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Özet: Bu çalışmanın amacı, Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü (VKMAE), Bakteriyolojik Teşhis 
Laboratuvarı sorumluluğunda 2009-2011 yılları arasında Salmonella Prevalans çalışması kapsamında, Kauffmann-
White serotiplendirme şeması ile tiplendirmesi yapılan toplam 907 Salmonella izolatının, serogrup Salmonella multip-
lex- PZR, Faz 1 Salmonella multiplex-PZR ve Faz 2 Salmonella multiplex-PZR kullanarak sahada yaygın olarak sirküle 
olan Salmonellla serovarları için dizayn edilen primerler ile maksimum 2-3 gün gibi kısa sürede, düşük maliyetle tiplen-
dirmesini yapabilmektir. Bu çalışmayla, konvansiyonel yöntemle faz 1 ve faz 2 antijenlerinin eş zamanlı sergilenmemesi 
sonucunda ekstra laboratuvar iş yükü, olası çarpraz reaksiyonlar sebepli ekstra antiserum harcanması dolayısıyla yaşanı-
lan zaman kaybı ve yüksek maliyetin üstesinden gelineceği öngörüldü. Ayrıca, 2 testin (multiplex-PZR ve konvansiyel 
serotiplendirme) örtüşmediği durumlar bakterilerin 6.5 kb operonunu inceleyen ribotiplendirme desteğiyle çözülmesi 
yoluna gidilmiştir. Çalışmada kullanılacak primerler ile 907 izolatın % 29.32’sinin (266 izolat; 15 farklı serovar) üç an-
tijenik yapısı da tam olarak identifiye edilip, isimlendirilebilmiştir. İncelenen izolatların somatik, flagellar 1 ve flagellar 
2 antijenlerinin sırasıyla; %54.56 (490), %90.95 (825) ve %78.94 (716)’ü tespit edilebilmiştir. İzolatların en azından % 
50’sinin tam olarak isimlendirilebileceği öngörülmüştür ancak Salmonella Infantis (S. Infantis) ve S. Mbandaka suşa-
rında somatik antijeni amplifiye eden primer olmasına rağmen somatik antijen tespit edilememiştir. Bu suşlar ribotip-
lendirmeye alınmıştır. Konvansiyonel seroloji, multiplex-PZR ve ribotiplendirme değerlendirildiğinde; ribotiplendirme 
ve multiplex-PZR’ların gold standart metoda destek metodlar olarak kullanabileceği tespit edilmiştir.  Özet olarak; 
çalışmada mevcut olan primerler sadece sahada yaygın olan serovarların somatik, faz 1 ve faz 2 antijenlerine spesifik 
oldukları için PZR tüm serovarları identifiye etmekte yetersiz kalmıştır. Sonuç olarak ucuz, hızlı ve duyarlı metot olan 
multiplex-PZR’ların belirli somatik, flagellar 1 ve 2 antijenlerinin tespitinde konvansiyonel serolojik yönteme destek 
olarak kullanılabileceği kanısına varılmıştır.
Anahtar kelimeler: Salmonella serovarları, Multiplex-PZR

Molecular Typing of Common Salmonella Serovars
Abstract: The purpose of this study was to identify total 907 Salmonella isolates had been formerly identified by us-
ing Kauffmann-White serotype scheme on the scope of Salmonella Prevalance Study between 2009-2011 under the 
responsibility of Veterinary Control Central Research Institute, Bacteriological Diagnosis Laboratory; by performing 
serogroup Salmonella multiplex-PCR, phase-1 Salmonella multiplex-PCR, phase-2 Salmonella multiplex-PCR with 
the specific primers designed for the common Salmonella serovars circulating around the field, in maximum 2-3 days, 
relatively short time, with a low cost. With this study, extra laboratory work load due to phase 1 and phase 2 flagellar 
antigens not being expressed synchronously, dilution of time and high cost due to probable cross-reactions requiring 
extra antiserum usage are envisaged to have been overcomed. Moreover, the occasions where 2 tests (multiplex-PCRs 
and conventional serotyping) are not overlapped was resolved with the support of ribotyping which examine the 6.5 kb 
operone of bacteriae. Consequently, identification by both methods, and evaluating the results comparatively is thought 
to be beneficialWith the primers used in the study, three antigenic structures of 29.32% (266 isolates; 15 different se-
rovars) of the 907 isolates were fully identified. Somatic, phase 1 and phase 2 antigens were deterrmined with a percent-
age of 54.56 (490 isolates), 90.95 (825 isolates) and 78.94 (716 isolates), respectively. At least 50% of the isolates were 
preasumed to be fully identified. However, the somatic antigen of Salmonella Infantis (S. Infantis) ve S. Mbandaka were 
not detected altough the primers amplfying somatic antigen were present. These two sereovars were ribotyped. When 
conventional serology, multiplex-PCRs and ribotyping were evaluated, multiplex-PCRs and ribotyping were found to be 
supportive to conventional serology. In a summary, due to present primers, specific to somatic, phase 1 and phase 2 of 
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the only common Salmonella serovars in the field, PCR has deficiencies for identifying whole serovars. Consequently, 
the multiplex-PCRs termed cheap, sensitive, and rapid were decided to be supportive to conventional serology for defin-
ing specific somatic, phase 1 and 2 antigens.
Key words: Salmonella serovars, Multiplex-PCR

Giriş
Salmonella, hayvanların ve insanların en önemli 
patojenlerinden biri olup, aynı zamanda zoonozdur. 
Günümüze kadar tiplendirilen toplam 2700’ e ya-
kın Salmonella serovarı mevcuttur. Bunlardan 2587 
adedi Salmonella enterica, 23 adedi Salmonella 
bongori alt grubunda bulunmaktadır (8). Salmonella 
enterica altı alt türden oluşmaktadır; Salmonella en-
terica subsp. enterica, Salmonella enterica subsp. 
salamae, Salmonella enterica subsp. arizonae, 
Salmonella enterica subsp. diarizonae, Salmonella 
enterica subsp. houtenae ve Salmonella enterica 
subsp. indica veya sırasıyla Salmonella enterica 
subsp. I, II, IIIa, IIIb, IV ve VI (17). Salmonella en-
terica subsp. I genellikle insanlardan ve sıcak-kanlı 
hayvanlardan izole edilir. Klinik laboratuvarlarda 
izole edilen serotiplerin büyük çoğunluğu; 1547 
adedi bu alt türe aittir (8, 17).

Salmonella serovarlarının isimlendirir-
ken, Kauffmann-White serotiplendirme şema-
sı, Salmonella izolatlarının tiplendirmesinde 
birçok laboratuvar tarafından kullanılmaktadır. 
Serotiplendirme, Salmonella’nın hücre duvarında 
bulunan somatik (O) ve flagellar (H) faktör antijen-
leri temel alınarak yapılır. H faktörü Salmonella su-
şunun serotip kimliğini belirlerken, O faktörü grubu 
tespit eder (8). O antijenleri, gram negatif bakteri-
lerin önemli komponentlerinden olan lipopolisak-
kariti (LPS) oluşturan spesifik polisakkaritlerdir. O 
antijen sentezinden sorumlu genler, rfb diye isim-
lendirilen bir gen kümesinde, kromozom üzerinde 
grup halinde bulunurlar (2). rfb genleri nükleotid 
şeker biyosentez yolunu ve tekrarlayan ünitelerin 
bir arada bulunması için gerekli olan transferazla-
rı kodlamaktadır. Oniki potansiyel transmembran 
segmentini içeren proteini kodlayan ve daha ön-
celeri rfbX, şimdi ise wzx olarak adlandırılan gen, 
tüm Salmonella O antijen gen kümelerinde bulun-
maktadır. Farklı O antijen kümelerinden wzx pro-
teinin yapısal homoloji gösterdiği fakat aminoasit 
sekans seviyesinde çok az bir benzerliğin olduğu 
öngörülmektedir (15). Wzx’in sitoplazmik memb-
ranın sitoplazmik kısmından periplazmik kısmına 

O-ünitelerinin transferinden sorumlu olduğu bildi-
rilmiştir (20).

Faz 1 ve faz 2 flagellar H antijenleri alternatif 
olarak, sırasıyla fliC ve fliB genleri sorumluluğun-
da faz varyasyon mekanizması tarafından eksprese 
edilirler. Bu genler kromozom üzerinde farklı iki 
lokalizasyonda bulunurlar. fljBA operonu, Hin re-
kombinazı kodlayan hin genini içerir; fljB geni pha-
se 2 flagellinlerini, fljA geni de fliC için reprösörü 
kodlamaktadır. Hin rekombinaz geni, fljBA operonu 
için promotör içeren kromozomun 993 bp’lık seg-
mentinin reversible inversiyonunu katalize eder. Bir 
oryantasyonda, promotör fliC geninin represyonu-
na yol açarak, fljA ve fljB genlerinin transkripsiyo-
nunu sağlar. Hin’in diğer oryantasyonunda fljA ve 
fljB genleri eksprese edilmez, faz 2 flagellinin üstü 
kapanır, bu da faz 1 flagellinin eksprese edilmesini 
olanaklı hale getirir. (13, 25). Bu allelerden bazıları 
tek bir faktörle (i, d veya r), diğerleri ise birçok alt 
faktörle (l,v, g,m, e,n,x) tanımlanır. Salmonella fla-
gellinlerinin aminoasit sekanslarının karşılaştırması 
ile 8 farklı bölge tanımlanmıştır. Amino ve karboksi 
terminal sekansları (sırasıyla bölge I ve II ve böl-
ge VIII) oldukça korunmuştur. Polimerizasyon ve 
transport için çok önemli oldukları düşünülmekte-
dir. Bölge IV, V ve VI’dan oluşan merkez bölge ise 
hem sekanslarda hem de flagellar antijenler arası 
uzunluklarda çok fazla çeşitlilik gösterir ve genelde 
H antijeninin epitopunu belirlediği düşünülmekte-
dir (16, 23).

Yukarıda Salmonella somatik ve flagellar an-
tijenlerinin ekspresyonu ile ilgili açıklamalar ya-
pılmıştır. Flagellar 1 ve flagellar 2 antijenlerinin eş 
zamanlı sergilenmemesi dolayısıyla konvansiyonel 
yöntemde, flagellar antijenlerin ayrı ayrı açığa çıka-
rılmasıyla Salmonelların karakterizasyonu yapıla-
bilmektedir (17). Bu çerçevede, konvansiyonel yön-
temle bu işlem, her şey yolunda giderse, minimum 5 
iş günü gibi bir zaman dilimini, çapraz reaksiyonlar 
sebebiyle bazen tekrarları ve gerek besiyeri gerekse 
antiserum harcamaları dolayısıyla yüksek bir mali-
yeti gerektirmektedir.
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Uzun yıllardır, Salmonellaların Polimeraz 
Zincir Reaksiyonu (PZR)-tabanlı yöntemlerle ka-
rakterizasyonu üzerine çalışmalar yapılmaktadır. 
Salmonella serotipleri arasında veya özel bir sero-
tip içerisinde ayrım yapmak için tanımlanan mo-
leküler PZR tabanlı metotlar mevcuttur (1, 7, 12). 
Çalışmamızda, serogruplandırmada; O:B (O:4), 
O:C1(O:7), O:C2-C3 (O:8),O:D (O:9, O:9,46, 
O:9,46,27), O:E (O:3,10, O:3,19), O:D1(O:9) ve 
O:E1(3,10) somatik antijenlerini (10, 11), faz 1’in 
tiplendirilmesinde; H:i, H:z10, H:b, H:e,h, H:l,v, H:r, 
H:G kompleks flagellar antijenlerini çoğaltan spesi-
fik primerler kullanılacaktır (9). Salmonella enteri-
ca subsp. enterica serovar Enteritidis (Salmonella 
Enteritidis)’in 2. fazı sergilenmediği için bu serova-
rı spesifik çoğaltan sdf1 primerlerinden faydalanı-
lacaktır (9). Faz 2’nin tiplendirilmesinde ise; H:1,5, 
H:1,6, H:1,7, H:1,2, H:l,w, H:e,n,z15 flagellar anti-
jenleri spesifik primerler ile çoğaltılacaktır (5).

Çok uzun yıllardır, Kaufmann-White 
Salmonella serotip şemasının kullanımı ile elde 
edilen epidemiyolojik verilerin oldukça yararlı ol-
duğu kanıtlanmıştır (8, 17). Bu nedenle hem PZR-
tabanlı moleküler tiplendirme hem de Kaufmann-
White Salmonella serotip şemasının kullanımı ile 
yapılan serolojik tiplendirme paralel götürülerek, 
PZR-tabanlı tiplendirmenin bilinen, kabul görmüş 
geleneksel yöntemle örtüşür sonuçlar vermesi arzu 
edilendir.

Bu çalışmada amaçlanan, Salmonella sero-
varlarının tanısına ek, destek, alternatif olabilecek, 
daha hızlı, ucuz ve duyarlı olan moleküler yöntem-
lerin geliştirilmesi ve optimizasyonudur.

Materyal ve Metot

A) Materyal
1. Salmonella suşları: Veteriner Kontrol Merkez 
araştırma Enstitüsü (VKMAE) Bakteriyolojik 
Teşhis Laboratuarı’nda 2009-2011 yılları yürütülen 
Salmonella Survey’de izole ve identifiye edilen 907 
adet Salmonella izolatı çalışıldı. 

2. Salmonella Standart suşlar: Pozitif kont-
rol olarak, laboratuvarın katıldığı Uluslararası 
Karşılaştırma Yeterlilik Testleri’nde tiplendirme 
amacıyla gönderilen Salmonella serovarları optimi-
zasyon sırasında pozitif kontrol suş olarak kullanıl-
dı. 

3. Primerler: Multiplex-PZR’larda kullanılan 
primer çiftleri bazdizilimleri ayrıntılı olarak veril-
miştir.

a) Multiplex-PZR serogruplandırma için 
(Herrera-Leo´n Silvia ve ark. 2007) (10)

Primer adı Baz Dizilimi (5’-3’)

F-tyvD 5’-GAGGAAGGGAAATGAAGCTTTT-3’

R-tyvD 5’-TAGCAAACTGTCTCCCACCATAC-3’

F-wzxB 5’-GGCATATATTTCTGTATTCGCG-3’

R-wzxB 5’-GCCTTAATTAAGTAAGTTAGTGGAAGC-3’

F-wzxC1 5’-CAGTAGTCCGTAAAATACAGGGTGG-3’

R-wzxC1 5’-GGGGCTATAAATACTGTGTTAAATTCC-3’

F-wzxC2-C3 5’-ACTGAAGGTGGTATTTCATGGG-3’

R-wzxC2-C3 5’-AAGACATCCCTAACTGCCCTGC-3’

F-wzxE 5’-TAAAGTATATGGTGCTGATTTAACC-3’

R-wzxE 5’-GTTAAAATGACAGATTGAGCAGAG-3’

b) D1 ve E1 serogruplarının ayırımı için 
Multiplex-PZR (Hong Y ve ark. 2008) (11)

Primer adı Baz Dizilimi

F-D1 5’-ATGGGAGCGTTTGGGTTC-3’
R-D1 5’-CGCCTCTCCACTACCAACTTC-3’
F-E1 5’-GATAGCAACGTTCGGAAATTC-3’
R-E1 5’-CCCAATAGCAATAAACCAAGC-3’

c) Multiplex-PZR Faz-1 için (Herrera-Leon 
Silvia ve ark., 2004) (9)

Primer adı Baz Dizilimi

Sense-60 5’-GCAGATCAACTCTCAGACCCTGGG-3’

Antisense-i 5’-ATAGCCATCTTTACCAGTTCC-3’

Antisense-z10 5’-CGTCGCAGCTTCTGCAACC-3’

Antisense-b 5’-CGCACCAGTCYWACCTAAGGCGG-3’

Antisense-eh 5’-AACGAAAGCGTAGCAGACAAG-3’

Antisense-lv 5’-CCTGTCACTTTCGTGGTTAT-3’

Antisense-r 5’-AAGTGACTTTTCCATCGGCTG-3’

Forward-G 5’-GTGATCTGAAATCCAGCTTCAAG-3’

Reverse-G 5’-AAGTTTCGCACTCTCGTTTTTGG-3’

Forward-Sdf-l 5’-TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG-3’

Reverse-Sdf-l 5’-CGTTCTTCTGGTACTTACGATGAC-3’
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d) Multiplex-PZR Faz-2 için (Echeita MA ve 
ark., 2002) (5)

Primer adı Baz Dizilimi

Sense-F1 5’-CTTATGCCRATAATGGTACTACACTG-3’

Antisense-R5 5’-GGTTACAGVAGCCGTACCAG-3’

Antisense-R6 5’-CTCCTGTACTTCTGTTTTGGTTGTA-3’

Antisense-R7 5’-TAATCGCCATTTTTGTCGAG-3’

Antisense-R1 5’-TTTGACCAAYKYMGCGSCAT-3’

Sense-Fw 5 5’-GTGGGGCAACMCTCAATACTG-3’

Antisense-Rw 5 5’-CCTGCCACTTTCGTGGTTGC-3’

Sensen-Fe 5’-GGCAACCCGACAGTAACTGGCGATAC-3’

Antisense-Rx 5’-CCATCCTTAAAGGATACGGC-3’

Antisense-Rz15 5’-ATCAACGGTAACTTCATATTTG-3’

3. Taq DNA Polymerase: Taq DNA Polymerase 
(Thermo Scentific Taq DNA Polymerase, Cat no: 
EP0402) kullanıldı.

4. DNA Ekstraksiyon Kiti: DNA ekstraksi-
yonları ticari DNA ekstraksiyon kiti ile (DNeasy 
Blood & Tissue Kits, Qiagen, Cat No 69504) ya-
pıldı.

5. Besiyerleri: Dokuzyedi izolatın canlan-
dırılması ve stoklanması için sırasıyla XLT4 
agar (Oxoid;CM106), XLT4 supplement (Oxoid; 
SR0237) ve Brain Heart Infusion Broth (Oxoid; 
CM1135) kullanıldı.

5. Ribotiplendirme kiti: PVU II (Dupont; 
Riboprinter System DNA Prep Reagents, 
PN:D10734575) enziminin kullanıldığı ribotiplen-
dirme kitinin prosedürüne göre tiplendirme yapıldı.
B) Metot
1. İzolasyon ve canlandırma: Dokuzyedi izolat 
XLT4 Agarda (Oxoid;CM106) ile yeniden izo-
le edildi. Reizolasyon sonrası suşlar, Brain Heart 
Infusion Broth’ta (Oxoid; CM1135) stokları yapılıp 
-20°C’de saklandı.

2. DNA Ekstraksiyonu: Tekrar izolasyonu ya-
pılan izolatların ekstraksiyonu, ticari DNA ekst-rak-
siyon kitinin (DNeasy Blood & Tissue Kits, Qiagen, 
Cat No 69504) prosedürüne göre yapıldı.

3. Serogrup Multiplex-PZR için Reaksiyon Hacmi ve Parametreler

Reagent Miktar

10X PCR buffer (without MgCl2) 2.5 µl

MgCl2 (25 mM) 3 µl

dNTP (10 mM) 0.5µl

F-tyvD (5 pmol/µl) 1 µl

R-tyvD (5 pmol/µl) 1 µl PARAMETRELER

F-wzxB (5 pmol/µl) 1 µl

R-wzxB (5 pmol/µl) 1 µl 94°C 5 dk Başlangıç denaturasyonu

F-wzxC1 (5 pmol/µl) 1 µl 94°C 30 sn Primerlerin bağlanması

R-wzxC1 (5 pmol/µl) 1 µl 57°C 40 sn (30 siklus)

F-wzxC2-C3 (5 pmol/µl) 1 µl 72°C 30 sn

R-wzxC2-C3 (5 pmol/µl) 1 µl 72°C 10 dk Final uzama

F-wzxE1 (5 pmol/µl) 1 µl

R-wzxE1 (5 pmol/µl) 1 µl

Taq DNA Polymerase 0.5 µl

Deionize su 7.5 µl

Template 1 µl

Total hacim 25 µl
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4. D1 ve E1 için Serogrup Multiplex-PZR için Reaksiyon Hacmi ve Parametreler

Reagent Miktar

10X PCR buffer (without MgCl2) 2.5 µl 94°C 5 dk

MgCl2 (25 mM) 3 µl 94°C 30 sn PARAMETRELER

dNTP (10 mM) 0.5 µl 57°C 40 sn

F-D1 (5 pmol/µl) 1 µl 72°C 30 sn Başlangıç denaturasyonu

R-D1 (5 pmol/µl) 1 µl 72°C 10 dk Primerlerin bağlanması

F-E1 (5 pmol/µl) 1 µl (30 siklus)

R-E1 (5 pmol/µl) 1 µl

Taq DNA Polymerase 0.5 µl Final uzama

Deionize su 13.5 µl

Template 1 µl

Total hacim 25 µl

5. Faz-1 Multiplex-PZR için Reaksiyon Hacmi ve Parametreler

Reagent Miktar

10X PCR buffer (without MgCl2) 4 µl

MgCl2 (25 mM) 3 µl

dNTP (10 mM) 0.5 µl

Sense-60 (35 pmol/µl) 1 µl

Antisense-i (5 pmol/µl) 1 µl

Antisense-z10 (5 pmol/µl) 1 µl

Antisense-b (7 pmol/µl) 1 µl PARAMETRELER

Antisense-eh (7 pmol/µl) 1 µl

Antisense-lv (5 pmol/µl) 1 µl 94°C 5 dk Başlangıç denaturasyonu

Antisense-r (5 pmol/µl) 1 µl 94°C 30 sn Primerlerin bağlanması

Forward-G (5 pmol/µl) 1 µl 58°C 40 sn (30 siklus)

Reverse-G (5 pmol/µl) 1 µl 72°C 30 sn

Forward-Sdf-l (5 pmol/µl) 1 µl 72°C 10 dk Final uzama

Reverse-Sdf-l (5 pmol/µl) 1 µl

Taq DNA Polymerase 0.5 µl

Deionize su 5

Template 1 µl

Total hacim 25 µl
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6. Faz-2 Multiplex-PZR için Reaksiyon Hacmi ve Parametreler

Reagent Miktar

10X PCR buffer (without MgCl2) 2,5 µl

MgCl2 (25 mM) 3 µl

dNTP (10 mM) 0.5 µl

Sense-F1mod (20 pmol/µl) 1 µl PARAMETRELER

Antisense-R5mod (5 pmol/µl) 1 µl

Antisense-R6 (5 pmol/µl) 1 µl 94°C 5 dk Başlangıç denaturasyonu

Antisense-R7 (5 pmol/µl) 1 µl 94°C 30 sn Primerlerin bağlanması

Antisense-R1mod5 (5 pmol/µl) 1 µl 61°C 40 sn (30 siklus)

Sense-Fw 5 (5 pmol/µl) 1 µl 72°C 30 sn

Antisense-Rw 5 (5 pmol/µl) 1 µl 72°C 10 dk Final uzama

Sensen-Fe (5 pmol/µl) 1 µl

Antisense-Rz15(5 pmol/µl) 1 µl

Deionize su 9

Template 1 µl

Total hacim 25 µl

7. Agaroz- Jel Elektroforez
Elde edilen PZR ürünlerinden; 5’er µl alınarak, 

1 µl 6X loading dye solusyonu yüklenecek, 0.5 µl/
ml ethidium bromide ile boyanan % 2’lik agaroz 
jelde 100 V elektrik akımında 120 dk yürütülerek 
elektroforez işlemi yapıldı. Agaroz jel, uv-translu-
minatöre transfer edilerek oluşan bantlar DNA mar-
ker ve pozitif kontroller yardımıyla UV ışığı altında 
değerlendirilip ve jel görüntüleme sistemi ile dökü-
mantasyonu yapıldı. Serogrup Multiplex-PZR ile 
B, C1, C2-C3, D ve E grupları için beklenen DNA 
bantı büyüklükleri sırasıyla; 230 bp, 483 bp, 154 
bp, 615 bp ve 345 bp olarak tespit edildi. D1-E1 
Serogrup Multiplex-PZR için beklenen DNA bantı 
büyüklükleri sırasıyla; 624bp ve 281 bp’dır. Faz1 
Multiplex- PZR ile H:G, H:z10, H:l,v, H:r, H:i, 
H:e,h, H:b antijenleri için dizayn edilen primerler 
ve Salmonella Enteritidis için spesifik olan Sdf1 
primerleri ile beklenen DNA bantı büyüklükleri sı-
rasıyla; 500 bp, 400 bp, 300 bp, 275, 250 bp, 200 
bp, 150 bp ve 300 bp’dır. Faz 2 Multiplex-PZR ile 
H:1,2, H:1,5, H:1,6, H:1,7, H:l,w ve H:e,n,z15 an-
tijenleri için dizayn edilen primerler ile beklenen 
DNA bantı büyüklükleri sırasıyla; 400 bp, 100 bp, 
300 bp, 200 bp, 250bp, 150 bp’dır.

8. Ribotiplendirme: Ribotiplendirme, PVUII 
enzimi ile kit prosedürüne göre yapıldı.

Bulgular

Daha önce gold standart bir metot olan serotiplen-
dirme ile isimlendirilen 36 farklı serovardan oluşan 
toplam 907 izolat, somatik, faz1 ve faz2 antijenleri-
nin multiplex-PZR ile tiplendirilmesi açısından tek-
rar değerlendirildi. Multiplex-PZR sonuçları aşağı-
da ayrıntısıyla anlatılmaktadır.

S. Heidelberg (1 adet), S. Richmond (15 adet), 
S. Bsilla (1 adet), S. Abony (3 adet), S. Israel (1 
adet), S. Otmarschen (1 adet), S. Potsdam (1 adet), 
S. Kapemba (1 adet), S. Typhimurium (10 adet), 
S. Braenderup (27 adet), S. Breedeney (7 adet), 
S. Anatum (14 adet), S. Enteritidis (132 adet), S. 
Virchow (60 adet), S. Sandiego (2 adet) olmak üze-
re 15 farklı serovardan oluşan toplam 266 izolat tam 
olarak identifiye edilmiştir.

Toplam 392 izolatın; S. Mbandaka 
(6,7,14:z10:enz15) (68 adet) ve S. Infantis 
(6,7,14:r:1,5) (324 adet) suşlarının tam olarak iden-
tifiye edilmesi bekleniyordu. Ancak iki izolatında, 
somatik, faz1 ve faz 2 antijenlerini kodlayan pri-
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merler mevcut olmasına rağmen, O:7 somatik an-
tijeni kodlayan primer her iki izolatta da somatik 
antijeni amplifiye etmemiştir. Bu nedenle mevcut S. 
Mbandaka ve S. Infantis suşlarının sadece faz1 ve 
faz 2 antijenleri tespit edilebildi. Tiplendirilemeyen 
S. Mbandaka ve S. Infantis suşları ribotiplendirme-
ye alındığında sonuçlar şu şekildedir: Altmışsekiz 
adet S. Mbandaka ve 324 adet S. Infantis suşların-
dan; 68 adet S. Mbandaka tam olarak tiplendirile-
bilirken, 392 adet S. Infantis suşunun 20 adedi S. 
Bareily (6,7,14:y:1,5) olarak tiplendirilmiştir.

Toplam 159 izolatın somatik ve faz 1 anti-
jenleri tespit edildi. S. Kentucky (8,20:i:z6) (150 
adet), S. Tumadi (1,4,12:i:z6) (1 adet), S. Hadar 
(6,8:z10:e,n,x) (8 adet), suşlarının somatik antijen 
ve faz 1 antijenleri tespit edilirken, z6, enx faz 2 an-
tijenlerini kodlayan primerler mevcut olmadığı için 
faz 2 antijenleri tespit edilememiştir. 

S. Sao (5 adet) serovarının multiplex-PZR ile 
tiplendirilmesi değerlendirildiğinde, faz1 ve faz 2 
antijenlerini kodlayan primerler ile faz 1 ve faz 2 
antijenleri identifiye edildi. S. Sao izolatoının soma-
tik antijeni E4 grubunda yer almaktadır. Çalışmada 
sadece E grubu ve E1 grubunu kodlayan primerler 
mevcut olduğu için, S. Sao suşunun ancak E gru-
bunda olduğu belirlenebildi, E4 grubunda olduğu 
tespit edilemedi.

Yedi farklı serovar olmak üzere toplam 45 izola-
tın somatik ve faz 2 antijenleri tespit edildi. S. Agona 
(1,4,[5]: f,g,s: [1,2]) (15 adet), S. Schwarzengrund 
(1,4,12,27:d:1,7) (6 adet), S. Coeln (1,4,5,12:y:1,2) 
(5 adet), S. Dabou (8,20:z4,z23:l,w) (4 adet), S. 
Orion (3,10,[15], [15,34]:y: [1,5]) (9 adet), S. 
Bareilly (6,7,14:y: 1,5) (1 adet), S. Livingstone 
(6.7,14:d:l,w) (5 adet) suşlarının somatik ve faz 2 
antijenleri tam olarak identifiye edilmiştir. Ancak 
faz 1 antijenini kodlayan primerler mevcut olmadığı 
için multiplex-PZR ile tespit edilememiştir.

Toplam 9 serovar olmak üzere 32 adet izolatta 
üç antijenden sadece biri tespit edildi. Tek bir an-
tijenik yapısı tespit edilen seovarlar şunlardır: S. 
Bispebjerg (1,4:a:e,n,x) (3 adet), S. Oranienburg 
(6.7,14:m,t:z57) (1 adet), S. Hvittingfoss (16, b, 
e,n,x) (1 adet), S. Amoutive (28:d:1,5) (1 adet), S. 
Derby 1,4, [5],12:f,g: [1,2] (1 adet), S. Liverpool 
(1,3,19:d:enz15) (3 adet), S. Oakey (6,7:m,t:z64) (1 
adet) S. Duisburg (1,4, 12,27:d: enz15) (4 adet), S. 

Montevideo (6,7,14:g,m,[p],s:[1,2,7]) (5 adet), S. 
Molade (8,20:z10:z6) (2 adet).

İncelenen örneklerde, herhangi bir antijenik ya-
pının tespit edilemediği 2 serovar toplam 8 izolat; 
S. Kingston (1,4, [5],12,27:g,s,t:[1,2]) (1 adet) ve S. 
Senftenberg (1,3,19:g,[s],t:-) (7 adet)’dir.

Projenin başında H:d flagellar 1 ve H:e,n,x fla-
gellar 2 antijenlerini amplifiye eden primerler faz 1 
ve faz 2 multiplex-PCR’larda öngörülmüştü. Ancak 
bu primerlerin ilgili antijenleri amplifiye etmediği 
tespit edilince reaksiyon dışı bırakıldılar.

Resim 1. Serogrup mPZR jel görüntüsü : 100 bp 
marker (Fermentas; 100bp), 1 nolu kuyucuk: S. 
Typhimurium [O:B (O:4)]= 230 bp, 2 nolu kuyucuk: S. 
Liverpool [O:E (O:3,10, O:3,19) ]=345 bp, 3 nolu kuyu-
cuk: S. Hadar [O:C2-C3(O:8)]=154 bp, 4 nolu kuyucuk: 
S. Typhimurium [O:B (O:4)]= 230 bp, 5 nolu kuyucuk: 
S. Enteritidis [O:D (O:9, O:9,46, O:9,46,27) ]=615 bp, 6 
nolu kuyucuk: S. Braenderup [O:C1(O:7) ]= 483bp

Resim 2. D1-E1 Serogrup mPZR jel görüntü-
sü: Marker (Fermentas; 100bp), 1 nolu kuyucuk: S. 
Enteritidis [O:D (O:9)]=624 bp, 2 nolu kuyucuk: S. 
Anatum O:E1(3,10)=281 bp
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Resim 3. Faz 1 mPCR jel görüntüsü: Marker 
(Fermentas; 100 bp), 1 nolu kuyucuk: S. Typhimurium 
(H:i)=250 bp, 2 nolu kuyucuk: S. Enteritidis (g,m 
ve sdf)=500 bp ve 300 bp, 3 nolu kuyucuk: S. Hadar 
(H:z10)= 400 bp, 4 nolu kuyucuk: S. Typhimurium 
(H:i)=250 bp, 5 nolu kuyucuk: (H:l,v)=300 bp, 6 nolu 
kuyucuk: S. Infantis (H:r)=275 bp,

Resim 4. Faz 2 mPCR jel görüntüsü: Marker (Fermentas; 
50bp), 1 nolu kuyucuk: S. Infantis (H:1,5)=100bp, 2 
nolu kuyucuk: S. Livingstone (H:l,w)=250 bp, 3 nolu 
kutu:deionized water (negative control), 4 nolu kutu: 
S. Liverpool (H:e,n,z15): 150 bp, 5 ve 7 nolu kuyucuk: 
S. Typhimurium (H:1,2)=400 bp, 6 nolu kuyucuk: S. 
Bariely (H:1,5), 8 nolu kuyucuk: S. Schwarzengrund 
(H:1,7)= 300bp

Tartışma
Son çeyrek yüzyıl içerisinde; Salmonellaların PZR-
tabanlı yöntemlerle tiplendirmesi üzerine çalışma-
lar yapılmaktadır. Salmonella serotipleri arasında 
veya özel bir serotip içerisinde ayrım yapmak için 
tanımlanan PZR-tabanlı metotlar optimize edilmiş-
tir. (1, 7, 12, 18, 19, 24). PCR-tabanlı metotlar ile 
direk somatik antijenlerin (10, 11, 14, 21), ve/veya 
flagellar antijenlerin (4, 5, 9) tespit edilmesine yö-
nelik çalışmalar da mevcuttur.

Çalışmada, gold standart bir metot olan kon-
vansiyonel serotiplendirmeyle optimize edilen 
multiplex-PZR’larının doğru tiplendirme açısından 
geçerliliği sorgulandığında toplam 907 izolatın, 
490’nında (%54.56) (28 farklı serovar) somatik 
antijen tam olarak tespit edilmiştir. Benzer bir şe-
kilde, Herrera-Leon ve ark. (10), yaptıkları çalış-
mada, multiplex-PZR ile 500 Salmonella izolatının 
423’nü serogruplandırabildiklerini bildirmişlerdir. 
Aynı araştırmacılar, özellikle O-antijenini kaybe-
dip rough suşa dönüşen veya flagellar antijenleri-
ni eksprese etmeyen ve monofazik veya hareketsiz 
duruma geçen Salmonellalarıın konvansiyonel yön-
temle tanısına gidemezken, multiplex-PZR ile tes-
pit edebildiklerini bildirmişlerdir. Konvansiyonel 
serotiplendirme ile karakterize edemedikleri 1 oto-
aglutinasyon veren, 4 tane de hareketsiz Salmonella 
Enteritidis suşunu tiplendirdiklerini ortaya koymuş-
lardır. Geleneksel tiplendirme metodu ve moleküler 
serotiplendirme arasında korelasyon % 99.2 olarak 
bildirlmiştir (10). Bu çalışmada benzer örnekleri ça-
lışma olanağımız olmasa da, mukoid bir Salmonella 
suşunun konvansiyonel yöntemlerle tiplendirmesi-
nin yapılamadığı bir olguda multiplex-PZR ile tip-
lendirdiğimiz ve S. Enteritidis olarak isimlendirdi-
ğimiz izolatla Leon ve ark. (2007)’nın (10) yaptık-
leri çalışmayı destekler sonuçlar elde edilmiştir (3). 

Faz1 multiplex-PZR’nun tiplendirmede randı-
manı değerlendirildiğinde, 825 (%54.56) izolatın faz 
1 antijenlerinin tam olarak belirlenebildiği saptan-
dı. Çalışmamızla örtüşür şekilde; Herrera-Leon ve 
ark. (9), optimize ettikleri Faz 1 multiplex-PZR’nda 
İspanya’daki Salmonella izolatlarının % 80’ninin 
faz 1 antijenini doğru olarak tespit edebildiklerini 
ortaya koymuşlardır. Ancak, çalışmada faz-1 mul-
tiplex-PZR’nda reaksiyonda yer alan primer çiftle-
rinden H:d primer çiftinin amplifiye olmadığı tespit 
edildiğinden reaksiyon dışı bırakılmıştır. 82 izolatta 
flagellar 1 antijeninin tespit edilememesi, ya flagel-
lar 1 antijeninin H:d olması veya H:G, H:z10, H:l,v, 
H:r, H:i, H:e,h, H:b antijenleri dışındaki flagellar 1 
antijenine sahip olması kaynaklıdır. Çünkü mevcut 
primer çiftleri ancak 7 adet faz 1 antijenini tiplendi-
rebilmektedir. 

İncelenen izolatlardan 716’sının (%78.94) 
faz 2 antijenleri belirlenebilirken, faz2-multip-
lex-PZR’da H:e,n,x faz 2 antijenini kodlayan primer 
çifti amplifiye olmadığı için reaksiyon dışı bırakıl-
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dı. Çalışmamıza benzer şekilde, Echeita ve ark. (5), 
10 primer çifti ile 49 farklı serotipe ait toplam 140 
Salmonella izolatı ile yaptıkları çalışmada, multip-
lex-PZR ile % 100 sensitivite ve spesifite ile Faz 
2 antijenlerini belirlediklerini bildirmişlerdir. Bu 
çalışmada tiplendirilemeyen 191 izolatın flagellar 2 
antijenleri ise ya H:e,n,x ya da H:1,2, H:1,5, H:1,6, 
H:1,7, H:l,w ve H:e,n,z15 faz2 antijenleri dışında-
ki flagellar 2 antijenlerine sahip olması kaynaklıdır. 
Çünkü mevcut primer çiftleri ancak 6 faz 2 antijeni-
ni tiplendirebilmektedir.

S. Infantis ve S. Mbandaka suşlarında ise faz 1 
ve faz 2 antijenleri tam olarak tespit edilebilmiştir. 
Ancak, O:7 somatik antijeni amplifiye eden primer 
mevcut olmasına rağmen, somatik antijenin bu iki 
izolatta tiplendirilememesi nedeniyle, bu iki sero-
varın tam ismi verilememiştir. Tiplendirilemeyen 
bu iki izolat, ribotiplendirmeye alındığında, 68 adet 
S. Mbandaka izolatı doğru olarak belirlenirken, 324 
adet S. Infantis izolatının 12 adedi (% 4) S. Bareilly 
olarak isimlendirilmiştir. Bu çalışmadaki amaçlar-
dan biri de multiplex-PZR ile tiplendirilemeyen 
suşları, serotiplendirme dışındaki başka bir metotla 
tiplendirmekti. Hem Multiplex-PZR’ların hem de 
ribotiplendirmenin doğruluğu gold standart me-
tot olan Kauffmman- White şemasına göre antise-
rumlarla yapılan serotiplendirme sonuçlarına göre 
değerlendirildi. Oniki izolatın S. Bareilly olarak 
bulunması konvansiyonel serotiplendirme metodu 
ile örtüşmemektedir. Benzer duruma Şahan ve ark. 
(22), 140 Salmonella izolatını klasik serotiplendir-
me ve pvuII enzimi kullanarak ribotiplendirme pro-
tokolü uyguladıkları çalışmalarında, S. Infantis suş-
larını her iki metotla karşılaşılmıştır. Araştırmacılar, 
119 izolatı konvansiyonel serotiplendirme metodu 
ile uyumlu bulduklarını, 16 suşun S. Infantis’e % 
85’in altında benzerlik gösterdiğini ancak en yakın 

tür olarak S. Infantis’e dahil ettiklerini, ilk deneme-
de S. Infantis olarak belirlenemeyen 5 izolatın ikinci 
denemede 3’ünün S. Infantis olarak tespit edildiği-
ni, geriye kalan 2 izolatın ise S. Mbandaka olrak 
identifiye edildiğini bildirmişlerdir. 324 izolatın 
%96.3’ü seroloji ile uyumlu bulunurken, %3.70’lik 
farkın ise istatistiki olarak anlamlı bulunamadığını 
raporlamışlardır.

Tüm izolatların % 29.32’sinin (266 izolat; 15 
farklı serovar) üç antijenik yapısı da tam olarak 
identifiye edilip, isimlendirilebilmiştir. İncelenen 
izolatların somatik, flagellar 1 ve flagellar 2 anti-
jenlerinin sırasıyla; %54.56 (490), %90.95 (825) 
ve %78.94 (716)’ü tespit edilebilmiştir. Multiplex-
PZR ve ribotiplendirme sonuçları değerlendirildi-
ğinde, gold standart serolojik metoda alternatif de-
ğil, ancak destek bir metot olarak kullanılabileceği 
sonucuna varılmıştır.

Sonuç

Bu çalışmayla daha düşük maliyetle, daha kısa süre-
de, duyarlılığı ve özgünlüğü yüksek destekleyici bir 
metotla Salmonellaların tiplendirmesi yapılabilmiş-
tir. Gönderilen izolatların birden fazla Salmonella 
serovarı taşıdığı durumlar ya da serovarlar arası 
çapraz reaksiyonlar gibi olumsuzlukların önüne ge-
çilmesi sağlanmış olacağı görülmektedir. Özellikle 
O-antijenini kaybedip rough suşa dönüşen veya 
flagellar antijenlerini eksprese etmeyen ve monofa-
zik veya hareketsiz duruma geçen Salmonellaların 
tiplendirmesinde seroloji ile yaşanan aksaklıkların 
ortadan kaldırılabilmesine olanak sağlanmaktadır.

Teşekkür
Bu çalışma, TAGEM/ HSGYAD/13/A07/P02/26 
nolu proje ile desteklenmiştir.

Resim 5. Numunelerin Serogrup mPCR 
jel görüntüsü
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Resim 6. Numunelerin Faz 1 mPCR jel görüntüsü

Resim 7. Numunelerin Faz 2 mPCR jel görüntüsü
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