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Bu c¢alismada Tirkiye’den izole edilen ve tanimlanan Salmonella serotiplerinde, genetik farkliligin
analizinde degisken alan jel elektroforezi (PFGE) yonteminin iilkemiz sartlarindaki kullanim olanaklari
aragtirilmistir. DNA’lar1 Xbal Fastdigest restriksiyon endoniikleazi ile kesilerek PFGE analizi
gerceklestirilen 98 adet DMC kodlu Salmonella serotipi, evrensel standart sus S. Braenderup H9812 baz
alinarak 36 farkli PFGE profil grubuna ayrilmistir. Her profil grubu kendi igerisinde ve diger profillerle
karsilagtirilarak benzerlik (similarity) matrisleri olusturulmustur. Buna gore tim suslarin PFGE
profillerinin birbirleriyle en az % 12,6 en fazla % 96,5 oraninda benzerlik tasidiklari tespit edildi.
Profillerin filogenetik iliskilerinin belirlenmesi igin NTSYS pc. ver. 2.2 paket programi ile kiimelenme
(Cluster) analizi yapilmig ve UPGMA (Unweighted pair group with mathematical averaging) dendogrami
cizilmistir. Elde edilen dendogram ile 98 adet susun % 75,5’lik kism1 A kolunda; % 24,5’lik kismi ise B
kolunda olmak iizere 2 ana kolda gruplandilrmistir. S. Bispebjerg susunun A kolunda diger suslardan ayr
olarak tek dalda yer aldig1 goriilmiis ve ¢alismamizda genotipik agidan en az benzerlige sahip sus olarak
degerlendirilmistir. En yiiksek profil ¢esitliligi S. Montevideo serotipinde (% 100) belirlenmis; S. subsp. |
Roughform serotipi S. Enteritidis ile; S. Group C1 serotipi S.Thompson ile yiiksek oranda benzerlikler
gostermistir. Bu ¢alisma ile laboratuvarimizdaki DMC kodlu Salmonella suslari koleksiyonumuzda
serotipi belirlenmemis bulunan DMC 21 kodlu sus S. Infantis profiline (INF 2) sahip bulunmustur. Ayrica
tiplendirme metotlarinin ayrim giicliniin tespitinde kullanilan Simpson niimerik ayrimlandirma indeksi,
calisgmamiz i¢in % 95,6 olarak hesaplanmistir. S. Corvallis, S. Enteritidis, S. Infantis, S. Group C1, S.
Thompson ve S. Virchow suslarinin olusturduklart PFGE profil gruplarinin kendi iglerinde birbirlerine
¢ok yakin olduklari (sirastyla; % 93,3; % 89,6; % 97,4; % 96,1; % 96,1 ve % 94,1) tespit edilmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

IDENTIFICATION OF Salmonella SEROTYPES
BY PULSED-FIELD GEL ELECTROPHORESIS

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

In this study, the capabilities of analyzing genetic differences of isolated and identified Salmonella
serotypes originated from Tirkiye by using pulsed field gel electrophoresis (PFGE) method, was
investigated. All 98 Salmonella strains’ DNA were digested by Xbal Fastdigest restriction endonuclease
and determined as of 36 different PFGE profile groups via using the universal size standard strain
Salmonella Braenderup H9812. Similarity matrices were constituted by comparing every profile group
within and between all the other groups. Accordingly, a minimum of 12,6 % and a maximum of 96,5 %
similarity ratios were found among all the profile groups. In order to determine phylogenetic relationships
of the profiles, cluster analysis and UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic mean)
dendogram was constructed via using NTYSY pc. ver. 2.2 software. With the constructed dendogram, a
two-main branched tree was shown and 75,5 % part of all the 98 strains were collected on A side of the
branch, while 24,5 % part of the strains were collected on B side. In our study, S. Bispebjerg was
considered as the most different strain of all serotypes and it was constituted on a single branch next to
the other strains of A side in the phylogenetic tree. The highest profile variability was shown at S.
Montevideo strain  with a 100 % score, and the highest similarity showing strains were S. subsp. |
Roughform and S. Enteritidis, S. Group C1 and S. Thompson. In this study, DMC 21 coded strain of our
laboratory collection, which its serotype name was not known, has been identified as S. Infantis (INF 2)
serotype. Simpson’s numerical index of discrimination; a calculation method which is used to determine
the power of subtyping methods, was also applied for our study and resulted in 95,6 %. In addition, it was
shown that S. Corvallis, S. Enteritidis, S. Infantis, S. Group C1, S. Thompson and S. Virchow strains had
the highest similarity ratios within their profile group members; the ratios were found such as; 93,3 %;
89,6 %; 97,4 %; 96,1 %; 96,1 %; and 94,1 %, respectively.

June 2013, 78 pages

Key Words: Salmonella, Pulsed-Field Gel Electrophoresis, Identification.



TESEKKUR

Calisma konusu ve se¢iminde, calismanin gidisatinda ve degerlendirilmesinde
yardimlar1 ve elestirileri ile bana yol gosteren, cesitli zorluklar karsisinda yilmamami
saglayan ve bilgilerini, tecriibelerini benimle kosulsuzca paylasan danisman hocam
Sayin Prof. Dr. Mustafa AKCELIK’e (Ankara Universitesi Biyoloji Anabilim Dalr) ve
calismam siiresince yardimini ve giiler yliziinii esirgemeyen Sayin Yrd. Dog. Dr. Nefise
AKCELIK e tesekkiir ederim.

Tezimin deneysel kisimlarinda, yapabileceklerinin en iysini yaparak, iglerinden gelen
biiyiik bir 6zveriyle bana yardime1 olan basta Uzman Biyolog Ozlem GUNAY ESIYOK
ve Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii Prokaryot Genetigi Laboratuvari’na geldigim
ilk giinden bu yana tanidigim tiim ¢alisma arkadaslarima; ayrica Biyoteknoloji Enstitiisii
Merkez Laboratuvari’nda calistigim donem igerisinde tanima sansina eristigim degerli

arkadaslarima tesekkiirii borg bilirim.

Calisma siirecim boyunca gosterdikleri biiyiik sabir ve her sarttaki fedakarliklarindan
dolay1r canim aileme ve her an yanimda olan, biitiin enerjisiyle, sevgisiyle beni
destekleyen ve azimlendiren hayat arkadasim Alev ARSLAN’a varliklar i¢in tesekkiir

ederim.

Ahmet Caner SONMEZ
Ankara, Haziran 2013



ICINDEKILER

OZET ... i
ABSTRACT .ttt et b I
TESEKKUR.........oooioieieeeeeee ettt ettt ettt iii
KISALTMALAR DIZINI......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnneccce, vi
SEKILLER DIZINI....uouuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietieieeieeienenenennennsenenesesesssssesnnns vii
CIZELGELER DIZINI..........cocooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e, ix
| I €] 1 23 1T 1
2. KURAMSAL TEMELLER .ttt 4
2.1 Salmonella Cinsinin Genel OZelliKIETi......ccvuuerrerreerrerunneereennnereenminnn. 4
2.2 Salmonella Cinsinin TakSONOMIS.......cccoiiiiiiiiiiei i 5
2.3 Salmonella’nin Diinya Genelindeki Dagilimi ve EpidemiyolojiSi.....ccceeeeeneen... 6
2.4 Salmonella Uzerine Tiirkiye’de Yapilan Epidemiyolojik Calismalar................ 14
2.5 Bakteriyel Tammlamada Kullamlan Yontemler...............ccccoooiiiiniiiiiiinn, 14
2.5.1 FENOUIPIK YONtEMIET .............ccooiiiiiiiiiiieceeee s 16
2.5.2 Genotipik ve molekiiler yontemler................ccocoovviiiininienene e, 17
2.6 Degisken Alan Jel Elektroforezi (PFGE)........ccccocviiiiiiiiiieieieiee e 23
3. MATERYAL VE YONTEM.........cccceoiiiiiiieiieeeeee et en s 29
B L MALEIYAL ... e ae e 29
3.1.1 MIKroorganiZmalar...........cccueiuiiieieiie et 29
3.1.2 Mikroorganizmalarin saklanma Kosullar...................cccooooiiinniincicn, 29
B L83 BESIYRIIEI T .t 29
314 COZEILILET ...t 30
I 1) 1 1<) 1 1 DRSO 32
3.2.1 Suslarin hazirlanmask.............ccoviiiiiiiiiin e 32
3.2.2 Suslarin agaroz tapalar icerisine gomiillmesi.................c.ccoooeiiiiiiiiiniinies 33
3.2.3 Tapalara gomiilen hiicrelerin liZiSi................ccooiiiiiiiie, 33
3.2.4 Saf DNA eldesi icin agaroz tapalarin y1kanmasl.............ccccccooeniiiiinincnnennns 34
3.2.5 Tapalara Xbal restriksiyon endoniikleaz kesimi uygulanmasi....................... 34
3.2.6 CHEF DR-III cihazinda Salmonella’ya ozgii jel yiikleme kosullari................ 36



3.2.7 PFGE jel goriintiilerinin aliInmasl.................ccoooiiiiiiiiiiicicec e 37

3.2.8 Simpson niimerik ayrimlandirma indeksi.................cccoooiiii 38
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA.......cccoooiiiiiiieeeee e, 39
4.1 Elde edilen PFGE Profillerinin Karsilastirilmasi ve Filogenetik Analizi........... 39
SUSONUCQ ... 57
KAYNAKLAR ..o 59
OZGECMIS ...ttt ettt ettt ettt et et et ettt et et esesanas 78



DNA
NTS

PFGE

EDTA
TE
L/P
HST

TBE

mg

ml

Sa

Mb

kb
RT-PZR
VNTR
MLST
AFLP

WHO

KISALTMALAR DIiZiNi

Deoksiribo Niikleik Asit
Non-Tifoidal Salmonella
Degisken Alan Jel Elektroforezi
Salmonella
Etilen Diamin Tetraasetik Asit
Tris-EDTA
Liziz-Proteinaz K
Hiicre Siispansiyon Tamponu
Tris Borik asit EDTA
Gram
Miligram
Mililitre
Litre
Saniye
Saat
Megabaz
Kilobaz
Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Cesitli Sayida Ardarda Tekrarlayan Bolgeler
Coklu Lokus Sekans Tiplendirmesi
Cogaltilmis Fragment Uzunlugu Polimorfizmi

Diinya Saglik Orgiitii

Vi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Salmonella nin peritris flagella yapisin1 gosteren elektron mikrografi............ 5

Sekil 2.2 Halk sagliginin korunmasi i¢in takip mekanizmasinin risk tespiti, risk
yonetimi ve arastirma giderlerinin ele alinmasi stirecindeki yerini
DEIITEN AONGU. ... eeivieieiiie et re e 7
Sekil 2.3 EQAS degerlendirmesine katilan iilkelerin diinya iizerindeki dagilimi.......... 10

Sekil 2.4 En yaygin serotipler olan S.Enteritidis ile S. Typhimurium’un
yillara bagli olarak toplam 37 {ilkedeki genel ylizdesi..........c.ccovveivirveninnnnne 12

Sekil 2.5 Secilmis olan 37 iilkedeki diger Salmonella serotiplerinin genel

yiizdelerinin zaman igindeki degiSimleri..........ccovviriiiiiiiiieniie e 13
Sekil 2.6 Salmonella’nin tiplendirilmesinde kullanilan yontemlerin evrimi................... 18
Sekil 2.7 Genetik olaylarin PFGE bant profillerinde ifadelenmesi.............cc.ccoceoevnnne. 27
Sekil 3.1 Simpson niimerik ayrimlandirma indeksinin formiilasyonu.............cc.cceuee... 38
Sekil 4.1 Salmonella Agona serotipinin PFGE bant profilleri.............ccccccooviviiiennnn. 42
Sekil 4.2 Salmonella Anatum serotipinin PFGE bant profilleri.............cccccooviininnnenn. 43
Sekil 4.3 Salmonella Bispebjerg serotipinin PFGE bant profili...........cccccocvviiiiinnnn, 43
Sekil 4.4 Salmonella Braenderup serotipinin PFGE bant profilleri.............c.ccocoovninns 44
Sekil 4.5 Salmonella Corvallis serotipinin PFGE bant profilleri...........ccccoocieviiininnnns 44
Sekil 4.6 Salmonella Enteritidis serotipinin PFGE bant profilleri.............cccccocininns 45
Sekil 4.7 Salmonella Group C1 serotipinin PFGE bant profilleri.............ccccocviennnen. 46
Sekil 4.8 Salmonella Infantis serotipinin PFGE bant profilleri.............ccccooinininnnn. 47
Sekil 4.9 Salmonella Kentucky serotipinin PFGE bant profilleri...........cccccoocvivninnene. 47
Sekil 4.10 Salmonella Montevideo serotipinin PFGE bant profilleri..............ccccevene... 48
Sekil 4.11 Salmonella Nchanga serotipinin PFGE bant profilleri...........c.cccocienennnn. 49
Sekil 4.12 Salmonella subsp. I Roughform serotipinin PFGE bant profilleri................ 49
Sekil 4.13 Salmonella Salford serotipinin PEGE bant profili............ccccooceiiiiiiniinnnn, 50
Sekil 4.14 Salmonella Senftenberg serotipinin PEGE bant profili............c.ccocovviiinnnne, 51

vii



Sekil 4.15 Salmonella Telaviv serotipinin PFGE bant profilleri.........c..ccccocovvevvinnnn, 51

Sekil 4.16 Salmonella Thompson serotipinin PFGE bant profilleri.............c.ccocovninne. 52
Sekil 4.17 Salmonella Typhimurium serotipinin PFGE bant profilleri...............c......... 53
Sekil 4.18 Salmonella Virchow serotipinin PFGE bant profilleri..............cc.ccoeeinnen. 53

Sekil 4.19 Tirkiye kokenli Salmonella suslarinin Xbal makrorestriksiyon
profillerinin PFGE @nalizi............ccoooiiiiiiiee 56

viii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1 Salmonella enterica alttiirlerinin sematik gOSterimi........ccccvevveviveseereareennnnn 6
Cizelge 2.2 Diinya ¢capinda Salmonella serotiplendirilmesine katilan iilkeler................. 8
Cizelge 4.1 Serotiplerin olusturdugu PFGE profil gruplart.........cccccoviiiiiiiininiinnnns 39



1. GIRIS

Alttiplendime, bakterilerin tiir ve alttiir seviyesindeki 6zelliklerinin belirlenmesi ve
tamimlanmalarini esas alir. Bu tamimlama, fenotipik ve genotipik yontemlerle
yapilabilir. Alttiplendirme islemi, taksonomik amaglar i¢in, bir tiiriin populasyon
yapisinin  ¢aligilmas: i¢in, hedef organizmanin diger organizmalarla iliskisinin
belirlenmesi yolundaki filogenetik analizler i¢in, hedef organizmanin evrimsel
siireclerini betimlemek i¢in veya molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar i¢in yapilabilir
(Barrett vd. 2006).

Sus tanimlamasi ve bakteriyel taksonomik siniflandirma tarihsel agidan bakildiginda,
fenotipik analiz yontemleri olan biyotiplendirme, antimikrobiyal duyarlilik testleri,
serotiplendirme, bakteriyofaj tiplendirme, multilokus enzim elektroforezi gibi
yontemlerle yapilagelmistir (Holt 1994, Tenover vd. 1997, Soll vd. 2007).

Levin ve c¢alisma arkadaslart (1999) molekiiler epidemiyolojiyi; enfeksiyon
hastaliklarindan  sorumlu  mikroparazitlerin  belirlenmesi ve bunlarin  fiziksel
kaynaklarinin, biyolojik iliskilerinin ve aktarilis yollarinin anlasilmasi; ayrica viriilans
etkilerinden sorumlu genlerin, asiyla baglantili antijenlerin ve ilag direngliliklerinin

tespit edilmesi olarak tanimlamaktadir.

Bulasict hastalik salgini, bir patojenin sebep oldugu, zamansal ve cografik acidan
belirgin, tekrarlayan hastaliklar kiimesi olarak tanimlanir. Hastaligin, belirli bir zaman
araliginda ve yerde beklenenden fazla gerceklesmesi salginin onemli bir belirtisidir

(Barrett vd. 2006).

Salmonella cinsinin tiyeleri genis ve evrimsel agidan yiiksek iligkileri olan zoonotik
patojenler grubunu igerir. Bu cinsin iiyeleri, insanlar ve evcil hayvanlar da dahil olmak
tizere memelileri, kuslari, siiriingenleri ve amfibileri enfekte eder (Yue vd. 2012).
Hastalik Kontrol Merkezleri (Centers for Disease Control and Prevention, CDC)’nin en
son raporlarina gore, biitliin gida kaynakli bakteriyel patojenler igerisindeki genel
siralamada en yaygin ikinci cins olup, salginlarin % 23’{inii, hastaliklarin % 31’ini ve

hastaneye kaldirilma vakalarinin % 62’sini Salmonella vakalar1 kapsamaktadir (Painter



vd. 2009, Zou vd. 2012). Salmonella cinsinin non-tifoidal tiirleri diinya genelinde
yaklasik olarak 1.3 milyar gida kokenli diyareli gastroenterit vakasi ile 3 milyon 6liime
yol agmaktadir (Pang vd. 1995). Salmonella salginlarinin epidemiyolojik olarak verimli
bir sekilde arastirilmasi i¢in serotip tanisini i¢eren detayli sus tanimlamalar1 kritik 6nem
tasimaktadir (Liebana vd. 2001). Salgin vakalarinin birbirleri arasindaki iligkinin
belirlenmesi, salgin kaynaginin takibi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir (Tenover

vd. 1995).

Degisken alan jel elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE) yontemi
Salmonella’ya 1990’larda uyarlanmig bir molekiiler tiplendirme metodudur ( Olsen vd.
1994, Weide-Botjes vd. 1998, Garaizar vd. 2000, Murase vd. 2004). Yontem, salgin
durumlarinda suslarin parmakizi analizinde kullanisli olmakta ve uygulamasi gorece
daha az maliyetle gergeklestirilmektedir. Salginlarin kokeninin belirlenmesindeki
basarisindan dolayr olduk¢a yaygin kullanim alanina sahip bir yontem bir haline
gelmigtir (Wattiau vd. 2011) Cok sayida raporda PFGE yoOnteminin, farkl
serovaryetelerdeki Salmonella enfeksiyonlarin takibinde yiiksek oranda belirleyici
oldugu ifade edilmistir ( Threlfall vd. 1999a, Sivapalasingam vd. 2003, Dionisi vd.
2006, Best vd. 2009).

Cok sayida calismada gosterildigi {izere, ozellikle PFGE gibi epidemiyolojik
tiplendirmeyle iliskili elektroforez bazli yontemlerin laboratuarlar arasindaki esglidiimii
zorluk yaratabilmektedir (Cookson vd. 1996,2007, Van Belkum vd. 1998, Chung vd.
2000, Murchan vd. 2003, Te vd. 2010). Ancak Amerika Birlesik Devletler’indeki
Hastalik Kontrol Merkezleri (CDC) PulseNet ve Uluslararas1 PulseNet laboratuarlar
konsorsiyumu tarafindan, PFGE’nin esgiidiimii ve tekrar edilebilirligi hedefinin
kesinlikle gerceklestirilecegi aciklanmig (Swaminathan vd. 2001, 2006, Graves ve
Swaminathan 2001, Ribot vd 2006, Cooper vd. 2006, Martin vd. 2006, Gerner-Smidt ve
Scheutz 2006, Kam vd. 2008, Halpin vd. 2009) ve PulseNet, elde edilen PFGE
paternlerinin yiiksek oranda standardize edilmis protokoller ve bilgisayar destekli
yontemlerle giderek gelistirildigini ve sonug olarak da laboratuarlar arasinda ¢ok yiiksek

seviyede tekrar edilebilirlik seviyesinin arttigini belirtmistir (Swaminathan vd. 2001).



DNA temelli ayrimlandirma yontemi PFGE ile yapilan makrorestriksiyon analizi, genis
uygulanabilirligi ve epidemiyolojik olarak birbiri ile uyumlu sonuglar vermesi sayesinde
bakteriyel patojenlerin tanimlanmasinda oOzellikle son on yilda altin standart haline

gelmistir (Barrett vd. 2006).

Bu c¢alismada, Salmonella serotiplerinin  hizli tanisinin {ilkemiz kosullarinda
gerceklestirilmesi i¢in degisken alan jel elektroforezinin kullanim ve standardizasyon

olanaklariin arastirilmasi amaclanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Salmonella Cinsinin Genel Ozellikleri

Salmonella ailesi; fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, gram negatif, oksidaz negatif,
comak biciminde ve peritris flagellaya sahip ¢ogunlukla hareketli bakterileri
icermektedir (Sekil 2.1) (Bell ve Kyriakides 2002, Molbak vd. 2006). Salmonella
yaklagik olarak 0.7 ile 1.5 pm genislikte, 2.0 ile 5.0 um uzunluktadir (Gianella 1996).
Insan, hayvan ve hatta boceklerin gastrointestinal sistemleri gibi dogal ortamlarinda ve
enfekte edebilecekleri ya da kolonize olabilecekleri her yerde bulunabilirler. Bu
organizmalar insanlarin ve hayvanlarin gastrointestinal yollarinda kommensal olarak
kalabilir ya da diyareden enterik atesli bakteremiye, damarlarda, kemiklerde ve
yerlestikleri diger bolgelerde isgale sebep olabilirler (Winokur 2003, Husnik vd. 2011).
Salmonelloz diinyada en sik rastlanilan gida kaynakli hastalik olmaya devam
etmektedir. Yumurta, tavuk eti, domuz eti, biftek gibi hayvansal gidalar ve bunlarin yan
tirtinleri, Salmonella’nin insanlara birincil gegis yollaridir (Rabsch vd. 2005). Degisen
gida iiretim bigimleri, alanlar1 ve global gida ticareti, Salmonella enfeksiyonlar1 igin
yeni gegis yollar1 olusturmus; son zamanlarda Briiksel lahanasi, baharatlar (6zellikle toz
biber) ve c¢ikolatadan bile Salmonella izole edilmistir (Awang vd. 2003, Werber vd.
2005). Non-tifoidal S. enterica (NTS) diinya genelinde halk sagligina kars1 6nemli bir
tehdit olusturan gida kaynakli salgin enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Rabsch vd. 2001,
Pegues vd. 2005). Yaklasik olarak 200 serotip insanlar1 enfekte etmektedir, fakat
ozellikle birkaginin ¢ok biiyiik 6nemde oldugu diisiiniilmektedir. Cogu gelismis iilkede,
S. Enteritidis ve S. Typhimurium, NTS enfeksiyonlarimin biiyiikk bir ¢ogunlugundan
sorumludur (Tauxe 1999).



Sekil 2.1 Salmonella nin peritris flagella yapisin1 gosteren elektron mikrografi
(Sangwei Lu, UC Berkeley. www.eurekalert.org, 2012)

2.2 Salmonella Cinsinin Taksonomisi

Salmonella  cinsi  Proteobacteria  subesinin, Gama  Proteobacteria  sinifi,
Enteriobacteriales takimindaki Enterobacteriaceae ailesine aittir (Guthrie 1991).
Salmonella, enterica ve bongori olmak iizere iki tiir igermektedir. S. enterica tiirii
taksonomik isimlendirmesi yapilmig alt1 farkli alttiire ayrilir (Cizelge 2.1). llla ve 1lIb
alttiirleri ilk baslarda Arizonae olarak ayr1 bir tir seklinde diistiniilmiistiir. Bazi
aragtiricilar halen bu siniflandirmay: kullanmaktadir. S. bongori ise 6nceleri S. enterica
subspecies V olarak belirtilmis fakat daha sonra Salmonella’nin ayr1 bir tiirii oldugu
anlagilmistir. Yine de basitligi ve uygunlugu g6z 6niinde bulundurularak bu suslar halen

“alttiir V” olarak anilmaktadir (Anonymous, 2011)

Yaklasik olarak 2500’iin iizerinde Salmonella serotipi bulumaktadir ve bunlarin %60’1
alttiir I’e aittir. Bu alttiir, insanlardaki Sa/monella’ya baglh hastaliklarin % 99’unun
kaynagim teskil ederler (Anonymous,2009) Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO), Pasteur
Enstitiisti’ndeki Salmonella Arastirmalari ve Referans Merkezi’nde 2501 adet
Salmonella  serotipinin bulundugu bir liste olusturulmus ve her yil bu liste
gelistirilmistir (Brenner vd. 2000)



Cizelge 2.1 Salmonella enterica alttiirlerinin sematik gosterimi (Anonymous 2011)

Salmonella enterica alttiirleri

I Salmonella enterica subsp. enterica

I Salmonella enterica subsp. salamae

Ila Salmonella enterica subsp. arizonae

b Salmonella enterica subsp. diarizonae

v Salmonella enterica subsp. houtenae

VI Salmonella enterica subsp. indica

2.3 Salmonella’nin Diinya Genelindeki Dagilimi ve Epidemiyolojisi

Salmonella  serotiplendirmesi, salginlarin  tespiti, zamana bagli degisikliklerin
hesaplanmas1 ve insanlara hastalik gecisindeki gesitli yiyecek ve hayvan kaynaklarina
ulasmada  halen en yaygin kullanilan yontemdir. Buna ragmen, Salmonella
serovarlarinin diinya iizerindeki dagilimina dair kisith bilgi bulunmaktadir. Son on yilda
bazi iilkeler, insanlarda Salmonella serotiplerinin dagilimina yonelik yillik vaka bilgisi
toplamaya baslamis fakat insan enfeksiyonlarindan sorumlu serotiplerin diinyadaki
dagilimini inceleyen ¢ok az sayida yayin yapilmistir (Herikstad vd. 2002, Galanis vd.
2006). Salgin takibi i¢in 6nemli diger nitelikler, giivenilir bilginin garantilenmesi igin
gerekli olan kalite kontrolii ve kalite giivencesidir (Sekil 2.2). Diinya genelindeki ulusal
referans laboratuarlar1 tarafindan yiiriitiilen serotiplendirme caligmalarinin kalitesini
degerlendirecek ¢ok az sayida uluslararasi giivence kurulusu bulunmaktadir (Petersen

vd. 2002, Anonymous 2007).



Takip

Risk Yonetimi Epidemiyolojik
Degerlendirme/ Risk Tespiti

Arastirma

Sekil 2.2 Halk sagliginin korunmasi i¢in takip mekanizmasmin risk tespiti, risk
yonetimi ve arastirma giderlerinin ele alinmasi siirecindeki yerini belirten
dongii (Lo Fo Wong vd. 2004)

Ocak 2000’de Diinya Saglik Orgiitii (WHO) biinyesinde, Kiiresel Gida Kaynakli
Enfeksiyonlar Agi (Global Foodborne Infections Network, GFN) adiyla Salmonella
enfeksiyonu ve diger gida kokenli patojen enfeksiyonlarinin takibini giiclendirmek,
korunma ve kontrol mekanizmalarini harekete gecgirmek igin kiiresel bir girisim
basglatilmigtir. Salmonella’nin diinya genelinde serotiplendirilmesi ¢alismalarinin
hizlandirilmast WHO GFN girisiminin ana hedeflerinden birisidir. Bu olusuma katilan
laboratuarlarin verimliliklerini degerlendirmek ve bu sayede, laboratuara dayali takip
sistemlerini gliclendirip desteklemek amaciyla da 2000 yilindan bu yana WHO GFN
catis1 altinda Dig Kalite Giivence Sistemi (External Quality Assurance System, EQAS)
bolimii kurulmustur (Petersen vd. 2002). Her y1l EQAS tarafindan ilgili laboratuarlara
tanimlanmasi, serotiplendirilmesi ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinin yapilmasi igin
sahit bakteriyel kiiltlirler gonderilmektedir. Bu program igerisinde biiyiik 6nem tasiyan
internet tabanli Ulke Veri Bankasi (Country Data Bank, CDB) olusumu dahilinde iiye
tilkelerden bankaya her yil en yaygin gorillen 15 Salmonella serotipi verilerinin
bildirmeleri istenmektedir (http://www.antimicrobialresistance.dk, 2012). 2000 yilt
ile 2007 yili arasindaki EQAS verilerinin sonuglarina gére 96 iilkeden 249 laboratuar
yillik EQAS testine en az bir defa katilmistir. (Cizelge 2.2, Sekil 2.3)



Cizelge 2.2 Diinya ¢apinda Salmonella serotiplendirilmesine katilan iilkeler®

Bolge

Afrika

Asya/
Orta Dogu

Karayipler

Cin

Avrupa

Kuzey
Amerika

Yil

2001
2002
2003
2004
2006
2007

2001
2002
2003
2004
2006
2007
2001
2002
2003
2004
2006
2007
2001

2002
2003
2004
2006
2007
2001
2002
2003
2004
2006
2007

2001
2002
2003
2004
2006
2007
2007

Laboratuar
Sayisi

[y
ANOO®AN A

Serotiplenen
Sus Sayist

37
62
70
51
95
73

60
30
35
33
35
40
0

0
18
8
14
9
32
24
60
46
48
80
323
384
401
392
403
415

32
16
41
55
80
94
32

Dogru Serotiplenen Programa Katilan
Sus Yiizdesi Ulkeler
73.0 Botsvana, Kamerun,
87.1 Orta Afrika Cum.
714 Kongo Dem. Cum.
62.7 Fil Disi Sahilleri, Mauritanya,
71.6 Madagaskar, Mauritius,
80.8 Fas, Senegal, Giiney Afrika,
Sudan, Tunus, Uganda.
50.0 Mistir, Hindistan, Israil, Urdiin,
83.3 Kuveyt, Liibnan, Umman,
54.3 Suudi Arabistan, Suriye.
54.5
74.3
55.0
0 Barbados, Guatemala, Honduras
0 Jamaika, Surinam,
61.1 Trinidad/Tobago
87.5
78.6
77.8
96.9 Cin
100.0
75.0
78.3
85.4
91.3
80.5 Arnavutluk, Bosna Herzek,
90.0 Bulgaristan, Hirvatistan,
84.8 Kibris, Cek Cum.,Danimarka,
84.7 Estonya, Finlandiya, Fransa,Almanya,
86.4 Yunanistan,Macaristan, {zlanda
89.4 Irlanda,italya,Litvanya, Letonya,
Liiksemburg, Makedonya, Malta,
Moldova, Hollanda, Norveg,Polonya,
Romanya, Sirbistan Karadag,
Slovakya, Slovenya, Ispanya, Tiirkiye,
Birlesik Krallik.
87.5
100.0
95.1 Kanada, Birlesmis Milletler
81.8
96.3
97.9
100.0




Cizelge 2.2 Diinya ¢apinda Salmonella serotiplendirilmesine katilan iilkeler® (devam)

Bolge Yil Laboratuar ~ Serotiplenen  Dogru Serotiplenen Programa Katilan
Sayisi Sus Sayisi Sus Yiizdesi Ulkeler
Okyanusya 2001 4 30 100.0 Avustralya, Yeni Kaledonya,
2002 6 43 93.0 Yeni Zelanda, Papua Yeni Gine
2003 6 46 935
2004 5 38 97.4
2006 5 37 94.6
Rusya 2001 1 8 12.5 Beyaz Rusya, Giircistan,
2002 1 8 62.5 Rusya, Ukrayna
2003 1 7 14.3
2004 4 26 69.2
2006 5 40 80.0
2007 8 51 80.4
Latin
Amerika 2001 11 78 57.7 Arjantin, Bolivya, Brezilya,
2002 11 82 87.8 Sili,Kolombiya, Kosta Rika,
2003 13 83 75.9 Kiiba, Ekvador, Meksika,
2004 15 88 79.5 Panama, Paraguay, Peru,
2006 13 84 84.5 Uruguay, Veneziiclla
2007 15 107 88.8
Gilineydogu 2001 15 113 54.0 Kambogya,Endonezya,Japonya,
Asya 2002 12 90 92.2 Malezya,Filipinler,Singapur,
2003 15 100 81.0 Giiney Kore, Sri Lanka, Tayvan,
2004 17 130 81.5 Tayland, Vietnam
2006 15 117 84.6
2007 19 140 91.4

#2000 yilma dair herhangi bir veri yoktur (Hendriksen vd. 2009).



Sekil 2.3 EQAS degerlendirmesine katilan iilkelerin diinya iizerindeki dagilimi

Kirmizi (koyu gri) ve sar1 (agik gri) renkteki lilkeler en az bir defa EQAS testine katilmis olan iilkeleri
gostermektedir. Kirmizi (koyu gri) renkteki ilkeler EQAS tarafindan gergeklestirilen kalite giivencesi
(QA) degerlendirmesinde esik degerini agmis ve bir yildan ii¢ yila kadar CDB’ye veri aktarimi yapmis
iilkelerdir. Yesil (orta gri) renkteki iilkeler ise herhangi bir programa katilmamistir

(Herikstad vd. 2002, Petersen vd. 2002, Galanis vd. 2006, Anonymous 2007)

Katilimei laboratuarlardan, EQAS’in yedi yillik degerlendirmesi boyunca; toplam 756
rapor alinmistir. EQAS programimin amaci olarak, biitlin katilimer laboratuarlar
tarafindan Salmonella serotiplendirmesinin en fazla bir hata ile gergeklestirilmesi
belirlenmis ve degerlendirme sonucunda laboratuarlarin % 76’smin sekiz susun
tamaminin verisini bildirdigi; suslarin da % 82’sinin dogru bir sekilde serotiplendirildigi
tespit edilmistir. 2000 ile 2007 yillar1 arasinda en fazla bir defa hata yapan ya da hig
hata yapmayan laboratuarlarin yiizdesi 6nemli oranda artmistir (2000°de % 48 iken
2007°de % 68). EQAS’1n degerlendirmesinde kalite kontrol susu olarak belirlenen S.
Enteritidis, laboratuarlar tarafindan % 84 ile % 96 oranlart arasinda dogru
tanimlanmistir. Bazi bolgesel farkliliklar gdzlemlenmis ve Asya’nin merkezindeki
laboratuarlar ile Orta Dogu’daki laboratuarlarin diger bolgelere gore daha diisiik
performans gosterdikleri saptanmistir.Yanlis serotip tespiti ile sonuglanan hatalarin
genellikle faz II flagellar antijenin tespitinin zorlugundan veya antijen kompleksleri

icerisindeki farkliliklardan kaynaklandigi anlasilmig; diger hatalarin ise yiiksek
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ihtimalle kullanilan antiserumlarin kalitesiyle ilgili oldugu diistiniilmistiir (Petersen vd.
2002). Ayni yargiya, Avrupa Birligi igerisinde olusturulmus ve Salmonella iizerine halk
referans laboratuar1 olarak hizmet veren Cevre ve Halk Saghig Ulusal Enstitiisi
(RIVM) tarafindan H antijeninin tespitinde hata ortaya ¢ikinca varilmistir. RIVM, 2007
yilinda 26 Avrupa ulusal referans laboratuarini incelemeye almis ve laboratuarlarin O
ile H antijenleri kullanilarak yapilan serotiplendirme ¢aligmalarinda sirasiyla % 98 ve %

96 oranlarinda basar1 yakaladigi belirlenmistir (Anonymous 2007).

2008’de iilke basina Salmonella serotiplerinin kiiresel dagilimi iizerine, WHO GFN
CDB’nin caligmalarinin verilerine dayanarak, 2001 yilindan 2007 yilina kadarki
gelismeler analiz edilmis ve 6zetlenmistir. Biitiin veriler WHO GFN EQAS tarafindan
belirlenmis kalite gilivencesi barajin1 asan iilkelerden alinan giivenilir bilgilere

dayanmaktadir (Sirichote vd. 2010).

Bu verilere dayanarak, Okyanusya ve Kuzey Amerika bolgeleri haricindeki diger
bolgelerde S. Enteritidis ve S. Typhimurium, sirasiyla en yaygin birinci ve ikinci
serotipler olarak gbze ¢arpmaktadir. Kuzey Amerika ve Okyanusya bolgelerinde ise bu
iki serotip tam tersi bir siralamda yer almaktadirlar. Kiiresel yiizdeler olarak her iki
serotipin oran1 zamanla disise ge¢mis; S. Enteritidis % 44.2’den % 41.5%¢,
S. Typhimurium % 18.9°dan % 15’e gerilemistir (Sekil 2.4) (Sirichote vd. 2010).
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Sekil 2.4 En yaygin serotipler olan S.Enteritidis ile S. Typhimurium’un yillara bagl
olarak toplam 37 tilkedeki genel yiizdesi (Sirichote vd. 2010)

Bu durumun ana nedeni gelismekte olan iilkelerdeki S. Enteritidis vakalarinin oraninda
dikkate deger bir azalmayla beraber, S. Typhimurium’un gelismis iilkelerdeki vaka
oraninda Onemsiz bir azalma yasanmasidir. S. Enteritidis ve S. Typhimurium’a ek
olarak, S. Infantis biitiin bolgelerde gézlemlenen serotipler arasindadir. Bu serotipin yol
actig1 enfeksiyonlar, cogunlukla hastanelerde ortaya ¢ikmig ve uzun siire kalici olabilen
vakalar gortilmistir (Pessoa-Silva vd. 2004, Fonseca vd. 2006). Bazi durumlarda
septisemik semptomlara ve oliimciil sonuglara yol acan S. Infantis, oncelikli olarak
cocuklari, ayrica da yetiskinleri etkilemektedir. 1970’lerin sonlarindan itibaren Arjantin,
Avustralya, Brezilya, Hollanda, Finlandiya, Kanada, Macaristan, Japonya, Yeni Zelanda
ve Rusya’da belirlenmistir (Hasenson vd. 1995). Diinya genelinde S. Infantis’in orani
artmaktadir (% 1.5’dan % 2.2’ye). Ancak istikrarli ve dikkate deger bir artis tespit
edilmemistir. S. Infantis Avrupa bdlgesinde en yaygin besinci serotiptir. S. Agona, Asya
ve Latin Amerika’da siklikla goriilmekte olup, siralamada en yaygin liciincii serotiptir.
S. Agona ayrica Avrupa’da en yaygin yedinci; Kuzey Amerika’da en yaygin on ii¢lincii
serotiptir. Genel olarak, bu serotipin yiizdesi 2001 ile 2007 yillar1 arasinda % 0.8’den
% 1.5’a ¢ikmistir. Diinya genelindeki yayginlik oranlarinda kiiciik miktarda bir diisiis,
S. Heidelberg’de, % 2.5°dan % 2.3’e olacak sekilde goriilmiistiir. Bu serotip gelismis
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ilkelerde daha yaygindir. S. Heidelberg Kuzey Amerika’da ilk dortte yer almakta ancak
Avrupa ve Latin Amerika’da daha diisiik siklikta goriillmektedir. S. Virchow sadece
Asya, Avrupa ve Okyanusya bolgelerinde yiiksek oranlarda yaygindir. Takip edildigi
yillar igerisindeki genel ylizdesi istikrarsiz olmakla birlikte, 2005°ten itibaren gelismis
tilkelerde goriilen artis ylizdesi ile gelismekte olan iilkelerde rapor edilen azalig yiizdesi
birbirine benzerdir. S. Thompson, Avrupa ve Kuzey Amerika’da yiiksek siklikta
gorilmektedir. S. Newport da bu iki bolgede, ek olarak da Latin Amerika’da sik goriilen
serotiptir. Ancak, S. Newport’un genel yiizdesi 2005’te % 5.0’ten, 2007°de % 1.2°ye
diismiistiir. S. Montevideo, Kuzey ve Latin Amerika’da yaygin sustur. S. Saintpaul ise
Okyanusya ve Kuzey Amerika’da ¢ogunluktadir. Bu iki serotip gecen zaman boyunca
benzer degisiklikler gdstermistir, 2003’ten 2005’e¢ dogru oranlar1 yiikselmis ancak
2007’ye dogru diismiistiir (Sekil 2.5).

2001 2003 2005 2007

= Newport = Heidelberg =—Infantis
i \/irchOW === Hadar Saintpaul

——Montevideo Typhi Agona

Sekil 2.5 Segilmis olan 37 iilkedeki diger Salmonella serotiplerinin genel yiizdelerinin
zaman i¢indeki degisimleri (Sirichote vd. 2010)

Arastirmada, ayni1 bolge icindeki iilkeler arasinda en yaygin olarak izole edilen 15
serotipin aralarindaki farkliliklarda azalma gosterdigi; ancak bolgeler arasinda en
yaygin izole edilen 20 serotip igerisinde biiyiik farkliliklar gézlemlendigi sonucuna

vartlmistir (Hendriksen vd. 2011).

13



2.4 Salmonella Uzerine Tiirkiye’de Yapilan Epidemiyolojik Calismalar

Biitiin diinyada oldugu gibi, Salmonella enfeksiyonlari Tiirkiye’de de yaygindir ve
salmonelloz 6nemli bir halk saglig1 sorunudur. Yeterli bildirimin yapilmamasi ve ulusal
bir Salmonella referans merkezinin bulunmamasi nedeniyle klinik, hayvan veya gida
kokenli Salmonella enfeksiyonlarinin, salginlarinin, serotip yayginliginin gelisimleri
hakkinda saglikli tespitler yapilamamakta ve vakalar takip edilememekte, yalnizca
bireysel ¢alismalardan ortaya ¢ikan bulgulara dayanan veriler olusturulabilmektedir
(Stirtictioglu vd. 2001, Avsaroglu 2007).

Tarim Bakanligi’na ait enstitli laboratuvarlan tarafindan Tiirkiye’deki gidalardan elde
edilen Salmonella izolatlarinin rutin serotiplendirilmesi ve antibiyotiplendirilmesi
lizerine girisimlerde bulunulmaktadir. Ankara ve Adana’da bakanliga bagli bulunan
Veterinerlik Arastirma Enstitiilerinin ortaklasa yiiriittiikleri bir aragtirmaya gore, kiimes
hayvanlarindan alinan boyun ve kanat 6rneklerinde en yaygin serotiplerin % 32 ile
S. Enteritidis, % 31 ile S. Virchow ve S. Typhimurium olduklart belirlenmistir
(Yazicioglu vd. 2005).

Erdem vd. (2005) tarafindan Tiirkiye’deki Salmonella serotiplerinin dagilimi tizerine
yapilan ¢alismada, 2000-2002 yillar1 arasinda 10 farkli kentte toplanan Kklinik
orneklerden alinan verilerle elde edilen sonuglara gore en yaygin serotipler S. Enteritidis

(% 47.7) ve S. Typhimurium (% 34.7) olarak bulunmustur.

2.5 Bakteriyel Tammmlamada Kullamlan Yontemler

Bakteriyel tanimlamada diinya genelinde kullanilan yontemler, fenotipik ve molekiiler
esaslar tizerinde temellendirilmistir. Fenotipik tanimlamanin koékeni, Antonie van
Leeuwenhoek’iin 1676’da tek lensli mikroskop dizaynina dayanmaktadir (Porter 1976).
Bakterilerin smiflandirilmasi i¢in en temel teknik ise, 1884’te Danimarka’li Christian
Gram  tarafindan  gelistirilen = Gram  boyamadir  (Science  Encyclopedia,

http://science.jrank.org, 2013).
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Salmonella’nin epidemiyolojik incelemesinde serolojik analiz genellikle ilk basamaktir
(Threlfall vd. 1990). S. enterica nin alttiplendirilmesi, 80 yildan fazla bir siiredir rutin
olarak serotiplendirme ile gergeklestirilmistir. Serotiplendirme, yiizey antijenlerinin 6zel
antikorlarla agliitine edilmesi (kiimelendirilmesi) esasina dayanan bir yontemdir.
Kavram olarak serotiplendirme, farkli S. enterica tiirleri icerisindeki filetik iliskilere
dair herhangi bir bilgi sunmaz (Wattiau vd. 2011). Bu gida kaynakli zoonozun kontrolii
ve etkili 6nlemler alinmasi i¢in hizli ve hassas belirleme teknikleri gereklidir (Nagappa
2007, Rabie vd. 2012).

Ancak, fenotipik metotlar birbiriyle yakin iligkili izolatlarin ayriminda zayif kaldigi igin
Salmonella 'nin epidemiyolojik analizindeki kullanimlar1 sinirlanmigtir (Olsen vd. 1994,
Johnson vd. 2001). Salmonella’nin yiizeyindeki somatik (O) ve flagellar (H) antijenlerin
belirlenmesi esasina dayanan standart serotiplendirme yontemi ¢ok zaman alan yorucu
bir c¢aligma gerektirmektedir (Kotetishvili vd. 2002, Li vd. 1994). Bu yiizden,
Salmonella’'nin genetik ayrimi igin genotiplendirme metodlar gelistirilmis ve degisken
alan jel elektroforezi (PFGE) Salmonella salgini aragtirmalarinda standart tiplendirme
yontemi olmustur (Olsen vd. 1994, Garaizar vd. 2000, Liebana vd. 2001). Birgok
laboratuvar PFGE’yi  bir bakteriyel hastaligin salgin olup olmadigini dogrulamada
kullanmaktadir. Bu yiizden yalnizca PFGE profilinin belirlenmesi ile bir Salmonella
izolatinin teshisi oldukca 6nemli olup ayrica hem geleneksel serotiplendirme hem de
PFGE’nin kullanilmasina ihtiya¢ birakmamasi acisindan da kolaylik saglayicidir.
Liebana vd. (2001) tarafindan Salmonella’nin 5 serotipi secilerek birkag molekiiler
tiplendirme metodu ile analizi yapilmis ve ¢alisma sonucunda PFGE profilleri esas
alinarak Salmonella serotiplerinin belirlenmesi saglanmistir. Gaul vd. (2007) tarafindan,
12 Salmonella serotipi igeren 674 adet izolatin analizi sonucunda, bunlarin 66 farkli
Xbal PFGE alttipi olusturdugu gozlemlenmistir. Bu 66 alttip daha sonra kiime
analiziyle belirli serotiplerin olusturdugu gruplara ayrilmistir. Boylelikle, PFGE
parmakizi profilleme yontemi potansiyel agidan, Salmonella serotiplerinin tanimlanmasi

ve goriintillenmesi i¢in 6nemli bir alternatif yontem olarak onerilmektedir (Zou vd.
2010).
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2.5.1 Fenotipik yontemler

S. enterica izolatlar1 biyokimyasal profilleme, serotiplendirme ve faj tiplendirme gibi
geleneksel yollardan tanimlanabilmektedir (Wattiau vd. 2011). Bunlarin iginde
serotiplendirme genis olarak kullanilir ve antijenik formiil ¢esidine gore yiiksek
kesinlikte bir tanimlama olanag: sunar. Genellikle, Kauffmann-White semasina dayanan
lam tzerinde kiimelenme testleri (slide agglutination tests) kullanilir. Bu ydntemle
2500’in tizerinde serotip belirlenmistir. Ancak yaygin serotiplerin sebep oldugu
salginlarin arastirilmasinda serotiplendirme giiclii bir yontem degildir. Faj tiplendirme
(Anderson vd. 1977) ve antimikrobiyal direng profilleme (Holmberg vd. 1984) gibi baz1
fenotipik yontemler Salmonella serotiplerinin gesitliliginin ¢alisiimasinda kullanilmigtir

ve epidemiyolojik arastirma yontemleri arasinda 6nemli yer tutmaktadir.

Salmonella’ nin Kauffmann-White-Le Minor (KW) semasina dayanan lam iizerinde
kiimelenme (slide agglutination) serotiplendirmesi 1930’lardaki orijinal semadan ¢esitli
degisikliklerle bugiine gelmistir (Anonymous 1934, Grimont ve Weill 2007,
Guibourdenche vd. 2010). Serotiplendirme, somatik (O) ve flagellar (H) antijenlerinin
cesitlerinin  belirlenmesi  i¢cin  6zel serumlarla bakterinin  kiimelendirilmesi
(agliitinasyonu) esasina dayanir. Bu antijenler yiiksek ¢esitliliktedir ve 64 O ile 114 H
antijen ¢esidi belirlenmistir (Grimont ve Weill 2007, McQuiston vd. 2008). Bakteriyel
hiicre ylizeyine uygulanan islemde hedef alinan O antijeni, lipopolisakkaritin sakkarit
bilesenidir (Schneitman ve Klena 1993, Reeves vd. 1996). Bu antijenin 6zel serumlarla
beraber yol actig1 tepkimeler, Salmonella serotiplendirme semasinin temelini olusturur

(Grimont ve Weill 2007).

Uzeri, Kauffmann-White semasina uygun bir sekilde antikorlarla bezenmis SuperEpoksi
mikrodizin lamlarma dayali serotiplendirme yontemi Cai vd. (2005) tarafindan
gelistirilmistir. Kanada’daki toplam Salmonella izolatlarinin % 90 civarindaki kismini
iceren ve yaygin bir sekilde izole edilen klinik acidan 6nemli 20 adet serovaryetenin bu
yontemle tanimlanmasi gercgeklestirilmistir. Bu yontemde, ¢alisilan Salmonella susunun
mikrohacim diizeyinde gergeklestirilen antikor ve antijen tepkimelerini; floresan ile
isaretlenmesi izlemekte ve bu isaretin tesbiti ig¢in floresan tarayicit kullanilmaktadir.

Antikorlu  mikrodizin  yontemine  dayali  serotiplendirmenin  geleneksel
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serotiplendirmeye gore {Ustlinliiklerinden birkaci, analiz siliresinin  distkligi,
standardize kiimelenme tesbiti ve O ile H antijenlerinin ger¢ek zamanli tesbitidir

(Wattiau vd. 2011).

Faj tiplendirme ayni serotipten Salmonella suslarmin ayriminda kullanilir. Faj
tiplendirme, c¢alisilan susun belirlenen faj ile lize olup olmadigina bakilarak yapilir
(Anderson ve Williams 1956). Baslangigta S. Typhi, S. Paratyphi A ve S. Typhimurium
igin tasarlanan faj tiplendirme yontemi, daha sonra S. Enteritidis (Ward vd. 1987) ve
diger bazi serovarlar i¢in de kullanilmistir (Hickmann-Brenner vd. 1991). Faj
tiplendirmenin avantaji uygulanisindaki basitlikten ileri gelmektedir ve temel laboratuar
ekipmanlan ile gerceklestirilebilir. Cok sayida liziz tepkimesi gerektirmesi yontemin
kullanishiligina genel bir engel teskil eder ve yontemin tekrar edilebilirliginin
garantilenmesi, referans laboratuarlar arasinda dikkatli bir koordinasyonu gerektirir
(Baggesen vd. 2010).

Fenotipik analizler Salmonella nin epidemiyolojik olarak ele alinmasinda bir temel
teskil etmistir. Ancak, molekiiler biyolojinin 1970’lerdeki biiyiik etkisi sonucunda,
fenotipik karakterizasyonun organizmanin genotipindeki sinirlt bir ifade oldugu agiklik
kazanmistir. Bu yiizden molekiiler yontemler, epidemiyolojik analizleri de i¢ine alan
klinik uygulama alanlarinda 6ne ¢ikmis ve “molekiiler epidemiyoloji” terimi literatiire

kazandirilmistir (Goering 2010).

2.5.2 Genotipik ve molekiiler yontemler

Cogu gida kokenli hastaliktan, belirlenen birkag 6nemli serotipin sorumlu oldugu
gozlemlenmektedir. Bunun yani sira, bazi izolatlarin antimikrobiyal ilaglara duyarlilig
ve faj tiplendirilmesinin yapilamamasi fenotipik tanimlamalarini imkansiz kilmaktadir.
Bu yiizden son zamanlarda yeni, hizli ve verimli molekiiler tanimlama ve alttiplendirme
araglart kullanilmaktadir. Ornegin, ayni serotipin izolatlar1 arasindaki farkliliklarin
belirlenmesi ve takip edilmesi i¢in Degisken Alan Jel Elektroforezi (PFGE) (Ridley ve
Threlfall 1998), cogaltilmis fragment uzunlugu polimorfizmi (AFLP) (Aarts vd. 1998,
Torpdahl ve Ahrens 2004) yontemleri ile, sekans-bazli yontemlerden ¢oklu lokus sekans

tiplendirme analizi (MLST) (Kotetishvili vd. 2002, Sukhnanand vd. 2005) ve cesitli
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sayida ardarda tekrarlayan bolge analizi (VNTR) (Lindstedt vd. 2004, Torpdahl vd.
2007) yontemleri kullanilmistir (Kérounton vd. 2007) (Sekil 2.4).

I5-Tiplendirme
RFLP WVNTR
PFGE
; MLST
Faj Tiplendirme Plazmid RAPD
profilleme
AFLP
Bakteriyosin
Serotiplendirme Tiplendirme
1920 1940 1960 1970 1980 2000

Sekil 2.6 Salmonella’nin tiplendirilmesinde kullanilan ydntemlerinin  evrimi
(Hendriksen 2010)

Bunlarin yaninda kromozomal restriksiyon-hibridizasyon yontemleri, Salmonella
tizerine epidemiyolojik calismalarda kullanilmaktadir. Ribotip analizi, ribotiplendirme
denilen ve rRNA kodlayan gen bdlgelerinin parmakizi teknigi ile belirlenmesi esasina
dayanan bir analizdir. Salmonella kromozomu igerisinde rRNA operonlarindan ¢oklu
kopyalar mevcuttur (Mendoza ve Landeras 1999) ve bu rRNA genlerinin kopyalari
kendi iglerinde ve izolatlar arasinda oldukga benzerdir. Ancak araya giren diziler,
uzunluklar1 ve niikleotid kompozisyonlart bakimindan ¢esitli ozellikler gosterir.
Ribotiplendirme, kromozomal DNA’nin agaroz jel iizerinde endoniikleaz kesimi ile
baslar ve DNA daha sonra bir membrana aktarilir. Membran iizerinde problarin
hibridize edildigi fragmentler, 16S ve 23S rRNA bdélgelerini taniyarak bu dizileri tutar.
Birden ¢ok restriksiyon endoniikleaz kullanarak yapilan analiz ribotiplendirmenin ayrim
giclinii artirir  (Millemann vd. 1995). Ribotip analizi bazi yaygin serotiplerin

alttiplendirilmesinde kullanilmaktadir (Thong vd. 1995, Landeras vd. 1996).

Bir diger kromozomal DNA restriksiyon-hibridizasyon yontemi olan 1S200 tiplendirme
Salmonella izolatlarinin molekiiler iliskilerini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir.
1S200, Salmonella kromozomu igerisinde ¢ok sayida kopyalar halinde var olan 708
b¢’lik bir insersiyon sekansidir (Lam ve Roth 1983). Enzim kesimi uygulanmis

kromozomal DNA’nin bir IS200 probuyla hibridizasyonu ¢esitli Salmonella
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serotiplerindeki klonal mirasin ortaya ¢ikarilmasi agisindan kullanighidir, ancak
S. Enteritidis, S. Typhi ve diger baz1 serotipler igin faj tiplendirme kadar ayrimlandirma
giictine sahip degildir (Threlfall vd. 1994). S. Typhimurium’daki bazi belirli faj
tiplerinde, ornegin Ingiltere’de yaygm bulunan DT204c ve 193 tiplerinde sus ayrimi,
PFGE ve ribotiplendirmeden bile {iistiin sekilde yapilabilmektedir (Baquar vd 1993,
1994, Jeoffreys vd. 2001). Yine de PFGE, I1S200 tiplendirmesinden ¢ogunlukla daha iyi
sonu¢ vermektedir (Liebisch ve Schwarz 1996, Navarro vd. 1996, Casin vd. 1999,
Amavisit vd. 2001).

Salmonella’nin lokusa 6zgii polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemine dayali
tiplendirmesi de yukarida deginilen yontemlerle yakin temellere dayanmaktadir.
Millemann va arkadaglar1 (2000) S. Typhimurium igin IS200 PZR y6nteminin, PZR’ye
dayali ribotiplendirme yoOntemine kiyasla daha az ayrim giiciinde oldugunu
ispatlamiglardir. Calismalarinda IS200 kopya sayisinin belirlenmesi i¢in 1S200’lin ug
bolgelerini tamamlayict (komplementer) primerler kullanilmis ve genomdaki ilgili
insersiyon bolgelerine bakilmistir. PZR ribotiplendirme ile, kromozom igerisinde 16S
ve 23S rRNA genleri arasindaki kodlama yapmayan diziler ¢ogaltilir (Jensen vd. 1993,
Lagatolla vd. 1996). PZR ribotiplendirme, salgin hastaliklarin aragtirilmasinda hizli ve
oncelikli yontem olarak tavsiye edilmektedir cilinkii serotip ayrimini tipik bir sekilde

belirlemektedir (Lagatolla vd. 1996).

Belirli salgin vakalarinda kullanishi olmak {izere kromozom iizerinde bilinen diger
lokuslarin PZR’ye dayali analizi yapilmaktadir. Sinif I integronlar, siklikla bir ya da
daha fazla antimikrobiyal direng geni tasiyan hareketli DNA o6geleridir (Hall ve Collis
1995, Recchia ve Hall 1995). Bu genlerin girdigi ¢esitli kaset bolgelerini ¢ogaltan
primerler dizayn edilmistir (Levesque vd. 1995). Diinya geneline yayilmis olan ve
yiiksek derecede ¢oklu ilag direngliligine sahip S. Typhimurium DT104 klonu,
integronlar igerisinde kodlanan c¢ok korunakli antibiyotik diren¢ genlerine sahiptir
(Ridley ve Threlfall 1998, Sandvang vd. 1998, Ng vd. 1999). Integron PZR analizi,
tasidigr 13.000 bg’lik korunmus bolgesinde ampisilin, kloramfenikol, streptomisin,
stilfasoksazol ve tetrasiklin diren¢ genlerini iceren iki integronu kodlayan DT104

klonlarimi belirlemede yardimei olmak amaciyla kullanilmistir (Daly vd. 2000). Integron

19



PZR ayrica S. Virchow iizerindeki ¢aligmalarda diger tiplendirme ydntemlerine
tamamlayict olarak kullanilmis; bu noktada calisma, benzerlik arayisindan gok, belli
bolgelere girmis integron kasetlerinin gesitliligine bakilarak suslarin ayrimlandirilmasi
yolunda yapilmistir (Martin vd. 2001). Bu bolgeye 6zgii PZR yontemleri, laboratuarlar
arasinda ve i¢inde iyi bir tekrar edilebilirlik gostermektedir (Olive ve Bean 1999).

Aralara serpistirilmis, ifade olunmayan, tekrarlayan DNA dizilerinin, kesin islevleri
acikliga kavusmasa da bir¢ok bakteriyel genomda bulundugu tespit edilmis (Hulton vd.
1991, Versalovic vd. 1991, Koeuth vd. 1995), gen-disi (extragenic) tekrarlayan
palindromik (REP) ogeler, enterobakteriyel genler-arasi (intergenic) tekrarlayan
konsensus dizileri (ERIC) ve BOX A 0gelerinin Salmonella’da bulundugu
belirlenmistir. REP PZR ifadesi, siklikla bu ii¢ tekrarlayan 6geden herhangi biri i¢in
tasarlanan primerlerin ¢alisildigi PZR uygulamalarimi tanimlamakta kullanilir ve REP
PZR’nin, izolatlar1 serotip seviyesinde ayrimlandirdigi gosterilmistir (Van Lith ve Aarts
1994, Johnson vd. 2001). REP PZR; Johnson vd. (2001) tarafindan ERIC2, BOXA1R
veya bu iki primer setinin bir bilesiminden yararlanilarak, S. Infantis’in sebep oldugu,
hastane kafeteryasi ile iliskili bir gastroenterit vakasinin analizinde kullanilmistir. Bu
yontem serotip ayriminda oldukea etkili olmus ve hatta koleksiyonlarindaki izolatlar
icerisinde tarihsel serotiplendirme hatalar1 da belirlenmistir. Ancak alttip ayrimi igin
hicbir bulgu edinilememis ve bu yontem sonucunda salginla iligkisiz S. infantis kontrol
suslari, salgin suslarindan ayirt edilememistir (Van Lith ve Aarts 1994, Johnson vd.
2001). Diger yandan tiim Salmonella serotiplerinin ERIC PZR ile ayrimlandirilabildigi
gosterilememistir. Milleman vd. (1996) S. Typhimurium ve S. Enteritidis suslari
tarafindan paylasilan genel bir ERIC PZR profili kesfetmistir. Bagska bir ¢aligmada
ERIC PZR hemen her izolat i¢in 6zgiin birer parmak izi verisi sunmus olsa da serotipler
tanimlanamamigstir  (Burr vd. 1998). ERIC PZR c¢alismalarinda laboratuar igi
tutarsizliklarin da sorun yarattigi goézlemlenmistir (Van lith ve Aarts 1994, Burr vd.
1998, Garaizar vd. 2000).

PZR temelli DNA parmak izi yontemlerinin birgok ¢esidi tiplendirmede daha hizli ve

daha tekrar edilebilir sonuglar almak ig¢in gelistirilmektedir. Cogaltilmis fragment

uzunlugu polimorfizmi (AFLP), bir diger ifadeyle sik olmayan restriksiyon bolge PZR
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analizi (IRS PCR), uglart oligoniikleotit adaptorlere baglanan iki restriksiyon
endoniikleaz1 kullanilarak baslatilir ve PZR adaptore-6zgii primerler kullanilarak
gerceklestirilir (Savelkoul vd. 1999). Salmonella igin restriksiyon enzimlerinin ve
adaptore-0zgii primerlerin optimizasyonu devam etmektedir (Garaizar vd. 2000,
Lindstedt vd. 2000), fakat yontem tekrar edilebilirligi yoniinden REP PZR
yonteminden daha iyi goziikkmektedir (Savelkoul vd. 1999, Garaizar vd. 2000).

DNA dizi analizi, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae ve Neisseria
meningitidis suslarin1 da igeren bir dizi bakteriyel patojenin genetik iligkilerini ve
filogenilerini karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir. Coklu-bolge sekans tiplendirmesi
(MLST) analizinde, molekiiler tiplendirme stratejisi olarak; DNA dizileri, housekeeping
genleri veya virulans genleri ve/veya rRNA sekanslarinin belirli boélimleri incelenerek
karsilagtirilmasi yapilir (Maiden vd. 1998). 2002’de S. Typhi’nin Klonalitesi ve diger
S. enterica alttiirlerinden 50.000 yil 6nce gergeklestigi varsayilan ayrilisinin {izerine 7
housekeeping gen bolgesi temel alimarak yapilan calisma ile ilk MLST semast
olusturulmustur (Kidgell vd. 2002). ABD’de en yaygin 11 serotipi iceren S. enterica
tiriintin  MLST ile ayrimlandirilmast ¢aligsmasi ise 3 yil sonra yapilmis ve yontemin
ozellikle polifiletik serotiplerin degerlendirilmesi s6z konusu oldugunda serotip
diizeyinin altinda ayrimlandirma i¢in olduk¢a verimli oldugu kanitlanmistir
(Sukhnanand vd. 2005). Ancak MLST’nin dezavantajlar1 arasinda, hedef DNA
fragmentlerinin niikleotid dizilerinin ¢ogaltilmasi, tanimlanmasi1 ve diizeltme
okumalarmin (proof-reading) yapilabilmesi igin yiiksek maliyet ve uzun siireli
laboratuvar ¢aligmasinin gerekmesi gosterilmektedir. Bu durum da yontemin rutin

laboratuar testi olarak benimsenmesinde zorluk yaratmaktadir (Wattiau vd. 2011).

Serotiplerin tanimlanmasi i¢in bir bagka alternatif yontem olarak ve geleneksel
serotiplendirmenin yiiksek derece teknik uzmanlik ile el emegi isteyen yapisinin da
istesinden gelmek icin, DNA temelli serotiplendirme, ya da “molekiiler
serotiplendirme” yontemi gelistirilmistir. Yaklasik 10 yildir S. enterica’nin somatik O
ve H antijenlerinin genetik kodlarina dayali olarak tanimlanmasini éngéren yontemler
tizerinde calisilmaktadir. Molekiiler serotiplendirme sistemlerinin gelistirilmesi ile var

olan her antijenik tip i¢in genetik belirteclerin tanimlanmasi ve ilgili serotipin tayini
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amaclanmaktadir. Diger yandan, birinci ve ikinci faz H antijenlerini ve serogruplari,
cogaltilmig DNA fragmentlerine dayali olarak belirleyebilen kombine edilmis iiclii
multipleks PZR tepkimesi dizayn edilmistir (Echeita vd. 2002, Herrera-Leon vd. 2004,
Herrera-Leon vd. 2007). Bu kombine edilmis yontem ile 500 adet izolatin % 84.6’sinin
serotiplendirilmesi yapilmigtir (Herrera-Leon vd. 2007). CDC’de gergeklestirilen bir
diger calismada, flagellin genlerinin c¢esitli allellerinin sistematik sekanslamasi
yapilmistir. Sonug olarak, bilinen 114 adet flagellar antijenik tipten 67’si belirlenmis ve
genetik ifadeleri tanimlanmistir (McQuiston vd. 2008). Molekiiler serotiplendirme
yontemlerinin avantajlart arasinda laboratuvardan laboratuvara tekrar edilebilirlik
derecesinin yiiksekligi, sonuclarin daha hizli alinmasi ve yontemin c¢ok fazla teknik
uzmanlik gerektirmemesi gosterilebilir. Ancak dezavantajlar1 olarak da, H antijenlerinin
ifade edildigi suslarin sadece bir kisminda sonug alinabilmesi ve higbir genetik imzanin
belirlenememesi; ayrica allelik olarak ¢ok cesitli kompleks H antijenleri ile karakterize
edilen bazi serotiplerin mikrodizin {izerindeki problar tarafindan her zaman
yakalanamamasi yiiziinden tutarsiz sonuclarin alinmasi ve hareketsiz suslarin
genomlarinda (6rn. Paratyphi A genomunda) ifade olunmayan flagellin genlerinin de
tespit edilmesi gosterilebilir. Salmonella genomunun goriintiilenmesi i¢in dizayn
edilmis birgok farkli mikrodizin yontemi bulunmaktadir. Malorny vd. (2007) tarafindan
S. enterica izolatlarinin es zamanli molekiiler karakterizasyonu ve tiplendirilmesi igin
bir bilesik (kompozit) mikrodizin yontemi gelistirilmistir. Mikrodizin, 35-40 birim
yapilt 109 adet oligoniikleotit problari igermekte ve antibiyotik direnc¢ belirleyici
bolgelerinin, patojenite adalarinin i¢inde veya disinda yer alan viriilans genlerinin,
faj-iligkili genlerin ve serotip ya da serogruba 6zgii flagellar ve somatik antijenleri

kodlayan genlerin tespiti gergeklestirilmektedir (Wattiau vd. 2011).

Birbirinden bagimsiz ¢alismalarda Salmonella alttiirlerinin antijen g¢esitlilikleriyle
kiiresel boyuttaki genom ¢esitliligi arasinda paralel bir evrimlesme oldugu
gbzlemlenmistir (Sukhnanand vd. 2005, McQuiston vd. 2008). Bu yiizden, O ve H
antijenlerine bagli olmayan genetik belirteglere dayali birtakim molekiiler yontemler
Salmonella suslariin serotip tespiti igin Onerilmistir. Analizinin diisiik yogunluklu
DNA mikrodizin platformunda gergeklestirildigi multipleks ligaz zincir reaksiyonu

(LZR) caligmasina dayanan bir molekiiler serotiplendirme sistemi, “PremiTest

22



Salmonella” adi altinda ticari olarak kullanima sunulmustur (Andreoli vd. 2004,
Wattiau vd. 2008). Ozgiin mikrodizin hibridizasyon profilleri vermesi igin secilen
genetik belirteclerin kullanildig: sistem ile, en ¢ok karsilasilan S. enterica serovarlarinin
cogunun cins ve serovar dilizeyinde tanimlanmasi saglanmaktadir. PremiTest
yonteminin hassasiyeti, ozellikle polifiletik suslar i¢in serovar diizeyinden daha fazla
bilgi saglanmasin1i miimkiin kilarken, salgin durumlarinda salgin susunun parmakizi
analizi i¢in yetersiz kalmaktadir. S. enterica’nin karsilastirmali genomikten koken alan
tim genom (ORFeom) karsilastirmalar ile molekiiler alttiplendirmesinin yapilmasini
saglayan yontemler sayesinde, Salmonella suslarinin genetik igeriginin derinligine
arastirilmasi icin c¢esitli olanaklar elde edilmistir. S. Typhimurium LT2 ve S. Typhi
CT18 suslarinin her ikisinde de anotasyonu yapilmis neredeyse tiim acik okuma
kaliplarin1 (ORF) igeren mikrodizinlerin kullanilmasi ile, Amerika’da en yaygin
S. enterica serovarlarmin klinik izolatlarmin tim genom igeriklerinin tanimlanmasi
gerceklestirilmigtir (Porwollik vd. 2004). Bu galismalar sirasinda, bir serovara dair gen
iceriginin, serovarlar arasindaki degisimlere kiyasla kendi igerisinde daha ¢ok farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Ne var ki, tiim Salmonella genomunun probunun mikrodizin
tizerinde yapilandirilmasi igin, pahali, otomatize edilmesi zor ve yiiksek hizli islemlerin
gercgeklestirilmesine uygun olmayan bir sisteme ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu yilizden
rutin laboratuvar uygulamasi olarak diistiniilmemektedirler. Ayrica su anda bu tiir
molekiiler uygulamalarin tiim serovarlarin tespiti igin yeterli altyapist bulunmamaktadir.
Ek olarak, klasik serotiplendirme gibi, molekiiler serotiplendirme de salgin
caligmalarinda suslarin  parmakizi analizi igin uygun gorillen sistem degildir

(Wattiau vd. 2011).

2.6 Degisken Alan Jel Elektroforezi (PFGE)

Bakteriyel hiicrelerde hiicre i¢i niikleik asit iceriginin goriintiilenmesi i¢in agaroz jel
elektroforezinin kullanimi yontemi (Meyers vd. 1976), molekiiler epidemiyolojiyi de
icine alan c¢esitli klinik uygulamalarda kendisine onemli bir yer edinmistir. Agaroz jel
elektroforezinin, bakteriyel kromozomal restriksiyon fragmentlerindeki profillerin
karsilagtirmali  analizinde kullanimi ise, genom temelli epidemiyolojik analiz

yaklagimlarinda 6nemli bir ikinci nesil yontem olarak 6ne ¢ikmis; fakat yontemde gesitli
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zorluklarla karsilagilmistir. Genellikle kullanilan EcoRI ve HindIIl gibi restriksiyon
enzimlerinin tanidigt DNA dizileri ile, tipik olarak 2-4 Mb biiyiikliigiinde olan
bakteriyel kromozomun ¢ok fazla sayida pargalara boliinmesi sebebiyle elektroforetik
aymrim giiciiniin diistigii gozlenmistir. Bir restriksiyon enziminin, genomik DNA’y1
kesecegi umulan ortalama kesim frekans: matematiksel olarak hesaplanabilmektedir
(Stephenson 2004). Bakteriyel genom tizerinde nadir tanima bolgelerine sahip bulunan
restriksiyon enzimleri ise 1970’lerin sonlarindan beri bilinmektedir (Stephenson 2004,
Roberts vd. 2010). Ancak bu enzimlerin megabaz biiyiikliigiinde tirettikleri fragmentler,
40-50 kb’dan daha biiyiik DNA molekiillerini goriintiileyemeyen geleneksel agaroz jel
elektroforezi yontemiyle dogru bir bicimde ayristirilamadigi i¢in; 1980’lerin basinda
ortaya c¢ikan “alternatif” elektroforetik yaklasimlar ile bu durumun stesinden
gelinmistir (Schwartz vd. 1982, Schwartz ve Koval 1989, Struelens vd. 2001). 1982°de
Schwartz vd. tarafindan 50 kb’dan biiyilk DNA molekiillerinin iki degiskenli elektrik
alan ile ayriminin yapilmasi fikri temellendirilmistir (Schwartz vd. 1982). Bu prensibe
dayanan cesitli araglar gelistirilmis ve degisken alanlarin DNA molekiillerini birkag
kb’dan 10 megabaz ciftinin {lizerindeki biiyiikliiklerde bile ayirabilmesi saglanmistir
(Basim ve Basim 2000). Genotipik farkliliklarin arastirilmasina onciilik eden
yontemlerin gelistirilmesi 80’lerin baslarinda 6nem kazanmis, degisken alan jel
elektroforezi yontemi (PFGE) Salmonella gibi mikroorganizmalarin tanimlanmasinda
en ¢ok bagvurulan yontemlerden biri haline gelmistir (Schwartz ve Cantor 1984). PFGE
ayrica hayvan yetistirilmesinde (Sandvang vd. 2000) ve bitkisel gidalarda olusabilen
kontaminasyonlarin takibinde de kullanilmaktadir (Nde vd. 2006). En 6nemli avantajlar
arasinda ayrim giicii, tekrar edilebilirligi ve belirlenen profillerin tutarli olusu
belirtilmistir (Olive ve Bean 1999, Laconcha vd. 2000). Alternatif elektroforetik
yaklagimlar prensip olarak, DNA’nin jel lizerindeki go¢iiniin belirli zaman araliklariyla
yonii degistirilen elektriksel alan ile saglanmasi esasina dayanmaktadir. Kiigiik
molekiiller, biiyiilk olan molekiillere kiyasla daha kisa zamanda ydnlerini
degistirebileceklerinden, farkli yonlerdeki elektroforetik atim (pulse) siirelerinin
uzunlugundaki kademeli artis ile DNA fragmentlerinin kilobazdan megabaza kadar
genis araliklarda ayrigtirilabilmesine olanak taninmustir. Degisken alan jel elektroforezi
igin bir¢ok yapisal model tizerinde durulmustur, bunlardan bazilar1 ortogonal alan jel

elektroforezi (Carle ve Olson 1984), capraz degisen alan elektroforezi (Gardiner vd.
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1986), ters alan jel elektroforezi (FIGE) (Carle vd. 1986) ve CHEF (Contour clamped
homogeneous electric field electrophoresis) olarak gosterilebilir (Chu vd. 1986).
Degisken alan jel -elektroforezindeki biitin bu metot c¢esitliligine ragmen
laboratuvarlarin biiyiik bir bolimiinde arttk PFGE ile neredeyse ayni anlama gelmis
durumda olan CHEF metodu kullanilmaktadir (Goering 2010). CHEF giiniimiiz
laboratuarlarinda en yaygin kullanimda olan PFGE bi¢imidir (Maule 1998). Altigen
yapiya dagitilmis 24 adet elektrot, elektrik alanda 120%lik agilarla elektrik atimlari
(pulse) yapilabilmesini saglar. Sabit bir elektrik alan1 saglamak igin de elektrotlar belirli
bir voltajda sabitlenir. Bu voltaj, go¢ hizina kismen etki yapar ve ayrimlandirilacak olan
fragmentlerin boyutlarindaki farkliliklara baglidir. Homojen elektrik alani, diisiik agaroz
konsantrasyonu, yon degisikligini saglayacak darbe degisim zamanlarimin (Switching
times) uzunlugu ve elektrik alan kuvvetinin diisiiriilmesi ile kombine edildiginde biiyiik
DNA molekiillerinin (>5Mb) ayrimi1 saglanir (Townsend ve Dawkins 1993). DNA
kesimi i¢in kullanilacak restriksiyon enziminin se¢imi PFGE siirecinde kritik 6nem
tasir. Izolatlarm iliskilendirilmesinde varilacak kararlar, restriksiyon fragmentlerinin
olusturdugu bant profillerinin karsilagtirilabilmesi esasina dayanir. Kromozomal
DNA’nin caligilabilir oranda kesiminin PFGE profillerinin yorumlanmasinda 6nemi
vardir ve 10 banttan fazla, 25-30 banttan az olmak kosulu ile saglikli bir yorumlama
yapilabilir (Goering 2004, Van Belkum vd. 2007). Bu kesim frekanslari, restriksiyon
enziminin bakteriyel kromozom igerisindeki tanima bolgelerinin sikligiyla baglantilidir.
Genel olarak, tanima dizisi uzunlugu ile kesimin gerceklesme siklig1 arasinda bir ters
orant1 vardir. Bu yiizden Gram negatif organizmalarda sekiz veya daha fazla niikleotidi
kesen enzimler (6rnegin Notl, 5’GC*GGCCGC3’; Sfil, 5’GGCCNNNNANGGCC3’)
genomu nadir bolgelerden keserler. Ancak, kromozomdaki G+C igerigi restriksiyon
bolgelerinin sikligini etkileyen bir unsurdur. Cogu A+T zengini bakteriyel genomlarda
CCG ve CGG en nadir ii¢lii niikleotit (trintikleotit) dizisi olup; G+C zengini genomlarda
ise genellikle CTAG en nadir dortlii niikleotit (tetrantikleotit) dizisidir (McClelland vd.
1987). Bu sebeptendir ki, alti niikleotit (hekzaniikleotit) dizisine sahip Xbal
(5’T*"CTAGA3’) ve Spel (5’ACTAGT3’) enzimleri G+C zengini Gram-negatif
genomlarin1 nadir bolgelerden keserken; Smal (5’CCC*"GGG3’) enzimi A+T zengini
Gram-pozitif genomlarini nadir bolgelerden keser (Goering 2010).
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Iyi bir PFGE sonucu almak igin; standardize edilmis baslangi¢ hiicre konsantrasyonu
(610 nm dalgaboyunda 0.5-1.5 optik yogunluk araliginda), kuyular arasindaki bant
yogunluklarinda olusabilecek farkliliklari en aza indirmek ve belirgin restriksiyon
fragment profilleri elde etmek icin yeterli derecede DNA eldesini saglamak 6nemlidir
(Struelens vd. 2001, Goering 2004).

PFGE ile olusturulan DNA fragment profillerinin yorumlanmasi ve kullanilabilir bilgiye
doniistiiriilmeleri i¢in, bir mikrobiyologun PFGE profillerinin nasil karsilastirilacagini
ve rastlantisal genetik olaylarin bu profilleri nasil degistirebilecegini bilmesi gereklidir.
Ideal olarak, salgin sus izolatlarmin PFGE profilleri birbirinden farksizken;
epidemiyolojik agidan salginla ilintisiz suslarin profilleri ise ¢ok farkli olmalidir. Bu
sayede salgin susun tespiti kolaylasacaktir (Haley vd. 1995). Daha ¢ok karsilagilan
durum; salgin suslarina ait PFGE bant profillerinin, salgin siireci igerisinde nokta
mutasyonlari, insersiyonlar ve delesyonlar gibi rastlantisal genetik olaylarla
degismesidir. Bu durum, profillerin yorumlanmasinda ¢esitli giicliikkler ortaya ¢ikarsa
da, rastlantisal genetik olaylarin profilleri nasil etkileyebilecegi bilgisine sahip bir
mikrobiyolog, her izolat profilini dort kategoriden birisine dogru bir sekilde
yerlestirebilir. Bu Kkategoriler: salgin susunun profilinden farksiz; salgin susuyla
yakindan 1iliskili; salgin susuyla olast iligkili ve salgin susuyla iliskisiz; olmak tizere
gruplandirilir. PFGE ile olusan bant profilleri en az 10 fragment olusturuyorsa bu
kriterler giivenilirdir denebilir. Eger daha az fragment olusumu goézleniyorsa kriterlerin
ayrim glicii ve giivenilirligi hakkinda herhangi bir veri bulunmamaktadir. Restriksiyon
profillerinin karsilastirilmasinin, birtakim kati algoritmalara indirilemeyecek diizeyde
kismen 6znel bir yapiya sahip oldugu diisliniilmektedir. Yorumlama siireci, tecriibeye
dayali olarak kolaylagsmakta ve tutarli hale gegmektedir. Bilgisayar tabanli goriintii alma
ve analiz ekipmanlarinin kullanimi miimkiin olmasina ragmen, klinik laboratuvarlarda
yayginlasmamasi yiiziinden bu ekipmanlarin kriterlere uyumlandirilarak kullanimlari
heniiz gergeklestirilmemistir. Tenover vd. (1995) tarafindan, bu birtakim rastlantisal
genetik olaylarin  PFGE bant profilleri {izerindeki etkileri sematize edilerek,
yorumlanmalar1 i¢in kriterler belirlenmistir (Sekil 2.7). Bunlar “Tenover kriterleri”
olarak anilmaktadir (Tenover vd. 1995). DNA’da olusan bir nokta mutasyon ile yeni bir

restriksiyon bdlgesi olusur ve yeni profilde, salgin profilinde bulunan bir bant
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kaybolarak yerini salgin profilinde olmayan iki yeni ve daha kiigiik banda birakir. Iki
kiicik bandin boyutlarinin toplami, yaklasik olarak biiyilkk bandin boyutu kadar
olacaktir. Bu degisim, {i¢ bant profilinin farkli olmasi ile agiklanmaktadir (Sekil 2.7B).
Bir restriksiyon kesim bodlgesinde nokta mutasyon meydana gelir ve yeni profilde,
salgin susta olmayan, iki kii¢iik bandin birlesmesiyle daha biiyiik bir bant meydana
gelir. Bu degisim,iic farkli bant profilinin olusmasina sebep olmaktadir (Sekil 2.7C).
Genoma yeni bir DNA pargasinin eklenmesi durumunda yeni profilde, salgin profiliyle
ayni sayida bant goriiliir ancak bir bant daha biiylik goriilecektir (Sekil 2.7D).
Genomdan bir DNA pargasinin delesyonu durumunda ise yeni profilde, salgin profiliyle

ayni sayida bant goriiliir ancak bir bant daha kiiclik gortilecektir (Sekil 2.7E).

400 kb fragmanda  Restriksiyon yeri 50 kb bdlgenin
degisme yok kazanma kaybetme insersiyonu delesyonu
W
s | — s § T cxMer o o
onuglanan
fragman(lar) 400 2508150 600 450 350
A B cC D E
kb
600 s ¥
500 | s — — ——  E——
) g T 5
400 = 2 C (
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Sekil 2.7 Genetik olaylarin PFGE bant profillerinde ifadelenmesi A: Salgin sus profili
B: Yeni bir restriksiyon bolgesinin olusmasi C: Bir restriksiyon bdlgesinin
kaybolmas1 D: DNA par¢asinin insersiyonu E: DNA pargasinin delesyonu
(o, salgin susunda bulunan fakat izolatta bir genetik olay neticesinde
kaybedilen bandi; * , salgin susunda bulunmayan fakat izolattaki bir genetik
olay neticesinde kazanilan bandi ifade eder) (Tenover vd. 1995, Durmaz ve
Durmaz 2001)
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Degisken alan jel elektroforezi ya da kisaca “PFGE”, on yillardir yapilan arastirmalarda
epidemiyolojik olarak iliskili oldugundan siliphelenilen izolatlar arasindaki genetik
iliskinin saglam bir sekilde degerlendirilmesini miimkiin kilmistir (Tassios vd. 2000,
Mammina vd. 2004, Woo ve Lee, 2006) ve giinlimiizde bir¢ok referans laboratuvari
tarafindan da gida kaynakli hastaliklarin arastirilmasi ve takip edilmesi igin “altin

standart” olarak kabul gérmiistiir (Swaminathan vd. 2001).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan 98 adet DMC kodlu Salmonella bakteri 6rneklerinin tamami
Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Prokaryot Genetigi Laboratuvari

kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.2 Mikroorganizmalarin saklanma kosullari

Bakterilerin gelistirilmesinde; Salmonella suslar1 igin LB broth besiyeri kullanilmistir.
Bakteriler uygun siire ve sicaklikta, LB broth besi ortaminda gelistirildikten sonra % 30
oraninda steril gliserol ilave edilerek -20°C’de saklanmustir.

3.1.3 Besiyerleri

Luria Bertani (LB) Broth, Miller Besiyeri (Difco, France)

Icerik

Tripton 10g
Maya ekstrati 59
NaCl 10g

Luria Bertani Broth, Miller besiyeri dH,O igerisinde ¢oziildiikten sonra otoklavda
sterilize edilmistir (121°C, 15 dk) .
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3.1.4 Cozeltiler

0.5 M Tris stok ¢ozeltisi (pH:8.0) 300 ml
Tris 18,1719
dH,0 300 ml

Sterilizasyondan énce pH:8.0’e ayarlanmis ve otoklavda sterilize edilmistir (121°C’de
15 dk).

0.5 M EDTA stok ¢6zeltisi (pH:8.00) 300 ml
EDTA 55,836 g
dH,0 300 ml

Sterilizasyondan énce pH:8.0’e ayarlanmis ve otoklavda sterilize edilmistir (121°C’de

15 dk).

%10’1luk Sarkozil Cozeltisi 50 mi
Sarkozil 59
deO 50 ml
Tiyoiire Cozeltisi 50 ml
Thiourea 5¢
dH,0 50 ml
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Hiicre Siispansiyon Tamponu (HST) 100 ml

100 mM Tris (0.5 M, pH:8.0) 20 ml
100 mM EDTA (0.5 M, pH: 8.0) 20 ml
dH,0 60 ml
0.5 M Tris-EDTA Tamponu (TE) 500 ml
10 mM Tris (0.5 M, pH:8.0) 10 ml
1 mM EDTA (0.5 M, pH: 8.0) 1ml
dH,0 489 ml
Lizis/Proteinaz K Tamponu (L/P) 500 ml

50 mM Tris (0.5 M, pH:8.0) 20 ml

50 mM EDTA (0.5 M, pH: 8.0) 20 ml

%10 Sarkozil 50 ml
Proteinaz K (20.2 mg/ml) 0.1 mg/ml
dH,0 350 ml

Lizis tamponu hazirlanip otoklavda sterilize edilmistir (121°C’de 15 dk). Proteinaz K
ilavesi 20.2 mg/ml stoktan (Fermentas) alinip, son konsantrasyon 0.1 mg/ml olmak

lizere ¢aligma sirasinda yapilmstir.
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Tris Borat EDTA (TBE) Tamponu (10X) 1000 ml

Tris 108 g
Borik Asit 559
EDTA (0.5 M, pH:8.0) 40 ml

[k 6nce Tris ve Borik asit 700 ml dH,O icerisinde ¢dziildiikten sonra 40 ml EDTA stok
cozeltisi (0.5 M, pH:8.0) eklenmis ve hacim 1000 ml’ye tamamlanmistir. Otoklavda
sterilize edilmistir (121°C, 15 dk).

3.2 Yontem

Degisken alan jel elektroforezi islemlerinde kosullar, PulseNet International web
sitesindeki Salmonella’ya 6zgii yontem bilgileri takip edilerek gergeklestirildi
(www.cdc.gov/pulsenet/protocols/ecoli_salmonella_shigella_protocols.pdf 2009, Ribot
vd. 2006).

3.2.1 Suslarin hazirlanmasi

LB Broth besiyerine %]1’lik ekimi yapilan DMC kodlu 98 adet Salmonella serotipi, her
calisma ic¢in 10’ar sus ve bir adet standart sus S. Braenderup H9812 olmak {izere
37 °C’de 17-18 saat arasinda gelistirildi. Gelistirilen bakterilerin optik yogunlugu
610 nm’de 0.8 ile 1.0 arasinda olacak sekilde ayarlandi. Yogunluklar belirlenen bakteri
kiiltiirleri, 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipleri icerisinde (toplam hacim 1.0 ml) +4°C,
10.000 rpm’de 5 dk siireyle santrifiij islemine tabi tutuldu. Ust faz atilarak hiicre
¢okeltisi 500 pl steril hiicre siispansiyon tamponu (HST) ile ¢oziildii ve tekrar +4°C,
10.000 rpm’de 5 dk santrifiije alindi. Daha sonra iist faz atildi. Hiicre biitiinligi
parcalanmadan yikanan bakteriler, 100’er pl HST ile pipet aracilifiyla karigtirildiktan

sonra agaroz tapalara gdmiilmeden dnce +4°C’de 10 dk siireyle bekletildi.
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3.2.2 Suslarin agaroz tapalar icerisine gomiilmesi

Bakterilerin siispansiyonunda kullanilan HST ile % 2’lik diisiik erime 1sil1 agaroz
(Low melt grade agarose, Bioshop) hazirlandi. 5 ml HST igerisinde 0.1 g diisiik erime
1s1l1 agaroz ¢oziildii ve oda sicakliginda ¢ok ¢abuk katilastigi igin 55 °C’ye ayarli 1s1
blogu tizerinde 6nceden 1sitilmis olan 1.5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarildu.
Calisilan 6rnek sayis1 kadar 500 pl’lik mikrosantrifiij tiipii 1s1 blogu tizerine dizildi ve
her bir tiip icerisine 100 pul diisiik erime 1s1l1 agaroz aktarildi. Bakteriler, bekletildikleri
+4 °C ‘ten alinarak her bir 6rnek, 1s1 blogu iizerindeki igerisinde 100’er ul diisiik erime
1s1l1 agaroz bulunan mikrosantrifiij tiiplerine dagitildi. islem sirasinda donmasini
onlemek i¢in 1s1 blogu iizerinden uzaklastirilmadan hizli bir pipetleme sonucu
homojenize edilip tek kullanimlik tapa kalibindaki (Plug mold, 10 mm x 5 mm x
1.5 mm, BioRad, USA) kuyucuklara aktarildi. Tapa kalib1, bakterilerin gomiildiigi
agaroz jel kaliplarinin katilasmasi i¢in +4°C ‘ye kaldirildi ve Liziz/Proteinaz K ile

yikama asamast i¢in gerekli hazirliklara gegildi.
3.2.3 Tapalara gomiilen hiicrelerin lizizi

Agaroz tapalar +4°C’de polimerize olurken 15 ml’lik Falcon tiip icerisinde ¢alisilan sus
sayisina esdeger olarak, dnce 1’er ml liziz tamponu, sonra -20°C’de saklanan Proteinaz
K (20.2 mg/ml Fermentas, 1ml) 6rnek basmna 5 ul (son konsantrasyon 0.1 mg/ml) ilave
edildi (10 6rnek ve 1 standart sus i¢in 11 ml liziz tamponuna 55 pl proteinaz K). Pipet
aracilifi ile homojenize edilen karigim, Ornek sayisi kadar kullanilan 1.5 ml
mikrosantrifiij tiiplerine 1’er ml dagildi. Bu arada +4°C’de polimerizasyonu
tamamlanan agaroz tapalarin her biri dikkatli bir sekilde spatulayla itilerek 6nceden
Liziz/Proteinaz K karisimi eklenmis mikrosantrifiij tiiplerine diismeleri saglandi.
Ornekler bu asamada 50°C’de 200 rpm’de calkalamali inkiibatre alindi ve 2 saat

stireyle ¢alkalama islemine tabi tutuldular.
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3.2.4 Saf DNA eldesi icin agaroz tapalarin yikanmasi

Calkalamali inkiibatorde 50 °C’de 200 rpm’de 2 saat siireyle liziz islemine alman
agaroz tapalar, bir cam petri kapag tizerinde sirayla Liziz/Proteinaz K karisimlarindan
dikkatlice ayrilarak, dnceden etiivde 175 °C’de 3 saat siireyle steril edilmis cam tiiplere
aktarildi. Her bir tapanin igerisinde bulundugu steril cam tiiplere 6nceden 54 °C’ye
isitilmig steril dH2O’dan 5’er ml dagitildi ve Ornekler 2 kere 15’er dk’lik yikama
islemine alindi. Steril dH,O ile yikama tamamlandiktan sonra érnekler, yine 6nceden
54 °C’ye 1sitilmig 0.5M TE tamponundan 5’er ml dagitilarak 4 kere 15’er dk’lik yikama
islemine alindi. Yikamalar sonunda elde edilen ve igerisinde saf DNA bulunan agaroz
tapalar, igerisinde 1 ml 0.5M TE tampon bulunan 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine

alindi ve Xbal restriksiyon enzimi ile kesime hazir hale geldi.

3.2.5 Tapalara Xbal restriksiyon endoniikleaz kesimi uygulanmasi

Ilk 6nce Xbal restriksiyon endoniikleaz1 (Fermentas FastDigest) —20°C’den alind1 ve
steril ortamda calisilarak, 6rnek sayisi ve standart sus igin gerekli olan toplam hacimde
hazirlandi. Bir mikrosantrifiij tiipiine, 6rnek basina 89 ul steril saf su, 5 pl FastDigest
tamponu, 1 ul BSA ve en son olarak 5 pl Xbal enzimi konuldu. Bu islemden sonra, her
bir ornegin agaroz tapasi, i¢lerine gomiilmiis haldeki saf DNA’nin Xbal restriksiyon
endoniiklez enzim kesimine tabi tutulmasi i¢in 4 esit par¢aya ayrildi. Kesim islemi bir
petri kapagi lizerinde gergeklestirildi. Kesilen her 6rnegin 1/4’liik pargasi yeni bir steril
mikrosantrifiij tiipiine (1.5 ml) aktarildi. Geri kalan 3/4 parca, Onceki tiipline geri
konularak iizerine TE tamponu eklendi ve +4 °C’ye kaldirildi. Standart sus
S. Braenderup’a ait agaroz tapa 4’e boliinerek, her bir parga ayr1 mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi. Boylece orneklerle beraber toplam 14 adet mikrosantrifiij tiipii oldu. Buna
gore hazirlanmig olan toplam 1400 pl hacimdeki Xbal enzim karigimi, her 6rnek ve
standart sus tapasi i¢in 100’er pl olacak sekilde paylastirildi. Biitiin tapalara 100’er pl
enzim eklendikten sonra, tiipler Xbal enziminin optimum calisma sicaklig1 olan 37°C’de
1 saat siireyle su banyosunda inkiibasyona alindi. 1 saat sonunda su banyosundan
cikarilan ornekler, petri kapag igerisinde kurutma kagidina emdirilerek enzimlerinden

arindirildi ve mikrosantrifiij tiiplerine konuldu. Enzimlerinden arindirilan tapalarin
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tizerine enzim c¢alismasinin durdurulmast i¢in  500’er ul 0.5XTBE tampon ilave

edilerek oda sicakliginda 175 rpm’de ¢alkalamaya alindi.

Xbal Toplam Enzim Karisimi (Fermentas FastDigest,Thermo
Scientific, 300ul) (Bir tapa igin 100 pl)

dH,0 89 ul
FastDigest Tamponu 5ul
BSA 1l
Xbal 5ul
BSA (Sig1r serum albiimin) Cozeltisi 10 mg/ml
BSA (Bioshop,CA) 0.05g
deO 5ml

Toz halindeki BSA (Bioshop, Canada) tartildiktan sonra steril dH,O ile BSA stok
cozeltisi (10mg/ml) hazirlanmistir. Toplam miktar (5 ml) 0.5ml’lik mikrosantrifiij

tiiplerine paylastirilarak -20°C’de saklanmustir.

0.5XTBE Tamponu 50 ml
10XTBE Tamponu 2.5 ml
dH,0 47.5 ml
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3.2.6 CHEF DR-I111 cihazinda Salmonella’ya ozgii jel yiikleme kosullar

CHEF DRIII (BioRad) cihazini elektroforez ig¢in hazirlama isleminde ilk olarak tank
2000 ml ultra saf suyla doldurulup yaklastk 15 dk boyunca elektrik akimi
calistirilmadan, sadece suyun pompalanmasi saglandi. Boylece her ¢alisma Oncesinde
tankin temizligi yapildi. Saf su bosaltildiktan sonra, elektroforez i¢in kosturma
tamponunu hazirlamak iizere 10XTBE stok ¢6zeltisinden 100 ml alinip iizerine 1900 ml
ultra saf su ile % 10’luk tiyoiire ¢ozeltisinden 3 ml ilave edildi. Boylelikle toplamda
2000ml’lik 0.5XTBE + tiyoiire tampon ¢ozeltisi hazirlandi. Bu tampondan 100ml’lik
miktar, hazirlanacak olan PFGE agaroz (High gel grade, Bioshop) i¢in ayrild1 ve geri
kalan 1900ml 0.5XTBE+tiyoiire tamponu elektroforez tankina dokiildii. CHEF DRIII
cihaz1 14 °C’ye sogumast igin pompa calistirildi.

Xbal Enzimi i¢in Salmonella'ya Ozgii Elektroforez Kosullart

Baslangic Darbesi 2.2S
Bitis Darbesi 63.8 s
Voltaj 6V
Yonlendirme Agist 120°
Kosu siiresi 18 sa

Elektroforez i¢in % 1’lik PFGE agaroz jeli hazirlandi. 1 gr agaroz, ayrilmis bulunan
100 ml 0.5XTBE-+tiyoiire ¢ozeltisine eklendi. 10 dk boyunca mikrodalgada belirli
araliklarla ¢alkalanip eritildi. Erime tamamlandiktan sonra sogumak {lizere oda
sicakhiginda bekletildi. Ornekler ¢alkalamadan almarak, petri kapag iizerinde,
0.5XTBE tamponlarindan kurutma kagidi yardimiyla arindirildi. Diger yanda agaroz
kasedi hazirland1 ve 15 kuyucuklu tarak agaroz kasedi iizerine yatay olarak yerlestirildi.
Her caligmada, tarak tizerindeki 10 kuyu 6rneklere ayrildi; 1-5-10-15 numarali kuyulara
calismanin standart susu olan S. Braenderup; 14 numarali kuyuya da Lambda Ladder
PFG Marker (New England Biolabs-5 pg/ml) yerlestirildi. Ornek tapalari, yatay haldeki
tarak iizerinde her disin en ucuna getirildi. Diger yanda yaklagik 50-55 °C’ye soguyan

agaroz, tarak dikey konuma getirildikten sonra, baloncuk olugsmamasina dikkat edilerek
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dokiildii. Agaroz oda sicakliginda 20dk boyunca sogutulup, polimerize oldu. Agaroza
dikey olarak gémiilii durumdaki tarak yavasca yukari ¢ekildi ve agarozdan ¢ikarildi.
Tarak ¢ikarildiktan sonra 14 numarali kuyuya Lambda Ladder PFG Marker (New
England Biolabs-5 pg/ml) bistiiri yardimiyla 1 mm kalinliginda kesilerek dikkatlice
konuldu. Jel, altindaki tablasi ile birlikte kaydirilarak ¢ikarildi ve etrafindaki atik
agaroz jel parcalari temizlendikten sonra 14°C’ye sogutulmus tankin icerisindeki
bolmesine yerlestirildi. Sistem calistirildi ve alternatif akim (AC) gostergesindeki
rakamin baslangigta 110-170 miliamper arasinda olmasi gozlemlendi ve rakam,
0.5XTBE kosturma tamponunun uygun hazirlanip hazirlanmadiginin gostergesi olmasi
bakimindan dikkate alinarak not edildi. Calisma, 18 saatlik elektroforez kosusu

sonrasinda ertesi giin jel goriintiisii alinacak sekilde 1 gece boyunca devam ettirildi.

3.2.7 PFGE jel goriintiilerinin alinmasi

Calismanin ertesi giiniinde tanktan ¢ikarillan jel, etidyum bromid (10 mg/ml) ile
hazirlanan ¢ozeltiye alinarak 40 dk stireyle bekletildi. Calisma bitiminde PFGE tanki
igerisindeki 0.5XTBE tampon bosaltildi; yerine 2000 ml ultra saf su konularak tankin
yikamas1 yapildi ve temizlendi. Jel, etidyum bromidin arindirilmasi ve goriintii alinirken
bant profilleriyle arka plan arasindaki kontrastin kuvvetini artirmak i¢in 1 saat i¢inde

her 20 dk’da bir degistirilecek sekilde ultra saf su igerisine alindu.

Etidyum Bromid Cozeltisi

Etidyum Bromid (Stok 10mg/ml) 50ul
dH,0 (Ultra saf) 500ml

Jel goriintiileri Kodak Gel Logic Imaging System kullanilarak alindi. DNA bant
gortntiileri, TIFF formatinda kaydedildikten sonra analiz edildi. Normalizasyon islemi,
her jel igerisindeki 1-5-10-15 numarali kuyularda bulunan standart sus S. Braenderup
H9812 yardimu ile gerceklestirildi. Bant biiyiikliikleri, standart sus ile karsilastirilarak
hesaplandi. Suslar arasindaki filogenetik iligkinin belirlenmesi i¢in ¢ok degiskenli kiime

analizi (Cluster Analysis) yontemi, NTSYS pc. ver. 2.2 programi (Rohlf 1993) ile
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kullanildi ve UPGMA (Unweighted pair group method with mathematical averaging)

dendograma ¢izildi.
3.2.8 Simpson niimerik ayrimlandirma indeksi

Calismamiz, en son olarak Simpson niimerik ayrimlandirma indeksi (Simpson’s
numerical discriminatory index) hesaplamasiyla degerlendirildi (Simpson 1949, Hunter
ve Gaston 1988, Gebreyes vd. 2006, Soyer vd. 2010). Simpson indeksi (D), Hunter ve
Gaston (1988) tarafindan belirtildigi iizere; bir ornek populasyonundan alinan
birbirleriyle iliskisiz iki susun, belirli bir yontemle farkli profillere ayrimlandiriima
olasiligin1 vermektedir. N toplam oOrnek sayisi, s tespit edilen profil sayisi, n; ise

] profiline ait sus sayisidir (Sekil 3.1).

S
1
D=1-——> nin-1
N(N—l)jz=1 =

Sekil 3.1 Simpson niimerik ayrimlandirma indeksinin formiilasyonu
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4, ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1 Elde Edilen PFGE Profillerinin Karsilastirilmasi ve Filogenetik Analizi

Calisilan 98 adet DMC kodlu Salmonella serotipi icin, 36 farkli PFGE profili belirlendi.
Suslarin kendi iglerindeki profil gruplari, her bant degisikligi farkli profil grubu
olusturacak sekilde diizenlendi (Cizelge 4.1). Bu gruplandirma sistemine gore birden
fazla profil grubu igerenler; S. Agona (3), S. Corvallis (2), S. Enteritidis (3), S. Group
C1 (3), S. Infantis (2), S. Kentucky (3), S. Montevideo (4), S. subsp. Roughform (3),
S. Thompson (3), S. Virchow (3) serotipleridir. Serotipler arasindaki en yiiksek profil
cesitliligi % 100 ile S. Montevideo; % 60 ile S. Agona; % 37.5 ile S. Group C1; % 30
ile S. Kentucky suslari igerisinde elde edildi. En fazla sus sayisina sahip profil gruplari
ENT 3 (12); INF 2 (8); KEN 1 (8); VIR 3 (8) olarak belirlendi.

Cizelge 4.1 Serotiplerin olusturdugu PFGE profil gruplar

Serotip Profil Kodu Sus Kodu
S. Agona AGO 1 DMC 59
AGO 2 DMC 60
AGO 3 DMC 61, DMC 62,
DMC 64
S. Anatum ANA DMC 90, DMC 91,
DMC 92
S. Bispebjerg BiSP DMC 78
S. Braenderup BRA -
S. Corvallis COR1 DMC 36, DMC 86,
DMC 87
COR 2 DMC 100
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Cizelge 4.1 Serotiplerin olusturdugu profil gruplar1 (devam)

Serotip Profil Kodu Sus Kodu
S. Enteritidis ENT 1 DMC 8, DMC 14
ENT 2 DMC 28, DMC 29
ENT 3 DMC 3, DMC 22,
DMC 24, DMC 25,
DMC 26, DMC 30,
DMC 31, DMC 43,
DMC 53, DMC 94,
DMC 96, DMC 98
S. Group C1 GrC1 DMC 1, DMC 2, DMC 46
GrC 2 DMC 27, DMC 37,
DMC 38, DMC 50
GrC 3 DMC 49
S. Infantis INF 1 DMC 7, DMC 12,
DMC 71, DMC 75,
DMC 76, DMC 77
INF 2 DMC 20, DMC 21,
DMC 23, DMC 40,
DMC 41, DMC 57,
DMC 58, DMC 70
S. Kentucky KEN 1 DMC 56, DMC 65,
DMC 72, DMC 73,
DMC 74, DMC 79,
DMC 80, DMC 85
KEN 2 DMC 34
KEN 3 DMC 35
S. Montevideo MON 1 DMC 81
MON 2 DMC 82
MON 3 DMC 88
MON 4 DMC 89
S. Nchanga NCH DMC 15, DMC 99
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Cizelge 4.1 Serotiplerin olusturdugu profil gruplar1 (devam)

Serotip Profil Kodu Sus Kodu
S. subsp. I Roughform SUR 1 DMC 13
SUR 2 DMC 52, DMC 54
SUR 3 DMC 63
S. Salford SAL DMC 93
S. Senftenberg SNF DMC 55
S. Telaviv TEL DMC 66, DMC 67
S. Thompson THO 1 DMC 39, DMC 44,
DMC 47, DMC 48
THO 2 DMC 45
THO 3 DMC51
S. Typhimurium TYP DMC 4, DMC 95
S. Virchow VIR 1 DMC5
VIR 2 DMC 6, DMC 19,
DMC 32, DMC 42,
DMC 83, DMC 84
VIR 3 DMC 9, DMC 10,

DMC 16, DMC 17,
DMC 18, DMC 33,
DMC 68, DMC 69

Calismada Xbal enzim kesimi ile elde edilen PFGE
filogenetik iliskileri; NTSYS pc. ver. 2.2 programi ile %1,5 Dice benzerlik katsayisi
Ribeiro vd. 2007) ve UPGMA metoduyla kiime
analizi (Sneath ve Sokal 1973) yapilarak belirlendi. Caligilan jel goriintiileri, her jelde

kullanilarak (Dice

DMC kodlarindaki siraya gore 10’ar adet ornek olacak sekilde diizenlendigi igin;

yorumlama asamasinda farkli jellerdeki ayni serotipe ait olan kuyular, fotograflardan

profillerinin birbirleriyle olan

kesilip yan yana dizilerek bant profillerindeki benzerlikler incelendi.
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S.Agona (DMC 59-60-61-62-64)

Sekil 4.1 S. Agona serotipinin PFGE bant profilleri

S. Agona suslarinin Xbal enzim kesimi sonucunda olusturduklar1 3 farkli profil grubu
incelendiginde; 11 ile 15 arasinda bant sayisi verdikleri gozlendi. Bant biiytikliiklerinin
ise 8 kb ve 1110 kb arasinda gesitlilik gosterdigi saptandi. Calismamizda olusan tiim
S. Agona profil gruplarinin aralarinda 6 ortak banda sahip olduklar1 belirlendi ve ayrica
ikiserli paylasilan bantlar ile susa 6zgi bantlar tespit edildi. AGO 2 profil grubuna ait
DMC 60 susunda bulunan 667 kb’lik bant; AGO 1 profil grubundaki DMC 59 ile
AGO 3 profil grubundaki DMC 61, DMC 62,DMC 64 suslarinda bulunmadi. Diger
yandan, sirastyla AGO 1 ile AGO 2 profil gruplarini olusturan DMC 59 ve DMC 60
suslarinda bulunan ~1110 kb’lik bant Ago 3 profil grubundaki suslarda tespit edilmedi.
En goze carpan fark, diger profil gruplarinda bulunup, AGO 2 grubunda bulunmayan
~543 kb, ~448 kb, ~414 kb ve ~362 kb’lik bant bolgeleri oldu. Bu yiizden AGO 2 profil
grubu, S. Agona’ya ait gruplar iginde en farkli grup olarak belirlendi. Bu ¢aligmada elde
edilen bant profillerinin, Xbal enzim kesimi sonucunda olusan PFGE bant profillerini
iceren literatiir verileriyle uygun oldugu belirlendi (Lindgvist vd. 2002, Rabsch vd.
2005). AGO 1 grubu ile AGO 2 AGO 1 grubu, AGO 3 ile % 96,5 benzerlik oranina
sahipken; AGO 1 ile AGO 2 arasindaki oran % 46; AGO 2 ile AGO 3 arasinda % 40
olarak belirlendi. AGO 1 ve AGO 2, sirasiyla % 46,1 ve % 45,4 oraninda S. Telaviv
(TEL) ile; AGO 3 de % 42,8 oraninda S. Nchanga (NCH) ile benzer bulundu (Cizelge
4.1, Sekil 4.1 ve Sekil 4.19).
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S.Anatum (DMC 90-91-92)

Sekil 4.2 S. Anatum serotipinin PFGE bant profilleri

S. Anatum suslar1 homojen bir profil sergilerken (ANA); elde edilen bant profilinin
Xia vd. (2009) tarafindan yapilan calismada belirtilen bant profili ile yiiksek oranda
benzerlik tasidig tespit edildi. Profilde, biiyiikliikleri 15 kb ile 1100 kb arasinda degisen
15 bant goriintiilendi. Calismamizda, S. Anatum ile en yiiksek profil benzerligini % 37.5
ile S. Typhimurium (TYP) ve % 30 ile S. Virchow (VIR 2) suslar1 gosterdi (Cizelge 4.1,
Sekil 4.2 ve Sekil 4.19) .

S.Bispebjerg (DMC 78)

Sekil 4.3 S. Bispebjerg serotipinin PFGE bant profili

Tiirkiye’de ilk defa Aksoycan (1970) tarafindan kaplumbaganin diski kiiltiiriinden izole
edilen S. Bispebjerg (BISP) susunun ¢alismamizda diger suslar ile arasindaki filogenetik
iliski incelendi. UPGMA kiime analizi ile elde edilen filogenetik agacta BISP profilinin,
A kolunda tek basina bir ana dal olusturdugu goézlendi.
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BISP profilinde, biiyiikliikleri 25 ile 697 kb arasinda 15 bant gériintiilendi. Elde edilen
bant profili, Avsaroglu’nun (2007) c¢alismasindaki profille biiylik oranda benzer
bulundu. BISP profilinin, diger suslar arasinda en ¢ok benzerlik gosterdigi profil % 32,
6 ile KEN 3 olarak tespit edildi (Cizelge 4.1, Sekil 4.3 ve Sekil 4.19).

S. Braenderup H9812 Standard

2010 2110 2210 1711 1911 2011 2511 2811 3011 0812
Sekil 4.4 S. Braenderup serotipinin PFGE bant profilleri

Calismamizdaki tiim PFGE jellerinde, standart sus olarak kullanilan S. Braenderup
H9812’nin standardize edilmis bant biiylikliikleri baz alinarak (Hunter vd. 2005);
calisilan 6rneklerin bant hesaplamalar1 yapildi. S. Braenderup (BRA) susu, UPGMA
analizinde dis grup olarak yer ald1 (Cizelge 4.1, Sekil 4.4 ve Sekil 4.19).

3. Corvallis (DMC 36-86-87-100)

Sekil 4.5 S. Corvallis serotipinin PFGE bant profilleri
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S. Corvallis suslarmin COR 1 ve COR 2 profil gruplarinda 15’er bant elde edildi. Bant
biiytikliikleri, < 3 kb ve 1090 kb arasinda gesitlilik gosterdi. Profil gruplarinda 14 bant
ortakligi ile 1 bantta farklilik gozlemlendi. Calismamizin sonuglari literatiir verileriyle
desteklendi (Lai 2009). COR 1 ve COR 2 gruplari arasinda % 93,3 benzerlik orani tespit
edildi. Her iki grup da % 44,4 oraninda S. Enteritidis (ENT 1) profili ile; % 38,4
oraninda ENT 3 ve SUR 1 profilleriyle benzer bulundu (Cizelge 4.1, Sekil 4.5 ve
Sekil 4.19).

S. Enteritidis (DMC 3-8-14-22-24- -28-20-30-31-43-53-94-06-98)

Sekil 4.6 S. Enteritidis serotipinin PFGE bant profilleri

S. Enteritidis’in ENT 1, ENT 2 ve ENT 3 seklinde olusan profil gruplari, aralarinda 11
ortak bant igerirken; 24 kb ile 1080 kb araliginda bant biiyiikliikleri gozlemlendi. Bant
sayilar1 12 ile 13 arasinda degisiklik gosterdi. Profillerin literatiirdeki calismalarla
uyumluluklar karsilastirildi ve yiiksek oranda tutarli olduklari bulundu (Kalender ve
Sen 2008, Zou vd. 2012). ENT 1 ve ENT 2 % 81,8 oraninda; ENT 1 ve ENT 3 % 86, 9
oraninda; ENT 2 ve ENT 3 % 95,2 oraninda benzerlik gosterdi. Avsaroglu (2007)
tarafindan yapilan c¢alismada S. Enteritidis ve S. subsp. | Roughform serotipleri
arasindaki PFGE profillerinin benzerligi dair elde edilen bulgular; ¢alismamizdaki
ENT 1 ile SUR 1 arasinda % 43,4; ENT 2 ile SUR 1 arasinda % 28,5; ENT 3 ile SUR 1
arasinda %36,3 oraninda benzerlik bulunarak dogrulandi. S. Enteritidis’in ENT 2
profilinde bulunmayan ~54kb’lik bant ile ENT 1 profilinde bulunmayan ~660kb bant
farkliliklar1, evrimsel siliregte meydana gelen kromozomal insersiyon ve delesyonlar ile

plazmid profil farkliliklar1 olarak yorumlandi (Cizelge 4.1, Sekil 4.6 ve Sekil 4.19).
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S.Group C1 (DMC 1-2-27-37-38-46-49-50)

Sekil 4.7 S. Group C1 serotipinin PFGE bant profilleri

S. Group Cl1 serotipinde olusan 3 farkli profil grubunun kendi aralarindaki benzerlik
oranlar1; GrC 1 ile GrC 2 arasinda % 96; GrC 1 ile GrC 3 arasinda % 92,3; GrC 2 ile
GrC 3 arasinda % 96,3 seklinde belirlendi. S. Group C1 suslarinin bant biiytikliiklerinin
15 kb ile 1100 kb araliginda; bant sayilariin 12 ile 14 arasinda oldugu gézlemlendi.
Suslarin en yakin iliskili bulundugu sus olarak S. Thompson belirlendi. Calismamizda
elde edilen bant profilleri ve Group CIl’in S.Thompson ile benzerligini gdsteren
sonuglar; az sayidaki literatiir verileri ve Avrupa Hastalik Kontrol Merkezleri (ECDC)
tarafindan sunulan bulasict hastalik raporlari (Communicable disease threats report) ile
tutarhiliklar gosterdi (Avsaroglu 2007, Chiu vd. 2010, Anonymous 2012b). GrC 1 ve
GrC 2 profillerine en yiiksek oranda benzeyen S. Thompson profilleri sirasiyla % 75 ve
% 72 olmak tizere THO 2; GrC 3 i¢in ise % 74 ile THO 3 olarak belirlendi (Cizelge 4.1,
Sekil 4.7 ve Sekil 4.19).
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S. Infantis (DMC 7-12-20-21-23-40-41-57-58-70-71-75-76-77)

Sekil 4.8 S. Infantis serotipinin PFGE bant profilleri

S. Infantis, ¢alismada S. Enteritidis ve S. Virchow’dan sonra en fazla sus sayisina sahip
serotip olarak; 2 farkli profil grubu gosterdi. Profiller INF 1 ve INF 2, 17 adet bant
ortaklig1 gosterip; bant biiyiikliiklerinde 13 kb ile 1110 kb arasinda degerler saptandi.
Bu veriler, diinyada S. Infantis’in PFGE ile sus tanimlamasinin yapildig1 ¢alismalarin
sonuglartyla uyumlu bulundu (Lindqvist ve Pelkonen 2007, Miller vd. 2010, Soyer vd.
2010, Abbasoglu ve Akgelik 2011). INF 1 ile INF 2’nin % 97,1 oraninda benzerlik
gosterdigi; INF 1 ile en yakin iligkili suslarin ise % 38,7 oraninda benzerlikle
S. Kentucky (KEN 1) ve S. Thompson (THO 3) olduklar1 belirlendi (Cizelge 4.1,
Sekil 4.8 ve Sekil 4.19).

S. Kentucky (DMC 34-35-352-56-65-72-73-74-79-80-85)

Sekil 4.9 S. Kentucky serotipinin PFGE bant profilleri
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S. Kentucky suslari, kendi i¢cinde KEN 1, KEN 2 ve KEN 3 olmak iizere 3 ayr1 profil
grubuna ayrildi. KEN 1 ve KEN 2 % 51,6; KEN 1 ve KEN 3 % 48,2; KEN 2 ve KEN 3
%52.,9 oraninda benzerlik gosterdi. 13 ile 18 arasinda bant sayis1 gosteren suslarda 5
adet bant ortakligi ile 23 kb ve 1110 kb arasinda degisen bant biiyiikliikleri tespit edildi.
Elde edilen profillere dair sonuglarin literatiir verileriyle uygunlugu tespit edildi
(Le Hello vd. 2011). En yakin iliskide olduklari tespit edilen suslar sirasiyla;, KEN 1
icin % 44,4 ile S. Montevideo (MON 1) ve % 40 ile S. Thompson (THO 2); KEN 2 i¢in
% 43,7 ile MON 1, % 36,3 ile S. Salford (SAL); KEN 3 i¢in % 50 ile THO 2, % 44,4 ile
MON 3 seklinde belirlendi (Cizelge 4.1, Sekil 4.9 ve Sekil 4.19).

S. Montevideo (DMC 81-82-88-89)

Sekil 4.10 S. Montevideo serotipinin PFGE bant profilleri

S. Montevideo, serotip bazinda en yiiksek (% 100) profil gesitliligine sahip sus olarak
belirlendi ve 4 6rnek i¢in 4 farkli profil grubu tanimlandi. MON 1 ile MON 2 % 96,3;
MON 1 ile MON 3 % 58,8; MON 1 ile MON 4 % 80; MON 2 ile MON 3 % 60,6;
MON 2 ile MON 4 % 83,3; MON 3 ile MON 4 % 51,6 oraninda benzerlik gosterdiler.
Bu sonuglara gore MON 3 profil grubuna dahil olan DMC 88 kodlu sus, digerlerinden
daha farkli bant profili sergiledi. Calismada elde edilen bant profili sonuglari, literatiir
verileriyle de desteklendi (Threlfall vd. 1999b, Liebana vd. 2001). Ornekler, 3 kb ile
1110 kb arasinda degisen biiyiikliiklerde ve 11 ile 20 arasindaki sayilarda bantlar verdi.
En yakin iliskili suslar; MON 1 i¢in % 44,4 ile KEN 1; MON 2 i¢in % 40 ile GrC 1 ve
SUR 1; MON 3 igin %44.,4 ile KEN 3; MON 4 i¢in % 36,3 ile SUR 1 olarak tespit
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edildi. MON 1 (DMC 81) profilinde yer alip, MON 4 profilinde bulunmayan ~110 kb
ve ~50 kb’lik bant bolgeleri goriildii (Cizelge 4.1, Sekil 4.10 ve Sekil 4.19).

S. Nchanga (DMC 15-99)

Sekil 4.11 S. Nchanga serotipinin PFGE bant profilleri

S. Nchanga (NCH) serotipinin igerdigi iki sus da ayni bant profilini verdi. Suslarda
5 kb’dan 1090 kb biiyiikliige kadar 14 adet bant tespit edildi. Diinya gida sektoriinde
S. Nchanga son zamanlarda 6zellikle ton baligi konservelerinde ve susi iizerinde tespit
edilmistir (Anonymous 2012a). Bu serotipe dair PFGE ile sus tanimlamasi yapilmis az
sayidaki ¢alismaya dayanarak; bu galismada elde edilen profilin tutarliligi belirlendi
(Avsaroglu 2007). Calismamizda, NCH profiline en yakin iliskili grup olarak % 41,3 ile
S. Agona (AGO 1) grubu gosterildi (Cizelge 4.1, Sekil 4.11 ve Sekil 4.19).

S.subsp.1Rough Form (DMC 13-34-63)

Sekil 4.12 S. subsp. | Roughform serotipinin PFGE bant profilleri
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S. subsp. I Roughform suslan DMC 13, DMC 54 ve DMC 63’e¢ ek olarak,
S. Kentucky’e ait olan DMC 52 susu, S. subsp. | Roughform profiline sahip bulundugu
icin (Avsaroglu 2007), toplamda 4 adet sus olarak degerlendirmeye alindi. Ug farkli
profil grubuna ayrilan S. subsp. I Roughform serotipinin, bant biiyiikliikleri 23 kb ile
1090 kb, bant sayilar1 11 ile 12 arasinda degisiklik gosterdi. SUR 3 grubunun diger
profil gruplarinda bulunan ~52 kb’lik bdlgeye sahip olmadig1 goriildii. SUR 1 grubunda
ise diger profillerde goriilen ~744 kb biiylikliigiindeki bant bulunmadi. Literatiirde az
sayida PFGE yontemiyle tanimlama g¢aligmasi bulunan serotipin bant profillerinin ve
S. Kentucky profili ile olan benzerligini gosteren verilerin, Avsaroglu (2007) tarafindan
elde edilen sonuclarla uyumlu olduklar1 belirlendi. Olusan profil gruplarinin kendi
aralarindaki benzerlikleri ele alindiginda; SUR 1 ve SUR 2 % 95,6; SUR 1 ve SUR 3
% 90,9; SUR 2 ve SUR 3 % 95,6 oraninda benzerlik gosterdi. S. Enteritidis profili
(ENT 1), SUR 1 ve SUR 2 gruplarina en yakin iliskili grup olarak sirasiyla, % 43,4 ile
% 41,6 oraninda benzerken; SUR 3 grubuna % 36,3 ile MON 4 grubu benzer bulundu
(Cizelge 4.1, Sekil 4.12 ve Sekil 4.19).

S. Saiford (DMC 93)

Sekil 4.13 S. Salford serotipinin PFGE bant profili

S. Salford (SAL) susunun bant biiyiikliikleri 23 kb ile 548 kb araliginda bulunurken;
bant sayist 15 olarak belirlendi. Calismamizda kullandigimiz DMC 93 kodlu S. Salford
susu daha 6nce Avsaroglu (2007) tarafindan ¢alisildigi icin; bu ¢alismanin bulgulariyla
profil karsilastirmasi yapildi. Tutarlilik gézlendi. Diinyada S. Salford serotipinin PFGE
yontemiyle tanimlanmasina dair ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. SAL, filogenetik

agacta NCH susu ile ayn1 kokenden dallandi; ancak benzerlik oranlart % 36,3 ile
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KEN 2; % 35,7 ile MON 2; % 34,5 ile NCH seklinde belirlendi (Cizelge 4.1, Sekil 4.13
ve Sekil 4.19).

S. Senftenberg (DMC 55)

Sekil 4.14 S. Senftenberg serotipinin PFGE bant profili

S. Senftenberg (SNF), filogenetik agacta S. Virchow gruplart ile aym kokenden
dallandi. Bant biiytikliikleri, 24 kb ile 1100 kb arasinda degiskenlik gosterdi. Bant sayisi
16 adet belirlendi. Diinyada S. Senftenberg serotipinin PFGE profillerinin elde edildigi
calismalara bakildiginda, sonuglarimizin yiiksek oranda benzerlikler tasidigi tespit
edildi (Xia vd. 2009, Stepan vd. 2011). SNF profili, en yakin genotipik benzerligi
% 37,5 oraninda KEN 3 ile gosterirken; diger benzerlikler % 35,3 ile VIR 2, VIR 3 ve
KEN 2 olarak tanimlandi (Cizelge 4.1, Sekil 4.14 ve Sekil 4.19).

S. Telaviv (DMC 66-67)

Sekil 4.15 S. Telaviv serotipinin PFGE bant profilleri
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S. Telaviv (TEL) suslar1 homojen bir profil sergileyip bant biiyiikliigii araliklar1 24 kb
ile 1110 kb arasinda; bant sayilar1 ise 11 adet olarak belirlendi. Ayrica, PFGE yontemi
ile S. Telaviv serotipinin sus tanimlamasina dair literatiirde rapor edilmis neredeyse
higbir calismaya rastlanmadigindan; elde ettigimiz profil sonuglar1 daha 6nce Avsaroglu
(2007) tarafindan yapilan ¢alismada ortaya ¢ikan bant profilleriyle karsilastirildi. Tam
olarak ayni bant profillerinin elde edildigi tespit edildi. Calismada, TEL grubunun,
en fazla benzerlik gosterdigi gruplar % 46,1 ile AGO 1; % 45,4 ile AGO 2; % 40 ile
AGO 3 ve % 35,7 ile INF 2 gruplar1 olarak belirlendi (Cizelge 4.1, Sekil 4.15 ve
Sekil 4.19).

S. Thompson (DMC 39-44-45-47-48-31)

Sekil 4.16 S. Thompson serotipinin PFGE bant profilleri

S. Thompson suslarmin filogenetik agagta S. Group CI suslart ile ayni kokenden
dallandig1 gozlemlendi. THO 1 ve THO 2 gruplart GrC 1 grubu ile sirasiyla % 72 ve
% 75; THO 3 grubu da GrC 3 ile % 74 oraninda benzer bulundu. THO gruplarinin kendi
iclerindeki benzerlik katsayilar1t THO 1 ve THO 2 arasinda % 96; THO 1 ve THO 3
arasinda % 92,3; THO 2 ve THO 3 arasinda % 96 olacak sekilde belirlendi.
THO gruplariin bant biiyiikliikleri 11 kb ile 1090 kb araliginda; bant sayilar1 12 ile 13
arasinda tespit edildi. Birbirlerine ¢ok benzer bulunan S. Thompson gruplarinda bant
farkliliklar1 incelendi. THO 2 ile THO 3 profil gruplarini olusturan suslarin; THO 1
grubunda bulunan ~1090 kb’lik bant bolgesine sahip olmadiklar1 belirlendi. Ayrica
THO 3 profilindeki ~11 kb’lik bandin da diger 2 grupta yer almadig1 goriildii. Sonuglar,
literatiir verileriyle uyumlu bulundu (Soyer vd. 2010) (Cizelge 4.1, Sekil 4.16 ve
Sekil 4.19).
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S. Typhimurium (DMC 4-95)

Sekil 4.17 S. Typhimurium serotipinin PFGE bant profilleri

Calismamizda kullanilan S. Typhimurium suglari tek profil grubu (TYP) olusturdu. Bant
araligi 12 kb ile 872 kb arasinda bulunurken; bant sayis1 18 adet belirlendi. Bu veriler,
daha oOnce yapilmig benzer ¢alismalarla tutarlilik sergiledi (Gaul vd. 2007,
Abbassi-Ghozzi vd. 2012). Filogenetik agagta ANA grubu ile aym1 kokenden dallanan
TYP grubunun genotipik olarak en yakin iliskili bulundugu gruplar % 40 VIR 2; % 37,5
ANA; % 35,7 TEL olarak tespit edildi (Cizelge 4.1, Sekil 4.17 ve Sekil 4.19).

S. Virchow (DMC 5-6-9-10-16-17-18-19-32-33-42-68-69-83-84)

Sekil 4.18 S. Virchow serotipinin PFGE bant profilleri

Calismamizda S. Enteritidis’ten sonra en fazla ¢alisilan S. Virchow suslari i¢in VIR 1,
VIR 2 ve VIR 3 olmak iizere 3 ayr1 profil grubu belirlendi. Bant sayilar1 16 ile 18
arasinda degisirken; bant biiyiikliiklerinin 25 kb ile 1100 kb araliginda olduklari tespit
edildi. Daha 6nceki veriler 1s181inda, ¢alismamizda elde edilen profil sonuglarinin benzer

caligmalarla tutarli olduklar1 gézlemlendi (Weinberger vd. 2006). Calismamizda, tek
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basma VIR 1 profil grubunu olusturan DMC 5 kod numarali susun, diger suslarin bant
profillerinden daha farkli oldugu gériildii. VIR 2 ve VIR 3 profil gruplarini olusturan
suslarin neredeyse tiim bantlarinin ayni oldugu; sadece 1 bant bakimindan farklilik
gosterdikleri tespit edildi. VIR 1 ile VIR 2 %88,2; VIR 1 ile VIR 3 % 94,1; VIR 2 ile
VIR 3 % 94,4 oraninda benzer bulundu. Genotipik benzerligi en yiiksek bulunan gruplar
arasinda TYP grubu VIR 1 ile % 30,3; VIR 2 ile % 40; VIR 3 ile % 34,3 benzerlik
oranima sahip bulundu.VIR 3 diger iki gruptan farkli olarak en fazla benzerligi % 35,3
ile SNF grubuna gosterdi (Cizelge 4.1, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).

Kiimeleme analizi UPGMA yontemiyle olusturulan dendogramda tiim suglarin PFGE
profilleri arasinda birbirleriyle en az %12,6 ile en fazla % 96,5 oraninda benzerlik
tasidiklari belirlendi (Sekil 4.19).

PFGE profilleri gruplandirilirken, suslarin  birbirleriyle yakinlik derecelerinin
belirlenmesi amaciyla sahip olduklari her bant degeri i¢in “var” anlamindaki pozitif kod
“1”, yok anlamindaki negatif kod “0” degerleri verilerek kantitatif verileri iceren bir
veri dosyasi olusturuldu. Daha sonra bu veri dosyasindaki degiskenlerden yararlanilarak
suslar arasindaki iliskiye gore benzerlik (similarity) matrisi olusturuldu. Son asamada
ise benzerlik matrisi kullanilarak suslar arasindaki uzakliklara gore akrabalik iligkilerini
gosteren UPGMA dendogrami ¢izildi. Dendogramdan elde edilen veriler analiz
edildiginde c¢aligilan biitiin suslarin A ve B olarak 2 kola ayrildigi; A kolunda
S. Bispebjerg susu (DMC78, BISP) haricinde diger biitiin profil gruplarinin bir dalda
toplandig;; B kolunda ise 2 ayr1 dal iizerinde S. Enteritidis, S. Corvallis ve
S. subsp. I Roughform suslarina ait profil gruplarinin kiimelendigi tespit edildi.
Dendogramin A kolundaki suslar arasinda % 57; B kolundaki suslar arasinda ise
% 76 oraninda benzerlik gorildii. Tim suslarin % 75.5’i A kolunda toplanirken;
%24,5’°1 B kolunda toplandi. Ayrica c¢aligmamiz i¢in Simpson indeksinin
hesaplanmasinda, 3.2.8’de tanimlanan yontem kullanildi ve indeks degeri % 95,6 olarak

bulundu.

Bu ¢alismada; daha 6nce Avsaroglu (2007) tarafindan elde edilen bulgular1 destekleyen
sonuglar alindi. Bununla baglantili olarak S. subsp. I Roughform serotipinin SUR 1

profili; S. Enteritidis profil grubu ENT 1 ile benzer bulundu. Calismamizda GrC 1,
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GrC 2 ve GrC 3 profilleri ile THO 2 ve THO 3 profilleri arasinda benzerlikler saptandi.
Ayrica laboratuvarimiza ait DMC kodlu Salmonella sus koleksiyonumuzda serotipi
belirlenmemis bulunan DMC 21 kodlu susun PFGE bant profiline bakilarak S. Infantis
oldugu ve INF 2 profiline dahil oldugu tespit edildi. PFGE yontemi ile Tirkiye kokenli
Salmonella serotiplerinin tanimlanmasi amaciyla yiiriitiilen ¢alismamiz ayrica; diinyada
bu yontemle tanmimlanmasina dair ¢ok az sayida rapor edilmis c¢alisma bulunan;
S. Nchanga, S. Salford, S. Telaviv, S. Thompson, S. Group C1 ve S.subsp. | Roughform

serotipleri  iizerine literatiire  bir katki olmast amaciyla  gerceklestildi.
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Sekil 4.19 Tirkiye kokenli Salmonella suslarinin Xbal makrorestriksiyon profillerinin PFGE analizi




5. SONUC

Filogenetik yontemler molekiiler epidemiyoloji c¢alismalarinda temel araglardir.
Molekiiler epidemiyoloji ile baglantili hipotezlerin ¢ogu, dogada tarihsel koklere sahip
bulunmaktadir ve filogenetik analizlerle bu koklere inip cevaplar bulmak olasidir.
Filogeni, bazi1 arastirmacilar tarafindan salgin hastaliklarin  geleceklerinin
arastirilmasinda da kullanilmaktadir (Bush vd. 1999). Molekiiler epidemiyolojideki en
heyecan verici caligmalar, populasyon biyolojisi ile evrimsel kurami birlestiren,
bulasict hastaliklarin  takibi, iyilestirilmesi ve Onlenmesi agisindan yapilan
miidahalelerin tasarlanmasi ile degerlendirilmesine dair fikirlerde ve yaklasimlarda
tiretkenligi esas alan calismalardir (Levin vd. 1999). Diinyadaki gida sektoriiniin
gelisimine, giderek artan gida liretim ihtiyacina ve iiretilen gidalarin dagitilmasinda esas
alinan hijyen kosullarina bakilarak; 21. yiizyillda da halk saglig1 agisindan kritik bir
onemde olacak Salmonella’nin kontroliiniin ve salgin durumlarinda molekiiler
epidemiyolojik yoOntemlerle miimkiin oldugunca hizli tespitinin degeri daha iyi
anlasilacaktir. Glinimiizde salgmlarin kontrolii ve 6nlenmesi, oldukga biiyiik ekonomik
deger tasimaktadir. Cesitli iilkelerdeki ulusal salgin kontrol merkezlerinde (6rn. CDC)
epidemiyolojik arastirmalarin veriminin artirilmasi adma yiiksek hizda ilerleyen
teknolojiyi takip eden caligmalar yiiriitilmektedir. Cesitli molekiiler ve DNA temelli
yaklagimlarla salgin hastalik takibinin yapilmasi i¢in yontemler gelistirilmekte ve bu
yontemlerin rutin laboratuvar testine doniisebilecek altyapiya sahip olup olmadiklari
aragtirtlmaktadir. Bu caligma ile; Salmonella’nin serotip ve alt serotip diizeyinde
tespitinin, ekonomik ve teknolojik ac¢idan iilkemiz kosullarinda verimli sekilde
yapilmast ve dolayisiyla salgin hastaliklarin kisa zamanda Oniine gegilmesi igin
gerceklestirilmesi gerekli olan standardizasyonun saglanmasi amaglanmistir. FastDigest
(Fermentas,Thermo Scientific) restriksiyon endoniikleazlarinin Salmonella nin tespiti
icin gereken toplam siirenin diisiiriilmesinde sagladigi yarar bu ¢alismada gosterilmis;
genel kaniya gore 2-3 giin siiren PFGE yontemindeki uygulamalarin yaklasik olarak 30
saat igerisine sigdirilmasi saglanmistir. Filogenetik analiz verileriyle de desteklenen
calismamiz sonucunda gida kdkenli non-tifoidal Salmonella’nin genomik diizeyde

iligkileri belirlenmistir. Molekiiler epidemiyolojik ydntemlerde saglamligi, tekrar
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edilebilirlik gilivencesi, tanimlama giicii ile PFGE’nin 6nlimiizdeki yillarda da altin

standart olmaya devam edecegi sdylenebilir.
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