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OZET

Salmonella enterica serotiplerinin belirlenmesi epidemiyolojik calismalar agisindan 6nem tasimaktadir.
Salmonella serotipleri, hiicre duvarinda yer alan somatik (O) ve flajel (H) antijenleri temel alinarak belir-
lenir. Bu calismanin amaci multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (mPCR) yontemi ile belirlenen molekii-
ler serotiplendirme sonuglarinin konvansiyonel serotiplendirme sonuglari ile karsilastirimasidir. Konvansi-
yonel serotiplendirme Ulusal Enterik Patojenler Laboratuvar Siirveyans Agi (UEPLA) kapsaminda Saglk
Bakanligi Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanhgi'nda yapilmistir. Referans laboratuvari tarafindan 14
farkl serotipte tanimlanmis toplam 100 Salmonella susu, Salmonella serogruplar (A, B, C1, D, E) ve Vi an-
tijen gen bolgelerine 6zgii primerler kullanilarak mPCR yontemi ile molekiiler olarak serogruplandiriimig-
tir. H antijenleri (H: a, -b, -d, -g,m, -i, -r, 'Zm) ve iki antijen kompleksinde yer alan (H: 1,2, -1,5, -1,6, -
1,7 ve H: enx, enz, ) antijenleri kodlayan fliC ve fliB genlerine yonelik ardisik dért mPCR yontemi uygu-
lanarak serotipler belirlenmistir. Multipleks PCR sonuglari, konvansiyonel yontem ile belirlenen serogrup-
lar ile %100 uyum gostermis; serogruplara yonelik mPCR’nin duyarlilik ve 6zgilligi %100 olarak bulun-
mustur. Molekiiler ydntemle elde edilen antijenik formiile gore belirlenen serotiplendirmede; 2 (%2) izo-
latta kesin sonug, 91 (%91) izolatta muhtemel sonug, 7 (%7) izolatta ise tamamlanamayan formdil elde
edilmistir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik izole edilen Salmonella serotipleri olan S.Enteriti-
dis, S.Typhimurium ve S.Paratyphi icin molekiiler serotiplendirme sonuglart muhtemel sonug olarak de-
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gerlendirilistir. Bu serotipler icin mPCR ile elde edilen antijenik formiile gére belirlenen muhtemel sonug-
lar epidemiyolojik veriler g6z 6niinde bulundurularak yorumlandiginda elde edilen sonuclarin konvansi-
yonel serotiplendirme sonuclari ile uyumlu oldugu gézlenmistir. Molekiler yontem ile kesin sonug elde
edilen S.Typhi'nin serogruplandirma ve serotiplendirilmesi acisindan mPCR’nin duyarliligi %100 olarak
bulunmustur. Multipleks PCR klinik laboratuvarlarda izole edilen suglarin tanimlanmasinda konvansiyonel
serotiplendirmeye gore daha ucuz ve daha hizli bir yéntem olarak degerlendirilmektedir. Molekdler tip-
lendirme ile butiin serotiplerin kesin olarak belirlenmesi mimkin olmadigindan, bugiin icin molekdler
tiplendirme konvansiyonel serotiplendirmenin alternatifi degildir. Ancak konvansiyonel serotiplendirme
sonuclari alinincaya kadar veri sunmasi bakimindan yararli gériinmektedir.

Anahtar sozciikler: Salmonella; serotiplendirme; multipleks polimeraz zincir reaksiyonu.

ABSTRACT

Determination of Salmonella enterica serotypes is crutial for epidemiological studies. Salmonella se-
rotypes are defined on the basis of somatic (O) and flagellar (H) antigens, both of which are present in
the cell wall of Salmonella. The aim of this study was to compare the results of molecular serotyping ob-
tained by multiplex polymerase chain reaction (mPCR) with conventional serotyping results. Conventi-
onal serotyping has been performed in Ministry of Health Refik Saydam Hygiene Center as part of the
National Laboratory of Enteric Pathogenes Surveillance Network (UEPLA). A total of 100 Salmonella stra-
ins, thay comprise 14 different serotypes by the reference laboratory have been investigated by using
specific primers for Salmonella serogroups (A, B, C1, D and E) and Vi antigen gene clusters via mPCR
method. Serotypes have been determined by applying four sequential mPCR targeting the f/iC and fliB
genes encoding the H1 antigens (H1: a, -b, -d, -g,m, -i, -r, -z, ) and H2 antigen complexes (H2: 1,2, -
1,5,-1,6, -1,7 and H: enx, enz,,). The results of mPCR showed 100% consistency with the serogroups
determined by the conventional method. Both sensitivity and specificity of mPCR according to each se-
rogroups were found to be 100%. Results of serotyping that have been determined with the molecular
antigenic formula showed accurate results for 2 (2%), probable results for 91 (91%) and incomplete for-
mula for 7 (7%) isolates. Molecular serotyping results of the most common isolated Salmonella seroty-
pes of which S.Enteritidis, S.Typhimurium and S.Paratyphi from clinical microbiology laboratories have
been determined as probable results. Antigenic formula of these serotypes that detected using mPCR
were considered to be consistent with the results of conventional serotyping when interpreted with epi-
demiologic data. The sensitivity of mPCR to identify S.Typhi which have been determined as accurate
result with molecular serotyping was 100% for serogrouping and serotyping. Multiplex PCR is cheaper
and faster for the serotyping of strains isolated in clinical laboratories, compared to the conventional
methods. However since it is not possible to detect all serotypes by using molecular typing, this techni-
que can not be currently considered as an alternative for conventional serotyping. Nevertheless molecu-
lar typing could be beneficial in providing the preliminary results earlier.

Key words: Salmonella; serotyping; multiplex polymerase chain reaction.

GiRis
Salmonella enfeksiyonlari, tim diinyada 6nemini koruyan halk sagligi sorunlarindan-
dir. Salmonella serotiplerinin belirlenmesi, ulusal siirveyansin yonelimi, suslarin epidemi-

yolojik olarak siniflandirilmasi, salginlarin incelenmesi ve uluslararasi bir dil olusmasi aci-
sindan 6nem tagir'-2.

Salmonella izolatlari, Kauffmann-White semasi kullanilarak, hiicre duvarinda bulunan;
somatik (O) antijeni ve flajel (H) antijenlerine gore serotiplendirilir. Ozgiil Salmonella an-
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tiserumlari ile lam veya tlp aglitinasyon teknigi kullanilarak mikroorganizmanin dnce
“0O" somatik antijenine gore serogrubu, daha sonra “H” kirpik antijeninin tanimlanmasi
ile serotipi belirlenir!.

Konvansiyonel serotiplendirme; zaman alan, yorumlanmasi subjektif olabilen ve bu ne-
denle iyi egitimli kisilerce calisiimasi gereken, ytiksek kaliteli cok sayida antiserum gerekti-
ren, pahali bir yontemdir?3. Kaynaklari sinirli olan laboratuvarlarda bu kosullarin saglanma-
si zor oldugundan, serotiplendirmenin referans laboratuvarlarinda yapilmasi onerilmekte-
dir*. Ancak 6zellikle salgin durumlarinda serotiplerin hizli bir sekilde belirlenmesi gereklidir.
Bu nedenle, son yillarda serotiplerin belirlenmesinde molekiiler yontemlerin kullaniimasiy-
la ilgili cok sayida calisma yapilmigtir'4. Bu calismada; Salmonella serotiplerinin multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu (mPCR) ile belirlenmesi, referans laboratuvari serotiplendirme
sonuglari ile uyumunun degerlendiriimesi ve mPCR yontemi ile Salmonella tiplendirmesi-
nin laboratuvar hizmetinde uygulanabilirliginin gosterilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteriyel izolatlar

Calismaya, 2005-2010 yillari arasinda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikro-
biyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvarinda izole edilen 100 Salmonella susu da-
hil edildi. Calisma, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtirma Etik Kurulu onay: (Karar
No: 2010-3/3) ile gerceklestirildi.

Hasta orneklerinden izole edilen, Phoenix (BD Diagnostics, ABD) otomatize sistemin-
de BD PHOENIX™ NMIC/ID-55 paneli ile Salmonella spp. olarak tanimlanan suslar, mik-
robank (Mast Diagnostics, UK) icerisinde -20°C’de saklandi. Calisma icin secilen suslarin,
69’u diski, 22'si kan, 6'si idrar, 3'G balgam 6rneklerinden izole edilmisti.

Konvansiyonel Serotiplendirme

Serotiplendirme Ulusal Enterik Patojenler Laboratuvar Siirveyans Agi (UEPLA) kapsa-
minda, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi Ulusal Enterik Patojenler Referans La-
boratuvarinda yapildi.

Molekiiler Calisma

Secilen ve mikrobankta saklanan sugslar %5 koyun kanli Colombia Agar (BD, Alman-
ya) plaginda canlandirildi. Saf olarak Uretilen Salmonella kolonileri distile su ile McFar-
land 5 bulanikliginda siispanse edildi. Hazirlanan bakteri stuspansiyonundan 500 pl
ependorf tlipe alinarak -80°C’de 24 saat bekletildi. Stispansiyon iyice ¢oziilene kadar oda
sicakliginda bekletildikten sonra, 99°C’de, 15 dakika kuru 1si blogunda (Wealtec Corp.
HB-1) tutuldu. 11.000xg’de 3 dakika, 4°C’de santrifiij edildi. 200 pl siipernatan alinarak
yeni bir ependorfa aktarildi. Spektrofotometrede (THERMO NanoDrop 2000c UV-Vis
Spectrophotometer) DNA kantitasyonu yapildi.

“O” antijenlerini belirlemek icin yapilan mPCR icin; primerler A, B, C1, D ve E serog-
ruplarina 6zgul rfb gen bolgeleri ve Vi pozitif izolatlar tespit etmek icin viaB geni hedef
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alinarak secildi®”*'%. H antijenlerini belirlemek icin Salmonella H antijenlerine yénelik
primerler; faz 1 H antijenleri H: a, -b, -d, -i, -g,m, -, -219 ve faz 2 H antijenleri H: -1,2, -
1,5,-1,6,-1,7, -e,n,x, -e,n,z, e yonelik olarak secildi®'!. Yanlis negatif sonuglari énle-
mek icin internal kontrol olarak oriC bélgesine yonelik P1-P2 primerleri kullanildi?. “O”
antijenlerine yonelik mPCR yontemi, H1 antijenlerine yonelik (g farkli mPCR yontemi ve
H2 antijenlerine yonelik mPCR yontemi ardisik olarak uygulandi. Elektroforez 100 V

akimda, 50 dakika olarak gerceklestirildi.
BULGULAR

Calismaya alinan 100 Salmonella izolati, serotiplendirme sonucu bilinmeden, ardisik
bes farkli mPCR ile degerlendirilmistir. Serogruplara 6zgiil mPCR ile suslarin 14’Ginde se-
rogrup B’ye, 17'sinde serogrup C1’e, 65’inde serogrup D’ye 6zgil bantlar gorilmustir.
Konvansiyonel serotiplendirme sonuclariyla kargilastirildiginda “O” grup mPCR’nin se-
rogrup B, C1 ve D’deki izolatlari saptamadaki duyarlihdi %100 olarak bulunmustur. Se-
rogruplarin belirlenmesinde mPCR’nin 6zgiilligi %100 olarak degerlendirilmistir. Cali-
silan suglar arasinda grup A ve E’de yer alan susa rastlanmazken, 4 izolatta serogruba 6z-
gll bant elde edilememistir. Konvansiyonel serotiplendirme sonucunda, bu suslarin ¢a-
lismamizda hedef primeri olmayan C2-C3 grubundan oldugu gorilmistir.

P1-P2 primerleri kullanilarak elde edilen PCR rtinleri, tim Salmonella suslarinda sap-
tanmigtir. H1-1 mPCR ile iki izolatta “d” antijeni saptanmis, bu izolatlar serolojik tiplen-
dirme ile S.Typhi olarak, “b” antijeni saptanan iki izolat da S.Paratyphi B olarak belirlen-
mistir. H1-2 mPCR ile 69 izolatta “g,m” antijenleri saptanmis, bu izolatlarin 63’ kon-
vansiyonel yontemle S.Enteritidis, 2'si S.Montevideo, 1‘i S.Othmarchen, 3G S.Agona
olarak; “i” antijeni saptanan 11 izolatin ise 9'u S.Typhimurium, 2’si S.Kentucky olarak se-
rotiplendirilmistir.

H1-3 mPCR ile 10 izolatta “r” antijeni saptanmis, konvansiyonel olarak bu suglarin 8'i
S.Infantis, 2si S.Virchow olarak; “z, ;" antijeni saptanan bir sus ise S.Mbandaka olarak se-
rotiplendirilmistir. H2 mPCR ile “1,2,-1,5,-1,6,-1,7" antijenleri saptanan 22 susun kon-
vansiyonel yontemle 9’u S.Enteritidis, 8’i S.Infantis, 2'si S.Virchow, 2'si S.Paratyphi B, 1’i
S.Blockey olarak; “e,n,x,-e,n,z, ;” antijenleri saptanan bir sus ise S.Mbandaka olarak se-
rotiplendirilmistir (Tablo ).

Ardisik bes mPCR ile antijenik formiilleri belirlenen suslarin, Kauffmann-White semasi-
na gore serotipleri belirlenmeye calisiimistir. Elde edilen antijenik formtile gore, kesin ola-
rak bir susu isaret eden izolatlar kesin sonug, birden fazla serotipi isaret edenler muhte-
mel sonug, antijenik formdlu tam olarak belirlenemeyen suslar ise tamamlanamayan for-
muil olarak Tablo I'de sunulmustur. Buna gore izolatlarin 2’si (%2) kesin sonug, 91 (%91)’i
muhtemel sonug, 7 (%7)'si ise tamamlanamayan formdil olarak degerlendirilmistir.

mPCR ile 2 izolatta, serogrup D, H1:d ve Vi antijenleri saptanmistir. Bu bulgular bir
araya getirildiginde ortaya cikan antijenik formulun yalnizca S.Typhi serotipi ile uyumlu
oldugu saptanmistir. Konvansiyonel serotiplendirmeyle karsilastirildiginda mPCR yonte-
minin S.Typhi’yi saptamadaki duyarlilik ve 6zgulligi %100 olarak belirlenmistir.
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Muhtemel sonug olarak degerlendirilen suslarla uyumlu serotiplerin, tlkemizde ve la-
boratuvarimizda gorulme sikhgr dikkate alindiginda, serogrup D, H1:g,m antijenleri sap-
tanan 63 sus S.Enteritidis, serogrup B, H1:i, H2:1,2,-1,5,-1,6,-1,7 antijenleri saptanan 9
izolat S.Typhimurium, serogrup B, H1:b, H2:1,2,-1,5,-1,6,-1,7 antijenleri saptanan 2 izo-
lat ise S.Paratyphi B olarak yorumlanmistir. Konvansiyonel serotiplendirme sonuglarinin
da bununla uyumlu oldugu izlenmistir.

TARTISMA

Salmonella tirlerinin serolojik tiplendirmesi zaman alici, zahmetli ve pahal bir yon-
temdir. Bu nedenle, son yillarda serotiplendirmede molekuler yontemlerin kullanilmasiy-
la ilgili cok sayida calisma yapilmistir"'4. Serogruplarin belirlenmesine yénelik ¢alisma-
larda, mPCR yonteminin Salmonella’larin serogruplandirilmasi acgisindan duyarliigi ve
6zgilliigu yliksek bir ydntem oldugu saptanmistir®7:211.15_Calismamizda mPCR’nin se-
rogrup B, C1 ve D grubundaki izolatlari saptamadaki duyarlilik ve 6zgulligu diger calis-
malardakine benzer sekilde %100 olarak bulunmustur.

Cahsmamizda iki izolatta O:D, H1:d ve Vi antijenleri saptanarak, serotipinin S.Typhi
oldugu belirlenmistir. mPCR yonteminin S.Typhi serotipini saptamadaki duyarlilik ve 6z-
giilliigii %100 olarak bulunmustur. Lim ve arkadaslari? mPCR'nin S.Typhi'yi saptamada-
ki duyarlilik ve 6zgulligini benzer sekilde %100 olarak saptamislardir.

Multipleks PCR ile O:B, H1:b, H2:1,2,-1,5,-1,6,-1,7 antijenleri saptanan iki izolat S.Pa-
ratyphi B, S.Limete, S.Canada, S.Uppsala’yla uyumlu bulunmustur. Ancak diger serotip-
lerin epidemiyolojik verilere gore llkemizde goriilme olasiligi zayif oldugundan bu sus-
lar S.Paratyphi B olarak degerlendirilmis, konvansiyonel serotiplendirmenin de ayni so-
nucu verdigi gézlenmistir. Lim ve arkadaslari? O:B, H1:b primerleriyle S.Paratyphi B'nin,
bu antijenleri tasiyan cok sayida serotipten ayirt edilemeyecegini saptamislardir. Calis-
mamizda, H2 mPCR ile muhtemel serotip sayisi azaltilmakla beraber, antijen komplek-
sindeki antijenlerin ayri ayri belirlenememesi, S.Paratyphi B'nin kesin olarak serotiplendi-
rilmesi icin yeterli olmamaktadir.

Calismamizda mPCR ile 63 izolatin O:D, H1:g,m antijenlerini tasidigi saptanmistir.
Diinyada ve iilkemizde yapilan calismalarda'®'® en sik izole edilen serotip olmasi nede-
niyle bu izolatlar S.Enteritidis olarak yorumlanmistir. Serolojik tiplendirme sonuglari, bu
suslarin S.Enteritidis oldugunu dogrulamistir. Ancak kullandigimiz fliC(g,m) primeriyle;
“g,m” antijenleri, yalniz “g” ya da “m” antijeni ya da “g,m” antijenlerini iceren antijen
kombinasyonlarinin varhginda ayni biyuklikte PCR rinleri olusmustur. Epidemiyolojik
verilere dayanilarak, bu antijenleri tastyan diger serotipler dislanabilmekle birlikte, nadi-
ren izole edilebilme olasiigindan dolayi, yontemin S.Enteritidis’in serotiplendirilmesinde
tek basina yeterli olmadigi, konvansiyonel serotiplendirme veya farkl primerlerle yapila-
cak mPCR testleriyle desteklenmesi gerektigi disiinilmistiir. Agron ve arkadaslari'®,
S.Enteritidis’e 6zgul Sdfl lokusuna yonelik primeri kullanarak S.Enteritidis suglarini kon-
vansiyonel yontemle %100 korele olarak saptamislardir.

Sekiz susta mPCR ile O:B, H1:i, H2:1,2,-1,5,-1,6,-1,7 antijenleri saptanarak S.Typhi-
murium ve S.Lagos’la uyumlu oldugu belirlenmistir. Epidemiyolojik veriler dogrultusun-
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da bu izolatlar S.Typhimurium olarak yorumlanmis ve serotiplendirme sonugclari, goru-
simuzi desteklemistir. Ancak kullandigimiz H2 mPCR ile antijen komplekslerindeki anti-
jenler ayri ayri belirlenemediginden, ayni O ve H1 antijen yapisindaki serotipler kesin ola-
rak ayirt edilememistir. Echeita ve arkadaslari?® calismalarinda, H2:1,2, H2:1,5, H2:1,7,
H2:e,n,z,, H2:e,n,x antijenlerinin her birine 6zgul PCR urinleri olugturmuslardir. Calis-
mamizda, mPCR ile 10 izolatta O:C1, H1:r, H2:1,2,-1,5,-1,6,-1,7 antijenleri saptanarak
elde edilen formlin, Glkemizde sik izole edilen S.Infantis ve S.Virchow’la ayrica S.Nige-
ria ve S.Colindale ile uyumlu oldugu belirlenmis; ancak yontemin bu suslarin serotiplen-
dirilmesinde yeterli 6zglillige sahip olmadigi sonucuna varilmistir.

Calismamizda serotiplendirilen izolatlarin %2’si kesin, %91'i muhtemel sonug olarak
degerlendirilmistir. Herrera-Leon ve arkadaslar’ ardisik Gic mPCR y&éntemiyle suslarin
%84.6'sin1 kesin, %13.2'sini muhtemel sonug olarak serotiplendirmislerdir. Bu durum
farkli primer kombinasyonlari kullanilarak kesin olarak saptanabilecek sus sayisinin artiri-
labilecegini gostermektedir.

Molekiler yontemlerin uygulandigi cesitli calismalarda, konvansiyonel yontemin za-
man alici ve pahali bir yéntem oldugu vurgulanmaktadir®'213, Ulkemizde serotiplendir-
me icin gerekli stire referans laboratuvari tarafindan 10-12 giin olarak belirlenmistir. Ca-
lismamizda, bakteriyolojik olarak tanimlanmis ve saklanmis suslarin, canlandiriimasindan
sonra 48 saatte serotiplerinin belirlenebildigi saptanmistir. 2010 Biitce Uygulama Talima-
ti'na gore Salmonella serotiplendirmesi 61 TL olarak ticretlendirilmektedir. Calismamizda
100 susun serotiplendirilmesi icin gerekli maliyet 550 TL olarak hesaplanmis ve konvan-
siyonel serotiplendirmeye gore oldukc¢a ucuz oldugu belirlenmistir. Ayni serogrupta yer
alan ve mindr antijenik farkhliklarla birbirinden ayrilan suslarin degerlendirilmesinde,
mPCR yonteminin tarama testi olarak kullanilmasiyla ¢cok sayida antiserumla yapilmasi
gereken aglltinasyon testlerine gereksinim azalacagindan, zaman ve maliyet acisindan
kazan¢ saglanabilecedi duslinilmektedir.

Sonug olarak, Salmonellda’larin serogruplandiriimasinda mPCR, duyarlihgr ve 6zgulli-
gu yuksek bir yontemdir. Molekdler tiplendirmeyle bittin serotiplerin belirlenmesi mim-
kiin olmadigindan, mPCR yontemi konvansiyonel serotiplendirmenin alternatifi degildir.
Ancak farkli primerlerle alternatif kombinasyonlar olusturularak belirlenebilecek serotip-
lerin sayisi artirilabilir. Temel PCR ekipmanlariyla uygulanabilecek bu yontem, pahali ve
yorucu olan konvansiyonel serotiplendirmeye olan ihtiyacimizi azaltacaktir.
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