serogrup Serotiplendirilmedi
Negatif Pozitif B (0:4) C1(0:7) C2-C3(0:8) D1(0:9)
Tavuk eti
kanat 5 (5, 6, 8, 12, 99) 1(99) 4(5,6,8,12) 0 1(99) 0 4(5,6,8,12) 0
biitiin tavuk 3(20, 21, 28) 1(21) 2 (20, 28) 0 0 1(28) 2(20,21)
kalgal1 but 6 (47, 54, 94, 95, 96, 97) 4 (94, 95, 96, 97) 2 (47,54) 0 2 (95, 96) 0 2 (47,54) 2(94,97)
drumstick 4(90, 92, 98, 100) 4 (90, 92, 98, 100) 0 0 2(90, 92) 0 0 2 (98, 100)
Toplam tavuk eti 18 10 8 0 5 0 7 6
Hindi eti
boyun 4 (75, 76, 78, 88) 1(78) 3 (75, 76, 88) 0 0 1(78) 1(88) 2 (75,76)
Toplam hindi eti 4 1 3 0 0 1 1 2
Yumurta
i¢ 8 (122, 131, 148, 151, 152, 1(131) 7(122,148,151,152, 0 1(131) 0 7 (122, 148, 151, 0
153, 154, 155) 153, 154, 155) 152, 153, 154, 155)
kabuk 5 (126, 127, 139, 146, 147) 2 (126, 127) 3 (139, 146, 147) 0 0 0 3 (139, 146, 147) 2 (126, 127)
Toplam yumurta 13 3 10 0 1 0 10 2
Kanath
tavuk digki 9 (173, 271, 273, 275, 287, 5(173, 271, 273, 4(275, 289, 292, 298) 2 (271, 287) 1(173) 4 (275, 289, 292, 2 (273, 288)
288, 289, 292, 298) 287, 288) 298
kloakal svap 3(202, 220, 249) 2 (202, 220) 1(249) 0 2 (202, 220) 0 1 (249 0
karga barsak 1 (250) 0 1 (250) 0 0 0 0 1 (250)
tavuk barsak 3(251, 253, 259) 1 (259) 2 (251, 253) 0 0 0 2 (251, 253) 1 (259)
tavuk g6z 1(254) 0 1(254) 0 0 0 1 (254) 0
drag svap 6 (BA, B98, B99, B100, B104, 0 6 (BA, B98, B99, 0 0 0 6 (BA, B98, B99 0
B128) B100, B104, B128) B100, B104, B128)
Toplam kanatl 23 8 15 2 3 0 14 4
Toplam 58 22 36 2 9 1 32 14

Parantez iginde alt1 ¢izili ve kalin: S. Enteritidis olarak serotiplendirilenler
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Tablo-9. SE-rPCR metodunun relatif dogruluk, duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglari

Referans metot Alternatif metot

Pozitif ~ Negatif  Yanhsnegait  Yanhsponsr Dogruluk(%)  Duyarhilik(%)  Ozgiillik(%)  Cohen

kappa
degeri
Konvansiyonel SE-rPCR
serotiplendirme
32 26 0 4 93 100 85 0.86

MLST Amach Ikinci rPCR Bulgular

Daha 6nce konvansiyonel serotiplendirme ile tespit edilmis olan 94, 97, 98, 100, 127,
259, 273, 288 nolu izolatlarin MLST analizi igin yeniden canlandirma islemi sirasinda
canliliklari yitirdikleri belirlendi. Bu nedenle bu izolatlar MLST ¢aligmasinda
kullanilmadi. MLST amagli ikinci rPCR sonucunda elde edilen gogalma egrileri Sekil-5(a-
g)’de verilmistir. Cogalma egrileri kullanilarak hesaplanan esik dongii sayilari (Ct) ise
Tablo-10’da verilmistir. Bir 6rnekte hedef DNA ne kadar ¢ok ise, elde edilen Ct degeri o
kadar diisiik olmaktadir. AroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA ve thrA hedefli rPCR ile
elde edilen Ct degerlerinin tiimii 40’1n altinda oldugu i¢in, rPCR ile DNA ¢ogalmasi
isleminin bagarili oldugu sonucuna varildi. Elde edilen Ct degerleri arasindaki
farkliliklarin, elde edilen kalip DNA’larin saflik ve miktarlart arasindaki farkliliklardan
kaynaklandig: diistiniilmektedir. Bu ¢alismada amag¢ DNA sayimi degil, DNA dizilerinin
elde edilmesidir. Bu nedenle DNA ¢ogaltiminin basarili olmasi bir sonraki analize gegmek

icin yeterli olmustur.
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Amplification

RFU (10*+3)

Sekil-5a. AroC hedefli rPCR ¢ogalma egrileri

Amplification

RFU

Cycles

Sekil-5b. DnaN hedefli rPCR ¢ogalma egrileri
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Amplification

6000 -
5000 -

4000 1.

RFU

2000 — :

2000 +-
1000 1.
o 4
[l [l I [l [l
0 10 20 a0 40
Cycles

Sekil-5¢c. HemD hedefli rPCR ¢ogalma egrileri

Amplification

RFU

Cycles

Sekil-5d. HisD hedefli rPCR ¢ogalma egrileri
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Amplification

7000 £
6000 I
5000 £

4o00 L

RFLU

3000 £

2000 -: :

1000 -

Cycles

Sekil-5e. PurE hedefli rPCR ¢ogalma egrileri

Amplification

RFU(10*3)

Sekil-5f. SucA hedefli rPCR gogalma egrileri
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RFLU

Amplification
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5000 -
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3000 1
2000 1

1000 -

20 an 40
Cycles

Sekil-5g. ThrA hedefli rPCR ¢ogalma egrileri
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Tablo-10. RPCR esik dongii sayilar1 (Ct) ve erime sicakliklart (Tm)

Esik dongii sayilar (Ct) Erime sicakliklar: (Tm) (°C)
i’);nek aroC | dnaN | hemD | hisD | purE | sucA | thrA | aroC | dnaN | hemD | hisD | purE | sucA | thrA
5 l 28 20 24 22 18 22 15 92 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
6 22 17 20 18 25 17 16 915 | 905 90,5 93 93 90,5 | 89,5
8 26 18 22 21 16 20 15 92 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
12 17 16 19 14 24 13 24 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
20 34 26 31 27 24 26 21 90 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
21 21 23 28 17 21 16 14 92 91 90,5 93 925 |905 | 895
28 23 15 18 18 24 18 16 915 |91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
47 26 18 19 21 16 20 19 92 90,5 90,5 93 93 90,5 | 89,5
54 29 21 25 23 19 22 21 92 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
75 29 23 28 23 21 22 20 915 |91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
76 31 22 26 25 20 24 25 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
78 36 28 32 26 25 26 18 92 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
88 18 20 24 14 18 14 15 915 | 91 90,5 915 | 925 |905 | 895
90 25 17 18 20 15 19 19 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
92 29 21 25 23 19 22 29 915 | 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
95 19 32 38 15 28 15 25 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
96 35 27 32 26 25 26 22 915 | 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
99 22 24 29 18 22 17 23 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
122 33 25 30 26 23 25 18 92 91 90,5 915 | 93 91,0 | 89,5
126 28 20 24 22 18 22 17 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
131 22 19 23 18 17 17 15 92 90,5 90,5 93 93 90,5 | 89,5
139 25 17 20 19 25 19 16 90 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
146 25 18 22 20 16 19 14 92 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
147 23 15 18 18 15 18 15 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
148 24 16 17 19 16 18 16 90 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
151 26 18 22 21 26 20 17 92 91 90,5 915 | 925 | 905 | 895
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Esik dongii sayilar (Ct)

Erime sicakliklar: (Tm) (°C)

g)(rlnek aroC | dnaN | hemD | hisD | purE | sucA | thrA | aroC | dnaN | hemD | hisD | purE | sucA | thrA
15; 27 19 23 22 17 21 22 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
153 22 24 29 18 22 17 15 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
154 24 16 17 19 15 18 17 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
155 23 19 23 18 17 18 19 92 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
173 29 21 25 23 19 22 18 92 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
202 28 20 24 22 18 21 19 90 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
220 29 21 25 23 19 22 21 92 90,5 90,5 915 | 925 |905 | 895
249 21 23 28 17 21 16 14 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
250 23 15 16 18 14 18 16 915 |91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
251 26 18 22 21 16 20 19 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
253 29 21 25 23 19 22 18 92 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
254 23 20 24 18 18 18 15 92 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
271 24 16 19 19 15 17 16 90 90,5 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
275 26 18 22 21 22 20 17 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
287 27 19 23 22 17 21 22 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
289 22 24 29 18 22 17 16 92 91 90,5 93 925 | 905 | 895
292 24 18 19 19 28 18 26 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
298 26 18 22 21 22 20 24 92 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
B-100 28 22 26 19 25 18 16 915 |91 90,5 93 925 | 905 | 895
B-104 22 24 26 21 16 20 15 915 | 905 90,5 93 93 90,5 | 89,5
B-128 27 22 22 14 24 14 22 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
B-98 27 25 19 27 24 26 21 915 | 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
B-99 21 19 23 19 21 17 14 92 91 90,5 93 93 90,5 | 89,5
B-A 29 19 22 18 24 18 16 92 91 90,5 915 | 93 90,5 | 89,5
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PCR sonucunda elde edilen erime pikleri Sekil-6 (a-g)’de verilmistir. Erime pikleri
kullanilarak hesaplanan erime sicakliklar1 (Tm) ise Tablo-10’da verilmistir. Tm degerleri,
rPCR ile ¢ogaltilan DNA’larin hedeflenen DNA bdélgesi olup olmadigi hakkinda bilgi
vermektedir. Tiim hedefler i¢in beklenen araliklarda Tm degerleri (Tm>80°C) elde
edilmistir. Sonug olarak, Ct degerlerinden hedeflerin ¢cogaltildigi, Tm degerlerinden ise
cogaltilan DNA’nin hedef DNA oldugu anlasilmistir. Tezin ilerleyen agamalarinda
tartisilacag lizere, DNA dizi analizi sonuglar1 da hedef DNA’larin ¢ogaltilabildigini

dogrulamaktadir.

Melt Peak

d{RFUYAT (10%3)

Temperature, Celsius

Sekil-6a. AroC hedefli rPCR erime pikleri
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Melt Peak

A RFU AT (1043)

Temperature, Celsius

Sekil-6b. DnaN hedefli rPCR erime pikleri

Melt Peak

2500 J
2000 J

1500 ]

A RFUYT

1000

500

Temperature, Celsius

Sekil-6¢c. HemD hedefli rPCR erime pikleri
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Melt Peak

-[RFUYT (10*3)

Temperature, Celsius

Sekil-6d. HisD hedefli rPCR erime pikleri

Melt Peak

-A(RFUYET (10*3)

Temperature, Celsius

Sekil-6e. PurE hedefli rPCR erime pikleri
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Melt Peak

-[RFUYT (10*3)

Temperature, Celsius

Sekil-6f. SucA hedefli rPCR erime pikleri

Melt Peak

-A(RFUYET (10*3)

Temperature, Celsius

Sekil-6g. ThrA hedefli rPCR erime pikleri
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DNA Dizi Analizi Bulgular:

Elde edilen DNA dizilerinden birbirine %100 benzerlik gdsterenler ayni grup altinda
toplanmistir. Gruplandirma sonuglart Tablo-11’de verilmistir. Her bir grubun DNA dizisi
ve evrensel DNA veri bankasinda en gok benzerlik gosterdigi DNA dizileri ise Tablo-

12°de verilmistir.

Tablo-11. Farkli izolatlardan ¢ogaltilan genlerin DNA dizilerinin birbirine %100 benzerlik gosteren
gruplara ayirilmasi

Ornek Grup Ad1
Adi aroC dnaN hemD hisD purk SUCA thrA
G4 Gl Gl Gl G2 G5 Gl
Gl Gl Gl Gl G2 Gl Gl
G6 Gl Gl Gl G2 G5 Gl
12 G4 Gl G3 G6 G2 G5 Gl
20 Gl Gl G3 Gl G2 G5 Gl
21 Gl Gl G6 G3 G2 Gl Gl
28 Gl Gl G3 G6 G2 G6 Gl
47 G2 Gl Gl Gl Gl G5 Gl
54 G3 Gl Gl Gl G5 G6 Gl
75 Gl G6 Gl Gl G4 Gl Gl
76 Gl G6 G5 G5 G3 Gl G3
78 Gl G6 Gl G2 G3 G5 G3
88 G6 Gl G3 G6 G2 G5 Gl
90 Gl G3 G3 G2 G2 G6 Gl
92 G5 G6 G3 G4 G2 G6 Gl
95 G5 G3 G3 G4 Gl G6 Gl
96 G5 G3 Gl G6 Gl G6 Gl
99 Gl Gl G3 G2 Gl G4 Gl
122 Gl Gl Gl Gl G2 Gl Gl
126 G6 Gl Gl Gl G2 Gl Gl
131 Gl G2 G3 G2 G2 G5 Gl
139 Gl G2 G3 G6 G2 G5 Gl
146 G6 G2 G3 Gl G2 G6 Gl
147 G2 G2 G1 Gl G2 G6 Gl
148 Gl G2 Gl Gl Gl G6 Gl
151 Gl Gl Gl Gl G2 Gl Gl
152 Gl Gl Gl Gl G2 G5 Gl
153 G4 G2 Gl Gl G2 G5 Gl
154 G6 G2 G3 G6 G2 G5 G4
155 Gl Gl G3 G6 G2 G5 Gl
173 G5 G3 Gl G4 Gl G6 Gl
202 G2 G2 Gl Gl Gl G6 Gl
220 G2 G2 G2 G6 Gl G2 G2
249 G7 G5 G4 Gl G2 G3 G3
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Ornek Grup Adi

e aroC dnaN hemD hisD purk SUCA thrA
250 G6 Gl Gl G3 G2 Gl Gl
251 G6 Gl Gl Gl G2 G5 Gl
253 Gl Gl Gl Gl G2 G5 Gl
254 Gl Gl G3 G6 G2 G5 Gl
271 G5 G4 G5 G4 G2 G5 Gl
275 Gl G2 Gl Gl Gl G5 Gl
287 G2 G4 Gl G6 Gl G6 Gl
289 G6 Gl G2 G5 G2 G5 Gl
292 Gl Gl Gl Gl G2 G4 Gl
298 G4 Gl Gl G6 G2 G5 Gl
B-100 G6 Gl Gl Gl Gl G6 Gl
B-104 Gl Gl Gl Gl Gl G6 Gl
B-128 Gl Gl Gl G6 Gl G5 Gl
B-98 Gl Gl Gl G6 G2 G5 Gl
B-99 G6 Gl G3 G6 G2 G6 Gl
B-A G4 Gl G3 G6 G2 G5 Gl
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Tablo-12. Grup DNA dizileri ve evrensel DNA veri bankasinda en ¢ok benzedigi DNA dizilerinin ulasim numaralari

GEN

DNA
Grubu

DNA Dizisi

Gen Bankasi Benzer DNA

Ulasim No

Benzerlik

aroC

Gl

GTTTTTCGTCCGGGACACGCGGATTACACCTATGAGCAGAAATACGGCCT
GCGCGATTACCGTGGCGGTGGACGTTCTTCCGCGCGTGAAACCGCGATGC
GCGTAGCGGCAGGGGCGATCGCCAAGAAATACCTGGCGGAAAAGTTCGGC
ATCGAAATCCGCGGCTGCCTGACCCAGATGGGCGATATTCCGCTGGAGAT
TAAAGACTGGCGTCAGGTTGAGCTTAATCCGTTCTTTTGTCCCGATGCGG
ACAAACTTGACGCGCTGGACGAACTGATGCGCGCGCTGAAAAAAGAGGGC
GACTCCTTCGGCGCGAAAGTGACGGTGATGGCGAGCGGCGTGCCGGC-GG
GCTTGGCGAACCGGTTTTTGACCGACTGGATGCGGACATCGCCCATGCGC
TGATGAGCATCAATGCGGTGAAAGGCGTGGAGATCGGCGAAGGATTTAAC
GTGGTGGCGCTGCGCGGCAGCCAGAATCGCGATGAAATCACGGCGCATGGT

CP007360

498/501(99%)

G2

GTTTTTCGTCCGGGACACGCGGATTACACCTATGAGCAGAAATACGGCCT
GCGCGATTACCGTGGCGGTGGACGTTCTTCCGCGCGTGAAACCGCGATGC
GCGTAGCGGCAGGGGCGATTGCCAAGAAATACCTGGCGGAAAAGTTCGGC
ATCGAAATCCGCGGCTGCCTGACCCAGATGGGCGACATTCCGCTGGAGAT
TAAAGACTGGCGTCAGGTTGAGCTTAATCCGTTCTTTTGTCCCGATGCGG
ACAAACTTGACGCGCTGGACGAACTGATGCGCGCGCTGAAAAAAGAGGGT
GACTCCTTCGGCGCGAAAGTGACGGTGATGGCGAGCGGCGTGCCGGC-GG
GCTTGGCGAACCGGTCTTTGACCGACTGGATGCGGACATCGCCCATGCGC
TGATTAGCATTAATGCGGTGAAAGGCGTGGAGATCGGCGAAGGATT-AAC
GTGGTGGCGCTGCGCGGCAGCCAGAATCGCGATGAAATCACGGCGCATGGT

CP012833

495/501(99%)

G3

GTTTTTCGTCCGGGACACGCGGATTACACCTATGAGCAGAAATACGGCCT
GCGCGATTACCGTGGCGGTGGACGTTCTTCCGCGCGTGAAACCGCGATGC
GCGTAGCGGCAGGGGCGATCGCCAAGAAATACATGGCGGAAAAGTTCGGC
ATCGAAATCCGCGGCTGCCTGACACAGATGGGCGATATTCCGCTGGAGAT
TAAAGACTGGCGTCAGGTTGAGCTTAATCCGTTCTTTTGTCCCGATGCGG
ACAAACTTGACGCGCTGGACGAACTGATGCGCGCGCTGAAAAAAGAGGGC
GACTCCATCGGCGCGAAAGTGACGGTGATGGCGAGCGGGGTGCCGGCAGG
GCTTGGCGAACCGGTTTTTGACCGACTGGATGCGGACATCGCCCATGCGC
TGATGATCG-CAATGCGGTGAAAGGCGTGCAGATATTTCTATGATTTACT
TTGGTGGCGCTGTCTCGT—GCCTATATCCCGATGAGATCCGCGCAGCGGGGT

CP007360

427/434(98%)

61




GEN

DNA
Grubu

DNA Dizisi

Gen Bankas1 Benzer DNA

Ulasim No

Benzerlik

aroC

G4

GTTTTTCCGTCCCGGGACACGCGGATTACACCTATGAGCAGAAATACGGC
CTGCGCGATTACCGTGGCGGTGGACGTTCTTCCGCGCGTGAAACCGCGAT
GCGCGTAGCGGC-GGGGCGATCGCCAAGAAATACCTGGCGGAAAAGTTCG
GCATCGAAATCCGCGGCTGCCTGACCCAGATGGGCGATATTCCGCTGGAG
ATTAAAGACTGGCGTCAGGTTGAGCTTAATCCGTTCTTTTGTCCCGATGC
GGACAAACTTGACGCGCTGGACGAACTGATGCGCGCGCTGAAAAAAGAGG
GCGACTCCATCGGCGCGAAAGTGACGGTGATGGCGAGCGGCGTGCCGGC-
GGGCTTGGCGAACCGGTTTTTGACCGACTGGATGCGGACATCGCCCATGC
GCTGATGAGCATCAATGCGGTGAAAGGCGTGGAGATCGGCGAAGGATTTA
ACGTGGTGGCGCTGCGCGGCAGCCAGAATCGCGATGAAATCACGGCGCATGGT

CP007360

498/503(99%)

G5

GTTTTTCGTCCGGGACACGCGGATTACACCTATGAGCAGAAATACGGCCT
GCGCGATTACCGTGGCGGTGGACGTTCTTCCGCGCGTGAAACCGCGATGC
GCGTAGCGGCAGGGGCGATTGCCAAGAAATACCTGGCGGAAAAGTTCGGC
ATCGAAATCCGCGGCTGCCTGACCCAGATGGGCGACATTCCGCTGGAGAT
TAAAGACTGGCGTCAGGTTGAGCTTAATCCGTTCTTTTGCCCCGATGCAG
ACCAACTTGACGCGCTGGACGAACTGATGCGCGCGCTGAAAAAAGAGGGT
GACTCCTTCGGCGCGAAAGTGACGGTGATGGCGAGCGGCGTGCCGGC-GG
GCTTGGCGAACCGGT-TTTGACCGACTGGATGCGGACATCGCCCATGCGC
TGATGAGCATTAATGCGGTGAAAGGCGTGGAGATCGGCGAAGGATTTAAC
GTGGTGGCGCTGCGCGGCAGCCAGAATCGCGATGAAATCACGGCGCACGGT

CP012344

496/501(99%)

G6

GTTTTTCGTCCCGGGACACGCGGATTACACCTAT-AGCAGAA-TACGGCC
TGCGCGATTACCGTGGCGGTGGACGTTCTTCCGCGCGTGAAACCGCGATG
CGCGTAGCGCC-GGGGCGATCGCCAAGAAATACCTGGCGGAAAAGTTCGG
CATCGAAATCCGCGGCTGCCTGACCCAGATGGGCGATGTTCCCCTGGAGA
TTAAAGACTGGCGTCAGGTTGAGCTTAATCCGTTCTTTTGTCCCGATGCG
GACAAACTTGACGCGCTGGACGAACTGATGCGCGCGCTGAAAAA-GAGGG
CGACTCCTTCGGCTCGAAAGTGACGGTGATGGCGAGCGGCGTGCCGGCTG
GGCTTGGCGAATCGGTTTTTGACCGACTGGATGCGGACATCGCCCATGCG
CTTATTACCAGCA-TGCGGTCAAAGGCGTGCACATCGGCCAATGATTTAA
CGTGGTGGCGCTCCGCGGCCGCCGTAATCGCGATGAAATCATTTCTCATGGT

CP007360

465/491(95%)
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GEN

DNA
Grubu

DNA Dizisi

Gen Bankas1 Benzer DNA

Ulasim No

Benzerlik

aroC

G7

GTTTTTCATCCGGGAC-CGTGGATGACCCCAAATCACCGCAACTCGGTCT
GCGCGATTACTGTGGCGCGTCGACGTTCCTCCACGTGTGATACCTCGCTG
AGCGTAGCGCCTTGGGCGATCGCCAAGAAATACCTCGCGGAGAAGTTCTG
CATCGAAATCCGCGGCTGCCTGACCCCGACGGGCCACGTTCCCCTGGAGA
TTAACGACAGGCGTCCTGTTGAGCTTAATCCGTTCTTTTGCCCCTATACG
GACCAACTTGACGCGCTCGACGAACTGATTCGCGCGCTGAAAAAC-AGGG
TGACTCCTTCGGCTCGAAAGTAACCGTGATGGCAAGCGGCGTGCCGGC-G
GGCTTGGCGAATCGGTCTTTGACCGACTGGATGCGGACATCGCCCATGCG
CTTATTACCAGTAAAGCGGTGAAAGGCGTGCAGATAGGCGAAGGATTTAA
CGTGGTGGCGCTGCGCGGCAGCCAGAATCGCGATGAAATCACGTCTCATGGT

CP009565

432/493(88%)

dnaN

Gl

ATGGAGATGGTCGCGCGCGTTACGCTTTCTCAGCCGCATGAGCCGGGCGC
CACTACCGTGCCGGCGCGGAAATTCTTTGATATCTGCCGCGGCCTGCCGG
AGGGCGCGGAGATTGCCGTTCAGTTGGAAGGCGATCGGATGCTGGTGCGT
TCTGGCCGTAGCCGCTTCTCGCTGTCTACGCTGCCTGCCGCCGATTTCCC
GAATCTTGACGACTGGCAAAGCGAAGTTGAATTTACGCTGCCGCAGGCCA
CGATGAAGCGCCTGATTGAAGCGACCCAGTTTTCGATGGCTCATCAGGAT
GTGCGCTACTACTTAAACGGTATGCTGTTTGAAACGGAAGGTAGCGAACT
GCGCACTGTCGCGACCGACGGCCACCGCCTGGCGGTGTGCTCAATGCCGC
TGGAAGCGTCTTTACCCAGCCACTCGGTGATTGTGCCGCGTAAAGGCGTG
ATTGAACTGATGCGTATGCTCGACGGCGGTGAAAACCCGCTGCGCGTGCAG

CP007360

501/501(100%)

G2

ATGGAGATGGTCGCGCGCGTTACGCTTTCTCAGCCGCATGAGCCAGGCGC
CACTACCGTGCCGGCGCGGAAATTCTTTGATATCTGCCGCGGCCTGCCGG
AGGGCGCGGAGATTGCCGTTCAGTTGGAAGGCGATCGGATGCTGGTGCGT
TCTGGCCGTAGCCGCTTCTCGCTGTCTACGCTGCCTGCCGCCGATTTCCC
GAATCTTGACGACTGGCAAAGCGAAGTTGAATTTACGCTGCCGCAGGCCA
CGATGAAGCGCCTGATTGAATCGACCCAGTTTTCGATGGCCCATCAGGAT
GTGCGCTACTACTTAAACGGTATGCTGTTTGAAACGGAAGGTAGCGAACT
GCGCACTGTCGCGACCGACGGCCACCGTCTGGCGGTGTGCTCAATGCCGC
TGGAAGCGTCTTTACCCAGCCACTCGGTGATTGTGCCGCGTAAAGGCGTG
ATTGAACTGATGCGTATGCTCGACGGCGGCGAAAACCCGCTGCGCGTGCAG

CP012930

501/501(100%)

G3

ATGGAGATGGTCGCGCGCGTTACGCTTTCTCAGCCGCATGAGCCAGGCGC
CACTACCGTGCCGGCGCGGAAATTCTTTGATATCTGCCGCGGCCTGCCGG
AGGGCGCGGAGATTGCCGTTCAGTTGGAAGGCGATCGGATGCTGGTGCGT
TCTGGCCGTAGCCGCTTCTCGCTGTCTACGCTGCCTGCCGCCGATTTCCC
GAATCTTGACGACTGGCAAAGCGAAGTTGAATTTACGCTGCCGCAGGCCA
CGATGAAGCGCCTGATTGAAGCGACCCAGTTTTCGATGGCCCATCAGGAT
GTGCGCTACTACTTAAACGGTATGCTGTTTGAAACGGAAGGTAGCGAACT
GCGCACTGTCGCGACCGACGGCCACCGTCTGGCGGTGTGTTCAATGCCGC
TGGAAGCGTCTTTACCCAGCCACTCGGTGATTGTGCCGCGTAAAGGCGTG
ATTGAACTGATGCGTATGCTCGACGGCGGCGAAAACCCGCTGCGCGTGCAG

emb|LN649235

501/501(100%)
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GEN

DNA
Grubu

DNA Dizisi

Gen Bankas1 Benzer DNA

Ulasim No

Benzerlik

dnaN

G4

ATGGAGATGGTCGCGCGCGTTACGCTTTCTCAGCCGCATGAGCCGGGTGC
TACTACCGTGCCGGCGCGGAAATTCTTTGATATCTGCCGCGGCCTGCCGG
AGGGCGCGGAGATTGCCGTTCAGTTGGAAGGCGATCGGATGTTGGTGCGT
TCTGGCCGTAGCCGCTTCTCGCTGTCTACGCTGCCTGCCGCCGATTTCCC
GAATCTTGACGACTGGCAAAGCGAAGTTGAATTTACGCTGCCGCAGGCCA
CGATGAAGCGCCTGATTGAAGCGACCCAGTTTTCGATGGCTCATCAGGAT
GTGCGCTACTACTTAAACGGTATGCTGTTTGAAACGGAAGGTAGCGAACT
GCGCACTGTCGCGACCGACGGCCACCGCCTGGCGGTGTGCTCAATGCCGC
TGGAAGCGTCTTTACCCAGCCACTCGGTGATTGTGCCGCGTAAAGGCGTG
ATTGAACTGATGCGTATGCTCGACGGCGGCGAAAACCCGCTGCGCGTGCAG

CP012349

500/501(99%)

G5

ATGGAGATGGTCGCGCGCGTTACGCTTTCTCAGCCGCATGAGCCGGGTGC
TACTACCGTGCCGGCGCGGAAATTCTTTGATATCTGCCGCGGCCTGCCGG
AGGGCGCGGAGATTGCCGTTCAGTTGGAAGGCGATCGGATGCTGGTGCGT
TCTGGCCGTAGCCGCTTCTCGCTGTCTACGCTGCCTGCCGCCGATTTCCC
GAATCTTGACGACTGGCAAAGCGAAGTTGAATTTACGCTGCCGCAGGCCA
CGATGAAGCGCCTGATTGAAGCGACCCAGTTTTCGATGGCCCATCAGGAT
GTGCGCTACTACTTAAACGGTATGCTGTTTGAAACGGAAGGTAGCGAACT
GCGCACTGTCGCGACCGACGGCCACCGCCTGGCGGTGTGCTCAATGCCGC
TGGAAGCGTCTTTACCCAGCCATTCGGTGATTGTGCCGCGTAAAGGCGTG
ATTGAACTGATGCGTATGCTCGACGGCCGCGAAAACCCGCTGCGCGTGCAG

HM797824

500/501(99%)

G6

ATGGAGATGGTCGCGCGCGTTACGCTTTCTCAGCCGCATGAGCCAGGCGC
CACTACCGTGCCGGCGCGGAAATTCTTTGATATCTGCCGCGGCCTGCCGG
AGGGCGCGGAGATTGCCGTTCAGTTGGAAGGCGATCGGATGCTGGTGCGT
TCTGGCCGTAGCCGCTTCTCGCTGTCTACACTGCCTGCCGCCGATTTCCC
GAATCTTGACGACTGGCAAAGCGAAGTTGAATTTACGCTGCCGCAGGCCA
CGATGAAGCGCCTGATTGAAGCGACCCAGTTTTCGATGGCTCATCAGGAT
GTGCGCTACTACTTAAACGGTATGCTGTTTGAAACGGAAGGCAGCGAACT
GCGCACTGTTGCGACCGACGGCCACCGTCTGGCGGTGTGCTCAATGCCGC
TGGAGGCGTCTTTACCCAGCCACTCGGTGATTGTGCCGCGTAAAGGCGTG
ATTGAACTGATGCGTATGCTTGACGGTGGCGAAAACCCGCTGCGCGTGCAG

CP001127

501/501(100%)
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GEN

DNA
Grubu

DNA Dizisi

Gen Bankas1 Benzer DNA

Ulasim No

Benzerlik

hemD

Gl

GCGACACTGACGGAAAACGATCTGGTTTTTGCCCTTTCACAGCACGCCGT
CGCCTTTGCTCACGCCCAGCTCCAGCGGGATGGCCGAAACTGGCCTGCGT
CGCCGCGCTATTTCGCGATTGGCCGCACCACGGCGCTCGCCCTTCATACC
GTTAGCGGGTTCGATATTCGTTATCCATTGGATCGGGAAATCAGCGAAGC
CTTGCTACAATTACCTGAATTACAAAATATTGCGGGCAAACGCGCGCTGA
TTTTGCGTGGCAATGGCGGCCGCGAACTGCTGGGCGAAACCCTGACAGCT
CGCGGAGCCGAAGTCAGTTTTTGTGAATGTTATCAACGATGTGCGAAACA
TTACGATGGCGCGGAAGAAGCGATGCGCTGGCATACTCGCGGCGTAACAA
CGCTTGTTGTTACCAGCGGCGAGATGTTGCAA

CP007360

432/432(100%)

G2

GCGACGCTGACGGAAA-CGATCTGGTTTTTGCCCTTTCACAGCACGCCGT
CGCCTTTGCTCACGCCCAGCTCCAGCGGGATGGCCGAAACTGGCCTGCGT
CGCCGCGCTATTTCGCGATTGGCCGCACCACGGCGCTCGCCCTTCATACC
GTTAGCGGGTTCGATATTCGTTATCCATTGGATCGGGAAATCAGCGAAGC
CTTGCTACAATTACCTGAATTACAAAATATTGCGGGCAAACGCGCGCTGA
TTTTGCGTGGCAATGGCGGCCGCGAACTGCTGGGCGAAACCCTGACAGCG
CGCGGAGCCAAAGTCAGTTTTTGTGAATGTTATCAACGATGTGCGAAACA
TTACGATGGCGCGGAAGAAGCGATGCGCTGGCATACTCGCGGCGTAACAA
CGCTTGTTGTTACCAGCGGCGAGATGTTGCAA

CP007534

430/432(99%)

G3

GCGACGCTCGCGGAAAACGATCTGGTTTTTGCCCTTTCACAGCACGCTGT
CGCCTTTGCTCACGCCCAGCTCCAGCGGGATGGTCGAAACTGGCCTGTGG
CGCCGCGCTATTTCGCGATTGGCCGCACCACGGCGCTCGCCCTTCATACC
GTTAGCGGGTTCGATATTCGTTATCCATTGGATCGGGAAATCAGCGAAGC
CTTGCTACAATTACCTGAATTACAAAATATTGCGGGCAAACGCGCGCTGA
TTTTGCGTGGCAATGGCGGCCGCGAACTGCTGGGCGAAACCCTGACAGCG
CGCGGAGCCGAAGTCAGTTTTTGTGAATGTTATCAACGATGTGCGAAACA
TTACGATGGCGCGGAAGAAGCGATGCGCTGGCATACTCGCGGCGTAACAA
CGCTTGTTGTTACCAGCGGCGAGATGTTGCAA

emb|LN649235

432/432(100%)

G4

GCGACGCTGACGGAAAACGATCTAGTTTTTGCCCTTTCACAGCACGCCGT
CGCCTTTGCTCACGCCCAGCTCCAGCGGGATGGTCGAAACTGGCCTGTGG
CGCCGCGCTATTTCGCGATTGGCCGCACCACGGCGCTCGCCCTTCATACC
GTTAGCGGGTTCGATATTCGTTATCCATTGGATCGGGAAATCAGCGAAGC
CTTGCTACAATTACCTGAATTACAAAATATTGCGGGCAAACGCGCGCTGA
TTTTGCGTGGCAATGGCGGCCGCGAACTGCTGGGCGAAACCCTGACAGCG
CGCGGAGCCGAAGTCAGTTTTTGTGAATGTTATCAACGATGTGCGAAACA
TTACGATGGCGCGGAAGAAGCGATGCGCTGGCATACTCGCGGCGTAACAA
CGCTTGTTGTTACCAGCGGCGAGATGTTGCAA

CP012833

432/432(100%)
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GEN

DNA
Grubu

DNA Dizisi

Gen Bankas1 Benzer DNA

Ulasim No

Benzerlik

hemD

G5

GCTGACGGAAA-CGATCTGGTTTTTGCCCTTTCACAGCACGCCGTCGCCT
TTGCTCACGCCCAGCTCCAGCGGGATGGTCGAAACTGGCCTGCGTCGCCG
CGCTATTTCGCGATTGGCCGCACCACGGCGCTCGCCCTTCATACCGTTAG
CGGGTTCGATATTCGTTATCCATTGGATCGGGAAATCAGCGAAGCCTTGC
TACAATTACCTGAATTACAAAATATTGCGGGCAAACGCGCGCTGATTTTG
CGTGGCAATGGCGGCCGCGAACTGCTGGGCGAAACCCTGACAGCTCGCGG
AGCCGAAGTCAGTTTTTGTGAATGTTATCAACGATGTGCGAAACATTACG
ATGGCGCGGAAGAAGCGATGCGCTGGCATACTCGCGGCGTAACAACGCTT
GTTGTTACCAGCGGCGAGATGTTGCAA

CP012349

426/427(99%)

G6

GCGACACTGACGGAAA-CGATCTGGTTTTTGCCCTTTCACAGCACGCCGT
CGCCTTTGCTCACGCCCAGCTCCAGCGGGATGGCCGAAACTGGCCTGCGT
CGCCGCGCTATTTCGCGATTGGCCGCACCACGGCGCTCGCCCTTCATACC
GTTAGCGGGTTCGATATTCGTTATCCATTGGATCGGGAAATCAGCGAAGC
CTTGCTACAATTACCTGAATTACAAAATATTGCGGGCAAACGCGCGCTGA
TTTTGCGTGGCAATGGCGGCCGCGAACTGCTGGGCGAAACCCTGACAGCT
CGCGGAGCCGAAGTCAGTTTTTGTGAATGTTATCAACGATGTGCGAAACA
TTACGATGGCGCGGAAGAAGCGATGCGCTGGCATACTCGCGGCGTAACAA
CGCTTGTTGTTACCAGCGGCGAGATGTTGCAA

CP007360

431/432(99%)

hisD

G1

ATTGCGGGATGTCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGA
TGAAATCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACG
TCGGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTA
CCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGC
CAAACGTCAGGTCAGCCAACGCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAG
CCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGAT
TTCGTCGCTTCTGACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGTCCGGATTCGCA
GGTGATTCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCTGCAAGGTGGCGGAGG
CGGTAGAACGTCAACTGGCAGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCAGGCAG
GCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAGTGCGTC

CP007360

501/501(100%)

66




GEN

DNA
Grubu

DNA Dizisi

Gen Bankas1 Benzer DNA

Ulasim No

Benzerlik

hisD

G2

ATTGCGGGATGCCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGA
TGAAATCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACG
TCGGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTA
CCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGC
CAAGCGTCAGGTCAGCCAGCGCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAG
CCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGAT
TTCGTCGCTTCTGACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGTCCGGATTCGCA
GGTGATCCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCCGCAAGGTGGCGGAGG
CGGTAGAACGTCAACTGGCGGAGCTGCCGCGCGCGGACACCGCCCGGCAG
GCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAGTGCGTC

CP001127

499/501(99%)

G3

ATTGCGGGATGTCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGA
TGAAATCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACG
TCGGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTA
CCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGTCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGC
CAAGCGTCAGGTCAGCCAGCGCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAG
CCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGAT
TTCGTCGCGTCTGACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGTCCGGATTCGCA
GGTGATCCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCCGCAAGGTGGCGGAGG
CGGTAGAACGTCAACTGGCGGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCCGGCAG
GCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAGTGCGTC

CP012144

501/501(100%)

G4

ATTGCAGGATGCCAGAAGGTGGTTCTGTGCTCGCCACCGCCCATCGCTGA
TGAAATCCTCTATGCGGCACAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACG
TCGGCGGCGCGCAGGCCATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTA
CCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGC
CAAGCGTCAGGTCAGCCAGCGTCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAG
CCGGGCCGTCTGAAGTGCTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAGCACCGGAT
TTCGTCGCTTCTGACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGCCCGGATTCCCA
GGTGATCCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCCGCAAGGTGGCGGAGG
CGGTAGAACGTCAACTGGCGGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCCGGCAG
GCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAGTGCGTC

LN649235

498/501(99%)

G5

ATTGCGGGATGTCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGA
TGAAATCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACG
TCGGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTA
CCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGC
CAAACGTCAGGTCAGCCAACGCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAG
CCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGAT
TTCGTCGCTTCTGACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGTCCGGATTCGCA
GGTGATTCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCTGCAAGGTGGCGGAGG
CGGTAGAACGTCAACTGGCAGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCC-GGCAG
GCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCA-TGCGTC

CP007360

499/501(99%)
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hisD

G6

ATTGCGGGATGTCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCCGCC-CCCATCGCTGA
TGAAATCCTCTATGCGGCGCA-CTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACG
TCGGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTA
CCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGC
CAAACGTCAGGTCAGCCAACGCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAG
CCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGAT
TTCGTCGCTTCTGACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGTCCGGATTCGCA
GGTGATTCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCTGCAAGGTGGCGGAGG
CGGTAGAACGTCAACTGGCAGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCGGGCAG
GCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAATGCGTC

CP007360

497/501(99%)

purg

Gl

AGCGACTGGGCTACCATGCAATTTCGCCGCCGAAATTTTTGAAATTCTGG
ATGTCCCGCACCATGTAGAAGTGGTTTCCGCTCATCGCACACCCGATAAA
CTGTTCAGCTTCGCCGAAACGGCGGAAGAGAACGGATATCAAGTGATTAT
TGCCGGCGCGGGCGGCGCGGCGCACCTGCCGGGAATGATTGCGGCAAAAA
CGCTGGTCCCGGTACTCGGCGTGCCGGTACAAAGCGCTGCGCTAAGCGGC
GTGGATAGCCTCTACTCCATCGTGCAGATGCCGCGCGGCATTCCGGTGGG
TACGCTGGCGATCGGTAAAGCCGGTGCCGCTAACGCCGCCCTGCTCGCCG
CGCAGATTCTGGCGCAACACGACGCGGAACTGCATCAGCGCATTGCCGAC

CP012144

398/400(99%)

G2

AGCGACTGGGCTACCATGCAATTCCGCCGCCGAAATTTTTGAAATTCTGG
ATGTCCCGCACCATGTAGAAGTGGTTTCCGCCCATCGCACCCCCGATAAA
CTGTTCAGCTTCGCCGAAACGGCGGAAGAGAACGGATATCAAGTGATTAT
TGCCGGCGCGGGCGGCGCGGCGCACCTGCCGGGAATGATTGCGGCAAAAA
CGCTGGTCCCGGTACTCGGCGTGCCGGTACAAAGCGCTGCGCTAAGCGGC
GTGGATAGCCTCTACTCCATTGTGCAGATGCCGCGCGGCATTCCGGTGGG
TACGCTGGCGATCGGTAAAGCCGGTGCCGCTAACGCCGCCCTGCTCGCCG
CGCAGATTCTGGCGCAACACGACGCGAAACTGCATCAGCGCATTGCCGAC

CP007360

398/400(99%)

G3

AGCGACTGGGCTACCATGCAATTCGCCGCCGAAATTTTTGAAATTCTGGA
TGTCCCGCACCATGTAGAAGTGGTTTCCGCTCATCGCACCCCCGATAAGC
TGTTCAGCTTCGCCGAAACGGCGGAAGAGAACGGATATCAAGTGATTATT
GCCGGCGCGGGCGGCGCGGCGCACCTGCCGGGAATGATTGCGGCAAAAAC
GCTGGTCCCGGTACTCGGCGTGCCGGTACAAAGCGCTGCGCTAAGCGGCG
TGGATAGCCTTTACTCCATTGTGCAGATGCCGCGCGGCATTCCGGTGGGT
ACACTGGCGATCGGTAAAGCCGGTGCCGCTAACGCCGCCCTGCTCGCCGC
GCAGATTCTGGCGCAACACGACGCGGAACTGCATCAGCGCATCGCTGAC

CP007533

398/399(99%)
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G4

AGCGACTGGGCTACCATGCAATTCACCGCCGAAATTTTTGAAATTCTGGA
TGTCCCGCACCATGTAGAAGTGGTTTCCGCTCATCGCACCCCCGATAAGC
TGTTCAGCTTCGCCGAAACGGCGGAAGAGAACGGATATCAAGTGATTATT
GCCGGCGCGGGCGGCGCGGCGCACCTGCCGGGAATGATTGCGGCAAAAAC
GCTGGTCCCGGTACTCGGCGTGCCGGTACAAAGCGCTGCGCTAAGCGGCG
TGGATAGCCTTTACTCCATTGTGCAGATGCCGCGCGGCATTCCGGTGGGT
ACACTGGCGATCGGTAAAGCCGGTGCCGCTAACGCCGCCCTGCTCGCCGC
GCAGATTCTGGCGCAACACGACGCGGAACTGCATCAGCGCATCGCTGAC

CP007533

399/399(100%)

G5

AGCGACTGGGCTACCATGCAATTCGCCGCCGAAATTTTTGAAATTCTGGA
TGTCCCGCACCATGTAGAAGTGGTTTCCGCCCATCGCACCCCCGATAA-C
TGTTCAGCTTCGCCGAAACGGCGGA-GAGAACGGATATCAAGTGATTATT
GCCGGCGCGGGCGGCGCGGCGCACCTGCCGGGAATGATTGCGGCAAAAAC
GCTGGTCCCGGTACTCGGCGTGCCGGTACAAAGCGCTGCGCTAAGCGGCG
TGGATAGCCTCTACTCCATTGTGCAGATGCCGCGCGGCATTCCGGTGGGT
ACGCTGGCGATCGGTAAAGCCGGTGCCGCTAACGCCGCCCTGCTCGCCGC
GCAGATTCTGGCGCAACACGACGCGGAACTGCATCAGCGCATTGCCGAC

CP007360

397/399(99%)

SUCA

G1

AAACGCTTCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATCT
GGGTGCCAAATTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAGATG
CGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCGGC
ACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGCT
GATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTGCCG
GTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGGGC
TTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGCTGGC
GTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCTCCG
TGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTGTTG
CCGATCACTATTCACGGCGACGCCCCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAG

CP007360

500/501(99%)

G2

AAACGCTTCCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATC
TGGGCGCCAAATTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTTGAGGGGGGAGAT
GCGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCGG
CACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGC
TGATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAGTTTGCC
GGTAAACATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGGG
CTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGCTGG
CGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCTCC
GTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTGTT
GCCGATCACTATTCACGGCGACGCCCCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAG

CP012930

497/502(99%)
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G3

AAACGTTTCCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATC
TGGGCGCCAAATTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTTGAGGGGGGAGAT
GCGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCGG
CACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGC
TGATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTGCC
GGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGGG
CTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGCTGG
CGTTTAACCCATCGCATTTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCTCC
GTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTGTT
GCCGATCACTATTCACGGCGACGCCCCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAG

CP010283

500/502(99%)

G4

AAACGTTTTCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATC
TGGGCGCCAAATTTCCCGGGGGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAGA
TGCGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCG
GCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTG
CTGATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTGC
CGGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACTGGCGACGTGAAGTATCACATGG
GCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGCTG
GCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCTC
CGTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTGC
TGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCCCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAG

LN649235

500/503(99%)

G5

AAACGCCTTCCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTAT
CTGGGTGCCAAATTTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAG
ATGCGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGC
GGCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGT
GCTGATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTG
CCGGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATG
GGCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGCT
GGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCT
CCGTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTG
TTGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCCCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAG

CP007360

500/504(99%)
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SUCA

G6

AAACGCTTCCCTGAACGAACTTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTAT
CTGGGTGCCAAATTTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAG
ATGCGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGC
GGCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGT
GCTGATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTG
CCGGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATG
GGCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGCT
GGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCT
CCGTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTG
TTGCCGATCACTATTCACGGCGACCCCCCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAG

CP007360

499/504(99%)

thrA

Gl

GTGCTGGGCCGTAATGGTTCCGACTATTCCGCCGCCGTGCTGGCCGCCTG
TTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATA
CCTGTGACCCGCGCCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCTGAAATCGATGTCC
TACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGCGCCAAAGTTCTTCACCC
TCGCACCATTACGCCCATCGCCCAGTTCCAGATCCCCTGTCTGATTAAAA
ATACCGGTAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCGTCCAGCGAC
GATGATAACCTGCCGGTTAAAGGGATCTCTAACCTTAACAACATGGCGAT
GTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGGATGATTGGGATGGCGGCGC
GTGTTTTCGCCGCCATGTCTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTACC
CAGTCCTCCTCTGAGTACAGCATCAGCTTCTGTGTGCCGCAGAGTGACTGC

CP007360

501/501(100%)

G2

GTGCTGGGGCCGTAAGGGCTGCAGACTACTCTGCCGCCGTGCTGGCCGCC
TGTTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTA
TACCTGTGACCCGCGCCAGGTGCCGGACGCCAGACTGCTGAAATCGATGT
CCTACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGCGCCAAAGTCCTTCAC
CCTCGCACCATAACGCCTATCGCCCAGTTCCAGATCCCCTGTCTGATTAA
AAATACCGGTAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCGTCCAGCG
ACGATAATAACCTGCCGGTTAAAGGGATCTCTAACCTTAATAACATGGCG
ATGTTTAGCGTCTCCGGCCCTGGAATGAAAGGGAGATTGGGGATGGCGGC
GCGTGTTTTCGCCGCCATGTCTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTA
CCCAGTCCTCCTCTGAGTACAGCATCAGCTTCTGTGTGCCGCAAAGTGACTGC

CP012038

496/504(98%)
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thrA

G3

GTGCTGGGCCGTAATGGTTCCAGACTATTCCGCCGCCGTGCTGGCCGCCT
GTTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTAT
ACCTGTGACCCGCGCCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCTGAAATCGATGTC
CTACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGCGCCAAAGTCCTTCACC
CTCGCACCATTACGCCCATCGCCCAGTTCCAGATCCCCTGTCTGATTAAA
AATACCGGTAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCGTCCAGCGA
CGATGATAACCTGCCGGTTAAAGGGATCTCTAACCTTAACAACATGGCGA
TGTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGG-TGATTGGGATGGCGGCG
CGTGTTTTCGCCGCCATGTCTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTAC
CCAGTCCTCCTCTGAGTACAGCATCAGTTTCTGTGTGCCGCACAGTGACTGC

CP012681

499/502(99%)

G4

GTGCTGGGCCGTAATGGTTCCGACTATTCCGCCGCCGTGCTGGCCGCCTG
TTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATA
CCTGTGACCCGCGCCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCTGAAATCGATGTCC
TACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGCGCCCAAGTTCTTCACCC
TCGCACCATTACGCCCATCGCCCAGTTCCAGATCCCCTGTCTGATTAAAA
ATACCGGTTATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCGTCCAGCGAC
GATGATAACCTGCCGGTTAAAGGGATCTCTAACCTTAACAACATGGCGAT
GTTTAGCGTCTCCCGCCCGGGAATGAAAGGGA-GATTGGGATGGCGGCGC
CTGTTTTCGCCACCCTGTCTCACGCCGGTCTCAAGGTGGTGCCCATTACC
CGGTCCTCCGCTGC-TACA-CGGCAGCTTATTAGT

CP007360

448/463(97%)
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HRM Analizi Bulgulari

HRM analizi sonucu elde edilen HRM profilleri Sekil-7 (a-g)’de verilmistir. HRM
profillerinin benzerliklerine gore gruplandirilmasi ise Tablo-13’de verilmistir. Tablo-11 ve
Tablo-13 karsilastirildiginda, HRM profil benzerligi ile olusturulan gruplarin DNA dizi

benzerligi ile olusturulan gruplar ile %100 Ortilistiigli belirlenmistir.
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Tablo-13. Farkli izolatlardan ¢ogaltilan genlerin HRM profillerinin %100 benzerlik gosteren
gruplara ayirilmasi

Ornek HRM Gurubu

A aroC dnaN hemD hisD purE SUCA thrA

6 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1
20 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G3 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
21 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G3 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1
28 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G3 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G6 HRM-G1
75 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G4 HRM-G1 HRM-G1
76 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G5 HRM-G5 HRM-G3 HRM-G1 HRM-G3
78 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G3 HRM-G5 HRM-G3
90 HRM-G1 HRM-G3 HRM-G3 HRM-G2 HRM-G2 HRM-G6 HRM-G1
99 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G3 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G4 HRM-G1
122 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1
131 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G3 HRM-G2 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
139 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G3 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
148 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1
151 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1
152 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
155 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G3 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
253 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
254 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G3 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
275 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G5 HRM-G1
292 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G4 HRM-G1
B-104 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1
B-128 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G5 HRM-G1
B-98 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
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Ornek HRM Gurubu

Adi aroC dnaN hemD hisD purk SUCA thrA

47 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G5 HRM-G1
147 HRM-G2 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G6 HRM-G1
202 HRM-G2 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1
220 HRM-G2 HRM-G2 HRM-G2 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G2
287 HRM-G2 HRM-G4 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1
54 HRM-G3 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G5 HRM-G6 HRM-G1
5 HRM-G4 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
12 HRM-G4 HRM-G1 HRM-G3 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
153 HRM-G4 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
298 HRM-G4 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
B-A HRM-G4 HRM-G1 HRM-G3 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
92 HRM-G5 HRM-G6 HRM-G3 HRM-G4 HRM-G2 HRM-G6 HRM-G1
95 HRM-G5 HRM-G3 HRM-G3 HRM-G4 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1
96 HRM-G5 HRM-G3 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1
173 HRM-G5 HRM-G3 HRM-G1 HRM-G4 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1
271 HRM-G5 HRM-G4 HRM-G5 HRM-G4 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
8 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
88 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G3 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
126 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1
146 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G3 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G6 HRM-G1
154 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G3 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G4
250 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G3 HRM-G2 HRM-G1 HRM-G1
251 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
289 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G2 HRM-G5 HRM-G1
B-100 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G1 HRM-G6 HRM-G1
B-99 HRM-G6 HRM-G1 HRM-G3 HRM-G6 HRM-G2 HRM-G6 HRM-G1
249 HRM-G7 HRM-G5 HRM-G4 HRM-G1 HRM-G2 HRM-G3 HRM-G3

Calismada kullanilan genlerin hedef bolgelerinin DNA dizisini elde etmek icin ¢ift
yonlii DNA dizi analizi yapilmigtir. Bir gen i¢in yapilan HRM analizinin maliyeti ¢ift
yonlii DNA dizi analizi maliyetinin yaklasik %35°1 kadar oldugu tespit edilmistir. Bu
caligmada analiz edilen 50 6rnege ait 350 farklt DNA amplikonunun (50 izolat x 7 farkli
gen) HRM analiz masrafi ise yaklasik 18 6rnegin ¢ift yonlii DNA dizi analizi masrafina
esittir. HRM analizi sonucu toplamda 40 adet birbirinden farkli DNA dizisi elde
edilmistir. HRM analizi DNA dizi analizi ile ayn1 sonucu verdigi i¢in sadece HRM analizi
sonucunda farkli ¢ikan DNA’lar dizilenirse, 350 adet DNA dizi analizi yerine 58 adet
(40+18) DNA dizi analizi yapilacagi, analiz maliyetinin % 83 oraninda azaltilabilecegi

belirlenmistir.
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MLST Bulgulan

Elde edilen DNA dizileri Salmonella enterica MLST veri bankasinda (120) mevcut
yazilimla analiz edilmis ve MLST profilleri ortaya ¢ikarilmistir. MLST veri bankasinda,
MLST ile daha once analiz edilmis izolatlarin verileri bulunmaktadir. Bu izolatlarin 7
farkli gen dizi profiline gore ST (Sequence Type) numaralar1 (ST No) yer almaktadir. ST
No’lar1 ayn1 olan dizilerin 7 farkli hizmetci gen dizileri %100 benzerlik gostermektedir.
Hizmet¢i gen dizi profilleri birbirine benzeyen ve az miktarda farklilik iceren ST ler, ST
Kompleks (ST KS)’leri olusturmaktadir. Bu ¢alismada analiz edilen 50 izolatin sadece 3
adedinin (izolat no 6, 122 ve 151) MLST veri tabanindaki ST’ lere %100 benzedigi
saptanmig, her {i¢ izolatin da ST11’e %100 benzedigi tespit edilmistir.

MLST sonucu 6, 122 ve 151 numarali izolatlar bir genotipi; 152 ve 253 numarali
izolatalar diger bir genotipi; 155 ve 254 numarali izolatlar ise baska bir genotipi temsil
ederken, diger izolatlarin tiimi farkli genotipleri temsil etmistir. 50 izolatta 46 farkli
genotip belirlenerek, MLST’nin Salmonella enterica tiplendirmesinde ¢oziiniirligiiniin ¢ok

yiiksek oldugu saptanmistir. MLST analiz sonuglar1 Tablo-14’de gosterilmistir.
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Tablo-14. MLST analiz sonuglari

. MLST veri tabaninda en
Kaynak Ornek Hizmetgi Gen Tipleri cok benzedigi dizi tipleri | Konvansiyonel Serotiplendirme
Ad1 aroC dnaN hemD hisD purg SUCA thrA ST KS ST No Serogrup Serotip
No
Bu 6 5 2 3 7 6 6 11 4 ST11 D1(0:9) Enteritidis
galisma =77 5 2 3 7 6 6 11 4 ST1L D1(0:9) Enteritidis
151 5 2 3 7 6 6 11 4 ST11 D1(0:9) Enteritidis
Veri ST11 5 2 & 7 6 6 11 4 ST11 Montevideo
tabani
Bu 139 5 7 22 522 6 90 11 ST1702 D1(0:9) Enteritidis
galisma =75 5 2 2 522 6 90 11 ST1702 D1(0:9) Enteritidis
254 5 2 22 522 6 90 11 ST1702 D1(0:9) Enteritidis
B-98 5 2 3 522 6 90 11 ST1702 D1(0:9) Enteritidis
B-128 5 2 3 522 5 90 11 ST1702 D1(0:9) Enteritidis
Veri ST1702 | 5 2 & 522 6 6 11 4 ST1702 Montevideo
tabani
Bu 28 5 2 22 522 6 431 11 ST1940 D1(0:9) Enteritidis
galisma =7 39 2 3 7 120 431 11 ST1940 D1(0:9) Enteritidis
90 5 18 22 10 6 431 11 ST1940 C1(0:7)
92 413 47 22 17 6 431 11 ST1940 C1(0:7)
96 413 18 3 522 5 431 11 ST1940 C1(0:7)
147 14 7 3 7 6 431 11 ST1940 D1(0:9) Enteritidis
148 5 7 3 7 5 431 11 ST1940 D1(0:9) Enteritidis
202 14 7 3 7 5 431 11 ST1940 C1(0:7)
287 14 37 3 522 5 431 11 ST1940 B (0:4)
B-104 5 2 3 7 5 431 11 ST1940 D1(0:9) Enteritidis
Veri ST1940 | 5 2 3 7 6 431 11 4 ST1940 Montevideo
tabani
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MLST veri tabaninda en

Kaynak Ornek Hizmet¢i Gen Tipleri cok benzedigi dizi tipleri | Konvansiyonel Serotiplendirme
Adi aroC dnaN hemD hisD purg SucA thrA ST KS ST No Serogrup Serotip
No
8 492 2 3 7 6 90 11 ST1967 D1(0:9) Enteritidis
Bu 88 492 2 22 522 6 90 11 ST1967 D1(0:9) Enteritidis
caligma 126 492 2 3 7 6 6 11 - ST1967
146 492 7 22 7 6 431 11 ST1967 D1(0:9) Enteritidis
250 492 2 3 12 6 6 11 ST1967
251 492 2 3 7 6 90 11 ST1967 D1(0:9) Enteritidis
289 492 2 10 255 6 90 11 ST1967 D1(0:9) Enteritidis
B-99 492 2 22 522 6 431 11 ST1967 D1(0:9) Enteritidis
B-100 492 2 3 7 5 431 11 ST1967 D1(0:9) Enteritidis
Veri ST1967 | 492 2 B 7 6 6 11 - ST1967
tabani
Bu 95 413 18 22 17 5 431 11 ST32 C1(0:7)
caligma
Veri ST32 17 18 22 17 5 21 19 31 ST32 Newport
tabani
Bu 173 413 18 3 17 5 431 11 ST41 C1(0:7)
calisma
Veri ST41 17 18 12 17 5 21 19 31 ST41 Newport
tabani
Bu 75 5 47 3 7 41 6 11 ST470
calisma
Veri ST470 5 2 3 7 31 6 11 4 ST470 Montevideo
tabani
Bu 21 5 2 263 12 6 6 11 ST616
caligma
Veri ST616 5 2 130 7 6 6 11 4 ST616 Montevideo
tabani
20 5 2 22 7 6 90 11 ST640
Bu -
calisma 131 5 7 22 10 6 90 11 ST640 C1(0:7)
152 5 2 3 7 6 90 11 ST640 D1(0:9) Enteritidis
253 5 2 3 7 6 90 11 ST640 D1(0:9) Enteritidis
292 5 2 3 7 6 21 11 ST640 D1(0:9) Enteritidis
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MLST veri tabaminda en

Kaynak Ornek Hizmet¢i Gen Tipleri cok benzedigi dizi tipleri | Konvansiyonel Serotiplendirme
Adi aroC dnaN hemD hisD purg SucA thrA ST KS ST No Serogrup Serotip
No
Veri ST640 5 2 8 7 6 11 11 4 ST640 Montevideo
tabani
Bu 154 492 7 22 522 6 90 506 ST695 D1(0:9) Enteritidis
calisma
Veri ST695 2 7 9 9 6 9 12 26 ST695 Thompson
tabani
Bu 5 214 2 3 7 6 90 11 ST745 D1(0:9) Enteritidis
galisma =7 214 2 22 522 6 90 11 ST745 D1(0:9) Enteritidis
153 214 7 3 7 6 90 11 ST745 D1(0:9) Enteritidis
298 214 2 3 522 6 90 11 ST745 D1(0:9) Enteritidis
B-A 214 2 22 522 6 90 11 ST745 D1(0:9) Enteritidis
Veri ST745 214 2 3 7 6 6 11 4 ST745 Montevideo
tabani
Bu 76 5 47 230 255 9 6 285 ST762
caligma
Veri ST762 5 2 3 255 31 6 203 4 ST762 Montevideo
tabani
Bu 271 413 37 230 17 6 90 11 ST814 B (0:4)
caligma
Veri ST814 233 2 3 7 6 6 11 4 ST814 Montevideo
tabani
Bu 249 519 42 43 7 6 12 285 ST82 D1(0:9) Enteritidis
calisma
Veri ST82 41 42 43 12 9 12 2 8 ST82 Typhi
tabani
Bu 220 14 7 10 522 5 10 14 ST850 C1(0:7)
caligma
Veri ST850 121 7 10 103 2 10 14 9 ST850
tabani
Bu 47 14 2 3 7 5 90 11 ST92 D1(0:9) Enteritidis
galisma =g 5 47 3 10 9 90 285 ST92 C2-C3(0:9)
99 5 2 22 10 5 21 11 ST92 C1(0:7)
275 5 7 3 7 5 90 11 ST92 D1(0:9) Enteritidis
Veri ST92 5 2 3 7 31 41 11 4 ST92 Montevideo
tabani
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TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismanin ilk hedefi, hayvan ve hayvansal kaynakli gidalarda Salmonella
serotipleri i¢inde en fazla goriilen S. Enteritidis’in hizli saptama imkan1 veren SE-rPCR
yontemi ile konvansiyonel serotiplendirme sonuglarini karsilastirarak, laboratuvar
hizmetlerinde kullanma potansiyelini degerlendirmekti. ikinci hedefi ise molekiiler
tiplendirme metodu olan MLST yo6ntemi ile ¢alismada kullanilan Salmonella izolatlarini
tiplendirerek, ¢ikan sonuglarin literatiirde ilk kez denenecek MLST sonrasi yapilan HRM
analizi sonuglariyla karsilastirmak ve HRM analizinin MLST tiplendirmesinde kullanim

olasiligini arastirmakti.

Gegtigimiz yillarda aragtirmacilar, serotiplendirmede molekiiler yontemlerin
kullanilmasiyla ilgili ¢ok sayida ¢aligma yapmustir (22, 121-125). S. Enteritidis
belirlenmesine yonelik diger ¢aligmalar da, PCR tabanli yontemlerin duyarlilik, 6zgilliik
ve relatif dogruluk oranlarinin yiiksek oldugunu ortaya koymustur (126-129). Bu
caligmada da S. Enteritidis belirlenmesinde rPCR’in duyarlilik, 6zgiilliik ve relatif

dogruluk oranlarinin, diger ¢alismalar ile paralellik gosterdigi belirlenmistir (126-129).

Maciel ve arkadaslari (127) ile Lungu ve arkadaslarinin (128) gergeklestirdikleri
S.Enteritidis’in molekiiler tespitine yonelik ¢calismalarda referans yonteme gore kullanilan
alternatif yontemin karsilagtirmasina yonelik uyum ve giivenirligi gosteren istatistiksel bir
yontem olan Cohen’nin kappa degerleri sirasiyla 0.41 ve 0.46 olarak belirlenmistir.
Calismamizda bu deger (0.86) diger ¢calismalara gore daha yiiksek olarak tespit edilmistir
(Tablo-9). Bu farkin en temel nedenlerinden biri olarak, ¢calismalarda kullanilan S.
Enteritidis belirlenmesine yonelik olarak kullanilan primer dizilerindeki ve hedef gen bolge

sec¢imindeki farkliliklar olarak diisiintilmiistiir.

Bu ¢alismada, S. Enteritidis serotiplerinin belirlenmesinde SE-rPCR ile konvansiyonel
serotiplendirme sonuglar1 benzer sonuglar gostermis olmasina karsin SE-rPCR’1n (36/58;
% 62.1) S. Enteritidis serotiplendirmesinde konvansiyonel serotiplendirmeye (32/58; %
55.2) gore daha hassas oldugu belirlenmistir (Tablo-8). Diger arastirmacilarin yaptiklar
caligmalarda da benzer olarak, S. Enteritidis saptanmasinda rPCR’m konvansiyonel
yontemlere gore daha hassas oldugu bulunmustur (123, 128, 129). Yo6ntemler arasi bu

farkin en 6nemli nedenlerinin: (1) ¢alismada kullanilan izolatlarin ¢esitli sayida yapilan
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pasajlar ile antijenik yapilarinda bazi degisikliklerin meydana gelmesi, (2) bir 6rnekten
elde edilen Salmonella kiiltiiriiniin saf oldugu diisiiniilmesine ragmen birden fazla izolati
(serogrubu/serotipi) barindirtyor olma olasiligi ve ayrica bu durumun bu tiir miks
kiiltriilerin birbirinden izole edilemesindeki zorluklarin bulunmasi durumu ile olusabilecegi
distintilmistiir (129). Bununla birlikte SE-rPCR’in DNA tabanli bir yontem olmast
nedeniyle, bu pasajlamalar sonucu olusabilecek antijenik determinant farkliliklarindan

etkilenmeyecegi kanisina varilmistir.

Konvansiyonel serotiplendirme ile B (O:4), C1 (O:7) ve C2-C3 (0:8) grubu olarak
serogruplandirilan izolatlar SE-rPCR ile S. Enteritidis negatif olarak tespit edilmistir. Bu
bulgu konvansiyonel serotiplendirme sonuglarina gore SE-rPCR’1n yanlis pozitif sonug
vermedigini gostermistir. RPCR’1n S. Enteritidis saptanmasinda duyarliligini da benzer
sekilde %100 olarak bulunmustur. Bu durum molekiiler bir yontem olan SE-rPCR’n

hassasiyetinin bir gostergesi olarak diistiniilmiistiir.

Calismada 10 adet izolat ne SE-rPCR ne de konvansiyonel yontem ile
serogruplandiritlamamis/serotiplendirilememistir (Tablo-8). Bu durumun olasi iki nedeni
su sekilde tartigilabilir: ilki olarak; konvasiyonel serotiplendirme yonteminde, bu
calismada kullanilan antiserum setleri klinik yonden 6nem arz eden S.enterica subsp.
enterica alt grubunda bulunan serotiplerin serogruplandirilmasina/serotiplendirmesine
yonelik olarak segilmistir. S6z konusu izolatlarin bu alt grubun digindaki Salmonella
serotipleri olmasi serogruplandirilamama/serotiplendirilememenin nedeni olabilir.
Izolatlarin gesitli defalar gegirdikleri pasaj sayisinin da
serogruplandirmada/serotiplendirme gerekli olan bazi antijenik determinantlarin kayb1 ile

sonuglanmasinin da ikinci bir neden olabilecegi diisiiniilebilir.

Konvansiyonel serotiplendirme molekiiler metotlarin uygulandigi ¢esitli ¢alismalarda
zaman alan, yliksek kaliteli ¢ok sayida antiserum gerektiren, pahali ve diisiik verimli bir
yontem olarak tanimlanmistir (9-10). Ulkemizdeki referans laboratuvaralarida Salmonella
serotiplendirmesinin 10-12 giinliik bir siireye ihtiya¢ gosterdigi ifade edilmektedir (130).
Infeksiyon ile miicadelede 6nemli yeri olan tastyict hayvanlarin ortaya ¢ikarilmasi, gida
giivenligi ve salgin durumlarinda serotiplerin hizli ve kolay bir sekilde belirlenmesi
gerekmektedir (127-128). Ayrica, identifikasyonun gecikmesi hastalik salgininin
zamaninda belirlenememesine ve dolayisiyla epidemiyolojik sorveyin aksamasina yol

acmas1 bakimindan 6nem tagimaktadir. SE-rPCR ile serotiplendirme, izolatlarin
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iretilmelerinin ardindan, 5 saatlik bir zaman dilimi i¢erisinde gerceklestirilmesi agisindan
onemli bir avantaj saglamaktadir. SE-rPCR yOnteminin tarama testi olarak kullanilmasiyla
cok sayida antiserumla yapilmasi gereken agliitinasyon testlerine gereksinimin azalacagi,
zaman ve maliyet agisindan kazang saglanabilecegi diistiniilmektedir. Ancak, Salmonella
serotipleri arasinda tek bir serotipi belirlemesi yontemin en dnemli dezavantaji olarak

gorilmiistiir.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar sirasiyla HRM’nin MLST ile Salmonella enterica
tiplendirmesinde DNA dizi analizinin yerini alabilecegini, HRM ile MLST maliyetinin
yaklagik %80 oraninda azaltilabilecegini ve MLST nin Salmonella enterica
tiplendirmesinde ¢oziliniirliigiiniin klasik serotiplendirmeye nazaran ¢ok daha yiiksek
oldugunu gostermistir. Diger Salmonella popiilasyonlarinin genetik motif ¢alisiimalarinda
da MLST’nin konvansiyonel serotiplendirmeye nazaran daha yiiksek ¢oziiniirliikte sonug
verdigi bildirilmektedir (131, 132). Bu c¢alisma ile literatiirde ilk kez HRM analizi MLST
ile genotiplendirmede kullanilmis ve HRM kullaniminin maliyet diisiiriicli avantaji ortaya

konulmustur.

Salmonella spp. izolatlarinin tiretilmelerinin ardindan yapilan ardigik iki rPCR ile dizi
analizi sonuglarinin alinmasi ve ham verilerin MLST veri bankasindan ST numaralarina
gore genotiplendirilmelerinin gergeklestirilmesi asgari 4 giin siire almistir. Buna karsin, iKi
rPCR’1n ardindan izolatlara ait HRM profilleri bir is giiniinde elde edilmistir. Bu sonug,
Salmonella genotiplendirilmesinde HRM analizinin MLST ile birlikte yapildiginda zaman

acisindan siireyi ¢cok kisaltan alternatif bir yontem oldugunu gostermistir.

MLST calismasina alinan izolatlardan, konvansiyonel serotiplendirme ile 2 adet izolat
B (O:4), 9 adet izolat C1 (O:7), ladet izolat C»-C3(0O:8) grubu olarak serogruplandirilirken
6 adet izolat sergruplandirilamamig/serotiplendirlememis olup toplamda 18 izolatin serotipi
belirlenememistir (Tablo-14). Bu durumun bir nedeninin yukarida da belirtildigi tizere,
konvasiyonel serotiplendirme yonteminde bu ¢alismada kullanilan antiserum setleri klinik
yonden onem arz eden S.enterica subsp. enterica alt grubunda bulunan serotiplerin
serogruplandirilmasina/serotiplendirilmesine yonelik olarak se¢ilmesi ve s6z konusu
izolatlarm bu alt grubun digindaki Salmonella serotipleri olmasinin serogruplandirilamama
/serotiplendirilememenin nedeni olabilecegi diisliniilmiistiir. Bunun disinda yine yukarida
da belirtildigi gibi s6z konusu izolatlarin pasaj sonrasi kaybettikleri bazi antijenik

ozelliklerinin de bu duruma sebep olabilecegi degerlendirilmistir. Bununla birlikte, MLST
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calismasinda kullanilan geri kalan 32 izolatin tiimii konvansiyonel serotiplendirme ile S.
Enteritidis olarak serotiplendirilmistir. Diger bir ifadeyle, konvansiyonel
serotiplendirmenin, MLST c¢alismasinda kullanilan 50 izolat arasindaki farkliliklar1 ortaya
koymada yetersiz kaldig1 goriilmiistiir. MLST ile gerceklestirilen genotiplendirme ile 50
farkli izolat 46 farklt MLST genotipine ayrilmistir. Bu sonug¢ molekiiler bir yontem olan
MLST’nin ¢6ziiniirligiiniin yiiksek bir yontem oldugunun gostergesi olarak

degerlendirilmistir.ff

Salmonella enterica subspecies enterica serolojik 6zelliklerine dayali olarak 1500’den
fazla serovara ayrilmaktadir (13). Serolojik olarak ayirt edilemeyen serotipler ise substrat
kullanim 6zelliklerine dayali olarak biyotiplendirme ile ayirt edilmektedir. Yetmis bes’den
fazla bakteri tiiriiniin tiplendirilmesinde kullanilan MLST (107) yaygin olarak
kullanilmakta ve bakteriyel popiilasyonlarin genetik motif ¢alisilmalarinda altin standart
olarak kabul edilmektedir (133-137). MLST 6-8 farkli hizmetci gen (house-keeping gen)
kullanarak, DNA dizilerinin yaklasik 400—600 bp’lik bolgelerindeki DNA dizi
polimorfizmine dayanmaktadir. Salmonella enterica tiplendirilmesinde 7 farkli hizmetgi
gen bolgesi (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA ve thrA) hedeflenmektedir (26).
MLST’de her bir allelik varyanta, o varyanta spesifik bir say1 atanmaktadir. Farkli genler
icin olusturulan allelik varyant profili, dizi tipleri (STs) olarak adlandirilmaktadir.
Birbirlerine yakin benzerlik gosteren STs’lerin olusturdugu gruplar ise ST kompleksler
olarak adlandirilmaktadir. Salmonella enterica MLST tiplendirilmesinde 500’lin izerinde
serovara ait 7000°den fazla ST, 3088 ST kompleks grubu olusturulmustur (138). ST
komplekslerinin biiyiik bir cogunlugu tek bir serovara ait izolatlardan olugmakla birlikte,
istisnai durumlar da s6z konusu olmaktadir (131). MLST veri tabaninda ST11
genotipindeki izolatlar S. Montevideo serotipinde olmakla birlikte, bu ¢aligmada ST11
genotipine %100 benzeyen 3 farkli izolat konvansiyonel serotiplendirme ile S. Enteritidis
olarak serotiplendirilmistir. Diger bir ifadeyle, serotiplendirme ve genotiplendirmenin
farkli sonuglar verebilecegi bu calismada ortaya konulmustur. Ug adet izolatin disinda
kalan 47 izolata MLST veri bankasinda %100 benzeyen serovar bilgisini i¢eren ST
kompleks grubu olarak eslestirilememistir. Bunun nedeninin bu ¢alismada MLST ile
tiplendirilen izolatlara ait bilgilerin daha 6nce MLST veri bankasina géonderilmemis
olmasindan ileri gelmekte oldugu disiinilmektedir. MLST veri bankasinda bulunan

ST’lerin sayisinin artmasinin Serovar tiplendirme olasiligini yiikseltecegi diigiiniilmektedir.
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Konvansiyonel serotiplendirmenin molekiiler bir yontem olan SE-rPCR’a gore
dezavantajlara sahip oldugu daha once belirtilmistir. Konvansiyonel serotiplendirme,
MLST ile karsilastirildiginda da zaman disinda ayn1 dezavantajlara sahiptir. Wattiau ve
arkadaglar1 (100) MLST’yi konvansiyonel yontem ile karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda,
MLST’nin ¢ok sayida antiserumla yapilmasi gereken agliitinasyon testlerine gereksinimi
azaltan, ancak zaman ve maliyet agisindan esdeger bir yontem olarak degerlendirmislerdir.

Bu ¢alismada benzer sonuclara ulasilmistir.

HRM analizinde hedef DNA molekiilii oncelikle PCR ile ¢ogaltilmaktadir. Cogaltilan
DNA molekiilleri ¢ift zincirli yapidayken HRM boyalart DNA’ya bagl olarak
bulunmaktadir. Sicakligin giderek arttirilmasiyla HRM boyalari ¢ift zincir yapist bozulan
DNA’dan ayirilmakta ve DNA’dan gelen 1s1ma azalmaktadir. Isimanin azalma profili
tamamen analiz edilen DNA’nin dizilimine baghdir. Bu nedenle HRM analizi sonucunda
dizi spesifik bir profil elde edilmektedir. Mevcut HRM teknolojisi, es zamanli analiz
edilen DNA’lar1, HRM profil benzerligi, dolayisiyla DNA dizi benzerliklerine gore
gruplayabildigi bildirilmektedir (5). Bu ¢alisma sonunda da HRM profil benzerligi ile
olusturulan gruplarin DNA dizi benzerligi ile olusturulan gruplar ile %100 ortlistigi
belirlenmistir. Bu uyum, aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA ve thrA genlerinin MLST
analizi i¢in hedeflenen DNA bdlgelerinde HRM analizinin DNA dizi analizi kadar spesifik

olarak kullanim alan1 bulabilecegini gdstermistir.

Sonug olarak, diinyada halk saglig1 agisindan 6nemini koruyan Salmonella etkenleri
arasinda goriilme sikligi oldukea yiiksek olan S. Enteritidis’in serotiplendirilmesinde SE-
rPCR, duyarliligi ve 6zgiilligi yiiksek bir yontemdir. SE-rPCR ile S. Enteritidis disindaki
serotiplerin belirlemesi miimkiin olmadigindan, konvansiyonel serotiplendirmenin
alternatifi olarak degerlendirilemez. Farkli serotiplerin de deteksiyonu i¢in farkli
primerlerle baglanan alternatif rPCR protokolleri olusturulabilir. Temel rPCR ekipmant ile
konvansiyonel yonteme gore hizli uygulanan bu yontem, S. Enteritidis’in siklikla tespit
edildigi ¢esitli gida, endiistriyel hayvan isletmelerinde ve salgin olgularinda ilgili
laboratuvarlarda etkenin monitorize edilmesi, infeksiyonla miicadelede basarili strateji
plani i¢in gerekli oldugu degerlendirilmektedir. Bu ¢alismada, TUBITAK 113Y179
projesi kapsaminda gelistirilen HRM analiz yazilimi kullanilmis olup, bu yazilim
belirlenen HRM profillerini, saklayabilen ve birbiri ile karsilagtirabilen bir 6zelliktedir. Bu

yazilim tez kapsaminda su ana kadar analiz edilen tiim izolatlarin profillerini

86



saklamaktadir. Olusturulan HRM profil bankasinin genisletilmesiyle, MLST nin DNA
dizi analizi ile degil, sadece HRM profilleriyle de yapilabilir hale gelinecegi
diisiiniilmektedir. Bu tezi takip eden ¢alismalarla bahsi gecen HRM profil veri bankasinin
genisletilmesi ve sadece bu profillere dayali bir MLST veri bankasinin kurulmasi

hedeflenmektedir.
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EKLER

EK-1: Simgeler ve Kisaltmalar Dizini

A : Adenin

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

ADP : Adenozin Difosfat

AOAC . Association of Official Analytical Chemists
APHA : American Public Health Association

ATP : Adenozin Trifosfat

bp : Baz Cifti

C : Sitozin

CDC : Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi

Ct : Esik Dongii Sayisi

cm : Santimetre

CO2 : Karbondioksit

dH20 : Distile Su

dk : Dakika

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

dNTP : Deoksi Niikleotit Trifosfat

ELISA : Enzyme-Linked immunosorbent Assay

F primer : Forward Primer

FDA : U.S.Food and Drug Administration

G : Guanin

g : Gram

H2S : Hidrojen Siilfiir

HPB : Health Protection Branch-Canada

HRM . Yiiksek Coziiniirliikte Erime

IC . Internal Control

ICMSF . International Commission on Microbiological Specifications for Foods
NAS : National Academy of Sciences

IMS : Immunomayetik Separasyon

ISO : The International Organization for Standardization
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kb : Kilobase

KCN : Potassium Cyanide

kg : Kilogram

LPS : Lipopolisakkarid

MgCl> : Magnezyum Kloriir

ml : Mililitre

MLST : Multilocus Sequence Typing

MLVA : Multiple Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis
mm : Milimetre

NaCl : Sodyum Klortir

NCBI : National Center for Biotechnology Information

ng : Nanogram

ONPG : O—nitrophenyl-beta—D—galaktopyranside

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction)
pH : Hidrojenin Giicii

pmol : Pikomol

R primer : Reverse Primer

RNA : Ribo Niikleik asit

rPCR : Real-time PCR

rpm : Dakikadaki Devir Sayis1

SDS : Sodyum Dodesil Siilfat

SE-rPCR : S. Enteritidis Spesifik Real-Time PCR

sn : Saniye

SNP : Tek Niikleotid Polimorfizmi (Single nucleotide polymorphism)
ST : Sekans Tiplerine

T : Timin

TE : TrisEDTA

tRNA : Tastyict RNA

u : Unite

USDA : Amerika Tarim Departmani (United States Department of Agriculture)
WHO : Diinya Saglik Orgiitii

XLD : Xylose Lysine Deoxycholate

XLT4 : Xylose Lysine Tergitol 4

ul : Mikrolitre
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pum

: mikrometre

: Mikromolar
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