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Ozet: Bu calismamin amaci, Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii (VKMAE), Bakteriyolojik Teshis
Laboratuvar1 sorumlulugunda 2009-2011 yillar1 arasinda Salmonella Prevalans ¢alismasi kapsaminda, Kauffmann-
White serotiplendirme semast ile tiplendirmesi yapilan toplam 907 Salmonella izolatinin, serogrup Sa/monella multip-
lex- PZR, Faz 1 Salmonella multiplex-PZR ve Faz 2 Salmonella multiplex-PZR kullanarak sahada yaygin olarak sirkiile
olan Salmonellla serovarlari igin dizayn edilen primerler ile maksimum 2-3 giin gibi kisa siirede, diisiik maliyetle tiplen-
dirmesini yapabilmektir. Bu ¢alismayla, konvansiyonel yontemle faz 1 ve faz 2 antijenlerinin es zamanli sergilenmemesi
sonucunda ekstra laboratuvar is yiikii, olasi ¢arpraz reaksiyonlar sebepli ekstra antiserum harcanmasi dolayisiyla yasani-
lan zaman kaybi ve yiiksek maliyetin Gistesinden gelinecegi ongoriildii. Ayrica, 2 testin (multiplex-PZR ve konvansiyel
serotiplendirme) ortiismedigi durumlar bakterilerin 6.5 kb operonunu inceleyen ribotiplendirme destegiyle ¢oziilmesi
yoluna gidilmistir. Caligmada kullanilacak primerler ile 907 izolatin % 29.32’sinin (266 izolat; 15 farkli serovar) ii¢ an-
tijenik yapist da tam olarak identifiye edilip, isimlendirilebilmistir. incelenen izolatlarin somatik, flagellar 1 ve flagellar
2 antijenlerinin sirasiyla; %54.56 (490), %90.95 (825) ve %78.94 (716)’ii tespit edilebilmistir. izolatlarm en azindan %
50’sinin tam olarak isimlendirilebilecegi ongdriilmiistiir ancak Salmonella Infantis (S. Infantis) ve S. Mbandaka susa-
rinda somatik antijeni amplifiye eden primer olmasina ragmen somatik antijen tespit edilememistir. Bu suslar ribotip-
lendirmeye alinmistir. Konvansiyonel seroloji, multiplex-PZR ve ribotiplendirme degerlendirildiginde; ribotiplendirme
ve multiplex-PZR’larin gold standart metoda destek metodlar olarak kullanabilecegi tespit edilmistir. Ozet olarak;
calismada mevcut olan primerler sadece sahada yaygin olan serovarlarin somatik, faz 1 ve faz 2 antijenlerine spesifik
olduklari i¢in PZR tiim serovarlar identifiye etmekte yetersiz kalmistir. Sonug olarak ucuz, hizli ve duyarli metot olan
multiplex-PZR’larin belirli somatik, flagellar 1 ve 2 antijenlerinin tespitinde konvansiyonel serolojik yonteme destek
olarak kullanilabilecegi kanisina vartlmistir.

Anahtar kelimeler: Salmonella serovarlari, 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 Sal/monella 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

Giris

Salmonella, hayvanlarin ve insanlarin en 6nemli
patojenlerinden biri olup, ayn1 zamanda zoonozdur.
Giiniimiize kadar tiplendirilen toplam 2700’ ¢ ya-
kin Salmonella serovari mevcuttur. Bunlardan 2587
adedi Salmonella enterica, 23 adedi Salmonella
bongori alt grubunda bulunmaktadir (8). Salmonella
enterica alt1 alt tiirden olusmaktadir; 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 sirasiyla Salmonella enterica
subsp. I, 11, IlIa, IIIb, IV ve VI (17). Salmonella en-
terica subsp. I genellikle insanlardan ve sicak-kanli
hayvanlardan izole edilir. Klinik laboratuvarlarda
izole edilen serotiplerin biiyilk ¢ogunlugu; 1547
adedi bu alt tiire aittir (8, 17).

Salmonella serovarlarinin isimlendirir-
ken, Kauffmann-White serotiplendirme sema-
st, Salmonella izolatlarinin  tiplendirmesinde

bircok laboratuvar tarafindan kullanilmaktadir.
Serotiplendirme, Salmonella’nin hiicre duvarinda
bulunan somatik (O) ve flagellar (H) faktor antijen-
leri temel alinarak yapilir. H faktorii Sa/monella su-
sunun serotip kimligini belirlerken, O faktorii grubu
tespit eder (8). O antijenleri, gram negatif bakteri-
lerin 6nemli komponentlerinden olan lipopolisak-
kariti (LPS) olusturan spesifik polisakkaritlerdir. O
antijen sentezinden sorumlu genler, b diye isim-
lendirilen bir gen kiimesinde, kromozom iizerinde
grup halinde bulunurlar (2). rfb genleri niikleotid
seker biyosentez yolunu ve tekrarlayan iinitelerin
bir arada bulunmasi igin gerekli olan transferazla-
r1 kodlamaktadir. Oniki potansiyel transmembran
segmentini igeren proteini kodlayan ve daha On-
celeri 7/bX, simdi ise wzx olarak adlandirilan gen,
tim Salmonella O antijen gen kiimelerinde bulun-
maktadir. Farkli O antijen kiimelerinden wzx pro-
teinin yapisal homoloji gosterdigi fakat aminoasit
sekans seviyesinde cok az bir benzerligin oldugu
ongoriilmektedir (15). Wzx’in sitoplazmik memb-
ranin sitoplazmik kismindan periplazmik kismina

O-tinitelerinin transferinden sorumlu oldugu bildi-
rilmistir (20).

Faz 1 ve faz 2 flagellar H antijenleri alternatif
olarak, sirasiyla f7iC ve fliB genleri sorumlulugun-
da faz varyasyon mekanizmasi tarafindan eksprese
edilirler. Bu genler kromozom {izerinde farkl iki
lokalizasyonda bulunurlar. f/jBA operonu, Hin re-
kombinazi kodlayan hin genini igerir; f/jB geni pha-
se 2 flagellinlerini, fljA geni de fiC i¢in reprosorii
kodlamaktadir. Hin rekombinaz geni, f[/BA operonu
icin promotor iceren kromozomun 993 bp’lik seg-
mentinin reversible inversiyonunu katalize eder. Bir
oryantasyonda, promotor fiC geninin represyonu-
na yol agarak, fljA ve fljB genlerinin transkripsiyo-
nunu saglar. Hin’in diger oryantasyonunda fjA ve
/1B genleri eksprese edilmez, faz 2 flagellinin {istii
kapanir, bu da faz 1 flagellinin eksprese edilmesini
olanakli hale getirir. (13, 25). Bu allelerden bazilari
tek bir faktorle (i, d veya r), digerleri ise bircok alt
faktorle (1,v, g,m, e,n,x) tanimlanir. Sa/monella fla-
gellinlerinin aminoasit sekanslarinin karsilagtirmasi
ile 8 farkli bolge tanimlanmistir. Amino ve karboksi
terminal sekanslar1 (sirastyla bolge I ve I ve bol-
ge VIII) olduk¢a korunmustur. Polimerizasyon ve
transport i¢in ¢ok 6nemli olduklar1 diistintilmekte-
dir. Bolge IV, V ve VI’dan olusan merkez bolge ise
hem sekanslarda hem de flagellar antijenler arasi
uzunluklarda ¢ok fazla ¢esitlilik gosterir ve genelde
H antijeninin epitopunu belirledigi diistiniilmekte-
dir (16, 23).

Yukarida Salmonella somatik ve flagellar an-
tijenlerinin ekspresyonu ile ilgili agiklamalar ya-
pilmistir. Flagellar 1 ve flagellar 2 antijenlerinin es
zamanli sergilenmemesi dolayisiyla konvansiyonel
yontemde, flagellar antijenlerin ayr1 ayr1 agiga ¢ika-
rilmasiyla Salmonellarin karakterizasyonu yapila-
bilmektedir (17). Bu ¢ergevede, konvansiyonel yon-
temle bu iglem, her sey yolunda giderse, minimum 5
is giinii gibi bir zaman dilimini, ¢apraz reaksiyonlar
sebebiyle bazen tekrarlar ve gerek besiyeri gerekse
antiserum harcamalar1 dolayisiyla yiiksek bir mali-
yeti gerektirmektedir.
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Uzun yillardir, Salmonellalarin  Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR)-tabanli yontemlerle ka-
rakterizasyonu {izerine c¢aligmalar yapilmaktadir.
Salmonella serotipleri arasinda veya 6zel bir sero-
tip icerisinde ayrim yapmak i¢in tanimlanan mo-
lekiiler PZR tabanli metotlar mevcuttur (1, 7, 12).
Calismamizda, serogruplandirmada; O:B (0:4),
0:C1(0:7), 0:C2-C3 (0:8),0:D (0:9, 0:9.46,
0:9,46,27), O:E (0:3,10, 0:3,19), O:D1(0:9) ve
0:E1(3,10) somatik antijenlerini (10, 11), faz 1’in
tiplendirilmesinde; H:i, H:z10, H:b, H:e,h, H:Lv, H:r,
H:G kompleks flagellar antijenlerini ¢ogaltan spesi-
fik primerler kullanilacaktir (9). Salmonella enteri-
ca subsp. enterica serovar Enteritidis (Salmonella
Enteritidis)’in 2. faz1 sergilenmedigi i¢in bu serova-
11 spesifik cogaltan sdfl primerlerinden faydalani-
lacaktir (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 ¢ogaltilacaktir (5).

Cok  uzun  yillardir, Kaufmann-White
Salmonella serotip semasinin kullanimi ile elde
edilen epidemiyolojik verilerin oldukga yararli ol-
dugu kanitlanmistir (8, 17). Bu nedenle hem PZR-
tabanli molekiiler tiplendirme hem de Kaufmann-
White Salmonella serotip semasinin kullanimi ile
yapilan serolojik tiplendirme paralel gotiiriilerek,
PZR-tabanli tiplendirmenin bilinen, kabul gérmiis
geleneksel yontemle Ortiisiir sonuglar vermesi arzu
edilendir.

Bu c¢alismada amagclanan, Salmonella sero-
varlarinin tanisina ek, destek, alternatif olabilecek,
daha hizli, ucuz ve duyarli olan molekiiler yontem-
lerin gelistirilmesi ve optimizasyonudur.

Materyal ve Metot
A) Materyal

1. Salmonella suslari: Veteriner Kontrol Merkez
arastirma  Enstitlisi  (VKMAE) Bakteriyolojik
Teshis Laboratuari’nda 2009-2011 yillan yiiriitiilen
Salmonella Survey’de izole ve identifiye edilen 907
adet Salmonella izolat1 ¢alisild.

2. Salmonella Standart suslar: Pozitif kont-
rol olarak, laboratuvarin katildigi Uluslararasi
Kargilastirma Yeterlilik Testleri’nde tiplendirme
amaciyla gonderilen Salmonella serovarlar1 optimi-
zasyon sirasinda pozitif kontrol sus olarak kullanil-
di

3. Primerler: Multiplex-PZR’larda kullanilan
primer ciftleri bazdizilimleri ayrintili olarak veril-
mistir.

a) Multiplex-PZR  serogruplandirma
(Herrera-Leo'n Silvia ve ark. 2007) (10)

i¢in

Primer ad1 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-wzxCl1 5’-CAGTAGTCCGTAAAATACAGGGTGG-3’
R-wzxCl1 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 El serogruplarmin ayirimi igin
Multiplex-PZR (Hong Y ve ark. 2008) (11)

Primer ad1 Baz Dizilimi
F-D1 5’-ATGGGAGCGTTTGGGTTC-3’
R-D1 5’-CGCCTCTCCACTACCAACTTC-3’
F-E1l 5’-GATAGCAACGTTCGGAAATTC-3’
R-El 5’-CCCAATAGCAATAAACCAAGC-3°

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

Primer ad1 Baz Dizilimi
Sense-60 5’-GCAGATCAACTCTCAGACCCTGGG-3’
Antisense-i 5’-ATAGCCATCTTTACCAGTTCC-3’

Antisense-z10 5’-CGTCGCAGCTTCTGCAACC-3’

Antisense-b 5’-CGCACCAGTCYWACCTAAGGCGG-3’

Antisense-ch 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-1 5’-TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG-3’

Reverse-Sdf-1 5’-CGTTCTTCTGGTACTTACGATGAC-3’
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d) Multiplex-PZR Faz-2 i¢in (Echeita MA ve
ark., 2002) (5)

Primer ad1 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: Tag DNA Polymerase
(Thermo Scentific Tag DNA Polymerase, Cat no:
EP0402) kullanildi.

4. DNA Ekstraksiyon Kiti: DNA ekstraksi-
yonlar1 ticari DNA ekstraksiyon kiti ile (DNeasy
Blood & Tissue Kits, Qiagen, Cat No 69504) ya-
pildi.

5. Besiyerleri: Dokuzyedi izolatin canlan-
dirtlmas1 ve stoklanmasi igin sirasiyla XLT4
agar (Oxoid;CM106), XLT4 supplement (Oxoid;
SR0237) ve Brain Heart Infusion Broth (Oxoid;
CM1135) kullanildi.

5. Ribotiplendirme kiti: PVU II (Dupont;
Riboprinter ~System DNA Prep Reagents,
PN:D10734575) enziminin kullanildig: ribotiplen-
dirme kitinin prosediiriine gore tiplendirme yapildi.

B) Metot

1. izolasyon ve canlandirma: Dokuzyedi izolat
XLT4 Agarda (Oxo0id;CM106) ile yeniden izo-
le edildi. Reizolasyon sonrasi suslar, Brain Heart
Infusion Broth’ta (Oxoid; CM1135) stoklar1 yapilip
-20°C’de saklandi.

2. DNA Ekstraksiyonu: Tekrar izolasyonu ya-
pilan izolatlarin ekstraksiyonu, ticari DNA ekst-rak-
siyon kitinin (DNeasy Blood & Tissue Kits, Qiagen,
Cat No 69504) prosediiriine gore yapildu.

3. Serogrup Multiplex-PZR icin Reaksiyon Hacmi ve Parametreler

Reagent Miktar
10X PCR buffer (without MgCl12) 2.5 ul
MgCl2 (25 mM) 3l
dNTP (10 mM) 0.5ul
F-tyvD (5 pmol/ul) 1 pl
R-tyvD (5 pmol/ul) 1 ul PARAMETRELER
F-wzxB (5 pmol/pl) 1 pl
R-wzxB (5 pmol/ul) 1 ul 94°C 5 dk Baslangi¢ denaturasyonu
F-wzxC1 (5 pmol/ul) 1 ul 94°C 30 sn Primerlerin baglanmasi
R-wzxC1 (5 pmol/pl) 1l 57°C 40 sn (30 siklus)
F-wzxC2-C3 (5 pmol/ul) 1 ul 72°C 30 sn
R-wzxC2-C3 (5 pmol/ul) 1 ul 72°C 10 dk Final uzama
F-wzxEl (5 pmol/ul) 1 pl
R-wzxEl (5 pmol/ul) 1l
Taq DNA Polymerase 0.5 pl
Deionize su 7.5 ul
Template 1 ul
Total hacim 25 ul
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4. D1 ve E1 i¢in Serogrup Multiplex-PZR icin Reaksiyon Hacmi ve Parametreler

Reagent Miktar
10X PCR buffer (without MgCl12) 2.5 ul 94°C 5 dk
MgCI2 (25 mM) 3l 94°C 30 sn PARAMETRELER
dNTP (10 mM) 0.5 ul 57°C 40 sn
F-D1 (5 pmol/ul) 1 ul 72°C 30 sn Baslangi¢ denaturasyonu
R-DI (5 pmol/ul) 1 ul 72°C 10 dk Primerlerin baglanmast
F-E1 (5 pmol/pl) 1l (30 siklus)
R-E1 (5 pmol/ul) 1 ul
Taq DNA Polymerase 0.5 pl Final uzama
Deionize su 13.5 ul
Template 1 pl
Total hacim 25 ul

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

Reagent Miktar
10X PCR buffer (without MgCl12) 4 ul
MgCI2 (25 mM) 3l
dNTP (10 mM) 0.5 ul
Sense-60 (35 pmol/ul) 1l
Antisense-i (5 pmol/ul) 1l
Antisense-z10 (5 pmol/ul) 1l
Antisense-b (7 pmol/pl) 1 ul PARAMETRELER
Antisense-eh (7 pmol/ul) 1 ul
Antisense-1v (5 pmol/ul) 1 ul 94°C 5 dk Baslangi¢ denaturasyonu
Antisense-t (5 pmol/pl) 1 pl 94°C 30 sn Primerlerin baglanmasi
Forward-G (5 pmol/ul) 1 ul 58°C 40 sn (30 siklus)
Reverse-G (5 pmol/ul) 1l 72°C 30 sn
Forward-Sdf-1 (5§ pmol/pl) 1 ul 72°C 10 dk Final uzama
Reverse-Sdf-1 (5 pmol/ul) 1l
Taq DNA Polymerase 0.5 ul
Deionize su 5
Template 1 ul
Total hacim 25 ul
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6. Faz-2 Multiplex-PZR icin Reaksiyon Hacmi ve Parametreler

Reagent Miktar
10X PCR buffer (without MgCl12) 2,5 ul
MgCI2 (25 mM) 3l
dNTP (10 mM) 0.5ul
Sense-F1mod (20 pmol/ul) 1 pl PARAMETRELER
Antisense-R5mod (5 pmol/ul) 1 ul
Antisense-R6 (5 pmol/pul) 1 ul 94°C 5 dk Baslangi¢ denaturasyonu
Antisense-R7 (5 pmol/ul) 1 ul 94°C 30 sn Primerlerin baglanmasi
Antisense-R 1mod5 (5 pmol/pl) 1 pl 61°C 40 sn (30 siklus)
Sense-Fw 5 (5 pmol/ul) 1l 72°C 30 sn
Antisense-Rw 5 (5 pmol/ul) 1 pl 72°C 10 dk Final uzama
Sensen-Fe (5 pmol/ul) 1 ul
Antisense-Rz15(5 pmol/pl) 1 ul
Deionize su 9
Template 1 pl
Total hacim 25 ul

7. Agaroz- Jel Elektroforez

Elde edilen PZR firiinlerinden; 5’er pl alinarak,
1 ul 6X loading dye solusyonu ytiklenecek, 0.5 pl/
ml ethidium bromide ile boyanan % 2’lik agaroz
jelde 100 V elektrik akiminda 120 dk ytritiilerek
elektroforez iglemi yapildi. Agaroz jel, uv-translu-
minatore transfer edilerek olusan bantlar DNA mar-
ker ve pozitif kontroller yardimiyla UV 15181 altinda
degerlendirilip ve jel goriintiileme sistemi ile dokii-
mantasyonu yapildi. Serogrup Multiplex-PZR ile
B, C1, C2-C3, D ve E gruplar icin beklenen DNA
bant1 biiyiikliikleri sirastyla; 230 bp, 483 bp, 154
bp, 615 bp ve 345 bp olarak tespit edildi. D1-E1
Serogrup Multiplex-PZR i¢in beklenen DNA banti
biiytikliikleri sirastyla; 624bp ve 281 bp’dir. Fazl
Multiplex- PZR ile H:G, H:z10, H:l,v, H:r, H:i,
H:e,h, H:b antijenleri i¢in dizayn edilen primerler
ve Salmonella Enteritidis i¢in spesifik olan Sdfl
primerleri ile beklenen DNA bant1 biiytikliikleri si-
rastyla; 500 bp, 400 bp, 300 bp, 275, 250 bp, 200
bp, 150 bp ve 300 bp’dir. Faz 2 Multiplex-PZR ile
H:1,2, H:1,5, H:1,6, H:1,7, H:lLw ve H:e,n,z15 an-
tijenleri i¢in dizayn edilen primerler ile beklenen
DNA bant1 biiytikliikleri sirasiyla; 400 bp, 100 bp,
300 bp, 200 bp, 250bp, 150 bp’dir.

8. Ribotiplendirme: Ribotiplendirme, PVUII
enzimi ile kit prosediiriine gore yapilda.

Bulgular

Daha 6nce gold standart bir metot olan serotiplen-
dirme ile isimlendirilen 36 farkli serovardan olusan
toplam 907 izolat, somatik, fazl ve faz2 antijenleri-
nin multiplex-PZR ile tiplendirilmesi agisindan tek-
rar degerlendirildi. Multiplex-PZR sonuglar1 asagi-
da ayrintisiyla anlatilmaktadir.

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 iize-
re 15 farkli serovardan olugan toplam 266 izolat tam
olarak identifiye edilmistir.

Toplam 392  izolatin; S. Mbandaka
(6,7,14:z10:enz15) (68 adet) ve S. Infantis
(6,7,14:r:1,5) (324 adet) suslarinin tam olarak iden-
tifiye edilmesi bekleniyordu. Ancak iki izolatinda,
somatik, fazl ve faz 2 antijenlerini kodlayan pri-
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merler mevcut olmasia ragmen, O:7 somatik an-
tijeni kodlayan primer her iki izolatta da somatik
antijeni amplifiye etmemistir. Bu nedenle mevcut S.
Mbandaka ve S. Infantis suslarinin sadece fazl ve
faz 2 antijenleri tespit edilebildi. Tiplendirilemeyen
S. Mbandaka ve S. Infantis suslari ribotiplendirme-
ye alindiginda sonuglar su sekildedir: Altmissekiz
adet S. Mbandaka ve 324 adet S. Infantis suslarin-
dan; 68 adet S. Mbandaka tam olarak tiplendirile-
bilirken, 392 adet S. Infantis susunun 20 adedi S.
Bareily (6,7,14:y:1,5) olarak tiplendirilmistir.

Toplam 159 izolatin somatik ve faz 1 anti-
jenleri tespit edildi. S. Kentucky (8,20:i:z6) (150
adet), S. Tumadi (1,4,12:1:z6) (1 adet), S. Hadar
(6,8:210:e,n,x) (8 adet), suslarinin somatik antijen
ve faz 1 antijenleri tespit edilirken, z6, enx faz 2 an-
tijenlerini kodlayan primerler mevcut olmadigi i¢in
faz 2 antijenleri tespit edilememistir.

S. Sao (5 adet) serovarimin multiplex-PZR ile
tiplendirilmesi degerlendirildiginde, fazl ve faz 2
antijenlerini kodlayan primerler ile faz 1 ve faz 2
antijenleri identifiye edildi. S. Sao izolatoinin soma-
tik antijeni E4 grubunda yer almaktadir. Caligmada
sadece E grubu ve E1 grubunu kodlayan primerler
mevcut oldugu i¢in, S. Sao susunun ancak E gru-
bunda oldugu belirlenebildi, E4 grubunda oldugu
tespit edilemedi.

Yedi farkli serovar olmak iizere toplam 45 izola-
tin 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,z23:1,w) (4 adet), S.
Orion (3,10,[15], [15,34]:y: [L,5]) (9 adet), S.
Bareilly (6,7,14:y: 1,5) (1 adet), S. Livingstone
(6.7,14:d:1,w) (5 adet) suslarinin somatik ve faz 2
antijenleri tam olarak identifiye edilmistir. Ancak
faz 1 antijenini kodlayan primerler mevcut olmadigi
icin multiplex-PZR ile tespit edilememistir.

Toplam 9 serovar olmak iizere 32 adet izolatta
iic antijenden sadece biri tespit edildi. Tek bir an-
tijenik yapisi tespit edilen seovarlar sunlardir: 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 (8,20:210:z6) (2 adet).

Incelenen &rneklerde, herhangi bir antijenik ya-
pimin tespit edilemedigi 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 baginda H:d flagellar 1 ve H:e,n,x fla-
gellar 2 antijenlerini amplifiye eden primerler faz 1
ve faz 2 multiplex-PCR’larda 6ngoriilmiistii. Ancak
bu primerlerin ilgili antijenleri amplifiye etmedigi
tespit edilince reaksiyon dis1 birakildilar.

Resim 1. Serogrup mPZR jel goriintiisii : 100 bp
marker (Fermentas; 100bp), 1 mnolu kuyucuk: S.
Typhimurium [O:B (0:4)]= 230 bp, 2 nolu kuyucuk: S.
Liverpool [O:E (0:3,10, O0:3,19) ]=345 bp, 3 nolu kuyu-
cuk: S. Hadar [0:C2-C3(0:8)]=154 bp, 4 nolu kuyucuk:
S. Typhimurium [O:B (0:4)]= 230 bp, 5 nolu kuyucuk:
S. Enteritidis [O:D (0:9, 0:9,46, 0:9,46,27) =615 bp, 6
nolu kuyucuk: S. Braenderup [O:C1(0:7) ]=483bp

Resim 2. DI1-E1 Serogrup mPZR jel goriintii-
sii: Marker (Fermentas; 100bp), 1 nolu kuyucuk: S.
Enteritidis [O:D (0:9)]=624 bp, 2 nolu kuyucuk: S.
Anatum O:E1(3,10)=281 bp
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Resim 3. Faz 1 mPCR jel goriintiisii: Marker
(Fermentas; 100 bp), 1 nolu kuyucuk: S. Typhimurium
(H:1)=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:1)=250 bp, 5 nolu kuyucuk: (H:L,v)=300 bp, 6 nolu
kuyucuk: S. Infantis (H:r)=275 bp,

8 9 100bp

Resim4.Faz2 mPCRjel goriintiisii: 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

Tartisma

Son ¢eyrek ylizyil i¢erisinde; Salmonellalarin PZR-
tabanli yontemlerle tiplendirmesi iizerine ¢aligma-
lar yapilmaktadir. Salmonella serotipleri arasinda
veya 0zel bir serotip igerisinde ayrim yapmak i¢in
tanimlanan PZR-tabanli metotlar optimize edilmis-
tir. (1, 7, 12, 18, 19, 24). PCR-tabanli metotlar ile
direk somatik antijenlerin (10, 11, 14, 21), ve/veya
flagellar antijenlerin (4, 5, 9) tespit edilmesine yo-
nelik calismalar da mevcuttur.

Calismada, gold standart bir metot olan kon-
vansiyonel serotiplendirmeyle optimize edilen
multiplex-PZR’larinin dogru tiplendirme agisindan
gecerliligi sorgulandiginda toplam 907 izolatin,
490’ninda (%54.56) (28 farkli serovar) somatik
antijen tam olarak tespit edilmistir. Benzer bir se-
kilde, Herrera-Leon ve ark. (10), yaptiklar calig-
mada, multiplex-PZR ile 500 Sa/monella izolatinin
423’nl serogruplandirabildiklerini bildirmislerdir.
Ayni aragtirmacilar, 6zellikle O-antijenini kaybe-
dip rough susa doniisen veya flagellar antijenleri-
ni eksprese etmeyen ve monofazik veya hareketsiz
duruma gegen Salmonellalariin konvansiyonel yon-
temle tanisina gidemezken, multiplex-PZR ile tes-
pit edebildiklerini bildirmislerdir. Konvansiyonel
serotiplendirme ile karakterize edemedikleri 1 oto-
aglutinasyon veren, 4 tane de hareketsiz Salmonella
Enteritidis susunu tiplendirdiklerini ortaya koymus-
lardir. Geleneksel tiplendirme metodu ve molekiiler
serotiplendirme arasinda korelasyon % 99.2 olarak
bildirlmistir (10). Bu ¢alismada benzer 6rnekleri ¢a-
lisma olanagimiz olmasa da, mukoid bir Salmonella
susunun konvansiyonel yontemlerle tiplendirmesi-
nin yapilamadigi bir olguda multiplex-PZR ile tip-
lendirdigimiz ve S. Enteritidis olarak isimlendirdi-
gimiz izolatla Leon ve ark. (2007)’nin (10) yaptik-
leri ¢alismay1 destekler sonuglar elde edilmistir (3).

Fazl multiplex-PZR’nun tiplendirmede randi-
mani degerlendirildiginde, 825 (%54.56) izolatin faz
1 antijenlerinin tam olarak belirlenebildigi saptan-
di. Calismamizla ortligtir sekilde; Herrera-Leon ve
ark. (9), optimize ettikleri Faz 1 multiplex-PZR nda
Ispanya’daki Salmonella izolatlarmin % 80’ninin
faz 1 antijenini dogru olarak tespit edebildiklerini
ortaya koymuslardir. Ancak, ¢aligmada faz-1 mul-
tiplex-PZR’nda reaksiyonda yer alan primer ¢iftle-
rinden H:d primer ¢iftinin amplifiye olmadigi tespit
edildiginden reaksiyon dis1 birakilmistir. 82 izolatta
flagellar 1 antijeninin tespit edilememesi, ya flagel-
lar 1 antijeninin H:d olmasi1 veya H:G, H:z10, H:l,v,
H:r, H:i, H:e,h, H:b antijenleri disindaki flagellar 1
antijenine sahip olmasi kaynaklidir. Clinkii mevcut
primer giftleri ancak 7 adet faz 1 antijenini tiplendi-
rebilmektedir.

Incelenen izolatlardan 716’sinmn  (%78.94)
faz 2 antijenleri belirlenebilirken, faz2-multip-
lex-PZR’da H:e,n,x faz 2 antijenini kodlayan primer
cifti amplifiye olmadig i¢in reaksiyon dis1 birakil-
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di. Calismamiza benzer sekilde, Echeita ve ark. (5),
10 primer cifti ile 49 farkl serotipe ait toplam 140
Salmonella izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada, multip-
lex-PZR ile % 100 sensitivite ve spesifite ile Faz
2 antijenlerini belirlediklerini bildirmislerdir. Bu
calismada tiplendirilemeyen 191 izolatin flagellar 2
antijenleri ise ya H:e,n,x ya da H:1,2, H:1,5, H:1,6,
H:1,7, H:Lw ve H:e,n,z15 faz2 antijenleri disinda-
ki flagellar 2 antijenlerine sahip olmasi kaynaklidir.
Ciinkili mevcut primer ¢iftleri ancak 6 faz 2 antijeni-
ni tiplendirebilmektedir.

S. Infantis ve S. Mbandaka suslarinda ise faz 1
ve faz 2 antijenleri tam olarak tespit edilebilmistir.
Ancak, O:7 somatik antijeni amplifiye eden primer
mevcut olmasina ragmen, somatik antijenin bu iki
izolatta tiplendirilememesi nedeniyle, bu iki sero-
varin tam ismi verilememistir. Tiplendirilemeyen
bu iki izolat, ribotiplendirmeye alindiginda, 68 adet
S. Mbandaka izolat1 dogru olarak belirlenirken, 324
adet S. Infantis izolatinin 12 adedi (% 4) S. Bareilly
olarak isimlendirilmistir. Bu ¢alismadaki amaglar-
dan biri de multiplex-PZR ile tiplendirilemeyen
suslari, serotiplendirme digindaki baska bir metotla
tiplendirmekti. Hem Multiplex-PZR’larin hem de
ribotiplendirmenin dogrulugu gold standart me-
tot olan Kauffmman- White semasina gore antise-
rumlarla yapilan serotiplendirme sonuglarina gore
degerlendirildi. Oniki izolatin S. Bareilly olarak
bulunmasi konvansiyonel serotiplendirme metodu
ile ortismemektedir. Benzer duruma Sahan ve ark.
(22), 140 Salmonella izolatin1 klasik serotiplendir-
me ve pvull enzimi kullanarak ribotiplendirme pro-
tokolii uyguladiklar1 ¢aligmalarinda, S. Infantis sus-
larini her iki metotla karsilasilmistir. Arastirmacilar,
119 izolat1 konvansiyonel serotiplendirme metodu
ile uyumlu bulduklarini, 16 susun S. Infantis’e %
85’in altinda benzerlik gosterdigini ancak en yakin

tiir olarak S. Infantis’e dahil ettiklerini, ilk deneme-
de S. Infantis olarak belirlenemeyen 5 izolatin ikinci
denemede 3’iiniin S. Infantis olarak tespit edildigi-
ni, geriye kalan 2 izolatin ise S. Mbandaka olrak
identifiye edildigini bildirmislerdir. 324 izolatin
%96.3’1i seroloji ile uyumlu bulunurken, %3.70’lik
farkin ise istatistiki olarak anlamli bulunamadigini
raporlamislardir.

Tim izolatlarin % 29.32°sinin (266 izolat; 15
farkli serovar) ii¢ antijenik yapisi da tam olarak
identifiye edilip, isimlendirilebilmistir. Incelenen
izolatlarin somatik, flagellar 1 ve flagellar 2 anti-
jenlerinin sirastyla; %54.56 (490), %90.95 (825)
ve %78.94 (716)’1 tespit edilebilmistir. Multiplex-
PZR ve ribotiplendirme sonuglar1 degerlendirildi-
ginde, gold standart serolojik metoda alternatif de-
gil, ancak destek bir metot olarak kullanilabilecegi
sonucuna varilmistir.

Sonu¢

Bu calismayla daha diisiik maliyetle, daha kisa siire-
de, duyarlilig1 ve 6zgiinliigii yliksek destekleyici bir
metotla Salmonellalarin tiplendirmesi yapilabilmis-
tir. Gonderilen izolatlarin birden fazla Salmonella
serovari tasidigi durumlar ya da serovarlar arasi
capraz reaksiyonlar gibi olumsuzluklarin 6niine ge-
cilmesi saglanmis olacag: goriilmektedir. Ozellikle
O-antijenini kaybedip rough susa doniisen veya
flagellar antijenlerini eksprese etmeyen ve monofa-
zik veya hareketsiz duruma gecen Salmonellalarin
tiplendirmesinde seroloji ile yasanan aksakliklarin
ortadan kaldirilabilmesine olanak saglanmaktadir.

Tesekkiir

Bu calisma, TAGEM/ HSGYAD/13/407/P02/26
nolu proje ile desteklenmistir.

Resim 5. Numunelerin Serogrup mPCR
jel goriintiisii

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez

Cilt 28, Say1 2, 2017, 85-95



94 Ginaydin E ve ark. Yaygin Salmonella Serovarlarinin Molekiiler Tekniklerle Tiplendirilmesi

Resim 6. Numunelerin Faz 1 mPCR jel goriintiisii

Resim 7. Numunelerin Faz 2 mPCR jel goriintiisii
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