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OZET

Sanhurfa ilindeki Salmonella enterica Subsp.enterica Siirveyans Calismasi

Dr. Ilhan UNER
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Uzmanhk Tezi

Bu c¢alismanin amaci, Salmonella etkeninin Sanliurfa bolgesinde genotipik ve
fenotipik olarak serotiplendirilmesidir. Sanliurfa ilinde, 3 yil igerisinde klinik vakalardan
toplanmis, 50 adet izolat serotiplendirme ve Multilocus Sequence Typing (MLST) yontemi ile
tanimlanmistir.  Konvansiyonel metodlarla Salmonella oldugu disiiniilen izolatlar,
Salmonella igin spesifik olan invA geni hedef alinarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
ile dogrulanmistir. invA geni tespit edilerekSalmonella oldugu dogrulanan izolatlar fenotipik

(serotiplendirme) ve genotipik (MLST) yontemler kullanilarak tanimlanmiglardir.

Calismada kullanilan MLST metodu i¢in 7 gen bolgesi (aroC, dnaN, hemD, hisD,
purE, sucA ve thrA) hedeflenmistir. Biyoinformatik araglar, sekans sonuglarinin filogenetik
analizi i¢in kullanilmistir. Calismaya dahil edilen 50 Salmonella izolatinin toplam alti
serotipten olustugu, % 61.1 ile en ¢ok S. Paratyphi oldugu goriilmiistiir. Tespit edilen diger
serotipler ise srasiyla sunlardir: S. Typhimurium (% 11.1), S. Kentucky (% 9.3), S. Enteritidis
(% 3.7), S. Othmarschen (% 3.7) ve S. Typhi (% 3.7).

Sonug olarak, Sanlwurfa ilinde gastroenterit ve tifo tanisi alan hastalarda etken olarak
izole edilen Salmonella tiirlerinin serotiplendirilmesi ilk olarak yapilmistir. Ve daha once
rapor edilmemis yeni bir Salmonella subserotipi Sanliurfa ilinde tespit edilememistir. MLST
yonteminin Salmonella serotiplendirilme ve subtiplendirilmesi i¢in duyarli ve ayirici bir

yontem oldugu kanisina varilmstir.

Anahtar kelimeler: Multilocus Sequence Typing, Salmonella, Sanlurfa, aroC, dnaN,
hemD, hisD, purE, sucA ve thrA
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ABSTRACT

Salmonella enterica subsp. enterica Siirveyans Study in Sanliurfa City

ilhan UNER, MD
Specialty Thesis, Department of Medical Microbiology

The objective of this research is to utilize genotypic and phenotypic methods to
serotyping Salmonella in Sanliurfa region. A collection of 50 human clinical Salmonella
isolates obtained from across Sanliurfa City over the course of 3 year was characterized using
serotyping and a multilocus sequence typing (MLST). Salmonella suspected colonies from
conventional methods was confirmed by using polymerase chain reaction (PCR) of
Salmonella specific gene, invA. In the cases of presented of invA, isolates was assigned as
Salmonella. Confirmed Salmonella isolates was characterized using phenotypic (serotyping)
and genotypic (MLST) methods.

For MLST, seven genes MLST (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA and thrA)
method was used. A Bioinformatics tool was used in phylogenetic analysis of sequence
results. The 50 isolates were differentiated into 6 serotypes. In the present study, the most
common serotype was S. Paratyphi (61.1%). The other serotypes and detection rates were S.
Enteritidis (3.7%), S. Kentucky (9.3%), S. Othmarschen (3.7%), S. Typhi (3.7%) and S.
Typhimurium (11.1%).

Previously unreported Salmonella subtype have not been detected in Sanliurfa region,
but MLST is sensitive and distinctive method for serotyping and subtyping of Salmonella.

Key words: Multilocus Sequence Typing, seven genes (aroC, dnaN, hemD, hisD,
purkE, sucA and thrA), Salmonella, Sanliurfa
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1. GIRIS

Dogada yaygin bi¢imde bulunan ve gram-negatif bir bakteri olan Salmonella,
Enterobacteriaceae familyasi tiyesi olup fakiiltatif anaerob, ¢ubuk seklinde, S. Gallinarum ve
S. Pullorum hari¢ olmak iizere hareketli bir bakteridir. Salmonella ii¢ biiyiik antijene sahiptir.
Bunlar H veya flegellar antijen, O veya hiicresel ve Vi antijeni dir. Simdiye kadar yapilan
caligmalarda 2400’iin {izerinde serotipi belirlenmistir. Salmonella serotipleri igerisinde
yalnizca insanlarda ve hayvanlarda hastalik yapani oldugu gibi, hem insanda hem de
hayvanda hastalik yapan tiirleri de olan bir mikroorganizmadir. Ayrica Salmonella
hayvanlardan insanlara bulasmasi nedeniyle zoonotik bir dnem tasgimaktadir. Salmonella
enfeksiyonlarinin insanlara bulagmasinda, kontamine yumurta, siit, et gibi hayvansal kaynakli
gidalar 6nemli rol oynadigi belirtilmektedir. Salmonella etkenine genellikle gidalarda rastlanir
ve en yaygin gida enfeksiyonuna yol agtigi bilinmektedir. Salmonella etkeninin neden oldugu
gastroenterit sonucu Oliimler yasanabilmektedir. Her yil ABD’de 76 milyon insanin gida
kaynakli hastaliklardan etkilendigini ve gida kaynakli enfeksiyonlar arasinda Salmonellozis
ve Campylobakteriozis gibi enfeksiyonlarin biiyiik rol oynadigi belirtilmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde salmonellosiz kaynakli gida zehirlenmelerde yilda 1,4 milyon kadar
vakaya neden oldugu ve hastalik sayisinin giderek arttig1 tahmin edilmektedir (1). Tiirkiye’de
onemli halk sagligi sorunlarindan birini olusturan Salmonella’nin en ¢ok enterica subsp.
enterica serotipi oldugu bilinmekle birlikte Salmonella Typhimurium, Salmonella Paratyphi
ve Salmonella Typhi yaygin bi¢imde tespit edilmektedir. Salmonella etkenin yayginligi,
bulagma riskinin yiiksek olmasi ve 6zellikle hijyen sartlarnin tam olarak olmadig bolgeleri
olan iilkemizde, etkenin serotiplerinin ve alt tiplerinin ayirt edilmesi ve genotiplendirme
yapilmasi, enfeksiyonla miicadelede biliylik katki saglayabilir. Sunulan ¢aligma ile;
Salmonella alt tiplerinin belirlenmesi, mikroorganizmanin biyolojisinin daha anlasilir
kilmakla birlikte, hasta-spesifik etken tanimlamasi ile daha yerel olarak etkenin nereden
yayildig1 ve hangi bolgelerde goriilme riskinin artacagi konusunda onemli bilgiler elde

edilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Salmonella’nmin genel ozellikleri

Gram-negatif ve kisa ¢omakcik seklinde olan Salmonella, ismini Daniel Elmer
Salmon'dan almistir. Salmonella Choleraesuis ilk olarak Amerikali bir arastirici tarafindan
1884 yilinda domuzlardan izole edilmistir. Salmonella genomu iki tiirii (enterica ve bongori)
mevcut olup, Salmonella enterica kendi i¢inde alt1 alt tiire boliinmektedir. Bu alt tiirlerden en
onemlisi memelilerde hastalik yapabilen Salmonella enterica subsp. enterica’dir (2).
Salmonella’nin giiniimiizde 2400’in iizerinde serotipi mevcuttur, bu serotiplerin ¢ogunu

Salmonella enterica subsp. enterica alt tiiriinii igermektedir (2, 3).

Sekil 1: Salmonella Typhimurium (kirmizi hiicreler) tiirli bakteriler insan dokusu kiiltiiriine
saldirirken (4)

2.2. Salmonella insidansi

Salmonellozis’in insidansi 1990°dan itibaren Avrupa Birligi iilkelerinde istikrarl
bicimde diistiigli bilinse de, 2007’de yaklasik 152.000 vaka sayis1 kayit edildigi, ancak

gercek rakamin bunun 10 ile 100 kat1 arasinda degistigi belirtilmektedir. Amerika Birlesik



Devletleri’nde (ABD) Hastalik Kontrol Merkezi’nin (Center for Disease Control, CDC)
yiiriittiigii Foodnet programi, besinle bulasan hastaliklarin insidansin da son yillarda belirgin
bir azalma olmadigim1 gostermistir (5). Ancak, yine de goriilen vakalarin sayisinin
15/100.000°1 gegmedigi tespit edilmistir. Salmonella vakalarinda azalmanin birinci sebebi
yumurta tretiminde goriilen S. Enteritidis’in kontroliiniin iyilestirilmesi ile oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle gelisen hijyen kosullari, temiz ve yeterli kanalizasyon alt
yapisinin oldugu iilkelerde hayvan konakgist olmayan S. Typhi'nin goriilme oranlarinda
azalma olmustur (6, 7). Tim oOnleyici tedbirlere ragmen gida kaynakli Salmonellozis
salginlart hala yaygin bicimde goriilmektedir. Salginlarda; yumurta, meyve suyu, taze gida
tiriinleri, yesillik, ¢ikolata, misir gevrekleri, pisirilmis veya terbiyelinmis et iiriinlerinin rolii
biiyiiktiir. Ornek olarak ABD’de fistik ezmesinden kaynaklanan ve S. Typhimurium’un sebep
oldugu yaygin gida zehirlenmesinde 700 kisi etkilenmistir (8).

Ulkemizde de bildirimi zorunlu hastaliklar smifina giren Salmonella, Saglik Bakanlig
tarafindan tespit edildiginde kayit altinda alinmaktadir. Salmonella, Shigella ve
Campylobacter tiirleri, yetkili makamlara bildirilmesi zorunlu olan D grubu bildirimi zorunlu
hastaliklar grubuna girmektedirler (9). Bildirim sistemine ek olarak, Ulusal Enterik Patojenler
Laboratuvar Siirveyans Agi (UEPLA) kapsaminda, seg¢ilmis merkezlerde farkli klinik
orneklerden tretilen Salmonella, Shigella ve Campylobacter suslar1 Tiirkiye Halk Sagligi
Kurumu, Ulusal Enterik Patojenler Referans Laboratuvari’na gonderilmekte ve burada
ayrintili tiplendirmeleri yapilmaktadir. Bu sayede {ilkemizde bu ii¢ 6nemli patojene iligkin
veri birikimi olusturulmasi planlanmistir (10). Tiirkiye’de Salmonella enterica subsp. enterica
serotip Typhimurium’a bagl gida kaynakli infeksiyonlar yaygin bigimde gozlenmektedir.
Tim diinyada, antibiyotiklere direngli Salmonella suslarinin insidansindaki artis 6nemli bir
halk sagligi problemi olusturmaktadir. Tiirkiye’den de ¢oklu direngli S. Typhimurium suslar
bildirilmektedir. Ozellikle ampisilin kloramfenikol, streptomisin, sulfisokzasol ve tetrasiklin’e
direngli olan S. Typhimurium suslarinin Tirkiye’de pek ¢ok sehirde izole edildigi
bildirilmistir (11, 12, 13). Erdem ve ark. (6) yaptig: bir ¢alismada, en sik gézlenen Salmonella
tiirlerinin; S. Enteritidis (%47.7) Salmonella Typhimurium (%34.7) ve S. Typhi (%2.9) olarak
tespit etmistir. Gulmez ve ark. (10) ise yaptigi bir taramada en sik olarak %61,4 ile S.

Enteritidis’i tespit etmistir.
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Sekil 2. Tiirkiye’de 1964-1989 yillar1 arasinda Salmonella Typhi ve Paratyphi sikligi (14)

2.3. Salmonella etkenin tiirleri ve bulasma yollar

Genomu enterica ve bongori olarak ikiye ayrilan Salmonella, serotipleri hastalik
yapabilme kabiliyetlerine gore de siniflandirilirlar (15). Bunlar;

1- Konake¢1 smirli serotipler; Belli konakgilarda septisemiye neden olan serotiplerdir.
Ornek olarak Salmonella Typhi, sadece insanlarda yiiksek atese neden olan
enfeksiyonuna yol agmaktadir.

2- Konak¢iya adapte olmus serotipler; belli konakgilarda sistemik hastaliklara neden
olurken, smirli olarak diger memelilerde bagirsak enfeksiyonuna sebep olan
serotiplerdir. Salmonella Dublin sigirlarda septisemiye neden olurken, nadir olarak
insanlarda gastroenterik hastaliklara yol agmaktadir.

3- Coklu konakgili serotipler; yaygin olarak insan ve bir ¢ok hayvanda gastroenteritise
yol agan serotiplerdir. Ornegin Salmonella Typhimurium ve Salmonella Newport ( 16,
17, 18)



Tablo 1: Salmonellalarin siiflandirilmasi

Alem Bakteri

Bolim Proteobacteria

Sinif Gamma Proteobacteria
Takim Enterobacteriales
Familya Enterobacteriaceae
Cins "Salmonella"

Tir ""S. enterica™"

Salmonella canlilarin sindirim sisteminde fakiiltatif olarak bulunurlar ve bu yiizden
diskida mevcuttur. Salmonella’larin primer kaynag: insan ve hayvanlardir. insan tasiyici
olarak enfeksiyonlarin potansiyel kaynagini meydana getirmektedir. Tasiyici insan ve
hayvanlarin digkis1 enfeksiyonun yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (19). Salmonella
genis bir konakei ¢esitliligine sahiptir ve yetistiriciligi yaygin olan biitiin ¢iftlik hayvanlarinda
(kanatl, sigir ve domuz) bulunur (7). Ozellikle su kaynaklarmin kanalizasyon ile kirlenmesi,
mikroorganizmalarin gida iiretim ve tiiketim zincirini rahatlikla etkilemesine yol agar. Tavuk
ve domuz yetistiriciligi bu kirlenmeden 6ncelikle etkilenerek, Salmonellozis’in ana kaynagini

olustururlar (8).

Salmonella enfeksiyonunun yayilmasinda tavukguluk firiinlerinden yumurta basta
gelmektedir. Ancak Salmonella ¢ok farkli yollarla da bulasabilir ve enfeksiyona yol acar.
Tavukguluk iriinlerinin yan1 sira, kirmizi et iiriinleri, taze meyve-sebze, su, fast-food iiriinler
de Salmonella salginlarinda rol alirlar. Ozellikle uygun olmayan hijyen sartlarinda faaliyet
gosteren restoranlarda; et, yumurta iiriinlerine uygulanan pisirme islemlerinin yetersiz oldugu
durumlarda, Salmonella enfeksiyonunun bulagsma riski ytiksektir. Pastorizasyonun baslamasi
ile gida kaynakli enfeksiyonlarda azalma olsa da, ozellikle taze siit ve ¢ig siitten yapilmis
peynir enfeksiyonun yayilmasinda 6nemli unsur olarak kalmistir. Siit ve siit {riinlerine;
diskida var olan patojen etkenler siit iiretim siirecinde bulagir ve bu siit tirlinlerini tiiketenleri
enfekte eder. Yine taze meyve ve sebzeler iiretim siirecinde, kontamine olmus su ve hayvan
digkilar1 ile enfekte olabilirler. Uygun sartlarda tam hijyen yapilmadan tiiketilmesi ile
enfeksiyona yakalamlabilinir. Ozellikle taze, islenmis meyve sular1 bir¢ok Salmonella
salginina yol agcmistir. Son olarakta enfeksiyonun yayilmasinda kontamine olmus sebeke

sular1 ve hijyen bilinci gelismemis ¢cocuklarda oral-fekal bulagma siklikla rastlanmaktadir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Bakteri
http://tr.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
http://tr.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
http://tr.wikipedia.org/wiki/Salmonella

Tablo 2 . Salmonella tiir, alt tiir ve serotiplerin bulunduklar: habitatlar (2)

Alt tiirlerinde bulunan

Salmonella tiir ve alttiirleri . Yasadig1 habitatlar
serotip sayilari

S. enterica subsp. enterica (1) 1,454 Sicak kanli hayvanlar

S. enterica subsp. salamae (I1) 489 3:%11; lgilzzgilnhayvanlar

S. enterica subsp. arizonae (l11a) 94 sgiiléilt(:g:nhayvanlar
. . Soguk kanli hayvanlar

S. enterica subsp. diarizonae (111b) 324 ve habitatlart

S. enterica subsp. houtenae (1V) 70 \S/g%:; lgilt(::ﬁlrlhayvanlar

S. enterica subsp. indica (VI) 12 sgil; iilt(:;;:rlhayvanlar

. Soguk kanli hayvanlar
S. bongori (V) 20 ve iabitatlarl a
Toplam 2,463

1980’lerde Salmonellozis’in gelismis tilkelerde de arttigi tespit edilmistir. Bu artista S.
Enteritidis faz tip (PT) 4’lin rol oynadig1 ve etkenin yayilmasinda tavukguluk, 6zelliklede
yumurta iiretiminden kaynaklandigi tespit edilmistir. Aragtirmacilar Salmonellanin tavuklarin
iireme organlarinda adaptasyon gostererek oraya yerlestigi ve ovaryum ile ovudukta kalici
olan etkenin, yumurtaya gecerek orada yasamini devam ettirdigi tespit edilmistir (20).
Salmonella etkeni sicaga direngli degildir ve diisiik sicaklikta ¢ogalamazlar. Ancak ¢ok diisiik
sicakliklarda bile 6lmezler. Ayrica asitli gidalarda bile yasamin siirdiirebilirler. Bu gidalar
cok sayida prosesten gegse de, eger gida kontamine olmugsa etkenin eradikasyonu ¢ok giictiir.
Ornek olarak yagl iiriinler mikroorganizmay1, pastdrizasyon islemi olsada, sicaklik etkisinden
koruyarak hayatta kalmalarin1 saglayabilirler (8). 1980’lerde goriilen salginlarda etkili olan S.
Enteritidis PT4’e kars1 yapilan hijyen ¢alismalari ve agilamalar ile 1990’larda AB iilkelerinde
enfeksiyonun goriilme oranlarin azalma olmustur. Ancak 2000’lerden sonra bu kezde S.
Enteritidisin diger serotiplerinden PT1, PT14B ve PT21’den kaynaklanan enfeksiyonlar
saptanmaya baglanmistir. Vaka kayitlari ve genis laboratuvar calismalari, enfeksiyonun

kaynaginin yine yumarta iiretim siirecinden kaynaklandig tespit edilmistir (7).

2.4. Salmonella enfeksiyonlar:

Salmonella etkeni kontamine su ve gidalar yolu ile saglikli kisilere bulasabilirler.

Mide asidine duyarhidirlar ancak, bol su ve gidalarla birlikte alindiginda mide asidinden



etkilenmeden, ince bagirsaga ulagirlar. infeksiyon icin 10° — 10® canli bakterinin alinmasi
yeterlidir. Yiiksek penetrasyon yetenegi olan Salmonella, fagositik hiicrelerde ve epitelyal
hiicrelerde ¢ogalabilir. Ayrica insanlarin ve bir¢ok hayvan tiirliniin fakiltatif barsak
organizmasidir. Salmonella Typhi ve Salmonella Paratyphi insanlarda tifo ve paratifoye
neden olurlar. Ince bagirsaga yerlesen etken, epitel dokudan gegerek lenf dokusuna ulasir ve
kan sistemine gegerek (septisemi) viicudun; karaciger, dalak, safra kesesi, bobrek, kemik iligi,
kalp, akciger ve gastrointestinal sistemdeki lenf sistemi gibi degisik bolgelerine yerlesebilir.
Enfeksiyonda, viicut sicakligi artisi, pembe lekeler ve bas agrist gozlenir. Hastaligin ilerleyen
donemlerinde kabizlik ve bunu takip eden kanli ishal ile karsilasa bilinir. Kusma ve karin
agrist diger belirtilere eslik edebilir. S. paratyphi serotiplerin neden oldugu paratifo hastaligi
tifoya benzemekle birlikte daha az tehlikeli olup hastalarda septisemi, ates, bas agrist ve karin
agrisina yol acar. Salmonellanin virulansi; konakcinin immun yetmezligine sebep olan
faktorlerin etkisi (AIDS, organ transplantasyonlari), mide asit salgisindaki bozukluklar, genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi ve agiz yolu ile aliman canli bakterilerin miktarina

baghdir (21, 22).

Salmonella insanlarda; akut ve spontane gastro-enteritler, tifo-paratifo, septisemi ve

lokal organ enfeksiyonlarina yol agar (21).

2.4.1. Tifo — Paratifo

Her Salmonella serotipi insanlarda gastroenterite sebep olabilir. Ancak tifo ve paratifo
gibi Klinik infeksiyon tablosunun ise belirli serotipler neden olur. S. Enteritidis ve S.
Typhimurium basta olmak {lizere Salmonella serotipleri invaziv Salmonella infeksiyonlarinda
da siklikla karsimiza ¢ikmakta ve hastalarin diski 6rnegi disindaki klinik 6rneklerinden (kan,
kemik iligi, idrar, beyin omurilik sivis1 (BOS) ve plevra sivist gibi) de siklikla izole
edilebilmektedir (23). Tifo ve paratifo, Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A,
Salmonella Paratyphi B ve Salmonella Paratyphi C serotipleri tarafindan olusturulurlar,
Salmonella Typhi disindaki serotipler bu tip infeksiyonlarda daha seyrek izole edilmektedirler
(21). Kulugka siiresi genellikle 10 — 14 giindiir, fakat bu siire alinan Salmonella serotipine ve
bakteri sayisina bagli olarak 7 ile 21 gilin arasinda degisebilir. Gizli bir seyir izleye bilen
hastalik, hastada kabizlik ve sonra orta dereceli ishale yol acabilir. Tifo-paratifo tipik dort

donem iginde seyreden bir enfeksiyondur. Hastalik birinci haftasinda yavas yiikselen bir ates,



ikinci haftasinda 40 — 41 °C arasinda gozlenen ates, iiglincii haftasinda gittikce diismeye
baslar ve dordiincli haftanin sonlarina dogru normale iner (24). Kan kiiltiirleri birinci ve ikinci
haftada pozitiftir. Hastaligin teshisinde dikkat edilmesi gerek noktalar vardir. Hastalik erken
donemde, disk: kiiltiiriinde negatif, ikinci haftadan itibaren ise pozitif olarak tespit edilebilir.

En saglikli tan1 ise kan ve kemik iligi kiiltiirii ile konabilir (21).

2.4.2. Gastroenteritis

Gastroenteritler, diinyada sik olup, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde sorun olmaya
devam etmektedir. Etken olan bakteri, virus ya da parazitler, siklikla oral yol ile
bulastiklarindan hijyen kosullart ve sanitasyon uygulamalarindaki eksiklik enfeksiyonun
gelisimine neden olmaktadir. Bakteriyel patojenlerden olan Salmonella ve Shigella tiirleri,
ozellikle gelismekte olan iilkelerin kirsal kesimlerinde en sik izole edilen bakterilerdir.
Salmonella enfeksiyonu diinyada yaygin bir zoonoz dur. Tifo tipi olmayan salmonellozun en
yaygin formu, kisa siiren ve kendi kendini sinirlayabilen gastroenterit tablosudur ve hastalarin
yaklasik %5-10'unda ciddi komplikasyonlar gelisebilmektedir (25). Gastroenterit vakalarinda
Salmonella siklikla karsilasilan etkendir. Insanlar da daha ¢ok Salmonella Enteritidis ve
Salmonella Typhimurium serotipleri hastaliga neden olur. Ayrica diger Salmonella
serotiplerinin de gastroenteritise yol agabilecegi bilinmektedir. (26). Genellikle kulugka siiresi
kisa olan (2 — 48 saat) gastroenterit vakalari, akut bir seyri vardir. Genellikle yiliksek ates
gozlenmezken bulanti, kusma ve diyare seklinde klinik belirtiler gozlenir. Gastroenteritler
genellikle 2-5 giin gibi bir siirede kendiliginden diizelirler. Etken digki kiiltiirlerinde,

hastaligin baslangicindan itibaren pozitif, kan kiiltiirleri ise negatif gozlenir (21).

2.4.3. Lokal organ infeksiyonlar1 ve septisemi

Septisemi ve lokal organ infeksiyonlarinda, genel olarak Salmonella Choleraesuis,
Salmonella Paratyphi C, Salmonella Typhimurium ve Salmonella Enteritidis serotipleri rol
aynar (27). Hastaligin klinigi ani baslayan ve hizla yiikselen ates bi¢imindedir. Bakterilerin
yerlestigi organ ve sistemlere gore klinik bulgular degisir. Yiiksek ates sirasinda etkenler kan

kiiltiiriinde pozitiftir, digk1 kiiltiirlinde ise nadiren pozitif dir (26).



Hastaligin tedavisinde klinik tablonun semptomatik tedavisi ve antibiyotik uygulanir.
Ancak basit vakalarda antibiyotik tedavisi gereksizdir. lyilesmenin gdzlenmedigi vakalarda,
yiiksek ates ve agir ishalle seyreden olgularda antibiyotik tedavisi gerekebilir (24). Salmonella
etkeni ampisiline ve kloramfenikole yiiksek oranda direng gelistirmistir. Bu sebepler
enfeksiyonlarin tedavisinde kinolonlarin ve {igiinci Kusak sefalosporinlerin kullanimini
yaygimlasmustir (28). Tifo ve para tifo tedavisinde bakteri izolasyonu igin 6rnekler alindiktan
sonra tedaviye baslanir. 1-Standart tedavi: Kloramfenikol 50 mg/kg/giin, 6 saat ara ile 4 e
boliinerek agizdan (PO) tedaviye baslanir veya trimetoprim- sulfametoksazol fort tabletten
2x1 /giin PO 14 giin siire ile verilir. 1970 li yillardan sonra antibiyotiklere ¢oklu direng
gosteren salmonella bakterilerinin belirlenmesi nedeni ile tedavilerinde seftriakson 1 gr x
2/giin damardan (IV) ¢ocuklar icin 75 mg/kg/giin veya sefaperazon 4x2-4gr/giin 1V, 14 giin
stire verilir. Yetigkinler icin siprofloksazin 2x500-750 mg/giin PO veya 200-400 mg x 2/giin
IV yoldan yine 14 giin siire ile verilir. Hastaliktan bir y1l sonrasina kadar diskisinda tifo basili
bulunduranlar tasiyicilardir. Tedavisinde bu ilaglardan birisi ile 6 hafta siire ile uyulama

yapilir (29).

2.5. Mikroorganizmalarin identifikasyonu

Mikrobiyal simniflandirma, mikroorganizmanin 6nemli 6zelliklerinin tespit edildigi bir
islemler dizinidir. Mikroorganizma tespitinde ¢cok sayida metot kullanilmaktadir. Ancak genel
olarak iki gruba ayrilir. Bunlar fenotipik ve genotipik tabanli identifikasyondur. Genetipik
tabanli teshislerde organizmanin gen ve niikleik asit yapisi kullanilir. Fenotipik karakterler ise
teshis edilebilir spesifik 6zelliklerin tespitine dayanir ancak c¢ok sayida prosediir gerektirir

(30).

Ozellikle genotipik smiflandirma ile bakterilerin alt tiplerinin teshisi miimkiin
olmustur. Alt tipleme ile yalnizca gida ile bulasan enfeksiyonlar tespit ve takibini yapmaya
yardimc1 olmakla kalmayip, ayn1 zamanda gida iiretim siirecinde enfeksiyonun kaynagim
bulmaya yardimecir olur. Alt tipleme metodunun kullanilmasi, popiilasyon genetigi,
epidemiyolojisi ve farkli gida kaynakli enfeksiyonlarin etiyolojisinin belirlenmesini saglar.

Son yillarda mikroorganizmalarin alt tiplerinin tespitinde 6nemli gelismeler yasanmistir (31).



Giinimiizde, bir takim tstinlikleri g6z oninde bulundurularak Klasik kiiltiirel
yontemler halen daha yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak buna karsilik,
Salmonella‘larin izolasyonu ve tanimlanmasinda yararlanilan klasik kiiltiirel yontemlerin
uygulanmasi ile gergek ve dogru sonuglar alinmasinda bazi giigliikler ve olumsuzluklarla da
karsilagilmaktadir. Klasik kiitiirel yontemlerin en 6nemli dezavantaji sonuglarin ¢ok uzun
siirede alinmasidir (32). Ayrica klasik yontemler ile sadece bakterinin tiirii tespit

edilebilmektedir. Alt grup tespiti gelismis yontemler ile yapilabilmektedir.

Salmonella'nin klasik yontemle tayininde 6n zenginlestirme, selektif zenginlestirme,
selektif kat1 besiyerine ekim, biyokimyasal testler ve serolojik dogrulama asamalar1 vardir ve
bu analizler 7 giin siirmektedir. Bu yontemde uygulamada goriilen farkliliklar gesitli
kuruluslar tarafindan farkli besiyerleri ve farkli inkiibasyon sicakliklari o6nerilmesinden
kaynaklanmaktadir. Salmonella aranmasinda geleneksel kiiltiirel metodun ilk adimi selektif
olmayan bir siv1 besiyerinde dnzenginlestirmedir. ikinci asama selektif zenginlestirmedir.
Selektif zenginlestirme besiyerlerinde refakatci bakteri tiirlerinin ¢ogalmasi sinirlanirken
Salmonella hiicrelerinin artisina izin verilir. Zenginlestirme isleminden sonra Salmonella'y1
saf olarak izole etmek i¢in degisik secgici, ayirt edici besiyerleri kullanilmaktadir.
Zenginlestirme ortamlarinda oldugu gibi selektif kati besiyerleri de pek ¢ok modifikasyonlar
ile kullanilmaktadir (33).
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Tablo 3. indentifikasyon kriterleri ve mikrobiyal klasifikasyon i¢in 6zellikler (30).

Fenotipik kriterler

Makroskopik morfoloji
Mikroskobik morfoloji
Boyama karakterleri
Yasam alin1 gereksinimleri
Beslenme gereksinimleri
Direng profili

Antijenik 6zellikler

Subselliiler o6zellikler

Besi yerlerinde karakteristik tireme

Cap, sekil, intraselliiler uzanti

Mikroorganizmalarin farkli renklerde boyanmasi
Mikroorganizmalarin iireme sicakliklari, oksijen ve diger
gazlara gereksinmeleri, besi yeri pH’s1.

Organizmalarin degisik karbon ve nitrojen kaynaklarina
spesifik beslenme gereksinmeleri olmasi

Antibiyotiklere, agir metallere ve toksinlere karst spesifik
cevap vermesi

Mikroorganizmanin serolojik ve imminolojik 6zelliklerinin
sahip olmasi

Mikroorganizmalar1 hiicre duvar1 gibi ozelliklerinin farkli

olmas1 ve bunlar tespiti

Genotipik kriterler

Temel DNA kompozisyon

orani

Niikleik asit (DNA ve RNA)

tabanli sekans analizi

DNA dort temel azot bazindan olugmaktadir (guanin, sitosin,
adenin ve timin). Bu bazlarin organizmadaki yiizdesi ayirici
sonug verir

DNA olusumunda en Onemlisi bazlarin karsilikli olarak
eslesmesidir. Buradaki kural Adenin ile Timin'nin ve
Guanin ile de Sitosin'nin baz c¢iftleri olusturmasidir. Bu
bazlarin siralanmasi degisik yontemler ile tespit edilerek
mikroorganizmalarin ayirici tanisi yapilir.

2.6. Tam yontemleri

Salmonella etkeninin hastalarda tanisinda enfeksiyonun serotipine gore degisiklik
gosterebilir. Tifo ve paratifoda kan, kemik iligi, diski, idrar ve safra 6rnekleri incelenirken
(34), septisemi ve lokal infeksiyonlar da kan kiiltiirii ve bakterinin yerlestigi organa gore
uygun ornekler (BOS, idrar, eklem, plevra ve periton sivilar1 gibi) incelenir. Gastroenteritli

vakalarda ise digk1 6rnekleri kullanilir (26).
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2.6.1. Kiiltiir

Salmonella’larin digki 6rneklerinden izolasyonu igin MacConkey ve EMB (Eosin
Metilen Mavisi) segici Ozelligine sahip kat1 besiyerleri kullanilabilir (35). Az miktarda bakteri
icerdigi distiniilen digki Orneklerinden ¢ogaltici veya zenginlestirme besiyerlerinin

kullanilmasiyla etken izole edilebilir (36).

Kullanilan Bazi Besi Yerleri ve Kullanim Amaci

Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS): Salmonella, Cronobacter sakazakii olmak iizere
patojenik Enterobacteriaceae icin selektif olmayan 6z zenginlestirme i¢in kullanilir.
Muller-Kauffmann Tetrathionate-Novabiocin (MKTTn) Broth: In vitro ortamda yapilan
analizlerde Salmonella i¢in selektif besi yeridir.

Rappaport Vassiliadis (RVS) Broth: In vitro ortamda yapilan analizlerde
Salmonella i¢in selektif siv1 besi yeridir.

Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar: In vitro ortamda yapilan analizlerde
Salmonella ve Shigella i¢in selektif kat1 besi yeridir.

Brillant-green Phenol-red Lactose Sucrose (BPLS) Agar: In vitro ortamda yapilan
analizlerde Salmonella Typhosa hari¢, Salmonella i¢in selektif kat1 besi yeridir.

Salmonella Shigella (SS) Agar: In vitro ortamda yapilan analizlerde Salmonella ve
Shigella i¢in selektif kat1 besi yeridir.

RAMBACH Agar: In vitro ortamda yapilan analizlerde Salmonella Typhi harig,
Salmonella i¢in selektif kat1 besi yeridir.

XLT4 Agar: In vitro ortamda yapilan analizlerde patojenik Enterobacteriaceae ve
ozellikle Salmonella icin selektif kati besi yeridir.

Triple Sugar Iron Agar: In vitro ortamda yapilan analizlerde Salmonella igin selektif
kat1 besi yeridir (37).

Selektif kati besiyerinde iiretilen etkenler eger Salmonella siiphesi tasiyorsa elde
edilen verilerin dogrulanarak izole edilen bakterinin Salmonella olup olmadigi biyokimyasal
ve serolojik testler ile kontrol edilir. Bu amacla ¢ok sayida test uygulanmakta olup bunlar
arasinda en yaygin kullanilan1 biyokimyasal testlerdir. Triple Sugar Iron Agar (besiyerinde

glikozdan asit ve gaz olusumu, laktoz ve/veya sakkarozun kullanimi), H,S olusumu testleri ile
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Urea Broth besiyerinde iire testi ile tespitini biyokimyasal testlere 6rnek olarak verebiliriz.
Gidalarin rutin mikrobiyolojik kontroliinde Salmonella sadece aranir ve yukarida verilen
analiz ile 25 gram (veya 25 ml) gidada "Salmonella var" ya da "Salmonella yok" seklinde
sonug verilir. Ozel ¢alismalar ¢ercevesinde Salmonella sayilmas: gerekiyor ise EMS yontemi

kullanilarak sayim yapilabilir (33).

2.6.2 Seroloji

Salmonelloz tanisinda kiiltiir ve biyokimyasal testlere ek olarak serolojik tani
yontemlerinden de yararlanilir. Tifo ve paratifo tanisinda en eski serolojik testlerden olan
Gruber-Widal testi yaygin olarak laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Gruber-Widal testi
serumunda S. Typhi’nin O (somatik) ve H (flajeller) antijenlerine kars1 antikorlar1 gésteren
bir agliitinasyon testidir (34). S. Typhi tanisinda kullanilan diger bir test ise dot EIA (dot
enzyme immunoassay) dir. dot EIA testinde, Salmonella Typhi’nin dis membran proteinine
(OMP) kars1 olugan IgM antikorlarini saptamaya yarayan bir testtir (34). Ayrica GLISA-
Rapid Test (Gold Labelled ImmunoSorbent) kullanilarak, farkli gida ¢esitlerinde ve hayvan
yemlerinde Salmonella tespit edilir. Bu test, altin kaplanmis antikor esasli bir immuno

kromatografik hizli test kitidir (37).

2.7. Salmonella tiplendirilmesi

Epidemiyolojik tiplendirme sistemleri salgin arastirmalarinda, bir veya daha fazla
epidemik susun yayilim seklini anlamak ve dogrulamak i¢in kullanilabilir. Bunun yani sira,
bu suslarin siiphelenilen kaynaklarinin ve yayilimina katkida bulunan etkenlerin dogrulanmasi
ve epidemik organizmalarin rezervuarlarmin izleminde de kullanilmaktadirlar. Tiplendirme,
zaman icinde enfekte topluluktaki epidemik suslarin sikligi ve dolasimi hakkinda bilgi
saglayarak epidemiyolojik siirveyansa ve kontrol 6nlemlerinin degerlendirilmesine de katkida
bulunur. Salginlar genis bir toplulugun etiyolojik ajana maruz kalmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.
Genellikle salgina yol acan etiyolojik ajan, kaynak organizmayla genetik olarak es veya ¢ok
yakin iliskili bir hiicreden koken alir. Farkli zamanlarda, farkli cografik alanlarda, farkli
kaynaklardan koken alan ve tiir seviyesinde ayni olan organizmalar, ancak tiplendirme

yontemleri ile birbirlerinden ayrilabilir, alttiplere veya suslara siniflandirilabilirler (38).
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2.7.1. Fenotipik tiplendirme

Salmonella mikroorganizmasinin tiplendirilmesinde; serotiplendirme, faj tiplendirme,
biyotiplendirme, kolisin tipi, antibiyotik duyarlik testi, dis membran protein profili,
lipopolisakkarid analizi ve siderofor sentezi farkli fenotipik yontemler kullanilmaktadir (39).
Fenotipik serotipleme, yaygin ve klinik 6nemi olan serotipler hakkinda yeterli epidemiyolojik
bilgi edinmek i¢in kullanilir (40).

Serotiplendirme, Salmonella infeksiyonlarinda, Salmonella’larin  incelendigi
epidemiyolojik arastirmalarda ve klinik 6rneklerden Salmonella’larin izole edildigi rutin
uygulamalarda identifikasyon i¢in ya da tiplendirme i¢in uygulanmasi gereken bir yontemdir

(41).

Antibiyotik Duyarlilik Testi, epidemiyolojik ¢calismalarda serotiplendirmeye ek olarak
kullanilmaktadir. Ancak benzer antibiyotik direnci gdsteren serotiplerin ayriminda antibiyotik
duyarhilik testi yetersizdir. Biyotiplendirme, salmonella serotipleri igin ¢esitli biyokimyasal
ozelliklere ve hemaglutinan fimbria varlig: gibi 6zelliklere dayanir (42). Kolisin tiplendirilme
de, mikroorganizmalar tarafindan {retilen protein yapida olan bakteriyosinler veya
kolisinlerin baktosid maddeye duyarlilik veya dayanikliliga bagl olarak siniflandirmadir. Bu
yontemde bakteriyosin lireten kokenler kendi bakteriyosinlerine karsi direnglidirler (43).
Salmonella’larda kolisin tiplerinin az sayida olmasi ve kolisin tiretimini kodlayan plazmitlerin
konjugatif yapist nedeniyle kolisin tiplendirme, kdken ayirimi igin tek basina yetersizdir.
Kolisin tipi ancak diger yontemleri desteklemek amaciyla kullanilmalidir (42). Dig Membran
Protein ve Lipopolisakkarid Profilleri dikkate alinarak yapilan serotiplemeler her bakteri i¢in
uygun degildir. Calismalar, dis membran protein profillerinin her bir Salmonella serotipi i¢in
ayni bulunmasi nedeniyle epidemiyolojik c¢aligmalarda kullaniminin etkili olmayacagini
gostermistir (44). Faj Tiplendirme, mikroorganizmalarin bakteriyofajlara ve fajlara duyarlilik
testi icerir. Salmonella’lar ¢esitli kaynaklardan izole edilen bakteriyofajlara veya fajlara
duyarlidirlar. Salmonella’larin bu &zeliginden yararlanilarak; S.Typhi, S.Paratyphi B,
S.Typhimurium, S.Enteritidis, S.Hadar ve S.Virchow gibi serotipler igin faj tiplendirme

semalari olusturulmustur (42).
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Salmonella etkeni iki tiirden olusur. Bunlardan S. enterica, 6 alt tiire ayrilir (S. enterica
subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp.
diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, and S. enterica subsp. Indica) ve S. bongori dir. Bu

nomenklatorler Salmonella soy agacini temsil eder (45).

Genetik olarak Salmonellanin tiir ve alt tiirler arasindaki filogenetik iliskiyi tespit
etmek icin genel olarak 7 adet housekeeping geninden yararlanilir. aroC, dnaN, hemD, hisD,
purE, sucA ve thrA Salmonellaya ait temel genlerdir (46). Alt tiirlerin biyolojik
siniflandirilmasina ek olarak, Salmonella etkeni yilizey antijenlerine gorede alt tiirlere
ayrilirlar. Kauffman and White siniflandirma semasi; Salmonella’nin hiicre yiizeyinde

bulunan antijen yapilarina gore genetik olarak serotiplenrilmesini gosterir. Salmonella da ilk

‘O’ antijeni tespit edilmistir. Daha sonra ‘H’ ve patojenik Samonella typhi de bulunan ‘Vi’

antijeni tespit edilmistir (45).

Tablo 4. Kauffman and White siniflandirmasi

Phase 1 (motile)

Phase 2 (non-

"O"-group | Serovar O™ antigens “H" antigens mot_ile) "HT
antigens
S.Paratyphi A 1,2,12 a no phase 2 antigen
A S. Paratyphi A var .
' ' 2,12 a no phase 2 antigen
durazzo
S. Paratyphi B 1,4,5,12 b 1,2
B S. Paratyphi B var. 14,12 b 12
odense
S. Java 1,4,5,12 b (1,2)
S. Limete 1,4,12,27 b 1,5
S. Typhimurium 1,45,12 i 1,2
S. Typhimurium var. 14,12 i 12
copenhagen
S. Agama 4,12 i 1,6
S. Abortus-equi 4,12 no phase 1 antigen | e,n,x
S. Abortus-ovis 4,12 c 1,6
S. Agona 4,12 f.0,s no phase 2 antigen
S. Brandenburg 4,12 v e,Nn,z5
S. Bredeney 1,4,12,27 lL,v 1,7
S. Derby 1,4,5,12 f.0 no phase 2 antigen
S. Heidelberg 1,4,5,12 r 1,2
S. Saint-paul 1,4,5,12 e,h 1,2
S. Salinatis 4,12 d,eh d.en,zys
S. Stanley 45,12 d 1,2
C; S. Pratyphi C 6,7, c 15
S. Colerae-suis 6,7 c 1,5
S. Colerae-suis var.
kuunzendorf 6.7 ©) 1S
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S. Dcatur 6,7 c 15
S. Typhi-suis 6,7 c 1,5
S. Bareilly 6,7 y 1,5
S. Infantis 6,7 r 1,5
S. Menston 6,7 g,s.t no phase 2 antigen
S. Montevideo 6,7 g,m,s no phase 2 antigen
S. oranienburg 6,7 m,t no phase 2 antigen
S. Thompson 6,7 k 15
C, S. Bovis-morbificans 6,8 r 15
S. Newport 6,8 e,h 1,2
S. Typhi 9,12,Vi d no phase 2 antigen
D S. Ndolo 9,12 d 1,5
S. Dublin 1,9,12 g.p no phase 2 antigen
S. Enteritidis 1,9,12 g.m no phase 2 antigen
S. Gallinarum 1,9,12 no phase 1 antigen | no phase 2 antigen
S. Pullorum (1),9,12 no phase 1 antigen | no phase 2 antigen
S. Panama 1,9,12 v 1,5
S. Miami 1,9,12 a 15
S. Sendai 1,9,12 a 1,5
E, S. Anatum 3,10 g,h 1,6
S. Give 3,10 ILv 1,7
S. London 3,10 lLv 1,6
S. Meleagridis 3,10 e,h I,w
E, S. Cambridge 3,15 e,h I,w
S. Newington 3,15 e,h 1,6
E; S. Minneapolis (3),(15),34 e,h 1,6
E, S. Senftenberg 1,3,19 g,st no phase 2 antigen
S. Simsbury 1,3,19 no phase 1 antigen | zy;
F S. Aberdeen 11 i 1,2
G S. Cubana 1,13,23 Z29 no phase 2 antigen
S. Poona 13,22 z 1,6
H S. Heves 6,14,24 d 1,5
S. Onderstepoort 1,6,14,25 e,h 15
| S. Brazil 16 a 1,5
S. Huvittingfoss 16 b e,n,Xx
Others S. Kirkee 17 b 1,2
S. Adelaide 35 f.0 no phase 2 antigen
S. Locarno 57 Zo9 Zs2

2.7.2. Genotipik tiplendirme

Molekiiler tanimlama yontemleri, gelismekte olan teknolojinin mikrobiyoloji alaninda
sundugu en 6nemli yeniliklerden biridir. Molekiiler tanimlama tekniklerine her gegen giin bir
yenisinin eklenmesi, farkli amagclarla vyiiriitilen bilimsel c¢alismalara biiyiikk yarar
saglamaktadir (47). Molekiiler tiplendirme; incelenen izolatlar ayirt edilemez karakteristiklere
(6rnegin ayni1 genetik parmak izi) sahip olduklarinda; klonal olarak iligkili (ayn1 sus [strain])

kabul edilirler veya izolatlar farkli karakteristiklere sahip iseler farkli suslar olarak kabul
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edilir. Ancak tiplendirme yontemlerinin sonuglar1 tek basina siirveyansta ¢ok anlam ifade
etmeyebilir, incelenmekte olan enfeksiyon hastaligi ile iligkili elde olan tim epidemiyolojik,

klinik ve demografik verilerin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir (38).

Bu yontemlerin yaygin olarak kullanimini etkileyen en onemli faktorler maliyet ve
deneyimli personel ihtiyaci olsa da, kendisine 6zgii avantajlara ve dezavantajlara sahip olan
bu yontemlerden tiim diinyada yaygin olarak yararlanilmaktadir (47). Salmonella etkeninin
tespitinde geleneksel olarak besi yerleri ve immiinolojik test yontemlerinin yani sira genetik
tipleme teknikleri de kullanilmaktadir. Salmonella’nin tespitinde PCR (Polymerase chain
reaction) ya da polimeraz zincir reaksiyonu, hizli ve kesin sonuclar vermektedir. Ancak
sadece PCR yontemi kullanmak, ortamda bulunan 6lii ve de canli mikroorganizmalarin ayirici
tespiti yapilamadigindan yeterli olmaya bilir. Gliniimiizde mikroorganizmalarin genotipik
tespitinde ve siniflandirilmasinda DNA amplifikasyonu temelli yontemler den MLST (¢oklu
alan sekans tipleme), MLVA (Coklu Alan Degisken Sayidaki Tandem Tekrarlari- Multiple
Loci Variable Number of Tandem Repeats) ve PFGE (vuruslu alan jel elektroforezi) yaygin
bigimde kullanilmaktadir (48). Ancak izolatlarin bu yontemlerle incelene bilmesi igin dnce
polimeraz zincir reaksiyonundan faydalanilir. PCR sonucu elde edilen tiriinleri serotiplemede
kullanilir (49).
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Tablo 5. Giiniimiizde Kullanilan Molekiiler Tiplendirme Y6ntemleri (38)

Mekanizma Yontem
Niikleik asit e Plazmid profilleri
temelli e RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

e PFGE (Pulsed field gel electrophoresis)

e Parcali (segmented) RNA jel elektroforezi

o Ribozomal RNA jel elektroforezi

e Bir veya daha fazla bolgenin direk olarak dzilenmesi (gen dizi analizi)

e MLST (Multilocus sequence typing)

PCR temelli e Bir patojenin 6zgiil hedefine yonelik gogaltma

e Bilinen tekrarlayan dizilerin (repetitive sequences) hedeflendigi
yontemler: ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus
sequences), REP (repetitive extragenic palindromic sequences), DRE
(double repetitive element), BOX, IS (insertional sequences), PGRS
(polymorphic guanine/cytosine-rich repetitive sequences)

e Multilocus variable number tandem repeat (VNTR) analysis (MLVA)

e RAPD (randomly amplified polymorphic DNA),

e AP-PCR (arbitrary primed PCR) Tek bir ¢cogaltilmis bolgenin
restriksiyon endoniikleazlarla kesilmesi

e AFLP (Amplified fragment length polymorphism)

Gen ekspresyon o T (Reverse transcriptase)-PZR
temelli e Microarray teknolojileri
Hibridizizasyon temelli e Ribotiplendirme

2.7.2.1. PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)

Ozellikle kiiltiirii zor ve zaman alan etkenler ile kiiltiirii miimkiin olmayan ¢ogunlukla
viral ajanlar gibi enfeksiy6z ajanlarin saptanmasi amaciyla son yillarda PCR mikrobiyolojide
en ¢ok tercih edilen molekiiler yontem olmustur. Bu yontemin gelistirilmesiyle gelecekte de
oldukca genis kullanim alan1 bulacaktir. Burada bulasici hastaliklarin = siirveyansinda
molekiiler yontemlerin, etkenin saptanmasindan Ote epidemiyolojik tiplendirilmesi amagh

kullaniminin yeri ve 6nemi tizerinde durulacaktir (38).

18



PCR; bakteri ve virlis gibi etkenlerine ait niikleik asit zincirlerinin, primerler ile 1siya
dayanikli enzimleri kullanarak laboratuvar ortaminda gogaltilmasini saglayan 6zgiin ve
giivenilir bir yontemdir. Genetik materyal, ¢cok az sayida olsa da cogaltilabilir ve kolayca
tanimlanabilir (50). PCR ya da Tiirkgesi ile polimeraz zincir reaksiyonu, molekiiler biyolojide
uygulanan bir teknik olup, basitce tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasi olarak
tanimlanabilir. PCR, bir ¢esit "in vitro klonlama"dir. PCR teknigi Kary Mullis tarafindan
1985’ te bulunmus ve 1993 yilinda bu ¢alisma ile Nobel 6diilii kazanmistir. PCR, herhangi bir
organizmaya ait genomik DNA’daki 6zgiil bolgelerin ¢ogaltilmasimi (amplifikasyonunu )
saglayan basit ama ¢ok basarili bir in vitro DNA sentezi yontemidir. PCR; DNA molekiiliiniin

milyonlarca hatta milyarlarca kopyasini kisa zamanda yapan bir tekniktir.

Her bir PCR dongiisii denatiirasyon, primer esleme ve primer uzama asamalarindan
olusur. Cift sarmal DNA yapisinin yiiksek sicaklikta ayrilarak tek sarmal yapiya doniismesine
denatiirasyon denir. Tek sarmal yapinin ortam 1sisinin diismesi ile primer olarak kullanilan iki
oligoniikleotidin hedef DNA’ya baglanmasi primer esleme olarak ifade edilir. Son asama ise
katolizor olan DNA polimeraz ile primerlere niikleotid eklenmesi ve DNA zincirinin uzamasi

primer uzama olarak adlandirilir (51).

PCR, reaksiyonu DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasini
(denatiirasyon); daha sonra sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasini
(hibridizasyonu); sonra zincirin uzamasini (polimerizasyonu) (¢ift iplik¢ikli DNA’larin
sentezi) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. Bu {i¢ adim (denatiirasyon /
primer baglanmasi / DNA sentezi) bir PCR siklusunu olusturur. Her adim farkli 1silarda
gerceklestirilir. (Sirasiyla 94°C-98°C; 37°C-65°C; 72°C ). PCR teknigi tek veya ¢ift iplik¢ikli
DNA'y1; RNA'ya hedef olarak kullanabilir. Bu teknikle; bir DNA hedefini 106-1012 arasinda
cogaltmak miimkiindiir. Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu
bolgedeki baz dizilerine tamamlayic1 bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer (18-20 baz
uzunlugunda) kullanilarak; bu iki primer ile simirlandirilan genin enzimatik olarak
sentezlenmesine dayanir. PCR tekni8i, ¢ok az miktarda DNA ile caligmaya olanak
saglamaktadir. PCR teknigi ile laboratuvar tanisinda ¢ok biiyiik bir hiz ve kesinlik kazanilmas;
bircok durumda radyoaktivite kullanimini gereksiz hale gelmistir ve serotiplemede
kullanilacak 6rneklerin PCR sonucu elde edilmesi sebebi serotipleme ¢alismalarinda 6nemli

yer tutar (49, 52, 53, 54).
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Serotipleme islemi i¢in veya kullanilacak orneklerin elde edilmesi igin, Oncelikle

polimeraz zincir reaksiyonundan faydalanilir. PCR sonucu elde edilen firiinler ancak

serotiplemede kullanilir (49).

1. Dongii (Her dongii; denatiirasyon, primer esleme ve primer uzamadan olugsur)

Uzayncak biige

|

Heddel DNA ortssda &2 miktant Her bir dinghde, DNA dizini 3
bulunur. dNTPs, Tag polimermz. 1 yiksek sicaklik ide birhirinden ||'¥&élééllél1$éxl1él”
enieni ve iki peimer oetuma fazla ayniir. Sicaklijiin dilgmesi ile AGGTGGT cGTAGG L TAG
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Sekil 3: PCR teknigi (55)
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Tablo 6. PCR metotlar1 (56)

Kullanim amaci Teknikler
Cogaltilmasi istenen e Standart PCR (Standart PCR)
DNA Dizisinin e Ters Transkriptaz PCR (Reverse Transcriptase PCR, RT-PCR)

Bilindigi Durumlarda ¢  Katli PCR (Multiplex PCR)
e Antiserumla Sabitleme PCR (Immunocapture PCR)
e Icice PCR (Nested PCR)
e Renkli PCR (Colorimetric PCR)
¢ Damlatma PCR (Spot PCR)
e Kademeli Sicaklik Diisiirme PCR (Touchdown PCR)
e Canli Hiicre Belirleyen PCR (Bio PCR)

Cogaltilmasi istenen e Degisken DNA Dizilerinin Tesadiifen Cogaltilmasi (Random

DNA Dizilerinin Amplified Polymorphic DNA; RAPD- PCR)
Bilinmedigi e Ters PCR (Inverse-PCR)
Durumlarda e Kanca PCR (Anchored PCR)
e Asymetric PCR
PCR’mn Diger e (ogaltilan Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi (Amplified
Tekniklerle Birlikte Fragment Length Polymorphism; AFLP)
Kullanildig e PCR Uriiniiniin Enzimle Kesilmesi (PCR-RFLP)
durumlarda e Cogaltilmis DNA Dizilerinin Enzimle Kesilmesi (Cleaved

Amplified Polymorphic Sequence; CAPS)
¢ RAPD Bantlarmin Spesifik Primere Doniistiiriilmesi (Sequence
Characterized Amplified Region; SCAR

Molekiiler epidemiyoloji, enfeksiyon hastaliklar1 aragtirmasinin salgin incelemesi,
stirveyans ve Kklinisyenler, mikrobiyologlar, immiinologlar, laboratuvar teknisyenleri ve saglik
calisanlarinin dahil oldugu 6nlem stratejilerinin belirlenmesi gibi tim seviyelerinde direk
etkisi olan yeni bir alandir. Ana temel hedefi morbidite ve mortalitenin 6nlenmesidir.
Fenotipik  yontemlerin ~ smirlamalarini ortadan  kaldiran,  tiplendirebilirlikleri,
tekrarlanabilirlikleri ve ayristirma giicleri yiiksek olan ve nispeten daha hizli sonu¢ veren

DNA temelli genotipik yontemler, epidemiyolojik tiplendirmede tercih edilmeye baslanmistir.
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Bu yontemlerin ¢ogunda, organizmalarin DNA fragmanlarini, tiim kromozomunu veya
plazmidlerini elektrik alanlar1 i¢inde ayristirarak, 6zel boyalar veya niikleik asit problari yar-
dimiyla gozle goriliir hale getirerek 6zgiil paternler veya bir nevi parmak izi ¢ikarilir.
Epidemiyolojik iligkili izolatlar ayn1 DNA profili veya parmak izine sahipken, sporadik veya
epidemiyolojik iliskisiz izolatlar farkli paternlere ayrisirlar (38).

Mikroorganizmalarin smiflandirilmasinda DNA temelli yontemlerden MLST (¢oklu
alan sekans tipleme), MLVA (Coklu Alan Degisken Sayidaki Tandem Tekrarlari- Multiple
Loci Variable Number of Tandem Repeats) ve PFGE (vuruslu alan jel elektroforezi) ve 16 S
MRNA’nin sekansi yaygin bicimde kullanilmaktadir (48, 57). Subtyping serotipleme islemleri
ile alt tiplerin siiflandirilmasinda yaygin bigimde kullanilsa da, ayirict giiciiniin az olmasi,
standardize edilmesindeki giigliikkler, zaman alic1 prosediir igermesi ve tiirler arasindaki
genetik iliskiyi gosterememesi gibi eksiklikleri vardir. DNA tabanli Pulse-field gel
electrophoresis (PFGE) yontemi ise, serotipleme de yiiksek ayirici giiciine ragmen pahali,
zaman alic1 ve 1yi bir deneyim gerektirmesi gibi istenmeyen Ozelliklere sahiptir. Ancak, DNA
tabanl bir yontem olan multi-locus sequence typing (MLST); 6grenmesi kolay, tekrarlanabilir
sonuclar vermesi, elde edilen verilerin kolayca paylasilmasi ve pahali olmayan yonii ile dikkat

¢ekmektedir.

2.7.2. 2. MLST (Multi-Locus Sequence Typing - Coklu Lokus Dizilim Tiplendirmesi)

MLST, “House keeping” genleri adi verilen hiicrelerin rutin islevlerinin
stirdiiriilmesinden sorumlu temel genlerin bir kag tanesinin dizilimine dayanan ydntemdir.
Salmonella icin ise, aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA ve thrA isimli yedi adet
housekeeping geninden yararlanilarak sekanslama yapilir (46). Elde edilen veriler internet
tizerinde bulunan bir veri tabaninda 6zel bir esleme programi ile degerlendirilip bakteri
izolatlarinin tanimlanmasi yapilir. MLST de, analizine verilmis olan lokus i¢in tiim benzersiz
dizilimler kesif siralarina gore bir allele atanir. Eldeki izolatin her bir MLST lokusunda var
olan alleller, allelik profili olusturur ve dizilim tiplendirilmesi tasarlanir. MLST nin niikleotit
dizilimlerini ayirma giicii ¢ok yiiksektir. Izolatlar arasindaki iliskiler allelik profillerin
karsilagtirilmasi ile belirginlesir. Yakin iligkili izolatlar 6zdes dizilim tiplendirmelerine veya

birkag lokusta farklilik gosteren dizilim tiplendirmelerine sahiptirler (47, 58).
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« L izolat toplanmasi

« | DN A 1zalasyonu

« | PCR tarafindan hedef genin amplifikasyonu
« I Niikleotit sekans tespiti

« INukleotit sekans verilerinin toplanmasi
+ | Sekans tip identifikasyonu ve allel sekansi igin database
sorgulama

*Popilasyon ¢alismalar (Baktenvel populasyon yapisimm
degerlendirilmesi ve nukleotit sekans verilernin analizi

*Epidenuyolojik ¢aligmalar (Salgn hastaliklanm Kaynaguun
tespit1 ve hastaliklarn ulusal ve nluslar arasi gosterinu)

o e )

Q ~ 7

Sekil 4: MLST ve bakteriyel patojen tespiti (55, 59)

MLST ilk olarak 1998 yilinda tanitilmistir ve giiniimiizde patojen
mikroorganizmalarmin genetik siniflandirilmasi ve epidemiyoloji konusunda altin standart
olmustur. Suan aktif durumda 79 MLST data toplama merkezi bulunmaktadir. S6z konusu
databaselere internet araciligiyla ulasilabilmekte ve diinyanin her yerinden serotip ¢alisma
sonuglarin1  toplanip degerlendirilmektedir. Ozellikle yeni allel ve serotiplerin kesfi
kullanicilarin database bilgi vermesine bagli olup veri toplama merkezlerinin bir tasarrufu
bulunmamaktadir. Verilerin girilmesinden kisa bir siire sonra bilgi internet {izerinde
paylasima agilir. Bu uluslararast bilgi degisimi klasik serotipleme yOnteminde
bulunmamaktadir. Ancak MLST yonteminin de bazi yonleri de tartismalidir. Bunlar teknigin

pahali ve prosediiriiniin uzun olmasi, tiim genom sekans (WGS) gibi daha giiglii yeni nesil
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teknige gore zayif kalmasi ve S. enterica i¢in salgin analizi ve kisa donemli epidemiyolojik
¢Oziimler saglama giiciiniin yetersiz oldugudur. Ancak MLST i¢in harcanan zaman ve emek
PCR i¢in harcanandan fazla degildir. Yontemi 6grenmek PCR deneyimi olanlar i¢in ¢ok zor
degildir. WGS sistemi tiin genomu incelediginden daha ayrintili bilgi sunmaktadir. Ancak
tim DNA diziliminin incelenmesi sirasinda kayiplar yasanabilir. Sonu¢ olarak giiniimiizde

MLST Salmonella etkeninin serotiplendirilmesi i¢in kullanigh bir metottur (60).

ESGEM’in, cesitli iilkelerden 154 laboratuvarla (Tirkiye’den katilan laboratuvar
sayisi, n=7) yaptig1 bir anket ¢alismasinda, laboratuvarlarin %73 liniin en az bir molekiiler
epidemiyolojik tiplendirme yontemini kullandigi veya erisimi oldugu; %78’nin bu
yontemleri, salgin arastirmasi (%30), genel enfeksiyon siirveyansi (%26) ve hastalik
epidemisitesi, patojenitesi ve viriilansin1 gosteren molekiiler determinantlar1 saptamak (%21)
icin kullandiklar1 belirlenmistir. Kalite kontrolii (%7), ulusal-referans-gorevleri (%13) ve
arastirma (%3) i¢in kullanim daha azdir. En sik kullanilan ti¢ yontem, (yaklasik oranlarla)
PFGE (%32), DNA dizi analizi (MLST, vd.) (%22) ve RAPD/rep-PCR (%16) olarak
belirlenmistir. Referans laboratuvarlarinda, ribotiplendirme (%10) ve MLVA (%9), diger
laboratuvarlara kiyasla iki kez daha sik kullanilmaktadir. Laboratuvarlarin yalnizca
%19’unun, sahip olduklar1 bir yazilimla, standardize veri analizi, yorumlamasi1 ve saklamasi
yapabildigi bildirilmistir. Calisilan izolat basina ortalama harcama, 56 (7-200) Euro’dur.
Katilimcilarca, birgok tiir i¢in kullanilabilecek tek tiplendirme yontemi beklentisinin oldugu
ve daha hizli ve yiiksek ¢ikti sayili yontemlerin klinik uygulama tizerindeki etkiyi artiracagi
diistincesi belirtilmistir. En sik tiplendirilen etkenlerin, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa oldugu saptanmistir. Su anki tiplendirme sikligi, ayda
ortalama yaklagik 18 (9-24) bakteridir ve %20 daha fazla tiplendirme yapma gereksinimi
oldugu belirtilmistir. (61)

MLST sekans yontemi ile salginlarin kokeni konusunda Onemli bilgiler sagladig:
bilinmektedir. Lieftucht and Reacher (62) yaptigi bir siirveyans galismasi ile Salmonella
Paratyphi B vakalarmin artisinin  Tirkiye’ye giines turizmi igin gelenlerle iligkisini
saptamistir. Benzer bir ¢alismada ise 14 Haziran- 5 Temmuz 2008 tarihleri arasinda 8914
Avusturyali lise mezuniyetini kutlayan turistin Antalya’daki ii¢ oteli ziyaretleri sirasinda bir
Salmonella Enteritidis kaynakli hastalik kiimelesmesi meydana gelmis ve bu kiimelesmenin

salgin olup olmadig1 Avusturyali bilim adamlari tarafindan incelenmistir (63). Yine yapilan
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bir calismada, Salmonella enterica serotip Typhimurium’un ABD’de insan ve hayvanlardan
en ¢ok izole edilen serotip oldugu tespit edilmistir. Bu serotip insanlardan izole edilen

serotiplerin  %?24’linli, hayvanlardan izole edilenlerin ise %19’unu olusturdugu tespit
edilmistir (60).

DNA’nin elde edilmesi

e
l

16s/ITS2 sekans: ve
identifikasyonu

|

MLST gen amplifikasyonu

|

Sekanslama

Filogenetik simflandirma

Sekil 5: The ACCUGENX-ST™ yontemi ile MLST sekans analizi akis semast
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Molekiiler testler, sadece Salmonella ile ilgili degil hemen hemen biitiin bulasici
hastaliklarin siirveyansinda yaygin bigimde kullanilmaktadir. Stirveyans ¢alismalarinda PFGE
altin standart olarak kullanilirken giiniimiizde yerini MLST almustir (60). Ancak, Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’nde Escherichia coli O157:H7, Salmonella, Shigella, Listeria ve
Campylobacter izolatlarmin ilke genelindeki laboratuvarlarda standardize edilmis
yontemlerle PFGE paternleri PulseNet ag1 ile 1996 yilindan beri izlenmektedir. Ayn1 agin
Avrupa baglantis1 olarak PulseNet Europe agina 30 {ilkeden 58 enstitii katilmaktadir.

Ulkemizde Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanhigi Salgin  Hastaliklar
Aragtirma Midirligi bu aga tiyedir ve 6zellikle enterik bakteriler basta olmak tizere PFGE
analizlerini yiriitmektedir. ABD, Avrupa, Kanada, Latin Amerika, Asya pasifik bolgesi
aglarinin birlesmesiyle “PulseNet International” olusturulmus olup, es zamanl bilgi paylagimi
ile birden ¢ok iilkeyi ilgilendiren ortak gida kaynakli salginlarin erken saptanmasi
hedeflenmistir. S6z konusu yontem ile, ABD’de 1997-2001 yillarinda gozlenen kizamik
vakalarinda yapilan epidemiyolojik bir c¢alismada; 55 klinik izolatin molekiiler
tiplendirmesinde 11 genotip saptanmustir. Ilging olarak bunlarin ¢ogunlugunu D6 (Avrupa),
D5 (Japonya), D4 (Hindistan yarimadasi) ve G2 (bilinmeyen) genotiplerinin olusturdugu
saptanmistir. Diger bir c¢alismada, 2001 yilinda Bulgaristan’da ii¢ c¢ocukta goriilen
polyomyelit olgularindan izole edilen viruslarin dizi analizinde, tek bir kaynaktan koken
aldiklari, Avrupa izolatlar1 ile %90 uyumlu olmalarina karsin, Hindistan’da 2000 yilinda izole
edilen bir poliovirusu ile %98.3 benzerlik tasidiklar1 saptanmistir. Tiirkiye’de polio
siirveyansi sirasinda 1998 yilinda izole edilen polioviruslarin kendi i¢lerinde kiimelendigi,

ancak ¢evre tilkelerdekilerden farkli oldugu belirlenmistir (38).
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Sekil 6: 4257 S. Enterica subspecies enterica izolatlar1 kullanilarak, MLST verilerine gore

olusturulmus Salmonella genotipik haritasi. Her bir daire 1095 serotipten birisini ifade

etmektedir ve dairenin biiyiikliigl izolat sayisinin oranini1 gostermektedir. MLST verilerinden

logaritmik olarak olusturulan grafik burada yansitilmistir. Serotipler arasindaki mesafe

genetik yakinlhigi gostermektedir (60).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Salmonella Kokenleri

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji
laboratuvarina gelen toplam 64 adet kan ve diski 6rnegine Salmonella izolasyonu ig¢in

nonselektif ve selektif zenginlestirme yontemleri uygulanmastir.

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarma 2010-2013
yillart arasinda Salmonella siiphesi ile gelen Ornekler Salmonella izolasyonu i¢in kanli
besiyeri ve Eosin Methylene Blue Agar (EMB) besiyerine ekilerek, non-selektif
zenginlestirme yapilmigtir. Selektif zenginlestirme amaciyla, Salmonella Shigella (SS) agara
yapilan kiiltiirlerde siyah renkte ireme gosteren, H,S pozitif kolonilerden TSI (Triple Sugar
Iron), Ure, Sitrat, indol, Lizin, MRVP ve Hareket besiyerlerine ekimler yapilarak,
konvansiyonal yontemlerle Salmonella tanimlanmasi gergeklestirilmistir. Salmonella olarak
tanimlanmus izolatlardan ekiivyonlu ¢ubukla alinan 1-2 koloni Triptic Soy Broth (TSB ) igine
inokiile edilerek -80 °C saklanmistir. Tiim 6rnekler daha sonra soguk zincirde, ODTU Gida
Miihendisligi laboratuvarina gotiiriilmiistiir. Laboratuvara getirilen 64 6rnek Brain Hearth
Infusion (BHI) agar besi yerine pasaji yapildiktan sonra inv-A geni hedef alinarak PCR
uygulanmig ve 50 ornek Salmonella pozitif olarak tespit edilmistir. Ankara Refik Saydam
Hifzissihha Enstitlisiinde serolojik olarak da serotiplendirilmesi yapilan 50 6rnek daha sonra

ODTU Gida Miihendisligi laboratuvarrinda MLST y&ntemi ile genotiplendirilmistir.

3.2. Salmonella izolasyonu ve identifikasyonu

Gerekli EKipmanlar
. Steril erlenmayer sise (500 ml)
o Steril tek kullanimlik 6ze (1 pl ve 10 pl)
o Plastik petri kab1 (9 cm ¢ap)
. Hassas terazi
. Inkiibatdr (37°C ve 41.5 °C’lik)

. Ceker ocak
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o Pipet

o Cam tip

. Manyetik karistiric

. Steril sise

o Eldiven

o Steril distile su

o Stomacher bag
Besi Yerleri

e Kanli Agar
e C(Cikolata Agar
e Eosin Methylene Blue Agar (EMB)

e Salmonella Shigella Agar (SS)
e Triple Sugar Iron (TSI) Agar
e Ure Broth Besi Yeri

e MR-VP Agar

e Sitrat Besi Yeri

e Lizin Besi Yeri

e Brain Heart infusion Agar (BHI)

Non-selektif zenginlestirme prosediirii: Salmonella siiphesiyle gelen kan 6rnekleri
kiiltiirli yapilmak tizere BAC-TEC cihazina konulmus, iireme gosteren drnekler kanli, ¢ikolota
ve EMB besi yerlerine ekimleri yapilarak 16-24 saat inkubasyon sonrasinda EMB besiyerinde

tireyen kolonilerden selektif zenginlestirme yapilmistir.

Laboratuvarimiza gelen digski ornekleri de aymi sekilde Salmonella izolasyonu igin,
kanli, EMB ve SS besi yerlerine ekilerek 16-24 saat 37 °C’de inkiibasyon sonrasi, SS agarda

tireyen Siyah renkli Salmonella siipheli koloniler selektif besi yerlerine ekilmislerdir
Selektif zenginlestirme prosediirii: Selektif zenginlestirme i¢in TSI, Ure, Sitrat,

Indol, Lizin, MRVP ve Hareket besi yerleri kullanilmistir. Non-selektif besi yerinde iireyen

kolonilerden igne uclu 6ze ile selektif besi yerlerine ekim yapilmig, 37 °C’de 16-24 saat
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etiivde inkubasyona tabi tutulmustur. inkubasyon sonras1 TSI besi yerinde H,S iireten, laktoz
negatif, lire negatif, sitrat pozitif, indol negatif, lizin pozitif ve hareket pozitif olan koloniler
Salmonella olarak tanimlanmis, enterik APl yontemi ile de ikinci kez dogrulanmustir.
Konvansiyonel yontemler ile Salmonella olarak tanimlanan izolatlara, PCR yontemi ile

genetik dogrulama uygulanmaistir.

3.3. Salmonella PCR

Materyal

1. Steril distile su

2. 10X PCR Buffer (MgCl, yok)

3. MgCl; (25mM)

4. 10mM of each dATP, dCTP, dTTP, dGTP iceren Deoxynucleotide Mix (10mM)
5. Primer invA-F [12.5 uM] (5’ - GAA TCC TCA GTTTTC AGT TTC-3")

Primer invA-R [12.5 uM] (5’- TAG CCG TAA CAA CCA ATACAAATG-3)
6 Taq Gold (5 unite/pl)
7 Steril 1.5 ml santrifiij tiip
8. Steril 0.2 ml PCR tiip
9 5xTBE tampon, 1 It stok soliisyon konsantrasyonu (54 g Tris base, 27.5 g boric acid,
20ml 0.5 M EDTA [pH:8])
10.  Agaroz
11. 6 X Loading buffer (30% (v/v) glycerol, 0.25% (w/v) bromophenol blue, 0.25% (w/v)
xylene cyanol in distilled water)
12. Ethidium bromide (10 mg/pl)

13. Elektroforez Unitesi
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Tablo 7. PCR Mastir Karisimi ve invA primer dizini (64).

Master Mix Reagents Primer Sekans 5’ — 3’ 1 X 50 pl reaksiyon
[Konsantrasyon) icin gerekli volim (ul)
Distile su 31

5X Go Tag Flexi Buffer 10.0

MgCl; [25mM] 3.0

dNTPs [10mM] 1.0

invA- F [12.5 mM] GAATCCTCAGTTTTTCAA 20

invA — R [12.5 mM] TAG CCG TAACAACCAATA 20

Go Tag DNA Polymerase 0,25

Toplam 49

BHI kat1 besiyerinde gelistirilen saf kiiltiirden bir koloni steril kiirdan yardimi ile
alinarak, 95 pL steril su iceren PCR tiipline aktarilmis ve hiicrelerin pargalanmasi igin,
mikrodalga firinda 30 saniye birakilmistir. Daha sonra bu soliisyondan 1 pL alinip 49uL PCR
mastir karisimi igeren PCR tiipline aktarilarak PCR analizlerinde kalip DNA olarak
kullanilmistir. PCR mastir karisimi ve kullanilan invA primer dizinleri Tablo 7°de verilmistir
(61).

Asagidaki amplifikasyon kosullar1 uygulanarak 678 bp’lik invA gen bolgesi Thermal
Cycler (iCycler, Bio-Rad Laboratories Inc.)’da amplifiye edildi.

Amplifikasyon kosullari:

94°C*de § dakika [1X]
94°C’de 30 saniye

60°C *de 30 saniye [35X]
72°C’de 30 saniye

72°C’de 5 dakika
4°C o [1X]

PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriinden 5 pl alinarak molekiiler agirligi bilenen
markirlar ile birlikte %1.5’lik agaroz jelde 110 V’da yaklasik yarim saat yiiriitiildiikten sonra,

jeldeki DNA bantlar1 etidyum bromide ile boyanarak goriintiilenmistir. invA geninin varligini
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gosteren 678 bp biyiikligiindeki bantlarin pozitif oldugu izolatlar Salmonella olarak
tanimlanmiglardir. Salmonella olarak tanimlanan izolatlar BHI broth besiyerine ekilerek 37
°C’de bir gece inkiibe edilerek cogaltilmis ve sonrasinda etiketlendirme yapilarak, %15

oraninda gliserol i¢inde -80° C’de genotiplendirme yapilana kadar saklanmistir(65).

bp M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

1000

700
400

100

Sekil 7: Salmonella izolatlarindan elde edilmis DNA bantlar1 (M:1000 bp marker; 1-18: 678
bp bolgedeki Salmonella pozitif bant tespiti; 19: negative kontrol)

3.4. Salmonella izolatlarinin MLST yontemi ile genotiplendirilmesi

MLST uygulamasinin asamalari;
e Gen sec¢imi ve primer dizayni
e Genomik DNA izolasyonu
o Gen Amplifikasyonu
e Agaroz jel ile DNA fragmentlerinin elde edilmesi
e Agaroz jelden DNA’nin elde edilmesi
e DNA’larin sekanlanmasi

e MLST veri analizi

Gerekli Materyaller
1. 10X PCR Buffer (MgCl, yok)
2. MgCl; (256mM)
3. Deoxynucleotide Mix (10mM): dATP, dCTP, dTTP, dGTP her birinden
10mM igeriyor.
4. Taq Gold (5 units/pl)
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10.
11.
12.
13.
14.
15.

Steril 1.5 ml santrifuj tiip

Steril 0.2 ml PCR tiip

5XTBE buffer, stok soliisyon (54 g Tris base, 27.5 g boric acid, 20ml 0.5 M
EDTA [pH:8])

Agaroz

6 X yiikleme tamponu (30% (v/v) glycerol, 0.25% (w/v) bromophenol blue,
0.25% (wi/v) xylene cyanol in distilled water)

Ethidium bromide (10 mg/ul)

Size markerlart

Elektroforez tinitesi

Steril kiirdan

7 housekeeping geni, her biri igin 12.5 mM forward ve reverse primer soliisyon
NanoBiz Bacterial Genomic DNA izolasyon kiti (tampon soliisyon, spin
kolon)

Tablo 8: PCR Mastir Karigimi

PCR Reaksiyon Solusyonu [Konsantrasyon] Hacim (ul)
Distile su 71,5
10X Go Taq Flexi Buffer 10.0
MgCl; [25mM] 6.0
dNTPs [10mM] 2.0
Primer- F* [12.5 mM] 4.0
Primer — R* [12.5 mM] 4.0
Go Tag DNA Polymerase 0,5
Toplam 98

*primer sekanslari Tablo 9’de verilmistir
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Tablo 9. MLST 7 gen primer sekanslari

Gen Primer sequence 5’ -3’ Amplifiye edilen
bolge, bp

aroC-F GGCACCAGTATTGGCCTGCT 826

aroC-R CATATGCGCCACAATGTGTTG

thrA-F GTCACGGTGATCGATCCGGT 852

thrA-R CACGATATTGATATTAGCCCG

purk-F ATGTCTTCCCGCAATAATCC 510

purE-R TCATAGCGTCCCCCGCGGATC

SUcA-F AGCACCGAAGAGAAACGCTG 643

SucA-R GGTTGTTGATAACGATACGTAC

hisD-F GAAACGTTCCATTCCGCGCAGAC 894

hisD-R CTGAACGGTCATCCGTTTCTG

hemD-F ATGAGTATTCTGATCACCCG 666

hemD-R ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA

dnaN-F ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA 833

dnaN-R AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC

Genomik DNA izolasyonu

Salmonella genomik DNA’min saflastirilmasi: Salmonella stogu BHI kat1 besiyerine
ekilerek 37 °C’de bir gece inkiibasyondan sonra canlandirilmig ve buradan tek koloni alinarak
BHI brothda 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir. Hazirlanan bu bakteri siispansiyonundan
ticari kit (DNA 4U Bacterial Genomic DNA izolasyon Kiti, Nanobiz) yardimi ile DNA
izolasyonu yapilmistir (16, 18).

Genomik DNA fzolasyon Asamalarr;

e 1.5 ml mikrosantrifiij tiipleri igerisinde s1v1 hiicre kiiltiiriinii 1-2 dakika boyunca 10000
rpm hizda santrifiij ile ¢oktiirtildii

e Santrifiij sonrasi elde edilen pelet tizerine 600 puL. tampon-bgl eklendi

e Tiipler 65 °C’de 10 dk inkiibe edildi

e Tiiplere 300 uL tampon-bg2 eklendi ve ters-diiz yaparak iyice karistirildi

e Tiipler buz iizerinde 5 dk bekletildi
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e 13000 rpm hizda 10 dk santrifiij islemi uygulandi

e FElde edilen siipernatant yeni bir steril mikrosantrifiij tiipline aktarildi

e Siipernatant lizerine 1.5 hacimde tampon-bg3 eklendi ve ters-diiz yaparak iyi
karistirildi

e Karisimdan 600 pL alarak spin kolonuna aktarildi ve 1 dk boyunca 10000 rpm hizda
santrifiij edildi. Dipte toplanan s1v1 dokiildii.

e Spin kolon iizerine 500 pL tampon-bg4 ekleyip ve 10000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi

e Tampon-bg4’ten geride kalabilecek etanolii uzaklastirmak i¢in 13000 rpm hizda 2 dk
boyunca santrifij edildi

e Spin kolon steril 1.5 ml mikrosantrifiij icerisine yerlestirildi

e Spin kolona 30-50 puL 65 °C’de H,0 eklendi ve oda sicakliginda iki dakika bekletildi

e Genomik DNA’y1 elde etmek icin 1 dk 6000 rpm’de santrifiij yapildi

Housekeeping Gen Amplifikasyonlar:

Amplifikasyon bélgeleri: thrA (aspartokinase+homogenize dehydrogenase, 852 nt),
purE (phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, 510 nt), sucA (alpha ketoglutarate
dehydrogenase, 643 nt), hisD (histidinol dehydrogenase, 894 nt), hemD (uroporphyrinogen 1l
cosynthase, 666 nt) ve dnaN (DNA polymerase Il beta subunit, 833 nt) aroC (chorismate
synthase, 639 nt).

aroC’nin amplifikasyonu ve sekanslanmasi: PCR mastir karigimi1 ve kullanilan aroC

primer sekanslar1 Tablo 9°de verilmistir.

Lize olmus hiicreleri igeren solusyondan 2 pL alinip 98 pL PCR master karisimi iceren PCR
tiipline aktarildi

Asagidaki amplifikasyon kosullar1 uygulanarak 501 bp’lik aroC gen bolgesi Thermal Cycler
(iCycler, Bio-Rad Laboratories Inc.)’da amplifiye edildi.

Amplifikasyon kosullari:
94°C’de 10 dakika [1X]

94°C’de 1 dakika
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60°C *de 1 dakika [35X]
72°C’de 1 dakika
72°C’de 7 dakika
4°C o0 [1X]

PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen tirtin (5 pl) ile DNA molekiiler agirligi bilinen
markerlar ile birlikte %1.5’lik agaroz jelinde 110 V’da yaklasik yarim saat yiiriitiildii ve
jeldeki DNA bantlar1 etidyum bromide soliisyonunda bekletildikten sonra goriintiilendi. 501
bp agirhigindaki bantlarin pozitif oldugu PCR firiinleri High Pure PCR Template (Roche
Applied Science, Almanya) yardimi ile saflastirilarak, sekansi yapilmak iizere sekanslama
birimine gonderilmistir. Sekanslama analizleri sonucu elde edilen allel verileri, DNASTAR
Lasergene adli software kullanilarak edilmis, sekans sonuglari oncelikle manuel olarak

gozden gegirilip, DNASTAR Lasergene’de siralandirilmigtir.

High Pure PCR Kiti ile saflastirma asamalar

1- 200 pl 6rnek material, 200 pl binding buffer ve 40 pl Proteinase K ile 1.5 ml
mikrosentrifuj icerisinde karistirilip +70°C de,10 dakika inkiibe edildi

2- 100 pl Isopropanol eklendi ve iyice karistirildi

3- High Pure Filter Tube ile 6rnek 8,000 g’de 1 dakika santriifiij edildi

4- Supernatant kisim uzaklagtirtlip, 500 pl Inhibitor Removal Buffer eklendi ve
yeniden 8,000 g’de 1 dakika santriifiij edildi

5- Supernatant kisim uzaklastirilip, 500 pl Washer Buffer eklendi ve yeniden 8,000
g’de 1 dakika santriifiij edildi

6- Supernatant kisim uzaklastirilip en yiiksek hizda santrifiij edildi

7- 200 pl 1sitilmis Eliisyon Buffer eklendi ve 8,000 g’de 1 dakika santriifiij edildi

8- Elde edilen saf DNA sekanlama islemi i¢in 25°C’de saklandi.

Farkh aroC sekans tiplerinin belirlenmesi: Daha onceleri Max Planck
Enstitiitiisiinde bulunan simdi ise University College Cork biinyesindeki data bankasinda

(http://mlst.ucc.ie/mlist/mlst/dbs/Senterica/) ve Cornell Universitesinin data bankasi olan

Pathogen Tracker’da (http://www.pathogentracker.net/login/login.aspx) bulunan Salmonella
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aroC alelik sekans tipleri ile siralandirilip (align edilip) karsilagtirildi ve filogenetik agaclar
olusturuldu. Diger alt1 gen bdlgesi olan; thrA, purE, sucA, hisD, hemD ve dnaN iginde ayni

islemler tekrarlandi.

Istatistiksel Analiz

Degiskenler, ortalama ve standart sapma degerleri kullanilarak karsilastirilmstir. Serotip-
Yerlesim Yeri ve Serotip-Cinsiyet iliskisi Ki Kare testi ile analiz edildi. Tim testler de
anlamlilik diizeyi P< 0.05 olarak alinmigtir. Sekanslama analizleri sonucu elde edilen allel
verileri, DNASTAR Lasergene adli yazilim program kullanilarak sekans analizleri
yapilmistir. MLST ile elde edilen sekans dizileri, University College Cork biinyesinde
bulunan veri bankasinda (http://mlst.ucc.ie/mlst/mist/dbs/Senterica/) bulunan housekeeping

gen alleller ile eslestirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen ornekler, farkli klinik ve polikliniklerden Salmonella
gastroenteriti, tifo veya paratifo on tanisi ile laboratuvarimiza gonderilen hastalardan elde
edilmistir. Numunelerin 48’si (%96.3) diski, 2’si (%3.7) ise kandan olugsmustur. Ornek alinan
hastalarin yaslar1 9-82 arasinda olup, yas ortalamasi 43.2 olarak tespit edilmistir. Calisma
grubunu olusturan toplam 50 hastanin 28’1 kadin (%57.4), 22’si (%42.6) ise erkek olarak
bulunmustur. Hastalarin 32 (%66.7)’1 sehir merkezinde ikamet ederken, 18 (%33.3)’1
ilgelerde ikamet etmektedir. Cinsiyet ve kullanilan izolatlarin kaynagimin sehir veya tasra

olmasi ile serotip arasinda istatistiksel olarak anlaml1 iliski bulunamamaistir (p>0.05).

Ancak en sik gorilen S. Paratyphi B’nin kadinlarda daha sik gorildagi
gozlemlenmistir (Tablo 10). S. Kentucky (%80) ve S. Paratyphi B (%61) erkeklere oranla
kadinlarda daha ¢ok tespit edilmistir. S. Typhimurium (%67) ve S. Enteritidis (%2100) ise en
cok erkeklerde tespit edilmistir (p>0.05) (Tablo 10).

Tablo 10. Salmonella serotiplerinin cinsiyete gore dagilima.

Cinsiyet Serotip
Paratyphi
Enteritidis Kentucky Othmarschen B Typhi  Typhimurium Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Kadin 0 (0) 4 (80) 1 (50) 20(61) 1(50) 2 (33) 28 (56)
Erkek 2 (100) 1(20) 1 (50) 13(39) 1(50) 4 (67) 22 (44)
Toplam 2 5 2 33 2 6 50 (100)

Sanlurfa ilgelerinden gelen hastalarda sadece S. Paratyphi B’nin tespit edilmesi
dikkate degerdir. Sehir merkezinde ise ¢ok sayida serotip tespit edilmistir (Tablo 11). Sehir
merkezi ve tasra arasinda serotiplerin goriilme orani arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p>0.05). S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Othmarschen, S. Typhi ve S.
Kentucky %100 oraninda sehir merkezlerinde goriilmesine ragmen Ornek sayisinin azligina

bagl bir istatistiksel bir fark olusmadigi diistiniilmektedir.
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Tablo 11. Salmonella serotiplerinin hastalarin yasadigi yerlesim yerine gore dagilimi.

Yerlesim Serotipler
bolgesi Paratyphi
Enteritidis  Kentucky Othmarschen B Typhi  Typhimurium  Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sehir 2 (100) 5 (100) 2 (100) 15 (45)  2(100) 6 (100) 32 (64)
Merkezi
lgeler 0(0) 0 (0) 0 (0) 18 (55) 0(0) 0(0) 18 (36)
Toplam 2 5 2 33 2 6 50 (100)
p* >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
*Ayni sutundaki grup ortalamalart arasindaki fark anlamli degil
Tablo 12. Salmonella izolatlarinin serolojik tiplendirilmesi
Serotipler n (%) Antijenik formiil Serogrup
S. Enteritidis 2(4) 9,12;9,m;- D1
S. Typhi 2 (4) 9,12 (Vi);d;- D1
S. Paratyphi B 30 (60) 412;b;1,2
S. Paratyphi B 3 (6) 1,4,12:b;1,2
S. Typhimurium 6 (12) 4512:i:1,2 B
S. Kentucky 5 (10) 8,20;i;z6 C3
S. Othmarschen 2(4) 6,7;9,m,t;- C1

Salmonella izolatlarinin serolojik tiplendirilmesinde toplam alt1 serotip tespit

edilmistir. Serotiplerin antijenik formiilleri ayn1 olup sadece S. Paratyphi B’de iki farkl

antijenik formiil tespit edilmistir. Toplam 33 S. Paratyphi B izolatinin 30 tanesi 4,12 ; b ; 1,2

antijenik formiile sahip iken 3 izolatin 1,4,12 ; b ; 1,2 formiiliine sahip oldugu tespit edilmistir

(Tablo 12). Benzer bigimde MLST yo6ntemi ile yapilan genetik siniflandirmada da sadece S.

Paratyphi B’de iki farkli sekans tipi tespit edilmistir (Tablo 13).
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Tablo 13. Salmonella izolatlarinin serotip ve sekans tipleri

Salmonella Serotipleri Salmonella Sekans Tipleri
(n) n (%)
S. Enteritidis (2) ST11 2 (100)
S. Kentucky (5) ST314 5 (100)
S. Othmarschen (2)" - -

) ST86 32(96.9)
S. Paratyphi B (33)

ST19 1(3.1)

S. Typhi (2) ST1 2 (100)
S. Typhimurium (6) ST19 6 (100)

* University College Cork biinyesindeki veri bankasinda bulunan alleller ile eslesmemistir

Genotipik smiflandirmada genel olarak tek sekans tipine rastlanmistir. Sadece S. Paratyphi

B’de ST86 ve ST19 olmak tizere iki sekans tipine rastlanmistir. ST19 Siverek ilgesinden

alman digk1 6rneginde saptanmustir. S. Paratyphi B’nin ST19 sekans tipi serolojik olarak

ST86 ile aynmi antijenik formiile sahip (4, 12; b;1,2) olmasina ragmen sekans tipi olarak

farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 13). S. Othmarschen’in MLST ile elde edilen

sekans dizisi, University College Cork biinyesinde bulunan veri bankasinda bulunan

housekeeping gen allelleri ile eslestirilme yapildiginda, eslesme olmadig1 goriilmistiir (Tablo

13; Sekil 8).

S.Typhi +——  ST1

ST86
S. Paratyphi <
B
S. Bongori ST19

Salmonella <
S. Enterica S. Kentuchy —— ST314

S.
Tyhhimurium ST19
S.
Otmarschen
S. Enteritidis —— ST11

Sekil 8. izole edilen Salmonella serotip ve sekans tiplerinin sematik gdsterimi
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aroC housekeeping geni kullanilarak olusturulan filogenetik siniflandirmada, S. Kentucky ve
S. Enteritidis’e ait sekans tipleri olan ST11 ve ST314’iin birbirlerine genetik olarak yakin
olduklari, S. Paratyphi B ST19’un ise S. Typhimurium ST19’a genetik olarak yakin oldugu
gorilmektedir. S. Typhimurium ve S. Otmarschen’in birbirlerine genetik olarak yakin

olduklar1 tespit edilmistir. Genetik olarak en uzak serotip ise S. Typhi olmustur.(Sekil 9).

§1_ ot
& B1_241_aroc
81_247 arot
51_743_arot
S1_218_aree
S1_231 _aree
8t _232

| 81_201_aroe
[ 81_200_are

| $17199_aroe

S1_198_arx
| 81197 aree

e
| S1_168_aroe
151_188_arec
'81_184_aroe

S1_187_nroc
81 !
5t it
81_238_ar

{51_:\ J_anc

$1_22_atox

S81_207_atoc

81_237_aroc -

181_220_ar0¢ ___ S. Typhi
'SIA.‘JA_av-:r,

Nuckotide Sutistnuion per 100 residues

Sekil 9. AroC housekeeping geni baz alinarak olusturulan Salmonella etkeninin filogenetik

siiflandirilmasi (degisik renkler farkli serotipleri gostermektedir).
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purE housekeeping geni kullanilarak olusturulan filogenetik siniflandirmada; aroC ile
olusturulan filogenetik siniflandirma arasinda kiigiik farkliliklar gézlenmistir. aroC ile yapilan
simiflandirmada gozlenen S. Kentucky ile S. Enteritidis arasinda yakinlik bu simiflandirmada

olusmamustir. S. Paratyphi B ile S. Kentuck arasindaki yakin iliski dikkat ¢ekicidir (Sekil 10).

S1_206_purE
81_208_purE
81_213_puiE
S1_244_puiE
S1_215_putE
81_218_purE
81_224_put
S1_231_puwE
B1_242_puE
81_243_pwiE
81_241_pwE
81_232_pwE
81_235_purE
$1_203_purE
81_205_purE
81_201_purE
S1_202_purE
81_189_pwE
81_200_purE
S1_196_pwE
S1_197_purE
S1_198_purk
81_195_purE
S1_194_purE
S1_193_purE
£1_192_purE
S1_191_purE
S1_190_purE
S1_189_purE
$1_188_purE
1 51_186_purE
S1_184_puwrE
81_230_purk

51_228_purE

81_219_purE

S1_187_pwE

S1_185_purE

=1 81_204_purE
81_207_purE
S1_211_purE

| 81_223_purE
$1_233_purE

1 —4 81_217_purE
81._22

1_purE
S1_227_purE
S1_237_purE
- ===
40 . 81.234_puE = S. Typhi
2 0

Nucleotide Substitubon per 100 residues

Sekil 10. purE housekeeping geni baz alinarak olusturulan Salmonella etkeninin filogenetik

simiflandirilmasi (degisik renkler farkli serotipleri géstermektedir)
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§t_205_risD
£1_208_hisD
_208_bisD
212 _nisD
13 _nsD
214_NsD
218_ns0
224_risD
231_hisD
232_hsD
235 msD
S1_242_NsD
B1_243_hisD
B1_241_hsD
£1_238_hisD
§1_203_hisD
§1_202_msD
§1_200_msD

o0 0 0 W W W W W0

| 81_185_tsD
§1_20&_nhsD
81_207_hiD

61_201_hsD
51_198_hsD
§1_199_nsD
81,196 _nsD
81_197_hisD
81_104_nsD
195_nsD

S1_190_144D
81_192_nisD

S1_193_nsD

1817237 NsD

Sekil 11. hisD housekeeping geni baz alinarak olusturulan Salmonella etkeninin filogenetik

siniflandirilmasi (degisik renkler farkli serotipleri géstermektedir)

hisD housekeeping geni kullanilarak olusturulan filogenetik siniflandirmada; aroC’de

gozlenen genetik olarak en uzak serotip olan S. Typhi’nin aksine bu siniflandirmada S.

Kentucky oldugu goriilmektedir. S. Typhimurium ve S. Paratyphi B arasinda yakin genetik

iliski gozlemlenmistir (Sekil 11).
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1_189_dnaN
194

92_dnanN
93_dnalN
94_dnaN

1

)

1
1_1¢
1_1f
1_1¢
1_195_dnaN
tS1_196_dnaN
51_197 _dnaN
S1_188_dnaN
51_199_dnaN
I S$1_200_dnaN
1_201_dnaN
1 anN
1
1
1

Sekil 12. dnaN housekeeping geni baz alinarak olusturulan Salmonella etkeninin filogenetik

smiflandirilmasi (degisik renkler farkli serotipleri gostermektedir)

dnaN housekeeping geni kullanilarak olusturulan filogenetik siniflandirmada; S. Typhi
en uzak genetik yakinliga sahip oluken, S. Enteritidis ve S. Otmarschen arasinda yakin
genetik iligki goriilmektedir. S. Paratyphi B’nin ST19 sekans tipi yine S. Typhimuriumla
yakin genetik iliskiye sahip oldugu gozlemlenmistir (Sekil 12).
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81_186_hemD
81_188_hemD
S1_189_hemD
81_190_hemD
S1_191_hemD
$1_192_hemD
51_103_her
S1_194_hemd
81_195_hemD
S1_196_hanmd
$1_197_hemO
S1_198_hemO
$1_199_hemD
81_200_hemD
81_201_hemD
§1_202_hemD

81_203_hemD
51_205_herD
S1_242_hemD
81_243_hemD
§1_241_hemD
81_238_hemD
§1_235_hemD
§1_232_hemD
81_231_hemD
81_224_hemD
§1_218_hemD
81_215_hemD
S1_214_hemD
81_213_hemD
S1_212_hemD
§1_208_hemD
81_206_hemD
$1_184_hemD

81_t85_nemD
w | 81_204_hemD
81_207_hemD

i 81_227_hemD
$1_237_hemD
81_217_hemD
81_221_hemD
B1_187_hemD
1.219_hemD

Sekil 13. hemD housekeeping geni baz alinarak olusturulan Salmonella etkeninin filogenetik

smiflandirilmasi (degisik renkler farkli serotipleri géstermektedir)
hemD housekeeping geni baz alinarak olusturulan Salmonella etkeninin filogenetik

siniflandirilmasi S. Typhimurium, hisD ve dnaN’de oldugu gibi S. Paratyphi B izolat1 olan
S1-204 ile yakin genetik iliskiye sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 13).
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81_185_suta =

‘SI_ZEP_suu -
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Sekil 14. sucA housekeeping geni baz alinarak olusturulan Salmonella etkeninin filogenetik

siniflandirilmasi (degisik renkler farkli serotipleri géstermektedir)

sucA housekeeping geni baz alinarak olusturulan Salmonella etkeninin filogenetik
siniflandirmasinda; diger housekiping geni kullanilarak olusturulan filogenetik agacta
rastlanan S. Enteritidis ve S. Otmarschen’in ayni kdkenden kaynaklanan yakinlik bu
simiflandirmada degiserek S. Otmarschen’in S. Enteritidis’den koken aldig1 gézlemlenmistir

(Sekil 14).
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§1_186_thiA
81_186_theA
91_189_theA
S1_190_{teA
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Sekil 15. thrA housekeeping geni baz alinarak olusturulan Salmonella etkeninin filogenetik

siniflandirilmasi (degisik renkler farkli serotipleri géstermektedir)

thrA housekeeping geni kullanilarak olusturulan filogenetik siniflandirmada; S. Typhi
ile S. Paratyphi B genetik yakinliga sahip oluken, S. Typhimurium ve S. Enteritidis arasinda
yakin genetik iliski goriilmektedir. S. Paratyphi B’nin ST19 sekans tipi yine S.
Typhimurium’la yakin genetik iligkiye sahip oldugu gozlemlenmistir (Sekil 15).

Genel olarak 7 housekeeping geni baz alinarak olusturulan ve genetik iliskiyi gosteren
filogenetik smiflandirmada 6nemli farkliliklara sahip oldugu sdylenebilir. Ayrica her bir
housekeeping geni baz alinarak olusturulan siniflandirmada serotiplere ait numune sayisinin

degistigi ve yine serotipler arast genetik yakinligin da degistigi gézlemlenmistir.
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Tablo 14. Salmonella izolatlarinin MLST sonuglari

Kod No ‘ MLST ile Genetik Sekans Tiplendirme

Sekans Allel Profil

Tipleri aroC dnaN hemD hisD purk SucA | thrA
S1-184 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-185 ST19 Typhimurium 10 7 12 9 5 9 2
S1-186 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-187 ST314 Kentucky 115 - 8 - - 116 110
S1-188 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-189 ST86 Paratyphi B 2 14 24 - 37 19 8
S1-190 ST86 Paratyphi B - - 24 - 37 19 8
S1-191 ST86 Paratyphi B 2 14 24 - 37 19 8
S1-192 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-193 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-194 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-195 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-196 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-197 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-198 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-199 ST86 Paratyphi B 2 - 24 14 37 19 8
S1-200 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-201 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-202 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 19 8
S1-203 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-204 ST19 Paratyphi B 10 7 12 9 5 9 2
S1-205 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-206 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-207 ST19 Typhimurium 10 7 12 9 5 9 2
S1-208 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-211 ST19 Typhimurium 10 7 12 9 5 - 2
S1-212 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 - 19 8
S1-213 ST86 Paratyphi B 2 14 - 14 37 19 8
S1-217 ST11 Enteritidis 5 2 3 7 6 6 11
S1-218 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-219 ST314 Kentucky 115 75 8 - 2 - 110
S1-220 - Typhi 1 1 2 1 - 1 5
S1-221 ST11 Enteritidis 5 2 3 7 6 6 11
S1-223 ST19 Typhimurium 10 7 12 9 5 9 2
S1-224 ST86 Paratyphi B - 14 24 14 37 19 8
S1-227 - Otmarschen - 41 25 42 12 - 23
S1-228 ST314 Kentucky 115 75 8 115 2 116 110
S1-231 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-232 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-233 ST19 Typhimurium 10 7 12 - 5 9 2
S1-234 - Typhi 1 1 2 1 1 1 5
S1-235 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-236 ST19 Typhimurium 10 7 12 9 8 9 2
S1-237 - Otmarschen 43 41 25 42 12 13 23
S1-238 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 - 19 -
S1-239 ST314 Kentucky 115 75 8 115 2 116 110
S1-240 ST314 Kentucky - 75 8 - - - 110
S1-241 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
S1-242 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 - 19 8
S1-243 ST86 Paratyphi B 2 14 24 14 37 19 8
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5. TARTISMA

Stirveyans, verilerin sistematik olarak toplanmasi, biriktirilmesi ve oOzellikle elde
edilen sonuglara gore harekete gececek kisiler basta olmak iizere bu sonuglara ihtiyact olan
birimlere hizla geri bildirimini saglayacak sekilde verilerin degerlendirilmesi siirecidir.
Epidemiyolojik tiplendirme sistemleri salgin arastirmalarinda, bir veya daha fazla epidemik
susun yayilim seklini anlamak ve dogrulamak i¢in kullanilabilir. Bunun yani sira, bu suslarin
stiphelenilen kaynaklarinin ve yayilimina katkida bulunan etkenlerin dogrulanmasi ve
epidemik organizmalarin rezervuarlarinin izleminde de kullanilmaktadirlar. Tiplendirme,
zaman i¢inde enfekte topluluktaki epidemik suslarin sikligt ve dolasimi hakkinda bilgi
saglayarak epidemiyolojik siirveyansa ve kontrol 6nlemlerinin degerlendirilmesine de katkida
bulunur. Salginlar genis bir toplulugun etyolojik ajana maruz kalmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.
Genellikle salgina yol agan etyolojik ajan, kaynak organizmayla genetik olarak es veya ¢ok
yakin iligkili bir hiicreden koken alir. Farkli zamanlarda, farkli cografik alanlarda, farkl
kaynaklardan koken alan ve tiir seviyesinde ayni olan organizmalar, ancak tiplendirme

yontemleri ile birbirlerinden ayrilabilir, alttiplere veya suslara siniflandirilabilirler (38).

Salmonella Paratyphi A, B ve C, Salmonella Typhi kadar siddetli olmasada gastro-
enteritise sebep olur. Bakteriler zayif hijyen ve toplumsal saglik 6nlemlerinin yetersiz oldugu
durumlarda, enfeksiyonun yayilmasi bazen diski ile beslenen sinekler, bazen ise gidalar ile
ugrasan insanlar araciligr ile olur. Tifi ve paratifi bakterileri enfekte insanin digki ve idrar
yoluna geger ve yayilir. Insanlarin enfekte olmasi ise, enfekte diski ve idrar ile kontamine
olmus gida ve sularin tiikketilmesi yoluyla olur. Sindirim yolu ile viicuda alinan bakteriler 6nce
bagirsaga yayilirlar sonra kana gecerler. Enfekte olan insanlar kisa siirede iyilesse de uzun
stiren bir portorliik gorevi goriirler. Az gelismis bolgelerde enfeksiyonun yayilmasi, hijyenin
azalmasi ile daha yaygindir (66). Sunulan arastirmada il¢elerde sadece S. Paratyphi’nin
goriilmesi dikkat c¢ekicidir. Bunun sebebi; ilgelerin sehir merkezine goére insan
sirkiilasyonunun az olmasi sebebi ile Salmonella’nin diger serotiplerinin bulagsma riskinin
uzak olmasi, ancak hijyen sartlarinin az, hayvancilikla i¢ ige yasam dolayisi ile S. Paratyphi
B’nin daha ¢ok goriilmesine sebep olmus olabilir. Sehir merkezinde goriilen; S. Enteritidis, S.
Kentucky, S. Othmarschen, S. Paratyphi B, S. Typhi ve S. Typhimurium serotiplerinin ise

sehire gelen kontamine dig kaynakli gida veya enfekte insanlardan kaynaklanmis olabilir.
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S. Enteriditis ve S. Typhimurium diinya ¢apinda ve Tiirkiye’de (67) en sik karsilasilan
serotipler olmasina ragmen farkli serotiplerde siklikla goriildiigii bolgelerin  disinda
saptanmaya baslamistir. Tiirkiye'de goriilen gida kaynakli enfeksiyonlar hakkinda yeterli veri
bulunmamaktadir. TUIK'in 2004 yila ait en son verilerinde 4135 kisinin tifoid olmayan
Salmonella nedeniyle hastanede tedavi gordiigi ve 35 kisinin hayatim1 kaybettigi
bildirilmektedir. Diinyada, insan Salmonellozis olgularinda S. Enteritidis (%45) ve S.
Typhimurium'un (%22.4) en sik izole edilen serotipler olarak saptanmakla birlikte, saptanan
diger serotipler arasinda S. Infantis, S. Newport, S. Kentucky ve S. Virchow yer almaktadur.
Ayrica rapor edilen sonuglarda S. Typhimurium’un diger serotiplere gore goriilme oraninin
artarak, ilk onda yer almaya basladig1 da bildirilmektedir. Salmonella vakalarindan sorumlu
olarakta, ilk sirada yumurta ve yumurtacilik triinlerinin bulundugu belirtilmektedir (68).
Sanliurfa’da yapilan bu calismada en sik % 61.1 ile S. Paratyphi B tespit edilmistir. Diger
serotiplerin tespit orani ise sirast ile; S. Typhimurium (%11.1) S. Kentucky (%9.3), S.
Othmarschen (%3.7), S. Typhi (%3.7) ve S. Enteritidis (%3.7), olarak bulunmustur. Aysev ve
ark. (12) yaptig1 bir calismada; Ankara Universitesi pediatri kliniginde bulunan 160 ¢ocuktan
elde edilen izolatlarda; en ¢ok S. Enteritidis (% 41.9) tespit edilirken, bunu %10 ile S.
Typhimurium izlemistir. Diger serotiplerin toplamda orani ancak %10 olmustur. Elde
ettigimiz sonuglar ile Aysev ve ark. (12) bildirdigi sonuclar dikkate deger bi¢imde farklilik
gostermesi, izolatlarin temin edildigi insanlarin yaslarindan ve yerlesim yerlerinden

kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Giilmez ve ark. (10) yaptig1 bir siirveyans ¢alismasinda, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda 2008-2011 tarihleri arasinda izole edilen
Salmonella numunelerinde en ¢ok tespit edilen ilk {i¢ serorip; S. Enteritidis (%63.3), S.
Typhimurium (%6.6) ve S. Infantis olmustur. Sunulan c¢alisma ile kiyaslandiginda,
serotiplerin goriilme orani bakimindan oldukg¢a farkli oldugu gézlenmektedir. Yine Ang ve
ark. (14) 1964-1989 yillar arasinda Tiirkiye de tespit edilen toplam S. Typhi ve S. Paratyphi
vakalarinin 62961 ve 17725 oldugunu, bu etkenlere bagli 6liimlerin ise 1029 ve 228 oldugunu
bildirmistir. Bu calismada saptanan serotiplerin goriilme oraninin diger ¢alismalardan ve

Tiirkiye ortalamasindan oldukga farklilik gostermektedir.
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Tablo 15. Salmonella serogrup ve serotiplerinin dagilimi (10)

Serogrup Tip Say1 (%)
A Paratyphi A 1,2
B Typhimurium 6,6
Paratyphi B 54
Agona 1,8
Schwarzengrund 0,6
Saintpaul 0,6
C Infantis 6,6
Corvalis 2,4
Kentucky 2,4
Othmarschen 2,4
Mikawasima 1,8
Hadar 1,2
Muenchen 0,6
Montevideo 0,6
Newport 0,6
Charity 0,6
D Enteritidis 63,3
Typhi 0,6
M Telaviv 0,6

Salmonella etkeninin serotiplerinin olusturdugu enfeksiyonlar konusunda Diinyada ve
Tirkiyede yeterli ¢alismaya ulasilabilmekle birlikte, altserotipler konusunda ¢ok az ¢alismaya
ulagilabilmistir. Ayrica etkenlerin sekans tiplerine ayirirken kullanilan metotlarda da hala tam
bir konsensus olustuguda sdylenemez. Ornek olarak halen diinyada PFGE, MLST ve
RAPD/rep-PCR teknikleri sirasiyla; %32, %22 ve %]16 oranlarinda kullanilmaktadir.
Siirveyans calismalarinda PFGE altin standart olarak kullanilirken giiniimiizde bunun yerini
MLST almistir (60). Ben-Darif ve ark. (69) MLST ve rep-PCR sistemleri kullanarak
Salmonella enterica izolatlarim1 genotiplendirdigi arastirmada; molekiiler identifikasyon
bakimindan benzer giice sahip iken rep-PCR sisteminin daha kisa siirede sonu¢ verdigini
bildirmislerdir. 71 izolatta MLST ile 31 sekans tipi tespit edilirken, rep-PCR ile 38 diversilab
tipt (DTs) tespit edilmistir. MLST yonteminde degisik housekeeping genler
kullanilabilmektedir. Sunulan arastirmada yedi gen bdlgesi kullanilmistir. Ancak gyrB ve
atpD housekeeping gen bolgesi ve flicC, fljB flagel genleri kullanilarak MLST yontemi ile
daha gii¢lii ayirict sekans analizi yapilabildigi de bildirilmistir (70). Sekans tiplemede
kullanilan yontemlerin ¢oklugu smiflandirmada da bir karisikliga da sebep olmaktadir.

Elektronik ortamda taranan makalelerin biiylik kisminda hala metot karsilagtirilmasi yapildig
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gorilmiistiir. Salmonella ve diger patolojik organizmalarin serotiplendirmesinde, siirveyans
caligmalarinin yetersiz olmasi sebebi ile dogru ve etkin bir karsilastirma malesef
yapilamamaktadir. Sunulan ¢alismada en ¢ok %66 oraninda S. Paratyphi B tespit edilmistir.
S. Paratyphi B olan toplam 33 izolatin 32’si ST86, bir izolatta ise ST19’a rastlanmistir. Elde
edilen veriler, Dahiya ve ark. ( 71) da bildirdigi gibi, altserotiplerin siirli bir bolgede ¢ok
degisiklik gostermedigi yoniindedir.

Enterik Ates, S. Typhi tarafindan olusturulan ve birden fazla sistemi etkileyen bir
hastalik olup, uzun siireli ates ile karakterizedir. Konakg¢is1 insandir ve insan diskisi ile
enfekte olmus igecek ve pismemis gida ile yayilir. S. Typhi’ye bagli hastaliklar hala 6nemini
korumaktadir. Ozellikle hijyenin yeterli olmadig1, gelismekte olan ve gelismemis toplumlarda
yaygindir (66). S. Typhi izolatlar1 20 yili askin siiredir toplanmaktadir. Calismalarda; ST2
Avrupa, Gliney Amerika ve Afrikada; ST1 Hindistan; ST1, ST2, ST3 ve ST8 Afrikada tespit
edildigi bildirilmistir (71). Tiirkiye’deki Salmonella altserotipleri konusunda ise yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Dahiya ve ark. (71); S. Typhi’nin Hindistan’da c¢esitli zamanlarda
salginlara yol actigin1 ve Ulkenin diger yerlerinde de gériilmeye basladigmni bildirmislerdir.
Ayrica etken iizerine yapilan MLST yontemi ile altserotiplendirme caligmasinda iki ayr
altserotip (ST1 ve ST2) tespit ettiklerini bildirmislerdir. ~ Sunulan arastirmada sehir

merkezinden oturan hastalarda ST1 tespit edilmistir.

Salmonella enterica subsp. enterica serotipi olan Enteritidis (S. Enteritidis), 1980 ve
1990 arasinda meydana gelen pandemik salgina sebep olmustur. Ancak o yillardan sonra
serotipte meydana gelen degisimler tam olarak izlenememistir. Serolojik olarak yapilan
gruplandirmalar ise bakterinin tam olarak gecirdigi asamalar1 ve yayilisi agiklamada yetersiz
kalmistir. Bu nedenle MLST analizi, bakterinin ge¢irdigi degisimleri tam olarak tanimlamada
onemli rol oynayabilir (59, 72). Suana kadar S. Enteritidis’in 142 farkli sekans tipi tespit
edilmistir. Bu ¢alismada ise S. Enteritidis’in ST11 altserotipi tespit edilmistir. Benzer bigimde
Noda ve ark. (72) da yaptiklar bir calismada da 30 adet S. Enteritidisli izolat kullanmislar ve
sadece ST11’e rastladiklarini bildirmislerdir. Iki ¢alismada S. Enteritidis’in ayn1 bolgede
birden fazla altserotip olarak rastlanmadigini gostermistir. Oysaki Harbottle ve ark. (73)
MLST yontemi ile yaptigi bir arastirmada S. Newport’un ayni bdlgede birden fazla

altserotipine rastladigini bildirmistir.
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Sekil 16. S. Enteritidis’in sekans tiplerinin filogenetik siniflandirmasi (72).

Calismada kullanilan 50 izolattan ikisi (S. Otmarschen serotipi), University College
Cork biinyesindeki veri bankasinda, housekeeping allel eslesmesi olusmamistir. S.
Otmarschen’in allel profili; aroC, dnaN, hemD, his D, purE, SucA ve thrA housekeeping
genleri i¢in sirast ile 43, 41, 25, 42, 12, 13 ve 23 olarak tespit edilmistir. Ulagilabilen veri
bankas1 bilgilerimize gore bu allel tipinin daha 6nce bagka bir bolgede bulunmadigi sadece
bizim ¢alisma bolgemize ait oldugu diisliniilmiistiir. Yapilan MLST caligsmalari ile sekans tipi
sayis1 artmakta olup yine Zankari ve ark (74) yaptig1 bir ¢alismada 197 izolattan 43 tanesinin

bilinmeyen sekans tipi oldugunu bildirmislerdir.

Mikroorganizmalarin altserotiplere ayrilmasi antibiyotik kullanimi iginde yararl
olabilir. Ayni serotiplere ait farkli sekans tipi, farkli antibiyotik direnci gosterebilirler.
Yapilan bir ¢caligmada S. Typhimurium’un ST34 sekansinin, ST19’a gore daha fazla direng
gosterdigi tespit edilmis ve ayni c¢alismada S. Typhimurium’un ST19, ST34 ve ST376
altserotipleri tespit edildigi bildirilmistir. Sunulan ¢alismada da iki izolatta S. Typhimurium
ST19 tespit edilmistir. Yapilan elektronik taramalarda Salmonella’nin altserotipleri ve bunlara
kars1 olusan antibiyotik direnci konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bolgesel olarak bu
tir flogenetik calismalarin daha kapsamli bi¢cimde yapilarak, salginlarin takipi yaninda
antibiyotik duyarliginin ortaya konmasi ve bdylece yanlis antibiyotik kullanimini azaltilarak

bakterilerin antibiyotige karst direng olusturmasi geciktirilebilir.
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6.SONUC

Sonug olarak, caligmada tespit edilen serotiplerin Tiirkiye’de tespit edilenlerden farkl:
bir serotipin olmadig1 ancak serotiplerin goriilme oranlar1 bakimindan ciddi farkliliklar oldugu
saptanmistir. Ozellikle S. Paratyphi B’nin bolgemizde yiiksek oranda bulunmasi dikkat ¢ekici
olup, diinya ve Tiirkiye verilerine bakildiginda en sik S. Enteritidis ve S. Typhimurium'un
bildirildigi goriilmiistiir. Bilindigi gibi Serotipleme calismalarinin birincil amaci etkenin
kokenlerinin tespitidir. Sunulan ¢alisma ile de Sanliurfa’ da, Diinya ve Tiirkiye’de bulunan
serotiplerin goriilme oranmin farkli oldugu tespit edilmistir. 7 adet housekeeping geni
kullanilarak olusturulan filogenetik siniflandirmanin her bir housekeeping geni icin degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica serotiplerin sekans tipinin ¢ok degisiklik gostermedigi
tespit edilmistir. Yapilan taramalarda bakterilerin sekanslarinin belirlenmesi konusunda ¢ok
az c¢alisma oldugu gozlemlenmistir. Tiirkiyede gida kaynakli salginlarin takibi, engellenmesi
ve bakterilerin antibiyotiklere kars1 direncin kontrol altinda tutulmasi i¢in, sunulan ¢alismanin
kapsaminin genisletilerek hem serotipler arasinda ve hemde serotiplerin sekans tipleri

arasindaki antibiyotik direng 6zelliklerinin tespitinin biiyiik yarar olacaktir.

Enfeksiyoz hastaliklarla miicadelede, enfeksiyonun kaynaginin ve yaygmliginin tespiti
onemlidir. Ozellikle gida kaynakli enfeksiyonun en énemli sebebi olan Salmonella etkeninin
bolgesel capta hem serotiplerinin ve hemde sekans tiplerinin tespiti ve antibiyotik
direnglerinin tespiti, gerek enfeksiyonla miicadele ve gerekse antibiyotik kullaniminin daha

etkin olmas1 bakimindan 6nemli fayda saglayacaktir.
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