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Bu calismada evde hazirlanan bebek gidalarinda kullanilan hammaddelerden izole edilen
Enterobacter sp. ve Cr. sakazakii suslarinin gesitli yontemler ile tanimlanip, bu yontemlerin
birbirleri ile kiyaslanmalar1 amaglanmistir. Bebek gidalarinin temel igerigini olusturan tahil
unlari, bitki ¢aylari, sebzeler ve hayvansal gidalardan izole edilen 54 adet sug; 15 klasik
biyokimyasal test, 3 hizli test kiti (API 20 E, API ZYM ve ID 32 E) ve 5 molekiiler yontem
(Darbeli Alan Jel Elektroforezi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu, Coklu Lokus Dizilim Analizi,
16S rRNA Dizilim Analizi, Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/lyonizasyonu-Ugus Siiresi Kiitle
Spektrometresi) ile tanimlanmigtir.

Izole edilen 54 susa uygulanan 15 klasik biyokimyasal test ile bu suslarin %88,9’u
tanimlanabilmistir. Bunlardan %35,1°’1 E. agglomerans, %2410 E. cloacae, %3,7’si E.
intermedus, %3,7’s1 E. amnigenus, %1,85°1 E. gergoviae, %5,5’1 Esc. coli, %5,5’1 Cl. amalon,
%5,5’1 CL. freundii, %1,85’1 Sr. grimes, %1,85’1 Sr. fonticola, %1,85’1 KI. pnemoniae olarak
tanimlanirken %11,1°i tanitmlanamamustir.

Ek olarak, API 20 E ve ID 32 E test kitleri ile tanimlanan 44 izolattan 25’inin (%56,8) birincil
tanimlama sonuglart aynidir. Bunlardan %22,7°si Pantoea spp., %20,5’1 Cr. sakazakii, %4,5’1
KI. pnemoniae, %4,5°1 Esc. coli, %2,3’{i E. aerogenes, %2,3’li Esc. vulneris’tir. izolatlardan
%43,2’si iki farkli test kitine de farkli sonuglar vermistir.

Xbal enziminin kullanildigi PFGE ile suslarin %93,2’sinin filogenetik analizi yapilabilmistir.
Buna gore, filogenetik agagta 28 farkli genetik yap1 gériilmiistiir.

Cr. sakazakii oldugu diisliniilen suslara uygulanan PZR ve MALDI-TOF MS ile bu izolatlarin
Cr. sakazakii oldugu dogrulanirken; MLST ve 16S rRNA dizilim analizi ile 7 muhtemel Cr.
sakazakii susundan 2’si Cr. malonaticus, 1’1 ise Cr. universalis olarak tanimlanmustir.

Haziran 2011, 88 sayfa
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ABSTRACT
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THE BIOCHEMICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF ENTEROBACTER SP.
AND CRONOBACTER SAKAZAKII STRAINS ISOLATED FROM VARIOUS FOODS

Esin CETINKAYA

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deapartment of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Kamuran AYHAN

The aims of this study are the isolation of Enterobacter sp. and Cr. sakazakii from rawmaterials
which are being used for homemade baby food, the identification of the strains with various
methods and the comparison of these methods. 54 strains isolated from common baby food
ingredients which were grain flours, herbal teas, vegetables and animal products, were identified
via 15 biochemical tests, 3 rapid test kits (API 20 E, API ZYM, ID 32E) and 5 molecular
methods (Pulsed Field Gel Electrophoresis, Polimerase Chain Reaction, Multi Locus Sequence
Typing, 16S rRNA Sequence Typing, Matris Assisted Laser Desorption/lonisation-Time of
Flight Mass Spectrometry).

Depending on 15 classical biochemical tests which were done for 54 isolates, 88.9% of these
strains could be identified. 35.1% of them were E. agglomerans, 24% of them were E. cloacae,
3.7% of them were E. intermedus, %3.7 of them were E. amnigenus, 1.85% of them were F.
gergoviae, 5.5% of them were Esc. coli, 5.5% of them were CI. amalon, 5.5% of them were CL
freundii, 1.85% of them were Sr. grimes, 1.85% of them were Sr. fonticola, 1.85% of them were
K. pnemoniae. On the other hand 11.1% of these isolates could not be identified.

Additionally, 56.8% of the primary identifications via both API20E and ID32E were in
correspondance. 22.7% of the 44 strains were Pantoea spp., 20.5% of them were Cr. sakazakii,
4.5% of them were KI. pnemoniae, 4.5% of them were Esc. coli, 2.3% of them were F.
aerogenes, 2.3% of them were Esc. vulneris. 43.2% of the results gave different results for the
two test kits.

Xbal enzyme was used for PFGE and phylogenetic analyses could done for 93.2% of the
strains. There were 28 different genetical structure seen on the phylogenetic tree.

Isolates which were deemed to be Cr. sakazakii were all confirmed as Cr. sakazakii by PCR
and MALDI-TOF MS. On the other hand, 2 of 7 possible Cr. sakazakii strains were identified
as Cr. malonaticus while 1 of 7 strains was determined as Cr. universalis via MLST and 16S
rRNA sequence typing.

June 2011, 88 pages

Key Words: Enterobacter strains, Cronobacter sakazakii, biochemical identification, API20E,
ID32E, 16S rDNA
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1. GIRIS

Enterobactericeae ailesi liyelerinin dogru tanimlanmasi gida hijyeni ve gida kaynakli
salginlar i¢in esastir. Bu amagla genellikle morfolojik ve biyokimyasal testler
kullanilmaktadir. Ancak bu yoOntemler bazen suslar arasindaki cesitlilik veya uygun
olmayan biyokimyasal profil elde edilmesi sebebi ile tanimlamada basarisiz
olmaktalardir (Olsson vd. 2004). Son yillarda Enterobacteriaceae sayisi, gida
tiretimindeki proses dogrulamasi i¢in hijyen kriteri olarak Onem kazanmistir.
Enterobacteriaceae sayisiin Avrupa’da cesitli gida drilinleri igin proses hijyen
kriterlerinde parametre olarak kullanilmasi bugilinkii mevzuatta da dile getirilmistir
(Anonymous 2005). Gerek rutin gida kontroliinde gerek FEnterobacter’ler iizerine
yapilan arastirmalarda selektif besiyerinden izole edilen bakterinin hizla, kolaylikla,

diisiik maliyetlerle ve en 6nemlisi dogrulukla tanimlanmasi gerekmektedir.

Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterleri Tebligi’'ne ve Avrupa Birligi
Mikrobiyolojik Kriterleri’ne gore siit tozlarindaki Enterobacteriaceae miktarmin <10
kob/g (n=5, c=0, m<10 ) olmas1 gerekmektedir. (www.kkgm.gov.tr 2009, Anonymous
2005). FAO ve UN 1iyi kalitedeki bebek formiillerinde koliform sayisinin 3 kob/g’dan

az olmasii onermektedir (Anonymous 1977). Tiim formiiller bu 6neriye uymaktadir
(Muytjens vd. 1988). Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterleri Tebligi’ne gore 6zel
tibbi amach diyet gidalar dahil olmak {izere bebek formiilleri ve devam formiillerinden
alinacak 25g veya 25 mL numunenin i¢inde Cr. sakazakii bulunmamalidir (n=10, c=0,

m= 0/25 M=0/25g-mL) (www.kkgm.gov.tr 2009).

2004 yilinda Birlesmis Milletler FAO ve WHO tarafindan bebek mamalarindaki
mikroorganizmalar iizerine yapilan toplantida enfekte edici 6zelligi olan bakteriler sdyle
siniflandirilmigtir. Kesin etmen olan Salmonella ve Cr. sakazakii Kategori A’da,
haklarinda heniiz yeterli delilin olmadigi ancak muhtemel etmen olan Enterobacter
vulneris, Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Hafnia alvei, Pantoea agglomerans,
Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca Kategori B’de, haklarinda heniiz yeterli
delilin olmadig1 ve diisiik diizeyde etmen olan Clostridium botulinum, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes ve Bacillus cereus ise Kategori C’de yer almislardir.

Bununla birlikte sadece Salmonella ve Cr. sakazakii’nin kontamine olmus bebek



mamalar1 vasitasiyla yenidogan enfeksiyonuna yol agtii belirtilmistir (Anonymous

2004).

Enterobacter tiyelerinin %50 kadar1 genellikle bagisiklig1 yetersiz hastalarda hastane
kaynakli enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Leclerc vd. 2001). E. agglomaerans,
E.cloacae, K. neumoniae, Citrobacter spp., Esc. coli ve H. alvei de dahil bebek

formiiliinden izole edilen birgok tiir, bakteriyel menenjit etmenidir (Muytjens vd. 1988).

Townsend vd. (2008a) cesitli iilkelerde farkli fenotipik tanimlama ydntemleriyle E.
hormaechei nin Cronobacter sakazakii olarak yanlis tanimlandigin1 ve bunun yaygin bir
problem oldugunu gdstermistir. Ayrica bu hatali tanimlama nedeniyle fenotipik
Ozellikleri belirleyen veritabanlarinin gelistirilmesinin ve altin standart olarak ifade
edilen DNA dizilim analizleri gibi yontemlerin uygulanmasinin daha giivenilir olacagin

ileri siirmislerdir.

Son yillarda uygulanmakta olan, bebek formiillerinde Cr. sakazakii kontaminasyonunu
saptama yontemi hem ¢ok asamali olup, hem de 7 giine kadar uzamaktadir (Anonymous
2002). On zenginlestirme islemi yapildiginda PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile bu

siire ancak 12 saate inebilmektedir (Nair ve Venkitanarayanan 2006).

Bu tez caligmasinda, cesitli gidalardan izole edilen Enterobacter sp. ve Cronobacter
sakazakii suslarinin klasik biyokimyasal testlerin yani sira API 20E ve ID 32 E gibi
hizl1 test kitleri ile hem de Darbeli Alan Jel Elektroforezi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu,
Coklu Lokus Dizilim Tiplendirmesi, 16S rRNA Dizilim Analizi, Matris Destekli Lazer
Desorpsiyonu/lyonizasyonu Ugus Siiresi Kiitle Spektrometresi gibi molekiiler
yontemlerle tanimlamasi yapilmis ve kullanilan yontemlerin sonuglari kiyaslanarak

irdelenmistir.



2. KURAMSAL TEMEL ve KAYNAK ARASTIRMASI

Gida mikrobiyolojisinde, iizerinde en ¢ok durulan mikroorganizma gruplarinin baginda
Enterobacteriaceae familyasi liyeleri gelmektedir (Tunail 2009). Bu familyanin tiyeleri
30 cins ve 115 tiir altinda toplanmislardir ki bu cinslerden belli baghlari; Escherichia,
Shigella, Salmonella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Erwinia, Serratia, Hafnia,

Edwardsiella, Proteus, Providencia, Morganella ve Yersinia’dir (Brenner vd. 1986).

Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri ¢cevrede ¢ok yaygindir ve bir¢ok mezofilik tiirii
diisiik sayilarda gidaya bulasabilir (Molin vd. 1984). Schardinger’in 1892 yilinda i¢gme
sularinda Sa/monella Typhi yerine fekal bulagsma gostergesi olarak Escherichia coli
aranmasin1 onermesiyle Esc. coli indikator olarak kullanilmaya baslanmistir. Birgok
durumda Esc. coli yerine veya yaninda koliform grup bakteriler de aranmaktadir (Tunail
2009). Koliform grup iiyesi olan Enterobacter tiirleri Esc. coli’den IMVIC testleri ile
ayrilirlar (Ayhan 2010).

Cevrede oOzellikle de toprak ve suda Enterobacteriaceae varligiminin aligilagelmis
diizeyinden dolay1 bazi gidalarda otoriteler tarafindan belirlenmis limiti gegcmemek
kaydiyla bulunmasma izin verilmektedir. Enterobacteriaceae dogrudan sayimi
ornekteki enterik benzeri organizmanin varhi@inin belirlenmesi i¢in kullanilir. Bu
organizmalar toprakta yaygin olduklar1 gibi genellikle hayvan ve insanlarin intestinal
sistemlerinde bulunurlar ve bunlarin varligi daha ¢ok ciddi intestinal patojenlerin

varligina isaret¢i olarak kullanilmaktadir (Forsythe 2005).

Hazir toz bebek mamas1 {iiretiminde sterilizasyon uygulanmadigi i¢in bebek
mamalarinin dnerilen mikrobiyolojik spesifikasyonlar1 tagimalar1 son derece dnemlidir.
Bebek mamalar {izerine yapilan bir aragtirmada farkli formiilasyonlardaki mamalarin
%52’sinde Enterobacteriaceae liyesi bakteriler tespit edilmistir (Forsythe 2005).
Cronobacter sakazakii, Enterobacter cloacae, Citrobacter koseri, Citrobacter freundii,
ve Klebsiella gibi baz1 Enterobacteriaceae tiirleri toz bebek formiillerinde bulunmus ve

ciddi yenidogan enfeksiyonlar ile iliskilendirilmistir (Bowen vd. 2006, Coignard vd.



2006, Townsend vd. 2006, Forsythe 2005, Jarvis 2005, Iversen ve Forsythe 2004a,
Tullus vd. 1992, Muytjens vd. 1988).

Her ne kadar Cr. sakazakii bir Enterobacteriaceae liyesi olsa da, Enterobacteriaceae ve
koliform grubu bakterilerin dogrudan saymmi ile bebek formiillerinde Cr. sakazakii
varlig1 her zaman saptanamamaktadir (Iversen vd. 2004a). Bu muhtemelen diisiik hiicre
sayisindan ve kurutma sirasinda hasar goren hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Bu
nedenle 0zgiil yontemler gelistirilmekte ve uluslararasi otoriteler bebek formiilleri i¢in

mikrobiyolojik kriterleri giincellestirmektedirler (Forsythe vd. 2005).

Iversen vd. (2007) cesitli E. sakazakii suglar1 arasindaki taksonomik iliski f~AFLP
(Floresan Giiglendirilmis Fragman Uzunlugu Polimorfizmi), otomatize ribotyping, 16S
rRNA dizilim analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu kullanilarak a¢iga kavusturmus ve
boylece E. sakazakii yeni bir cins olan Cronobacter iginde yer almistir. Buna gore
Cronobacter cinsi 5 tiirden olusmaktadir; Cr. sakazakii, Cr. malonaticus, Cr. turicensis,
Cr. muytjensii ve Cr. dublinensis. Firsat¢1 insan patojenlerini de igeren bu cinsin ilk ii¢
liyesi yenidogan enfeksiyonu ile iliskilendirilmistir. Cins i¢indeki ¢esitliligin genetik

temeli ise heniiz tam olarak bilinmemektedir (Kucerova vd. 2010).

Baz1 Enterobacteriaceae lyeleri —C. freundii gibi bazi liyeleri de dahil- et, siit, balik
gibi gidalarda sogukta muhafaza edildigi esnasa gelisebilir. Bununla birlikte bu
suslardan bazilar1 enteropatojenik Esc. coli’ye benzer sekilde toksin genlerini barindirir.
Bu sebeple dondurulmus gidalarda o6zellikle uzatilmig depolama uygulandiginda ve
gidanin On 1sitmaya tabi tutulmadan tiiketildigi durumlarda Enterobactericeae varlig

potansiyel bir saglik riski gosterebilmektedir (Lindberga vd. 1998).

Enterobacteriaceae familyas1 i¢indeki Salmonella spp., Shigella spp. ve bazi
Escherichia coli gibi mezofilik tiirleri ve psikrotrofik Yersinia enterocolitica diyareye
sebep olabilmektedir. Bununla birlikte gidayr bozan ve et, balik, siit gibi gidalarda
sogukta muhafaza sicakliginda gelisebilen psikrotrofik Enterobacteriaceae iiyeleri de
vardir ve bunlar klinik 6neme sahiptir. Bu iiyelerden bazilar1 firsatg1r patojen iken,

Enterobacteriaceae cinsinin genel patojenik gruplar1 disindaki iiyelerinde de diger



tehlike faktorlerinin yaninda shiga-benzeri toksinler (verotoksinler) ve diger
enteropatojenik toksinler bulunmustur (Albert vd. 1992, Lund vd. 1992, Frankel vd.
1994, Ridell vd. 1994, Tschépe vd. 1995).

Gram negatif Enterobacteriaceae lyeleri idrar yolu enfeksiyonuna, kan dolasimi
enfeksiyonuna neden olduklar1 gibi, hastane kaynakli zatiirre ve ¢esitli karin ici
enfeksiyonlarla iligkili olduklar1 da bilinmektedir. Bu familyanin {yeleri iginde
Escherichia coli daha ¢ok idrar yolu enfeksiyonu, Klebsiella ve Enterobacter cinsleri
icinde yer alan tiirler ise zatiirre nedenlerindendir. Buna ilaveten Salmonella gibi
organizmalar gastroenterite ve bazi hastalarda istilact enfeksiyonlara neden olur

(Paterson vd. 2006).

Antibiyotiklerin yaygin kullanimindan 6nce Enterobacter tiirleri ile patojen olarak
nadiren karsilasilir iken nozokomiyal (hastsane kaynakli) enfeksiyonlara sebep olan bu
organizmalara artik giderek siklikla rastlanmaktadir (Eichoff vd. 1966). 1975 yilinda
Birlesmis Milletler’de enfeksiyona sebep olan tiim patojen kaynakli enfeksiyonlarin
%4,6°s1, birincil  bakteremi vakalarmin  %5,7’si  Enterobacter  tirlerinden
kaynaklanmistir (Anonymous 1977). 1984 yilinda Enterobacter tiirleri Birlesmis
Milletler’deki hastanelerde meydana gelen tim nozokomiyal enfeksiyonlarin
%5,9’unun, tim nozokomiyal bakteremilerin ise %6,3’linlin kaynagi olarak

gosterilmistir (Anonymous 1984).

Enterobacter tiirleri hayvan ve insan bagirsak florasinda yer almadigindan gidaya temel
bulas1 kaynaklarinin toprak, su ve sebzeler oldugu diisiiniilmektedir (Iversen ve
Forsythe 2003). Tiir tyeleri o6zellikle bitki ve hububat iiriinlerinde bulunmaktadir
(Ayhan 2010).

On  zenginlestirme asamalarindan sonra  bebek mamalar1  6rneklerinden
Enterobacteriaceae izolasyonu iizerine yapilan bir caligmadan elde edilen izolatlarin E.
agglomerans, E. cloacae, Cr. sakazakii, Citrobacter koseri, Citrobacter freundii,
Klebsiella oxytoca oldugu saptanmis, hatta Salmonella varligt da rapor edilmistir

(Muytjens vd. 1988, Iversen vd. 2004a)



Cronobacter sakazakii tiirleri; hububat, ekmek, sorgum ve piring (Gassem 1999,
Gassem 2002), UHT siit (Skaldal vd. 1993), cesitli otlar, baharat (Iversen ve Forsythe,
2004a), et, peynir, sebze (Leclercq vd. 2002), yumurta (Cabassi vd. 2004), kerkedeyi
(Hibiscus sabdariffa) (Tamura vd. 1995) de iceren pek ¢ok gidadan da izole edilmistir.

Son yillarda iilkemizde de Cr. sakazakii lizerine gesitli calismalar yapilmistir (Giiltekin
ve Demirel 2006, Polat vd. 2007, Giimiis vd. 2008, Togay vd. 2008, Polat vd. 2008a,
Diimen 2010, Gokmen vd. 2010)

Yapilan bir arastirmada 13 iilkeden toplanan toz bebek formiillerinden E. agglomerans,
E. cloacae ve Cr. sakazakii yiiksek miktarda izole edilmistir. Buna karsin, her ne kadar
E. agglomerans bebek formiillerinden siklikla izole edilen tiir olarak belirlenmis olsa
da, bu organizmanin tanimi hala tam olarak ifade edilememektedir. Ciinkii dnceki E.
agglomerans grubu yeni taksonomide Pantoea spp. ve E. vulneris olarak ayrilmistir

(Muytjens vd. 1988, Iversen ve Forsythe 2004a).

Enterobacteriaceae familyasi liyeleri kurutma asamasinda canliliklarini uzun dénem
stirdlirebilmelerine gore ii¢ gruba ayrilir. Yapilan bir calismada C. freundii, C. koseri ve
E. cloacaenin ilk ii¢ ay cok hafif bir azalma gosterseler de 6 ay canliliklarini
koruyabildikleri hatta 8 aydan sonra geri kazanilabildikleri anlasilmistir. Salmonella
Enteritidis, K. pneumoniae ve Esc. coli 15 ay, Pantoea spp., K.oxytoca E. vulneris 2
yildan uzun siire ve Cr. sakazakii’nin kapsiillii suslar1 ise 2,5 yildan daha uzun siire

canliliklarini siirdiirebilmislerdir (Barron vd. 2007).

Lindberga vd. (1998) 7°C’de muhafazanin ardindan tiiketime hazir pastorize siit ve
krema paketlerinin %6’sinda, perakende baliklarin %31’inde ve perakende kiymanin ise
%100’tinde  Enterobacteriaceae saptamislardir.  Citrobacter freundii, Serratia
liquefaciens ve Hafnia alvei’nin sogukta muhafaza edilen gidalarda hizla cogaldigi

bildirilmistir (Lund vd. 1992, Drosinos vd. 1995, Lindberga vd. 1998).

Enterobacteriaceae  iyelerinin  bazilarinin  gliniimiizde  kullanilmakta  olan

antimikrobiyellere karsi gittikce daha da direncli hale geldigi ileri siiriilmektedir. Bu



nedenle bu familyaya ait patojenlerin direnglerinin kontrolii i¢in Onlemlerin
gelistirilmesi 6nem kazanmistir (Paterson vd. 2006). Miranda vd.’nin (2008) yapmis
oldugu caligmada organik {iretime 6zgii yontemler ile elde edilen ette, geleneksel tarim
yontemleri ile elde edilmis olan etlere gére daha yiiksek Enterobacteriaceae sayimlari
yapilmistir. Organik tarim driinleri ile yetistirilmis tavuklardan izole edilen
Enterobacteriaceae liyelerinde, geleneksel yontemlere uyularak yetistirilmis tavuk ve
hindiden izole edilen ayni suslara gore antimikrobiyel direncin daha diisiik oldugu
gozlenmistir. Bu da organik tarimin gida kaynakli bakterilerin antimikrobiyel direncinin

geligsmesini ve yayillmasini engelleyebilecegi fikrini desteklemektedir.

Iversen ve Forsythe (2004a,b), API 20 E kitinin sinirh sayida test kullanim 6zelligi
oldugunu, tiim Cronobacter sakazakii izolatlarinin tanimlanmasinda yetersiz
kalabildigini ve sahte negatif sonuglara yol acabildigini ileri slirmiisledir. Bunun ise
bebek siit formiilleri ve siit tozunun piyasaya siiriilmesinde hatalara ve ekonomik
kayiplara yol acabilecegi ifade edilmistir. Buna ragmen bugiin standart FDA protokolii
API 20 E’nin kullanmasin1 6nermektedir. Ayni arastirma grubu (2004c, 2007) yaptiklar
calismalar ile ISO/DTC 22964 standardinda 6nemli hatalar oldugunu da 6ne siirmiistiir.



3. MATERYAL ve METOT

Calismada cesitli gida oOrneklerinden Enterobacter tirleri ve Cr. sakazakii
izolasyonlarinda Iversen vd. (2004b)’nin kullandig1 yontem izlenmistir. Bu izolatlar
hem temel klasik biyokimyasal testler (Temiz 2000) ile tanimlanarak sonuglar1 Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology’ye gore (Brenner 1986) incelenmis, hem de API 20
E (BioM¢rieux, Fransa) (Anonymous 2002) ve ID 32 E (BioM¢érieux, Fransa) (Iversen
vd., 2004b) hizli test kitleri ile analiz edilerek sonuglar

https://apiweb.biomerieux.com/jsp/ident/index.jsp adresli web sitesinde yer alan

yazilima gore degerlendirilmistir. Arastirmadaki molekiiler tanimlama testleri darbeli
alan jel elektroforezi, polimeraz zincir reaksiyonu, 16S rRNA dizilim analizi yontemi
(Iversen vd. 2004a), c¢oklu lokus dizilim analizi, matris destekli lazer
desorpsiyon/iyonizasyonu ugus siiresi kiitle spektrometresi analizi Prof. Dr. Stephen J.

Forsythe’in (Nottingham Trent University, Ingiltere) laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1 Materyal

Calismada kullanilan 4 farkli gruptaki gida 6rnekleri ve satin alindiklar yerler Cizelge

3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Caligmada kullanilan gida 6rnekleri

URUN GRUBU ORNEK SATIN ALINDIGI YER
Tahil tirtinleri Piring unu Kizilay-market

Yulaf unu Kizilay-aktar

Cavdar unu Kizilay-aktar
Cig sebzeler Maydanoz Diskapi-market

Brokoli Diskapi-market

Ispanak Diskapi-market

Bitkisel uriinler

Anason tohumu
Rezene tohumu

Kizilay-aktar
Kizilay-aktar

Papatya cay1 Kizilay-aktar
Hayvansal iirtinler Cig siit Diskapi-igletme

Cokelek peyniri Ulus-hal

Kiyma Kizilay-market




3.2 Metot

3.2.1 Gida orneklerinden Enterobacter sp. izolasyonu

Enterobacter sp. izolasyonu Iversen vd. (2004b)’ye ait yontemin modifikasyonu ile
gerceklestirilmistir. Herbir gida 6rnegi 25 g olarak tartilmis ve 225 mL Tamponlanmis
Peptonlu Su (TPS, Merck) iginde homojen hale getirilerek 20 saat siire ile inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon bitiminde kiiltiirlerden 10 mL almarak 90 mL
Enterobacteriaceae Enrichment Broth besiyerine (EE Broth, Oxoid) ekim yapilmis ve
yine 37°C sicaklikta 20 saat siireyle inkiibe edilmistir. Buradan 6ze ile alinan kiiltiirler
Violet Red Bile Glucose Agar (VRBGA, Merck) besiyerine ekilmistir. 37°C sicaklikta
20 saat siiren inkiibasyon sonunda olusan kolonilerden pembe olanlar1 se¢ilmis bu
koloniler tek tek VRBGA besiyerlerine oOze ile ekilerek saflastirmaya tabi
tutulmuglardir. Saflastirilmis 18 saatlik aktif kiiltiirlerden Gram boyama yapilarak Gram
negatif oldugu saptanan her bir gida 6rnegine ait 3’er adet izolat Tryptik Soy Broth
(Merck) besiyerine 37°C 20 saat siireyle gelistirilmis ve tamimlama testlerinin
uygulanacagr zamana kadar %20 gliserol iceren eppendorf tiiplerinde derin

dondurucuda (-18°C) muhafaza edilmistir (Iversen vd. 2004b).

3.2.2 Gida orneklerinden Cronobacter sakazakii izolasyonu

Gida 6rnegi 25 g tartilip 6nce 225 mL Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS, Merck) i¢inde
homojen hale getirilip 37°C sicaklikta 20 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin
bitiminde 10 mL zenginlestirilmis kiiltir 90 mL EE Broth (Oxoid) besiyerine ilave
edilmis ve 37°C sicaklikta 20 saat inkiibasyonun ardindan bu kiiltiirlerden Druggan
Forsythe Iversen Agar (DFI Agar, Oxoid) besiyerine 6ze ile ekim yapilmistir. DFI Agar
besiyerinin yilizeyinde mavi-yesil renk veren koloniler, muhtemel Cronobacter
sakazakii olarak izole edilip TSA besiyerinde saflagtirilmistir. Saflastirilmis 18 saatlik
aktif kiiltiirlerden Gram boyama yapilmis ve hepsinin Gram negatif reaksiyon verdigi
belirlenmistir. Yeni izolatlar TSB besiyerinde 37°C sicaklikta 18 saat siireyle
gelistirildikten sonra %20 gliserol igeren eppendorf tiiplerine alinmig ve tanimlama

testlerine kadar derin dondurucuda (-18°C) muhafaza edilmistir (Iversen vd. 2004b).



3.2.3 Biyokimyasal testler

Izolatlarin klasik biyokimyasal ydntemler ile tanimlanabilmesi igin karbonhidrat
(laktoz, maltoz, siikroz, galaktoz ve glikoz) fermentasyonu, triptofandan indol olusumu,
Voges Proskauer testi, metil red testi, sitrat kullanimi, H,S olusumu, amino asit (arjinin,

ornitin, lisin) dekarboksilasyonundan yararlanilmistir (Temiz 2000).

3.2.3.1 Karbonhidrat fermentasyonu

izole edilen suslarin hangi karbonhidratlar1 fermente ettiklerinin belirlenmesi amaciyla
laktoz, maltoz, siikroz, galaktoz ve glikoz igeren besiyerinde gelisme durumlar

incelenmistir.

TSB (Merck) besiyerine dondurulmus kiiltiirden aktarilarak 37°C sicaklikta 20 saatlik
inkiibasyon 1ile aktiflestirme yapilmistir. Deneme siiresince bahsedilecek tiim
aktiflestirmelerde aym1 yontem kullanilmistir. i¢inde durham tiipii olan ve yukarida
belirtilen karbonhidratlarin birinden 10g/L olacak sekilde iceren Fenol Red Broth
(Merck) besiyerlerine aktif kiiltiirlerden agilama yapilmistir. Tiipler 10 giin siireyle 37°C
sicaklikta inkiibasyona birakilmis olup tliplerde olusan sararma ve gaz olusumu
giinbegiin incelenmis, rengin kirmizidan sariya dondiigii tiipler pozitif olarak

degerlendirilmistir (Temiz 2000).

3.2.3.2 Triprofandan indol olusumu

20 saatlik aktif kiiltirler 5’er mL Flourocult Lauryl Sulphate Broth (FLST Broth,
Merck) besiyerine asilanmis ve 20 saat siireyle 37°C sicaklikta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda tiiplere 0,5 mL Kovacs’ ayiract (Merck) ilave edilmis ve en fazla 2
dakika i¢inde kiraz kirmizisi renkte halka goriilen tiiplerdeki izolatlar pozitif olarak

degerlendirilmistir (Temiz 2000).
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3.2.3.3 Voges Proskauer testi

20 saatlik aktif kiilttirler 5’er mL steril MR-VP Broth (Merck) besiyerine aktarilmis ve
tiipler 48 saat 37°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra herbir kiiltiirden
VP testinin yapilmasi amaci ile ayr tiiplere 1’er mL alinmistir. Bu tiiplerin {izerine 6nce
0,6 mL o—naftol, sonra da 0,2 mL %40’lik KOH ¢o6zeltisi ilave edilmis ve 4 saat sonra
kiraz kirmizisi  renk olusumu gozlenen tiiplerdeki suslar pozitif olarak

degerlendirilmistir.

SmL’lik aktif kiiltiirlerden VP testi amaciyla 1’er mL kiiltiir alinmasinin ardindan, 4 mL
kiltiriin kaldig tiipler daha sonra MR testi yapilabilmesi icin tekrar inkiibatore

yerlestirilmistir (Temiz 2000).

3.2.3.4 Metil Red testi

Voges Proskauer testinden sonra MR-VP Broth (Merck) besiyerindeki kiiltiirler 37°C
sicaklikta 48 saat daha inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin sonunda tiiplere pastor
pipeti ile 4 damla kadar metil red indikatorii damlatilmistir. Saridan kirmiziya donen

tiiplerdeki izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz 2000).

3.2.3.5 Sitrat kulanim

Simmons Sitrat Agar (Merck) besiyeri bilesimine gore hazirlanip tiiplere dagitildiktan
sonra 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavlanmis ve tlipler yatik sekilde sogumaya
birakilmiglardir. Agar yiizeyine 6ze ile 20 saatlik aktif kiiltiirden ekim yapilmis ve
izolatlar 2-7 giin siire ile 37°C sicaklikta inkiibe edilmislerdir. Bu siire i¢inde yesilden
mavi renge doniisiim gosteren tliplerdeki suslar pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz

2000).
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3.2.3.6 Hidrojen siilfiir olusumu

Kligler Iron Agar (Merck) besiyeri hazirlanip tiiplere dagitilmisg ve 121°C’de 15 dakika
siireyle otoklavlanmis ve tiipler yatik sekilde sogumaya birakilmislardir. Agar yiizeyine
0ze ile 20 saatlik aktif kiiltlirlerden ekim yapilmis ve izolatlar 2-7 giin siire ile 37°C
sicaklikta inkiibe edilmislerdir. Bu siire i¢inde kirmizi besiyerinde siyah rengin

goruldiigii tiiplerdeki suslar pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz 2000).

3.2.3.7 Aminoasit dekarboksilasyonu

Izolatlarin lisin, arjinin ve ornitin dekarboksilaz enzimlerinin varligma bakilmasi i¢in
temel dekarboksilaz besiyerine 5g/L olacak sekilde lisin, arjinin ve ornitin aminoasitleri
birbirlerinden ayr1 ayr1 eklenerek besiyerleri hazirlanmistir. Kontrol amaciyla da hicbir

amino asit icermeyen temel dekarboksilaz besiyeri kullanilmigtir.

Aktif 20 saatlik kiiltiirden dekarboksilaz besiyerlerine ekim yapilmasinin ardindan
tiiplerin hava ile temasinin kesilip anaerobik kosul olusturulmasi igin iizerlerine 1 mL
steril siv1 parafin eklenmis ve tiipler 37°C sicaklikta 10 giline kadar inkiibe edilmistir.
Tiiplerdeki renk degisimi diizenli olarak kontrol edilmistir. Tiiplerdeki mor renkli
besiyerinin bilesiminde bulunan glikozun kullanilmasi sonucu inkiibasyonun birinci
giiniinde renk sartya donmiistiir. Inkiibasyonun ilerleyen zamanlarinda aminoasitlerin
kullanilmasina bagli olarak sar1 rengin tekrar mor renge dondiigii tiiplerdeki izolatlar

pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz 2000).

3.2.4 Hizh test kitleri kullanilarak kanimlama

Tez calismasinda izole edilen suslar API ZYM (BioM¢érieux, Fransa), API 20E
(BioMe¢érieux, Fransa) ve ID32E (BioMé¢érieux, Fransa) hizli test kitleri kullanilarak
incelenmislerdir. Buna gore, TSA besiyeri iizerine yapilan ekimi takiben 37°C
sicaklikta 20 saatlik inkiibasyon ile aktiflestirilen kiiltiirler 6ze yardimi ile alinmis ve
%0,85’lik fizyolojik tuzlu su i¢inde homojenize edilerek test gézeneklerine asilanmistir.

API ID 32 ve API 20 E hizh test kitleri ile tanimlama igin test kartlar1 tekrar 37°C
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sicaklikta 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar

https://apiweb.biomerieux.com/jsp/ident/index.jsp sitesinde yer alan yazilima gore

degerlendirilirken, API ZYM hizh test kiti ile tanimlama i¢in ayni sicaklikta sadece 4
saatlik inkiibasyonun ardindan test karti iizerindeki sonuglar degerlendirilmistir. Kart
lizerindeki her bir petekte farkli enzim aktivitesine bakilmistir. Izolatin gdsterdigi enzim
aktivitelerine gore her bir petekteki renk degisimi gozlenmistir. Olusan rengin
koyuluguna gore 0-5 arasinda numara verilmistir. Ancak bu test sistemi tanimlama
yapmaktan ziyade enzim aktivitesi hakkinda bilgi vermeye yoneliktir. Bu testler sirasi
ile alkalin fosfotaz, esteraz (C4), esteraz lipaz (C8), lipaz (C14), 16sin arilamidaz, valin
arilamidaz, sistin arilamidaz, tripsin, alfa-¢imotripsin, asit fosfataz, naftol-AS-BI-
fosfohidrolaz, alfa-galaktozidaz, beta-galaktozidaz, alfa-glukozidaz, beta-glukozidaz, N-

asetil-beta-glukozaminidaz, alfa-mannozidaz ve alfa-fukozidazdir.

3.2.5 Molekiiler yontemler

3.2.5.1 Darbeli alan jel elektroforezi (PFGE)

Calismada klasik biyokimyasal yontemlerle tanimlanan tiim izolatlardan ayni veya
farkl1 olanlarinin belirlenebilmesi amaciyla PFGE analiz yontemi kullanilmistir.
Yontem Center for Disease Control and Prevention (Anonymous 2004) protokoliinde

tarif edildigi gibi uygulanmistir. Bu amagla takip edilen islem basamaklar1 asagidaki

sekildedir;

Dolgu, agaroz jelin icine yerlestirilecek &rnek parcasidir. Incelenecek izolatlara ait
dolgu pargalar1 su sekilde hazirlanmistir. TSA {izerindeki koloniler svap yardimi ile
alinarak kapakli plastik tiiplerde bulunan laboratuvar ortaminda hazirlanmis 3 mL hiicre
slispansiyonu tampon ¢dzeltisi (¢cozeltiler kisminda anlatilmistir) iginde homojen olarak
dagitilmis ve bunlar spektrofotometrede 610 nm altinda (JENWAY, Ingiltere) okunarak
optik yogunluklar1 1,3-1,4 OD (optik yogunluk) arasinda olacak sekilde ayarlanmistir.
Bu ayarlama hiicre siispansiyonu tampon ¢ozeltisi eklenerek seyreltme ya da svap ile

daha fazla kiiltiir alinarak siispansiyon i¢inde ¢6ziilmesi seklinde yapilmigtir.
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55°C sicakliga ayarlanmis termoblok (TECHNE, Ingiltere) icindeki eppendorf tiiplerine
300 uL TE tampon c¢ozeltisi koyulmustur. Bu c¢ozelti %1 agaroz ve %1 SDS
icermektedir. Ardindan her eppendorfa 15 pL proteinaz-K ve 300’er puL optik
yogunlugunu ayarlanmis olunan kiiltiirler dagitilmistir. Ependorflardaki karigimlardan
500 pL almarak dolgularin kati1 hale getirilecegi kaliplara otomatik pipet ile dolum

yapilmustir.

Kat1 hale gelen dolgular kaliplardan alinarak vida kapakli 50 mL’lik polipropilen
tiiplere koyulup tizerlerine 5 mL hiicre lize tampon ¢ozeltisi ve 25 pL proteinaz-K ilave
edilerek 55°C sicakliga getirilmis ¢alkalamali su banyosunda 150-175 rpm’de (2 x g)

1,5-2 saat siire ile lize edilmislerdir.

Tiipler icindeki ¢ozelti daha sonra siiziilerek dolgular tiiplere dagitilan 15’er mL 60°C
sicakliktaki steril destile su ile 55°C sicakliktaki su banyosunda 150 rpm’de (2 x g) 15
dakika yikanmis, bu islem 2 kez tekrarlanmistir. Sicak su ile yikama igleminin ardindan

dolgular ayn1 sekilde 2 kez 15’er mL TE tampon ¢ozeltisi ile yikanmustir.

Tiiplerden alinan dolgular PFGE kosumuna kadar i¢lerinde 3mL TE tampon ¢ozeltisi

olan kapakl tiiplerde 4°C sicaklikta muhafaza edilmistir.

TE tampon c¢ozeltisi i¢indeki dolgularin tigte biri kesilerek eppendorflara alinmis ve
herbir eppendorfa 135 pL steril su ve 15 pLL RE tampon ¢ozeltisi koyularak 30 dakika
oda sicakliginda beklemeye birakilmistir. Kapakl tiip icine 2100 pL steril su, 240 pL
RE tampon c¢ozeltisi ve 60 pL Xbal (Ozyme, Saint-Quentin, Fransa) koyulmustur.
Beklemeye birakilan eppendorflarin igindeki ¢ozeltiler 30 dakika sonra otomatik pipet
yardimt ile bosaltilmis ve eppendorflara kapakli tiipte hazirlanmis bulunan karisimdan
150’ser pL dagitilarak daha dnceden 37°C sicakliga ayarlanmis su banyosunda 1,5-2

saat birakilmistir.
Bu eppendorflardaki dolgu parcgalar1 tarak diglerine yerlestirilmis ve tarak kaliba

oturtulmustur. Kaliba 60°C sicaklikta siv1 halde %1 agaroz iceren 100 mL 0,5M TBE

tampon ¢oOzeltisi dokiilmiis ve katilasmasi beklenmistir.
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Tanka 2L 0,5 M TBE tampon ¢ozeltisi dokiiliip sogutma pompasi 14°C sicakliga
sabitlenmistir. Elektroforez cihazi (BIO-RAD, A.B.D) 20 saatligine 6 voltta baslangi¢
akim siiresi 2,2 saniye, bitis akim siiresi 63,8 saniye olmak iizere ayarlanmis ve

hazirlanan jel tanka yerlestirilerek kosturulmustur.

Kosturma bitiminde tanktan alinan jel 400 mL saf su ve 20 pL etidyum bromiir i¢ceren

boyama kabinda 30 dakika tutulduktan sonra UV 1s1k altinda jelin fotografi ¢cekilmistir.

3.2.5.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Suslarin polimeraz zincir reaksiyonuna hazir hale gelmesi i¢in gereken DNA izolasyonu
37°C sicaklikta TSB besiyerinde 18 saatlik inkiibasyonun ardindan Bacterial Genomic
DNA Kit (Sigma GenElute™, Ingiltere) ile set i¢indeki ¢ozeltiler ile kullanici talimatina

uygun olarak yapilmigstir.

Hazirlanan DNA o6rnekleri, polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutuluncaya dek -18°C

sicaklikta muhafaza edilmistir.

DNA o6rnekleri farkli primerler icin ayni sekilde hazirlanmistir. Her bir 6rnek 5 pL
tampon ¢ozelti, 2 pL MgCl,, 1 pL ANTP karigimi (esit miktarlarda adenin, guanin,
sitozin ve timin), 2,5 uL ileri primer, 2,5 pL geri primer, 0,25 pL Taq Polimeraz
enzimi, | pL. daha 6nce hazirlanmis olan 6rnek DNA’s1 ve 10,75 pL steril destile su, bir
eppendorf i¢inde karigtirllmis ve tiip, reaksiyonun meydana getirilecegi cihaza
yerlestirilmistir (Lehner vd. 2004, Nair ve Venkitarayanan 2006, Kuhnert vd. 2009,
Barron vd. 2009).

Kullanilan primerlerin 6zelliklerinin farkli olmasi sebebi ile PZR cihazi farkli siire ve

sicaklik sartlarinda ¢alistirilmistir. Bu kosullar Cizelge 3.2°de kisaca dzetlenmistir.
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Cizelge 3.2 Kullanilan primerlere 6zgii PZR kosullar

PRIMER DONGU SAYISI ASAMA SICAKLIK SURE
Omp A 29 Baslangic
denatiirasyonu 92°C 2 dakika
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 52°C 90 saniye
Uzama 72°C 2 dakika
Son uzama 72°C 10 dakika
Esakf&r 30 Baslangic
denatiirasyonu 92°C 2 dakika
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 64°C 1 dakika
Uzama 72°C 90 saniye
Son uzama 72°C 5 dakika
RecNEs 30 Baslangic
denatiirasyonu 95°C 3 dakika
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 54°C 30 saniye
Uzama 72°C 2 dakika
Son uzama 72°C 5 dakika
Esak 2 & 3 35 Baslangic
denatiirasyonu 95°C 5 dakika
Denatiirasyon 95°C 40 saniye
Baglanma 60°C 60 saniye
Uzama 72°C 72 saniye
Son uzama 72°C 72 saniye

3.2.5.3 Coklu lokus dizilim tiplendirmesi (MLST-multilocus sequence typing)

MLST; 7 ekspresyonu degismeyen temel genin i¢ kismindaki pargalarinin kullanilarak
bakteri izolatlarinin karakterizasyonun yapildig1 kesin karakterizasyon yontemidir.
Herbir genin i¢ kismindaki yaklasik 450-500 baz ¢ifti biiyiikliigiindeki parcalar,
otomatik DNA dizilimleyicisi vasitast ile iki iplik¢ik yoniinden de dogru bir sekilde
dizilimlenerek kullanilirlar. Herbir ekspresyonu degismeyen temel gen ig¢in, bakteri
tiiriindeki farkli dizilimler farkli alleller olarak atanir ve herbir izolat i¢in 7 lokustaki

alleller, allelik profili ya da dizilim analizini tanimlar.

Tirlere ait her bir izolat 7 ekspresyonu degismeyen temel gen lokusundaki allellere

karsilik gelen 7 tamsayi serisi sayesinde dogru bir sekilde tanimlanir.
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MLST’de alleller arasindaki niikleotid farkliliklarinin sayis1 gozardi edilerek, bu
farkliliklarin tek bir niikleotid alaninda m1 yoksa birkag¢ alanda m1 meydana geldigi goz
oniinde bulundurulur ve farkli allel numaralar1 verilir. Buradaki mantik; yeni bir allel
olusumuna sebep olan tek bir genetik olayin nokta mutasyonu ya da sonradan meydana
gelecek olan allele nazaran orjinal allelle iliskili olan yeniden birlesim anindaki yer

degisimi ile meydana gelmesidir (www.mlst.net 2010).

Izolatlarn bu ydntem ile incelenmesi icin polimeraz zincir reaksiyonundan
faydalanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonuna tabii tutulacak her bir 6rnek 5 pL
tampon, 2 pL. MgCl,, 1 uL ANTP karisimi (esit miktarlarda adenin, guanin, sitozin ve
timin), 2,5 pL ileri primer, 2,5 pL geri primer, 0,25 pL Taq Polimeraz enzimi, 1 pL
daha 6nce hazirlanmis olan 6rnek DNA’s1 ve 10,75 pL steril destile suyun bir eppendorf
icinde karigtirllmig ve tilip, reaksiyonun meydana getirilecegi cihaza yerlestirilmis ve
cihaz 30 dongii i¢in 94°C sicaklikta 2 dakika baglangic denatiirasyonu, 94°C sicaklikta 1
dakika denatiirasyon, 58°C sicaklikta 1 dakika baglanma, 72°C 2 dakika uzama ve 72°C
sicaklikta 5 dakika son uzama asamalar1 olmak iizere calistirilmistir. Kullanilan
primerler atpD, fusA, ginS, gitB, gyrB, infB, pps’dir ve bu primerlerlerin kodladiklar
genler sirast ile B alt {initesinde ATP sentezi, uzama faktorii EF-2, glutamil tRNA
sentetaz, glutamat sentaz biiylik alt iinite, tip IIA topoizomeraz, baslama translasyon
faktorii 2, fosfoenol piriivat sentazdir (Baldwin vd. 2009). Kullanilmis olan primerler

Cizelge 3.3’te daha ayrintili olarak gosterilmistir.

Cizelge 3.3 MLST i¢in yollanacak 6rneklere uygulanan PZR i¢in kullanilan primerlerin
hedefledigi genler, dizilimleri ve allel boyutlar

GEN YON PRIMER DIZiLiMi ALLEL BOYUTU
(be)
atpD fleri CGAAATGACCGACTCCAA 390
Geri GGATGGCGATGATGTCTT
fusA fleri GCTGGATGCGGTAATTGA 438
Geri CCCATACCAGCGATGATG
ainS fleri GGGTGCTGGATAACATCA 363
Geri CTTGTTGGCTTCTTCACG
gltB fleri GCGAATACCACGCCTACA 507
Geri GCGTATTTCACGGAGGAG
gVrB fleri CTCGCGGGTCACTGTAAA 402
Geri ACGCCGATACCGTCTTTT
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Cizelge 3.3 MLST i¢in yollanacak 6rneklere uygulanan PZR i¢in kullanilan primerlerin
hedefledigi genler, dizilimleri ve allel boyutlar1 (devam)

infB Meri FTGACCACGGTAAAACCTC 441
Geri GGACCACGACCTTTATCC

Pps Meri ACCCTGACGAATTCTACG 495
Geri CAGATCCGGCATGGTATC

Reaksiyonun ardindan elde edilen PZR {iriinleri saflastirma islemi yapilincaya dek

-18°C sicaklikta muhafaza edilmis, sonrasinda MinElute PZR saflastirma kiti (Qiagen,
Almanya) ile iiretici talimatlarina gére DNA saflagtirmasi yapilmistir. DNA miktarinin
Ol¢iilmesinin ardindan 6rnekler ¢oklu lokus dizilim tiplendirmesinin yapilmasi igin
Eurofins MGW (Ingiltere) firmasina gonderilmistir. Firmadan gelen dizilim analizi

sonuglart www.phylogeny.fr adresindeki yazilim kullanilarak incelenmistir.

3.2.5.4 16S rRNA dizilim analizi

Izolatlarn 16S rRNA dizilim analizi incelemesi Accugenix (A.B.D.) tarafindan, bu
incelemenin ardindan yapilmasi gereken filogenetik arastirma ise ClustalW (Wellcome

Sanger Centre, Ingiltere) tarafindan yapilmustir.

3.2.5.5 Matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyonu - ugus siiresi kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF MS)

Matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyonu (MALDI) proteinler, peptidler ve
sekerler gibi biyomolekiillerin ve daha geleneksel iyonizasyon yontemleri tarafindan
iyonize edildiginde kirilip pargalanmaya egilimli olan polimerler, dendrimerler gibi
bliylik organik molekiillerin analizini miimkiin kilan hassas bir tekniktir. Karakteristik
olarak hem hassasiyet hem de iiretilen iyonlar agisindan -her ne kadar daha az yiiklii
iyonara sebep olsa da- en c¢ok elektrosprey iyonizasyonuna benzer

(http://en.wikipedia.org 2010).

Iyonizasyon lazer 1s1mas1 ile tetiklenir ki bu amagla normal olarak nitrojen lazer

kullanilir. Matris ise dogrudan lazer 1simasinin biyomolekiile zarar vermesini
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engelleyerek buharlagmay1 ve iyonlagmay: saglar (http://en.wikipedia.org 2010). Sekil

3.1’de yer alan ¢izim ile bu teknik 6zetlenmektedir.
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Sekil 3.1 Matris destekli lazer desorpsiyon/ iyonizasyonu kiitle spektrometresinin
sekilsel anlatimi1

MALDI/TOF MS’de (time of flight/ucus siiresi kiitle spektrometresi) spektrumlar
mikroorganizmalarn  tammlanmasinda  kullanilmaktadir.  Incelenmek  istenen
mikroorganizmaya ait koloni dogrudan 6rnek hedef noktasinin iizerine yayilir ve matris
ile kaplanir. Uretilmis kiitle spektrumlari ilgili yazilim ile incelenir ve kayitl profiller
ile karsilastirilir. Tiirlerin bu teknik ile tanimlanmasi giinlimiiz standart immiinolojik ve

biyokimyasal yontemlerden daha giivenilir ve ucuzdur (Seng vd. 2009).

Izolatlarin MALDI-TOF MS ile incelenmesi 16S rRNA dizilim analizinde oldugu gibi,
Accugenix (A.B.D.) tarafindan yapilmistir. Firmanin gonderdigi 16S rRNA dizilim

analizi sonuglar1t www.phylogeny.fr adresindeki yazilim vasitasi ile incelenmistir.
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4 ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Gida Orneklerinden Enterobacter Tiirlerinin ve Cr. sakazakii’nin Izolasyonu

Calismada kullanilan 6rneklerin 6n zenginlestirme ve selektif zenginlestirmeyi takip

eden VRBGA (Merck) besiyerine ekimin sonucunda olusan pembe koloniler muhtemel

Enterobacter sp. suslar olarak kabul edilirken, ayn1 orneklerin 6n zenginlestirme ve

selektif zenginlestirme ardindan ekimin yapildig1 DFI agar (Oxoid) besiyerinde mavi-

yesil koloni olusturan izolatlar muhtemel Cr. sakazakii olarak ¢alismada yer almistir.

Anason, papatya, ¢ig silit, maydanoz, brokoli, ispanak orneklerinden yapilan 6n

zenginlestirme ve selektif zenginlestirmeyi takiben DFI agar besiyerine yapilmis olan

ekim sonunda herhangi mavi-yesil renkte koloniye rastlanmamustir.

Izolatlar Cizelge 4.1°de belirtildigi sekilde kodlanmustir.

Cizelge 4.1 Ornekler ve izolat kodlar

ORNEK GRUBU ORNEK MUHTEMEL MUHTEMEL
ENTEROBACTER CRONOOBACTER
SP. iIZOLATLARININ SP.iZOLATLARININ
KODLARI KODLARI
Tahil {irtinleri Pirin¢ unu B1, 2B3, 2B4 BS1, BS2, BS3
Yulaf unu El, E2, E3 ES1, ES2, ES3
Cavdarunu DI, D2, D3 DS1, DS2, DS3
Bitki ¢aylari Anason F1, F2, F3 --
Rezene H1, H2, H3 HS1, HS2, HS3
Papatya Gl1,G2,G3 --
Hayvansal iirtinler ~ Cig siit L1,L2,L3 --
Cokelek M1, M2, M3 MS1, MS2, MS3
Kiyma J1,J2,13 JS1,1JS2,JS3
Sebzeler Maydanoz  PI1, P2, P3 --
Brokoli K1, K2, K3 --
Ispanak NI, N2, N3 --
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4.2 Biyokimyasal Testlerin Sonug¢lar:

4.2.1 Klasik Biyokimyasal Testlerle Tamimlama Sonuclari

Klasik biyokimyasal testler ile yapilan incelemede, GI, J2, K1, K2, K3 ve NI
izolatlarinin tanimlanmasi miimkiin olmamistir. DFI agarda olusturduklart mavi-yesil
tipik koloniler sebebi ile muhtemel Cr. sakazakii olarak izole edilmis olan JS1, JS2,
JS3, MS1, MS2, MS3 kodlu 6rnekler klasik biyokimyasal testlerle yapilmis olunan

tamimlamada Enterobacter agglomerans olarak tanimlanmamustir.

Calismada izolatlarin tanimlanmasi amaciyla yapilan biyokimyasal testlerin sonuglari

4.2 - 4.8 numaral ¢izelgelerde verilmistir.
4.2.2 Hizh Test Kitleri ile yapilan Tanimlama Sonug¢lar:
Arastirmada 13 adedi muhtemel Cr. sakazakii olan 45 adet izolata ait API ZYM, API 20

E ve ID 32 E hizhi test kiti profil sayilar1 ve tanimlama sonuglan ¢izelge 4.9- 4.16

verilmigtir.
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Cizelge 4.2 Tahil tirlinlerinden elde edilen muhtemel Enterobacter sp. izolatlarinin biyokimyasal tanimlama sonuglari

(44

Maltoz Siikroz Galaktoz Glikoz Gli-gaz Laktoz  La-gaz Lisin Ornitin Arjinin MR VP Indol Sitrat H,S Tammlama
B1 + + + + - - - + + - - + - + - E. gergoviae,

Sr. marces,

Sr. pantoea
2B3 + + + + - + - - - - - + + + - E. agglomerans
2B4 + + + + - + - - - - - + + + - E. agglomerans
El + + + + + + + - + - - + - + + E. amnigenus
E2 + + + + + + + - + + - + - + + E. cloacae,

Cr. sakazakii,

E. dissolvens
E3 + + + + + + + - + - - + - + + E. amnigenus,
Dl + + + + - + - + + - - + + + - E. agglomerans
D3 + + + + - + - + - - - + + + - E. agglomerans
D5 + + + + - + - - - - - + + + - E. agglomerans
Cizelge 4.3 Tahuil tiriinlerinden elde edilen muhtemel Cr. sakazakii izolatlarmin biyokimyasal tanimlama sonuglari

Maltoz Siikroz Galaktoz Glikoz Gli-gaz Laktoz  La-gaz Lisin Ornitin Arjinin MR VP Indol Sitrat H,S Tammlama
BS1 + + + + + + + - + + - + - + - E. cloacae,

Cr. sakazakii,

E. dissolvens
BS?2 + + + + + + + - + + - + - + - E. cloacae,

Cr. sakazakii,

E. dissolvens
BS3 + + + + + + + - + + - + - + - E. cloacae,

Cr. sakazakii,

E. dissolvens
ES1 + + + + + + + - + - - + - + - E. agglomerans
ES2 + + + + + + + - + + - + - + - E. cloacae,

Cr. sakazakii,

E. dissolvens
ES3 + + + + + + + - + - - + - + - E. agglomerans
DS1 + + + + + + + - + + - + - + - E. cloacae,

Cr. sakazakii,

E. dissolvens
DS2 + + + + + + + - + + - + - + - E. cloacae,

Cr. sakazakii,

E. dissolvens
DS3 + + + + + + + - + + - + - + - E. cloacae,

Cr. sakazakii,

E. dissolvens
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Cizelge 4.4 Bitki caylarindan elde edilen muhtemel Enterobacter sp. izolatlarinin biyokimyasal tanimlama sonuglari

Maltoz Siikroz Galaktoz Glikoz Gli-gaz Laktoz  La-gaz Lisin Ornitin Arjinin MR VP Indol Sitrat H,S Tammlama
F1 + + + + + + + + + + - + - + - E. cloacae,
Cr. sakazakii,
E. dissolvens
F2 + + + + - + - + + + - + - + - E. cloacae,
Cr. sakazakii,
E. dissolvens
F3 + + + + - + - - - - - + - + - E. agglomerans,
Pa.
agglomerans,
H1 + + + + + + + - - - - + - + - E. agglomerans,
E. amnigenus,
Rh. aquati
H2 + + + + - + - - - - + - - + - E. agglomerans,
K. ozaena,
H3 + + + + + + + - - - - + - + - E. agglomerans,
E. amnigenus,
Rh. aquati
Gl + + + + + + + + + + - + - + - -
G2 + + + + - - + + + + - + - + - Sr. grimes
G3 + + + + - + + + - - - + - + - E agglomerans,
K.terrig
Pa.
agglomerans,
Cizelge 4.5 Bitki caylarindan elde edilen Cr. sakazakii izolatlarinin biyokimyasal tanimlama sonuglari
Maltoz Siikroz Galaktoz Glikoz Gli-gaz Laktoz  La-gaz Lisin Ornitin Arjinin MR VP Indol Sitrat H,S Tammlama
HS1 + + + + + + + - + + - + - + - E. cloacae,
Cr. sakazakii,
E. dissolvens
HS2 + + + + + + + - + + - + - + - E. cloacae,
Cr. sakazakii,
E. dissolvens
HS3 + + + + + + + - + + - + - + - E. cloacae,
Cr. sakazakii,

E. dissolvens
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Cizelge 4.6 Hayvansal kaynakli iiriinlerden elde edilen muhtemel Enterobacter sp. izolatlarinin biyokimyasal tanimlama sonuglari

Maltoz Siikroz Galaktoz Glikoz Gli-gaz Laktoz  La-gaz Lisin Ornitin Arjinin MR VP Indol Sitrat H,S Tammlama
7l T T + + + + - + + - + - - Sr. fonticola
12 - - - - - - - - - - - - - -
13 + + + + + + + + + + + - - Esc. coli
L1 + + + + + + + - + + + - + Cl. amalon
L2 + + + + + + + - + + + - + Cl. amalon
L3 + + + + + + + - + + + - + Cl. amalon
Ml + + + + + + + + - - - + - K. pneumoniae,
K. terrig
M2 + + + + + + + + + + + - + Esc. coli
M3 + + + + + + + + + + + - + Esc. coli
Cizelge 4.7 Hayvansal kaynakli iiriinlerden elde edilen muhtemel Cr. sakazakii izolatlarninin biyokimyasal tanimlama sonuglari
Maltoz Siikroz Galaktoz Glikoz Gli-gaz  Laktoz La-gaz Lisin Ornitin Arjinin MR VP Indol Sitrat H,S Tammlama
JS1 + + + + + + - - - - - + + + + E. agglomerans
1S2 + + + + + + - - - - + - - - + E. agglomerans,
K. ozaena
JS3 + + + + + + - - - - + - + - + E. agglomerans
MS1 + + + + + + - - - - + - + - + E. agglomerans
MS2 + + + + + + - - - - + - + - + E. agglomerans
MS3 + + + + + + - - - - + - + - + E. agglomerans,

L. adecar
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Cizelge 4.8 Cig sebzelerden elde edilen muhtemel Enterobacter sp. izolatlarinin biyokimyasal tanimlama sonuglari

4

Maltoz Siikroz Galaktoz Glikoz Gli-gaz Laktoz  La-gaz Lisin Ornitin Arjinin MR VP Indol Sitrat H,S Tammlama
K1 + + + + + + + + + + - + - + - -
K2 + + + + - + + + + + - + - + - -
K3 + + + + - + + + + + - + - + - -
N1 + + + + + + + + - + + + - - - --
N2 + + + + + + + - + - + - - + - Cl. freundi,
E. asburi
N3 + + + + + + + + - + - - + - Cl. freundii,
E. asburi
P1 + + + + - + - - + - + + - - - E. intermedius
P2 + + + + - + - - + + + + - + - E. intermedius
P3 + - + + - + - - - - - - + - - E. agglomerans




Cizelge 4.9 Tahil iirlinlerinden elde edilen muhtemel Enterobacter sp. izolatlarinin profil numaralari ve
muhtemel tan1 sonuglart

iZOLAT KODU HIZLIKIiT CESiDi PROFIL NUMARASI MUHTEMEL TANI
B1 ID32E 00074711001 Pantoea spp.1 (%66,3),
Pantoea spp. (%33,2),
Pantoea spp.4 (%0,2)
API 20E 3225132 Pantoea spp., E. cloacae
API ZYM 03100200005404000000
2B3 ID32E 30215740020 Aeromonas hydrophila
/sobria
API 20E 1245572 Pantoea spp.2 (%99,91),
K. oxytoca (%0,2)
API ZYM 01210200005302000000
2B4 ID32 E 30215740020 Aeromonas hydrophila/
sobria
API 20E 1245572 Pantoea spp.2 (%99,91),
K. oxytoca (%0,2)
API ZYM 01210200005302000000
El ID32E 74074757330 E. aerogenes (%94,3),
E. cloacae (%5,3)
API 20E 7305773 E. aerogenes (%52,8),
E. cloacae (%41,2),
Cr. sakazakii (%2,5)
API ZYM 04000200005301000100
E2 ID32E 74074547231 E. cloacae (%98,9),
E. amnigenus (%1,0)
API 20E 7305773 E. aerogenes (%52,8),
E. cloacae (%41,2),
Cr. sakazakii (%2,5)
API ZYM 00000200003214010100
E3 ID32E 75074757331 K. pneumoniae spp.
pneumoniae (%50,8),
E. aerogenes (%48,1),
E. cloacae (%1,0)
API 20E 5215773 K. pneumoniae ssp.
pneumoniae (%97,0),
K. oxytoca (%2,1)
API ZYM 04000300005223000000
Dl ID32E 30275751010 E. cloacae
API 20E 7265123 Aeoromonas hydrophila/
caviae/sobria
API ZYM 02320300005403000000
D3 ID32E 30214000001 K. pneumoniae spp.
pneumoniae (%86,7),
E. aerogenes (%12,4),
E. cloacae (%0,6)
API 20E 1022132 K. pneumoniae ssp.
ozaenae,
C. freundii, E. cloacae,
Rh. aquatilis
API ZYM 03010100005103000000
D5 ID32E 30275751010 E. cloacae
API 20E 7265123 Aeoromonas hydrophila/
caviae/sobria
API ZYM 02320300005403000000
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Cizelge 4.10 Tahil iiriinlerinden elde edilen muhtemel Cr.sakazakii izolatlarinin profil numaralari ve
muhtemel tan1 sonuglart

iZOLAT KODU HIZLIKIiT CESiDi PROFIL NUMARASI MUHTEMEL TANI
BS1 ID32E 34274767251 Cr.sakazakii (%99,9),
E.cloacae (%0,1)
API 20E 3305373 E.cloacae (%98,4),
Cr.sakazakii (%1,5)
API ZYM 01230100001121021000
BS2 ID32E 34274767451 Cr. sakazakii (%99,9),
E. cloacae (%0,1)
API 20E 3305373 E.cloacae (%98,4),
Cr.sakazakii (%]1,5)
API ZYM 00220100002122021000
BS3 ID32 E 34274767251 Cr.sakazakii (%99,9),
E.cloacae (%0,1)
API 20E 3305373 E.cloacae (%98,4),
Cr.sakazakii (%]1,5)
API ZYM 01230100001121021000
ES1 ID32E 14234767010 Cr. sakazakii (%99,9),
E. cloacae (%0,1)
API 20E 1304373 Cr. sakazakii (%59,6),
Sr. fonticola (%]18,5),
E. gergoviae (% 7,8),
E. cloacae (%0,1),
E. anmigenus 1 (%2,3)
API ZYM 01220000001121010000
ES2 ID32E 34276763010 Cr. sakazakii (%99,9),
E. cloacae (%0,1)
API 20E 1304373 Cr. sakazakii (%59,6),
Sr. fonticola (%]18,5),
E. gergoviae (%7,8),
E. cloacae (%0,1),
E. anmigenus 1 (%2,3)
API ZYM 01441221103355135110
ES3 ID32E 14234767010 Cr. sakazakii (%99,9),
E. cloacae (%0,1)
API 20E 1304373 Cr. sakazakii (%59,6),
Sr. fonticola (%]18,5),
E. gergoviae (%7,8),
E. cloacae (%0,1),
E. anmigenus 1 (%2,3)
API ZYM 01220000001121010000
DSI ID 32 E 3435676710 Cr. sakazakii,
E. cloacae
API 20E 3304373 Cr. sakazakii (%97,3),
E. cloacae (%2,6)
API ZYM 02331211102145134210
DS2 ID32E 34276763011 Cr. sakazakii (%99,9),
E. cloacae (%0,1)
API 20E 3305373 Cr. sakazakii (%98,4),
E. cloacae (%1,5)
API ZYM 02341311103145045300
DS3 ID 32 E 3435676710 Cr. sakazakii,
E. cloacae
API 20E 3304373 Cr. sakazakii (%97,3),
E. cloacae (%2,6)
API ZYM 02331211102145134210
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Cizelge 4.11 Bitki ¢ay1 drneklerinden elde edilen muhtemel Enterobacter sp. izolatlarinin profil
numaralar1 ve muhtemel tan1 sonuglart

iZOLAT KODU HIZLIKIiT CESiDi PROFIL NUMARASI MUHTEMEL TANI

F1 ID32E 74464743400 Esc. coli (%98,5),
Salmonella choleraesuis
ssp arizonae (%1,4)

API 20E 5204572 Sr. fonticola(%36),
Kluyvera spp. (%34,2),
E. aerogenes (%13,3),
Salmonella choleraesuis
ssp arizonae (%8.,4)

API ZYM 02100200004202010000
F2 ID32E 00274707011 Pantoea spp. 1 (%99,9),
E. cloacae (%0,1)
API 20E 1005133 Pantoea spp. 3 (%99,2),
Rh. aquatilis (%0,3)
API ZYM 02100200005201000000
F3 ID32 E 00273707011 Pantoea spp. 1 (%99,9),
Aeromonas hydrophila/
caviae/ sobria (%0,1)
API 20E 0005121 Pantoea spp. 1 (%98,4),
Cedecea davisae (%0,6)
API ZYM 03000400005201000400
Hl ID32E 01474563011 Buttiauxella agrestis
(%85,6),
Esc. vulneris (%13,6),
Leclercia
adecarboxylata (%0,6)
API 20E 1205773 Pantoea spp. 2 (%42,2),
K. pneumoniae ssp.
pneumoniae (%38,2),
Sr. ficaria (%]11,6),
Raoultella terrigena
(%5,2)
API ZYM 03000200005002000000
H2 ID32E 04476563051 Buttiauxella agrestis
(%89,7),
Esc. vulneris (%10,1)
API 20E 1004153 Esc. vulneris (%61,5),
Buttiauxella agrestis
(%23,6),
Pantoea spp. 4 (%8,2),
K. pneumoniae ssp
ozaenae (%4,5)
API ZYM 00210100101123032200
H3 ID32E 04074743030 Pantoea spp. 3 (%86,8),

Rh.aquatilis (%12,7),
E. amnigenus (%0,1)

API 20E 1205773 Pantoea spp. 2 (%42,2),
K. pneumoniae ssp.
pneumoniae (%38,2),
Sr. ficaria (%11,6),
Raoultella terrigena
(%5,2)

API ZYM 0210020000500300000
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Cizelge 4.11 Bitki gay1 6rneklerinden elde edilen muhtemel Enterobacter sp. izolatlarinin profi
numaralar1 ve muhtemel tani sonuglar1 (devam)

Gl

G2

G3

ID32E

API 20E

API ZYM

ID32E

API 20E

API ZYM
ID32E

API 20E

API ZYM

74074543231

330553

01100100003213002000

00274613011

1005133

02100400005104000100
40270713011

2027133

03120100005300001000

. amnigenus (%81,1),

. cloacae (%18,8),

. intermedius (%0,1)

. amnigenus 2 (%96,4)
. cloacae (%3.,4),

Cr. sakazakii (%0,1)

NG HGHOH

Pantoea spp. 1 (%99,9),
Pantoea spp. 2 (%0,1)
Pantoea spp. 3 (%99,2),
Rh. aquatilis (%0,3)

Pantoea spp.1, Serratia
rubidaea

Pantoea spp. 3,
Aeromonas hydrophila/
caviae/sobria 1

Cizelge 4.12 Bitki gaylarindan elde edilen muhtemel Cr. sakazakii izolatlarinin profil numaralari ve
muhtemel tani sonuglart

IZOLAT KODU HIZLIKIT CESIDIi  PROFIL NUMARASI  MUHTEMEL TANI
HS1 ID32E 34276367210 Cr. sakazakii (%99,9),
E. cloacae (%0,1)
API 20E 3305373 Cr. sakazakii (%98.,4),
E. cloacae (%1,5)
API ZYM 01330210102124143200
HS2 ID32E 34276367210 Cr. sakazakii (%99,9),
E. cloacae (%0,1)
API 20E 3305373 Cr. sakazakii (%98,4),
E. cloacae (%1,5)
API1 ZYM 01330210102124143200
HS3 ID32 E 34276367210 Cr. sakazakii (%99,9),
E. cloacae (%0,1)
API 20E 3305373 Cr. sakazakii (%98.,4),
E. cloacae (%1,5)
API ZYM 01330210102124143200
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Cizelge 4.13 Hayvansal {iriinlerden elde edilen muhtemel Enferobacter sp. izolatlarinin profil numaralari

ve muhtemel tan1 sonuglari

iZOLAT KODU HIZLIKIiT CESiDi PROFIiL NUMARASI MUHTEMEL TANI
12 ID32E 74464763400 Esc. coli (%99,8),
Salmonella choleraesuis
ssp arizonae (%0,1)
API 20E 7104572 Esc. coli 1 (%76,8),
Salmonella choleraesuis
ssp arizonae (%20,06),
E. cloacae (%]1,1)
API ZYM 03100300005303120000
L1 ID32E 34463343420 Esc. coli, C. braakii
API 20E 1045553 Pantoea spp. 4 (%76),
Leclercia
adecarboxylata (%20,8),
Esc. coli 1 (%0,2)
API1 ZYM 03100300005102010000
L2 ID32E 34463343420 Esc. coli, C.braakii
API 20E 1045553 Pantoea spp. 4 (%76),
Leclercia
adecarboxylata (%20,8),
Esc. coli 1 (%0,2)
API1 ZYM 03100300005102010000
L3 ID32E 34465543400 Esc. coli (%99,9),
Salmonella choleraesuis
ssp arizonae (%0,1)
API 20E 7044553 Esc. coli 1(%81,8),
K. pneumoniae ssp.
ozaenae (%11,4)
API ZYM 02000400005102010000
Ml ID32E 74465541420 Esc. coli (%99,8),
Salmonella cholerasuis
ssp arizonae (%0,1)
API 20E 7214773 K. pneumoniae ssp.
pneumoniae (%90,0),
K. pneumoniae ssp.
ozanae (%4,4)
API ZYM 05100400005225000000
M3 ID32E 74465541420 Esc. coli (%99,8),
Salmonella cholerasuis
ssp. arizonae (%0,1)
API 20E 7344542 Salmonella chloraesuis
ssp. arizonae (%68,4),
Salmonella spp. (%17,8),
Esc. coli 1 (%13,2)
API ZYM 02000100005303100000
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Cizelge 4.14 Hayvansal {irtinlerden elde edilen muhtemel Cr. sakazakii izolatlarinin
profil numaralar1 ve muhtemel tan1 sonuglari

iZOLAT KODU HIZLIKIiT CESiDi PROFIL NUMARASI MUHTEMEL TANI
JS1 ID32E 31441323142 Proteus vulgaris grubu,
API 20E 2676030 Proteus vulgaris grubu,
Providencia rettgeri
API ZYM 022115102012000020000

Cizelge 4.15 Cig sebzelerden elde edilen muhtemel Enterobacter sp. izolatlarinin profil
numaralart ve muhtemel tani sonuglari

iZOLAT KODU HIZLIKIiT CESiDi PROFIiL NUMARASI MUHTEMEL TANI
K1 ID32E 00074713011 Pantoea spp. 1 (%99,9)
Pantoea spp. 3 (%0,1)
API 20E 3025133 Pantoea spp. 3 (%92,9)
E. cloacae (%2,8)
API ZYM 03110200005303000100
K2 ID32E 00074713011 Pantoea spp. 1 (%99,9)
Pantoea spp. 3 (%0,1)
API 20E 3025133 Pantoea spp. 3 (%92,9)
E. cloacae (%2,8)
API ZYM 03110200005303000100
K3 ID32 E 00074713011 Pantoea spp. 1 (%99,9)
Pantoea spp. 3 (%0,1)
API 20E 3025133 Pantoea spp. 3 (%92,9)
E. cloacae (%2,8)
API ZYM 03110200005303000100
P1 ID32E 00076713001 Pantoea spp.1 (%99,9)
Pantoea spp.2 (%0,1)
E. cloacae (%0,4)
API 20E 3004133 Esc. vulneris (%41,4),
Pantoea spp. 3 (%22,3),
K. pneumoniae ssp.
ozaenae (%21,4),
Pantoea spp. 4 (%10,0),
C. freundii (%1,1)
API ZYM 02110100005203000000
P2 ID32E 00276713011 Pantoea spp. 1 (%99,9),
Cedecea neteri (%0,1)
API 20E 1045333 Pantoea spp. 3 (%90,5),
Pantoea spp. 2 (%7,0),
Pantoea spp. 4 (%2,1),
Cr. sakazakii (%0,1)
API ZYM 03000300005103000200
P3 ID32E 74475543011 K. pneumoniae spp.
pneumoniae (%50,8),
E. aerogenes (%48,1),
E. cloacae (%1,0)
API 20E 3064153 Pantoea spp.4, Leclercia
adecarboxylata,
Esc. vulneris
API ZYM 02100300004102000000
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Yapilan 15 klasik biyokimyasal testin ardindan izole edilen 54 6rnegin 48’1 (%88,9)
tanimlanabilmistir. Izolatlardan 10 tanesi (%18,5) (J1, J3, JS2, JS3, MS1, MS2, MS3,
N1, N2, N3) ise Ingiltere Nottingham Trent University laboratuvarlarina ulastiriimalari

esnasinda canliliklarin1 kaybetmislerdir.

NTU laboratuvarlarina ulasgtiginda canliligini koruyabilmis olan 44 adet izolattan
25’inin (%56,8) API 20E ve ID 32E hazir test kitlerinden edinilen birincil tanimlama
sonuglart ayniyken, yalmiz 4 adet izolatin klasik biyokimyasal test ve API 20E
uygulamalarina ait birincil tanimlama sonuglar1 ortiismekte ve sadece 2 6rnegin klasik
biyokimyasal test ve ID 32E uygulamalarina ait birincil tanimlama sonuglart uyumluluk
gostermektedir. Her ii¢ yontemden de elde edilen birincil tanimlama sonuglarinin ayni

oldugu bir izolat goriilmemistir.

Iversen vd. (2004d) API 20E ve ID 32E’nin sahte negatif ve sahte pozitif sonuglara yol
acabildigini belirtmesinin yaninda Drudy vd. (2006) ID 32E ile 57 adet izolatin %98’ini
dogru tanimlamiglardir. ID 32E iizerine yapilmis olan diger bir ¢alismada bu kit ile 118
adet E. cloacae izolatinin sadece %67,8’1 dogru tanimlanabilmistir (Andersen 1995). ID
32E’nin, yaygin olan izolatlar arasinda, atipik veya alsilmadik karakteristik gdsteren
izolat gruplarina gore daha basarili oldugunu rapor etmislerdir (O’Hara ve Miller 1999).
API 20E sonuglar1 hakkinda rapor edilmis en diisiik tanimlama diizeyleri ise %85

dolaylarindadir (Altwegg vd. 1983, Rhoden vd. 1984).

VRBG agar iizerinden izole edilen 36 adet muhtemel Enterobacter susundan 11°i
(%30,5) bu klasik testler ile E. agglomerans, 3’0 (%8,3) E.cloacae, 2’si (%5,5) E.
intermedus, 2°si (%5,5) E. amnigenus, 1’1 (%2,7) E. gergoviae, 3’1 (%8,3) Esc.coli, 3’1
(%8,3) Cl. amalon, 2’si (%5,5) CL freundii, 1’1 (%2,7) K. pneuminiae, 1’1 (%2,7) Sr.

grimes, 1’1 (%2,7) Sr. fonticola olarak tanimlanirken 6’s1 (%16,7) tanimlanamamustir.

DFTI agar tizerinden yapilan muhtemel Cr. sakazakii izolasyonunda elde edilen 18 adet
sustan 10°u (%535,5) birincil olarak E.cloacae seklinde tanimlanirken, Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology’ye (Brenner 1986) gore bu 10 6rnegin Cr. sakazakii ve E.

dissolvens olmas1 da miimkiindiir. API 20E ve ID 32E sonuglarina goére bu 10 adet
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izolat Cr. sakazakii olarak tanimlanmistir. Cr. sakazakii 1980 yilinda Farmer vd.
tarafindan yeni bir tiir oldugu ortaya ¢ikarilip Japon mikrobiyolog Riichi Sakazakii’nin
ad1 verilinceye kadar “sar1 pigmentli E. cloacae” olarak da bilinmistir (Muytjens vd.

1983).

Bu 18 adet izolattan diger 8’1 (%44.,4) ise E. agglomerans olarak tanimlanmistir. API
20E ve ID 32E hizh test kitlerine gore bu 6rneklerden 2’si Cr. sakazakii’dir. Muytjens
vd.’nin (1988) yaptig1 bir ¢alismada E. agglomerans olarak yapilan tanimlamalarda E.
agglomerans’in kimliginin tam olarak belli olmadig1 ve E. agglomerans ifadesinin hem
Pantoea spp.’yi hem de Escherichia vulneris’i kapsadigi rapor edilmistir (Janda ve
Abbott 1998). Pantoea spp. de, Esc. vulneris de, DFI agar tizerinde mavi-yesil koloniler

olusturmaktadir (Ivsersen vd. 2004c).

VRBG agar iizerinden elde edilen 36 adet izolattan 25’inin her iki test kiti ile
tanimlanma sonuclar1 aynidir. Bunlardan 10°u (%33,3) Pantoea spp., 9’u Cr. sakazakii,
2’si Esc. coli, 2’si K. pneumoniae spp., 1’1 E. aerogenes, 1’1 E. vulneris olarak

tanimlanmiglardir.

APl 20E sistemi ile 503 hayvansal Enterobacteriaceae izolat1 iizerinde farkl
laboratuvarlarda yapilan tanimlamalardan %83’li uyum icerisindeyken %16°s1 farklilik
gostermis ve %1°1 ise API 20E ile tanimlanamamustir. Bu farkli tanimlamalar 6ncelikli
olarak Klebsiella — Enterobacter ve Enterobacter — Esc. coli arasinda gozlemlenmistir

(Swanson ve Collins 1980).

Stoklanmis kiiltiirlerde daha diisiik dogru tanimlanma oranlarinin goriildiigli ve bunun
sebebinin stoklanan kiiltiirlerin taze klinik izolatlardan daha diisiik enzim aktivitesi
gosterdigi belirtmistir (Aldridge vd. 1978, Blazevic vd. 1979). Her ne kadar ¢alismada
izolatlarinin enzim aktivitelerini arttirmak i¢in ardarda birkag kez aktiflestirme yapilmis
ve agilama miktar1 tavsiye edilen miktara gore arttirilmis olsa da bu islemlerin ne kadar

ise yarar oldugu hususunda kesin bir bilgi verilememistir (Holmes ve Humphry 1985).
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4.3 Molekiiler tekniklerle yapilan tanimlamalarin sonuclar:

4.3.1 Darbeli alan jel elektroforezi incelemesinin sonucu

Xbal ile gerceklestirmis oldugumuz PFGE uygulamasindan sonra agaroz jellerin UV
151k altinda fotograflar1 ¢ekilmis ve bu fotograflar Bionumerics yazilimi (Applied-
Maths, Belgika) altinda incelenmistir. Yapilan inceleme sonucu Sekil 4.1’de yer

almakta olan filogenetik agacta gosterilmistir.

Son zamanlardaki ¢aligmalara (Coignar ve Vaillant 2006, Nazarowec-White ve Farber
1999) gore Xbal ve Spel restriksiyon enzimlerinin Cr. sakazakii'nin PFGE
genotiplemesinde benzer kiimelenmeler gostermis ve izolatlarin birbirlerinden kolayca
ayrilmasini saglayacak bantlar olusmustur. Proudy vd. (2007)’nin aragtirmasinda Xbal
ve Spel enzimlerinin benzer bant olusumlarini sagladigi dogrulanmis ve Spel enzimi ile

daha kolay okunabilen bantlarin elde edildigi belirtilmistir.

Molekiiler yontemler; antibiyogramlar ve API profillemelerinden daha ayiricidir (Van
Nierop vd. 1998, Van Belkum 1996, Garaizar vd. 1991). Gida mikrobioyolojisinde en
yaygin kullanilan molekiiler yontemler kromozomal DNA restriksiyon analizi, plazmid
typing, ribotyping, PFGE ve PZR temelli yontemlerdir (Louws vd. 1994, Versalovic vd.
1991).

Townsend vd.’nin (2008a) calismasinda Vitek (BioM¢érieux, Fransa) tarafindan Cr.
sakazakii olarak tamimlanmis 5 adet klinik izolata uygulanan PFGE analizi ile bunlardan
4’{iniin (%80) E. hormaechei-hormaechei, 1’inin (%20) ise E. hormaechei-steigerwaltii

oldugu belirlenmistir.

Incelemeye alinan 44 adet izolattan M2, P2 ve JS1 kodlu olan 3 adedi (%6,8) fotograf

tizerinde analiz i¢in gerekli bant olusumunu vermemislerdir.

Sekil 4.1°de de agikca goriildiigii gibi 2B3 ve 2B4; D1 ve D5; G2, F1 ve J2; K1, K2 ve
K3; L1 ve L2; BS1 ve BS3; DS1 ve DS3; ES1 ve ES3; HS1, HS2 ve HS3 ayn1 genetige
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sahiptir. Muhtemel Cr. sakazakii izolatlarimin diger molekiiler yoOntemler ile
tanimlanmasinda, ayni genetigi tasiyan izolatlarin kullanilmasina gerek olmadigindan,
bundan sonraki molekiiler analiz yontemlerine BS2, BS3, DS3, ES3, HS2 veHS3 kodlu

ornekler olmadan devam edilmistir.

Yapilan analiz sonucu hem yulaf hem de ¢avdar unlarinda 2 farkli genetigi tasiyan
muhtemel Cr. sakazakii izolatlarinin oldugu saptanmistir. Burada 6nemli olan nokta; tek
bir gida 6rneginden ayni koloni morfolojisine sahip olduklar1 halde genetik olarak

birbirlerinden farkli olan Cr. sakazakii suglarinin izole edilebilmis olmasidir.

Bu suslardan DSl1ve DS2 arasindaki genetik farklilik DS1 kodlu izolatin diger
molekiiler tanimlama ydntemleriyle Cr. universalis olarak tanimlanmasi ile agiga
kavusturulurken, ES1 ve ES2 arasindaki genetik farkliligin iki farkli genetigi tasiyan sus
olmalarindan m1 yoksa ulastirma ve muhafaza esnasinda stres altinda kalmalarindan
dolay1 olas1 bir mutasyon sebebiyle mi oldugunun anlasilabilmesi i¢in daha fazla

analizin yapilmasina ihtiyag vardir.

Bir 6rnekten yapilacak izolasyonda hedef bakteri yerine farkli genetikteki herhangi bir
Cr. sakazakii susunun izole edilmesi muhtemel oldugundan, tipik kolonilerden miimkiin
oldugu kadar fazla izole edilmesi ve bunlarin hepsinin analize alinmasi sahte negatif

sonuglarin engellenmesi i¢in alinacak énlemlerden biridir.
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4.3.2 Polimeraz zincir reaksiyonu sonuclari

Nair ve Venkitanarayanan (2006) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda Cr. sakazakii’nin hizh
tanisinda ompA-PZR yonteminin potansiyel bir ara¢ oldugunu ve ompA primerinin tiire
0zgll oldugunu belirlemislerdir. Cawthron vd. (2008) Cr. sakazakii varliginin
belirlenmesinde en kesin sonug¢ veren iki primer ¢iftini Esak2/Esak3 ve Esakf/Esakr
olarak aciklamiglardir. Diger bir ¢alismada, ise El-Sharoud vd. (2009) Cronobacter
tiirlerinin kendi aralarinda ayirdedilmesi i¢in recN geninin kullanilmasini 6nermislerdir.
Polat’in (2008b) calismasinda da Cr. sakazakii tanimlanmasinda PZR yonteminden

faydalanilmistir.

Diger yandan, GNB 24E (Microbact, ingiltere) ve ID 32 (BioMérieux, Fransa) hizl test
kitleri ile E. cloacae olarak (%99,9) tanimlanan 5 adet izolata PZR uygulanmis, Cr.
sakazakii suglarinin tanimlanmasi i¢in kullanilan ompA primeri, E. cloacae izolatlarina
kars1 negatif sonu¢ vermistir (Townsend vd. 2008a). Ancak ayni arastirma ekibinin
(2007) yapmis olduklar1 diger bir ¢calismada ompA primeri, NTU84 kodunu verdikleri
Cr. sakazakii susuna kars1 da negatif sonug verdiginden bu durum ompA primerinin Cr.

sakazakii suslarini her durumda saptayamadigi seklinde yorumlanmaistir.

Cawthron vd. (2008)’nin yilinda yayinladiklar1 calismaya gore, 64 adet izolat i¢inden
1371 (%21) 16S rRNA dizilim analizi ile Cr. sakazakii olarak tanimlanmistir. Bu 64
adet izolattan 16 adedi (%25) Esak2/Esak3 primerleri ile pozitif sonu¢ verirken, 20
adedi (%31,2) ise Esakf/Esakr primerleri ile pozitif sonu¢ vermistir. Ayni ¢alismada Cr.
sakazakii varliginin belirlenmesinde Esak2/Esak3 primer ¢ifti %87 duyarlilik gosterdigi
ifade edilirken, Esakf/Esakr primer ¢ifti i¢in bu rakamin %100 oldugu vurgulanmastir.
Her ne kadar Cr. sakazakii varliginin saptanmasinda her iki ¢iftin de kesin sonu¢ verme
orani %90 olsa da, Esak2/Esak3 primer c¢iftinin (%94), Esakf/Esakr primer ¢iftinden
(%90) tiire kars1 daha 6zgiil oldugu agiklanmistir.

Gosterdikleri duyarlilik bakimindan 6 primer ¢ifti i¢inde (Esakf/Esakr, EsAgf/EsAgr,
SG-F/SG-R, SI-F/SI-R, Saka-1/Saka-2b) en diisiik degeri gosteren %87 ile Esak2/Esak3
primer cifti olurken, bu primer ¢iftinin Cr. sakazakii varliginin saptanmasinda en az

sayida sahte negatif sonucu verdigi de belirtilmistir (Cawthron vd. 2008).
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Cr. sakazakii’nin diisiik yogunluklardaki varlig1 bile bagisiklig1 yetersiz bireylerde
cesitli saglik sorunlarina yol actigindan, bu organizmanin saptanmasinda sahte negatif
sonuglarin alinmasini engelleyecek bir yontemin gelistirilmesi ¢cok dnemlidir. Cawthron
vd. (2008)’nin arastirmasinda Esak2/Esak3 primer ¢iftinden sahte negatif sonuclarin
alindig1 3 adet izolatin Enterobacter sp., Pantoea sp. ve Acinetobacter sp. oldugu rapor

edilmistir.

ARB vyaziliminda bulunan PROBE MATCH uygulamasinin kullanimi sayesinde;
“Keyser (Keyser 2003) Sistemi”’nde yer alan primerlerden biri olan Esak2/Esak3 primer
ciftinin, Cr. sakazakii ATCC 51329 susunun 16S rRNA geni 3’ ucunda 4 hatali eslesme
gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu durum Esak2/Esak3 primer ¢iftinin Cr. sakazakii
ATCC 51329 susuna karst neden negatif sonu¢ verdigini ortaya koymustur. Ayni
calisma sayesinde Keyser Esak2/Esak3 sisteminin; E.cloacae, S. liquefaciens, S.
fucaria, S. Enteritidis gibi hedef olmayan suslar ile sahte pozitif sonuglar verebildigi de

anlagilmistir (Lehner vd. 2004).

Cawthorn vd. (2008)’nin arastirmasinda Esakf/Esakr primer ¢ifti kullanilarak yapilan
amplifikasyonda 5 adet sahte pozitif sonu¢ alindigi ve bu suslarin gida kaynakli

Enterobacter sp., Pantoea sp., Acinetobacter sp. ve E. cloacae oldugu agiklanmistir.

Healy vd. 2009 yilinda yaptiklar1 c¢alismada recN genini kullanarak 78 adet

Cronobacter izolatinin tamamini basarili bir sekilde tanimladiklarini rapor etmislerdir.

Enterobacteriaceae liyeleri arasindaki genetik ve fenotipik iligki iizerine 11k tutulan bir
arastirmada (Kuhnert vd. 2009) ise, recN geninin tek basina amplifiye edilmesinin
oldukga etkili oldugu kanitlanirken, Cronobacter izolatlarinin tiirlerinin belirlenmesi
konusunda recN geninin 16S rRNA dizilim analizine kiyasla daha yiiksek ayirdedici

giice sahip oldugu da ortaya ¢ikarilmistir.
Calismada yukarida s6z edilen tiim primerler kullanilarak 7 adet muhtemel Cronobacter

sakazakii susu Cizelge 3.2°de agiklandig1 gibi polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak

incelenmislerdir. Deneme sonuglarin1 gosteren UV 1s1k altinda ¢ekilmis fotograflar

38



Sekil 4.2°de verilmistir. Herbir fotografta da goriilecegi gibi tiim muhtemel Cr.
sakazakii izolatlar, Cr. sakazakii’ye 6zgii olduklar1 bilinen 4 farkli PZR primerine kars1

(ompA, Esak2 & Esak3, Esakf & Esakr ve recN-ES) pozitif sonug vermistir.

S T T (-

(d

Sekil 4.2.a. OmpA, b. Esak2 & Esak3, c. Esakf & Esakr, d. RecN-ES primerleri
kullanilarak gergeklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda UV 151k
altinda ¢ekilmis fotograflar

4.3.3 Coklu lokus dizilim tiplendirmesi sonuclari

Caligsmada, Cizelge 3.3’de belirtildigi gibi 7 farkli primer kullanilarak yapilan polimeraz
zincir reaksiyonlart sonucunda elde edilen her PZR iiriiniin ¢oklu lokus dizilim
tiplendirmesi incelenmis ve ardindan her izolat i¢in atanan profil numaralar1 Cizelge
4.16’da verilmistir. Bu numaralar, diinyanin farkli yerlerindeki Orneklerden izole
edilmis birgok Cr. sakazakii izolatina ait profilleri de iceren bir veri tabani olan

http://pubmlst.org/perl/mistdbnet/mistdbnet.pl?file=cronobacter_isolates.xml&  page=

browse adresinde yerini almis ve ¢alismamiz sayesinde veri tabaninda izolatlar1 olan

tilkeler arasina ilk kez Tiirkiye’de katilmistir.
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Cizelge 4.16 PZR reaksiyonlar1 ile elde edilen f{irtinlere ¢oklu lokus dizilim
tiplendirmesi sonucunda verilmis profil numaralari

ORNEK  apD fusA ginS gitB  gyB infB  pps  DIZILIM

KODU TiPi (ST)
BSI 10 13 40 37 12 35 48 55

BS2 10 13 40 37 12 35 48 55

DS1 27 33 38 35 39 45 45 51

DS2 15 8 39 36 38 38 47 58

ESI 3 8 3 3 18 46 46 52

ES2 1 1 1 1 1 1 1 1

HSI 15 14 15 13 22 5 16 13

Her PZR iiriinii i¢in bu profil numaralarinin karsilik geldigi dizilimler bilgi olarak EK-

3’te verilmistir.

Elde edilen profil numaralarinin www.phylogeny.fr adresindeki yazilim araciligr ile

olusturdugu filogenetik aga¢ Sekil 4.3’te goriilmektedir.

Yapilan bu analiz ile BS1 ve BS2 kodlu izolat Cr. malonaticus, DS1 kodlu izolat Cr.
universalis, DS2, ES1, ES2 ve HS1 kodlu izolatlar da Cr. sakazakii olarak
tanimlanmislardir. PFGE analizi ile ¢izilen genetik agacta birbirinden farkli gériinen
BS1 ve BS2 kodlu izolatlar MLST’de ayni profil numaralarin1 vererek ayni genetik

dizilime sahip olduklarin1 gostermislerdir.

Sekil 4.3’deki filogenetik agacta Cr. sakazakii ve Cr. malonaticus arasindaki yakin
genetik iliski agikca goriiliirken, Cr. sakazakii ve yeni bir tiir olan ve adini1 “universal”

kelimesinden alan Cr. universalis arasindaki mesafe de dikkate degerdir.
DS1 kodlu izolatin MLST ile Cr. universalis olarak tanimlanmasinin ardindan bu

susumuz, Nottingham Trent University’de yapilan c¢alismalarda kullanilmis ve Cr.

universalis lizerine yazilan ilk makalede (Joseph vd. 2011) yerini almistir.
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ST_26_-_Cronobacter_malonaticus
ST_11_-_Cronobacter_malonaticus
ST_29_-_Cronobacter_malonaticus
ST_7_-_Cronobacter_malonaticus
ST_10_-_Cronobacter_malonaticus
ST_53_-_Cronobacter_malonaticus

[ST_55_-_BS1_-_BS2_-_Cronobacter_malonaticus
= ST_25_-_Cronobacter_malonaticus

—[ST_58_-_DS2_-_Cronobacter_salkazaliil
ST_31_-_Cronobacter_sakazalii

‘EST_AI-O_—_Cronobacter _muytjensii
ST_45_-_Cronobacter_sakazalkii

ST_21_-_Cronobacter_sakazalkii
— ST_20_-_Cronobacter_sakazalaii

— ST_16_-_Cronobacter_sakazakii
ST_57_-_Cronobacter_sakazalii
BT_1_-_ES2_-_Cronobacter_sakazalii|
ST_14_-_Cronobacter_sakazalkii
ST_12_-_Cronobacter_sakazakii
ST_41_-_Cronobacter_sakazakii
ST_22_-_Cronobacter_sakazaldi
ST_8_-_Cronobacter_salkazalii
[ST_52_-_ES1_-_Cronobacter_sakazakii|
-D ST_47_-_Cronobacter_salkazalii

ST_4_-_Cronobacter_sakazakii
ST_15_-_Cronobacter_sakazakii
ST_17_-_Cronobacter_sakazalii
ST_18_-_Cronobacter_sakazakii
ST_23_-_Cronobacter_sakazalii
ST_3_-_Cronobacter_sakazaldi
ST_9_-_Cronobacter_sakazakii

| ST_13_-_HS_-_Cronobacter_sakazakii |
ST_50_-_Cronobacter_sakazakii

AI_ ST_49_-_Cronobacter_muytjensii
ST_44_-_Cronobacter_muytjensii
L ST_28_-_Cronobacter_muytjensii

—— ST_34_-_Cronobacter_muytjensii
ST_33_-_Cronobacter_muytjensii

ST_48_-_Cronobacter_turicensis
B _EST_S 1_-_DS1_-_Cronobacter_universalis |

ST_54_-_Cronobacter_universalis
ST_19_-_Cronobacter_turicensis
ST_24_-_Cronobacter_turicensis
ST_37_-_Cronobacter_furicensis
ST_32_-_Cronobacter_turicensis
ST_5_-_Cronobacter_dublinensis
ST_35_-_Cronobacter_turicensis

0.06

Sekil 4.3 MLST sonucuna gore elde edilen filogenetik agac
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4.3.4 16S rRNA Dizilim Analizinin Sonuclari

16S rRNA geni; yiiksek oranda korunmasi, her organizmada bulunmasi ve dizilimde
degisken kisimlar1 icermesinden dolay1 hedef gen olarak yaygin sekilde kullanilmakta
ve bu gen lzerine gelistirilmis genetik yontemler bakterinin karakterizasyonu ve
tanimlanmasi i¢in standart yontemler olarak kabul edilmektedir (Kolbert ve Persing

1999, Woo vd. 2003).

16S rRNA genindeki degisken kisimlar, tiirler ve cinsler arasinda ayirim igin
kullanilmaktadir. Bu konu ile ilgili gram pozitif ve gram negatif bakteriler iizerinde
cesitli ¢caligmalar yapilmistir (Bentley ve Leigh 1995, Monstein vd. 1996, Monstein vd.
2001, Bertilsson vd. 2002, Térnberg vd. 2002).

Townsend vd. (2008a)’nin kiiltiir koleksiyonlarinda yer alan ve daha 6nce fenotipleme
ile Cr. sakazakii olarak tanimlanan suslara uygulanan 16S rRNA dizilim analizi

sonucunda, bunlardan 7 adedinin aslinda E. hormaechei oldugu saptanmaistir.

Cawthorn vd. (2008) ’nin aragtirmasinda ise bebek gidalari ve iiretim alanlarindan izole
edilen 64 adet susa ait 16S rRNA dizilim analizi sonuc¢larina bakildiginda, bunlardan

54’1iniin (%81) Enterobacter sp., 13’iiniin (%20) de Cr. sakazakii oldugu goriilmiistiir.

Bu zamana kadar bilinen tipik Cronobacter suslarina ait 16S rRNA dizilimleri agagidaki

gibidir.

>Cronobacter-sakazakii
TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGGGAGCAGCTTGCTGCTCTGCTGACGAGTGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCT
TCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGG
GTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
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GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGT
TAATAACCrCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTA

>Cronobacter-malonatucus
ACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGrGAGCAGCTTGCTGCTCTGCTGACGA
GTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAA
CTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCGGACCAAAGTGGGG
GACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAG
GTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG
ACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT
ATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTT
GTGGTTAATAACCrCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTA
ACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTA

>Crobobacter-turicensis
TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGAGAGCAGCTTGCTGCTCTGCTGACGAGTGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCT
TCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGG
GTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGRTTGTGGT
TAATAACCGCAGTCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTA
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>Cronobacter-muytjensii
TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCT
TCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGG
GTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGGTTAAGGT
TAATAACCTTGGyCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTA

>Cronobacter-dublinensis
TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGGGAGCTTGCTCCCGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGG
AAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTC
GGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGT
AAAGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGTTGTGGTT
AATAACCACAGCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTA

>Cronobacter-universalis
TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGAGAGCAGCTTGCTGCTCTGCTGACGAGTGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCT
TCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGG
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GTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGATTGTGGT
TAATAACCrCAGTCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTA

Aragtirmamiz kapsaminda Accugenix (A.B.D.) firmasina yollamis oldugumuz BSI,
BS2, DS1, DS2, ES1, ES2, HSI kodlu izolatlarin 16S rRNA dizilimleri ise asagida
belirtildigi sekildedir.

>BS1
GGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACC
GCATAACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAG
ATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCG
ACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACA
CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
CAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGNNNCCGCGGTA

>BS2
GGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACC
GCATAACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAG
ATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCG
ACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACA
CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
CAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCCGCGGTA

>DS1
TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGGGAGCAGCTTGCTGCTCTGCTGACGAGTGGC
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GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCT
TCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGG
GTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGATTGTGGT
TAATAACCRCAGTCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTA

>DS2
TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGGGAGCAGCTTGCTGCTCTGCTGACGAGTGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCT
TCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGG
GTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGT
TAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTA

>ES1
TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGGGAGCAGCTTGCTGCTCTGCTGACGAGTGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCT
TCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGG
GTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGT
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TAATAACCACAGCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTA

>ES2
TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGGGAGCAGCTTGCTGCTCTGCTGACGAGTGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCT
TCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGG
GTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGT
TAATAACCRCAGCRATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTA

>HS1
GGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACC
GCATAACGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAG
ATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCG
ACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACA
CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
CAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGYGTTGTGGTTAATAACCRCAGCRATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGNNNCCGCGGTA

Elde edilen dizilimlerin www.phylogeny.fr adresindeki yazilima yiiklenerek

incelenmesi sonucunda ortaya ¢ikan filogenetik aga¢ Sekil 4.4’te gosterilmistir.
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0.56
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TDS 1
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0.03

Sekil 4.4 Muhtemel Cr. sakazakii olarak tanimlanan O6rneklerin 16S rRNA
dizilimlerinin analizi sonucu elde edilen filogenetik agac

Sekil 4.4’te de goriildiigii tizere 16S rRNA dizilim analizi sonuglari, MLST sonuglart ile
uyumluluk i¢indedirler. BS1 ve BS2 kodlu izolatlar Cr. malonaticus, ES1, ES2, DS2,
HS1 kodlular Cr. sakazakii ve filogenetik agacta diger izolatlardan daha uzak bir

konumda yer alan DS1 kodlu izolat da Cr. universalis olarak tanimlanmistir.

4.3.5 Matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyonu - wucus siiresi Kiitle
spektrometresi incelemesinin sonug¢lari

Bakterilere ait protein kiitlesi 6rneklerinin saptanmasi, son zamanlarda bakterilerin hizli

analizi i¢in uygun bir arag haline gelmistir (Freiwald ve Sauer 2009).

Bakteriden aktarilan proteinlerin profillerinin analizine dayanmakta olan MALDI-TOF
MS, cok sayida rastgele molekiilii etkili sekilde saptayabilir. Protein kiitlesi 6rnekleri
bakterinin cins, tiir, hatta bazi durumlarda alt tiir diizeyinde tanimlanmasinda

kullanilabilir (Stephan vd. 2010).

Kiitle 6rnegini saptama yontemi, gida kaynakli patojenler iizerine son zamanlarda

yapilan bazi ¢alismalarda kullanilmigtir (Carbonelle vd. 2007, Barbuddhe vd. 2008,

48



Dieckmann vd. 2008, Grosse-Herrenthey vd. 2008, Hazen vd. 2009, Yang vd. 2009,
Alispahic vd. 2010, Sauer ve Kliem 2010)

Stephan vd. (2010)’nin yaptiklar1 ¢alismada, yakin zamanda tanimlanan 6 adet
Cronobacter tiriiniin hizli tanist igin MALDI-TOF MS yo6ntemi kullanilmistir. Bu
amagla 54 adet hedef Cromnobacter susu ve 17 adet hedef olmayan suslara ait bir
referans kiitle spektrometrometresi veritabani olusturmuslardir. Yaptiklar1 bu arastirma
sonucunda Cronobacter suslarinin cins ve tiir diizeyinde tanimlanmasinda MALDI-TOF

MS’nin giivenilir ve gii¢lii bir ara¢ oldugunu belirtmislerdir.

MALDI-TOF MS ile tamimlama yapilmast igin Accugenix (A.B.D.) firmasina
gondermis oldugumuz izolatlardan BS1, BS2 ve HS1 kodlu olanlar tanimlanamazken;
DS2, ES1, ES2 ve diger molekiiler yontemler (MLST, 16S rRNA dizilim analizi) ile Cr.

universalis olarak tanimlanan DS1 kodlu izolat Cr. sakazakii olarak tanimlanmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

e DFI agardan izole edilen 18 adet muhtemel Cr. sakazakii susuna uygulanan 15 klasik
biyokimyasal test ile bu suslarin 10 adedinin birincil tanimlama sonucu E. cloacae, 8
adedinin tanimlama sonucu E. agglomerans olarak bulunmustur. Diger yontemlerle
Cr. sakazakii olarak tanimlanan bu izolatlarin klasik biyokimyasal testler ile E.
cloacae olarak tanimlanmasi ilk zamanlarda “sar1 pigmentli E. cloacae” olarak
bilinen (Muytjens vd. 1983) Cr. sakazakii ve E. cloacae arasindaki benzerlikten

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

e Klasik biyokimyasal testlerle E. agglomerans olarak tanimlanan ve NTU
laboratuvarlarina ulastirilmalar1 esnasinda diger yontemlerle tanimlanamayan JS1,
JS2, JS3, MS1, MS2, MS3 kodlu izolatlarin Cr. sakazakii olmamasi1 da olas1 bir
sonugtur. Ciinkii £. agglomerans tanimi net bir ifade degildir. Daha sonra bu tiir Esc.
vulneris ve Pantoea agglomerans olarak ikiye boliinmiistiir (Janda ve Abbott 1998).
Bunula birlikte hem Esc. vulneris hem de Pantoea agglomerans DFI agar iizerinde

mavi-yesil koloni olursturabilmektedir (Iversen vd. 2004c¢).

e 44 adet izolatin hizli test kitleri ile tanimlanmasi i¢in kullanilmis olan API 20 E ve ID
32 E test kitlerinin birincil tanimlama sonuglar1 arasinda %56,8 oraninda uyum olsa
da, birincil tanimlama sonuglarinin hem klasik hem de her iki hizli biyokimyasal test

kitinde ayn1 oldugu herhangi bir izolata rastlanmamaistir.

e ID 32E test kiti ile tanimlanan 12 muhtemel Cr. sakazakii izolatinin %1004 Cr.
sakazakii olarak tanimlanirken, API 20E ile tanimlanan bu suslarin %75’1 Cr.

sakazakii, %25°1 ise E. cloacae olarak tanimlanmiglardir.

e Yapilan aragtirmada %25 daha fazla dogru tanimlama sonucu vermesi ve daha fazla
sayida test icermesi (ID 32E 32 adet, API 20E 20 adet test igerir) sebebi ile ID
32E’nin API 20E’den daha giivenilir oldugunu kanisina varilmistir. Klasik
biyokimyasal testler ise hem uzun zaman almasi1 hem de dogru tanimlama oraninin ID

32E’den daha diisiik olmasi sebebi ile tavsiye edilmemektedir.

e Xbal enziminin kullanildigt PFGE ile suslarin %93,2’sinin filogenetik analizi

yapilabilmis ve filogenetik agacta 28 farkli genetik yapr goriilmiistiir. Bu yontem,
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MLST ve 16S rRNA dizilim analizleri ile aynm1 genetik dizilime sahip oldugu
anlasilan BS1 ve BS2 kodlu izolatlarin arasinda genetik mesafe oldugunu gostererek
yontemde hata paymin olabilecegini ortaya koymustur. Cesitli amacglar i¢in PFGE
yontemi ile filogenetik iliski {izerine herhangi bir sonu¢ vermeden 6nce, ¢izilmis olan
filogenetik agagla beraber bant olusumlarimin da mutlaka incelenmesi yararl

olacaktir.

Darbeli alan jel elektroforezi ile sonuglar MLST ve 16S rRNA dizilim analizlerinden
daha kisa siirede alinmistir. Bununla birlikte PFGE sistemi bir¢ok laboratuvara da
kurulabilir. Bu sebeplerden dolayr salgin aragtirmalart gibi zamanin ve sonuglarda
kesinligin 6nemli oldugu durumlarda deneyimli personel tarafindan darbeli alan jel

elektroforezinin kullanilmasi1 uygun olacaktir.

Yulaf unundan iki farkli genetikte Cr. sakazakii susunun ve ¢cavdar unundan iki farkl
Cronobacter tlriiniin izole edilmis olmasi ve tim bu izolatlarin koloni
morfolojilerinin ve hizh test kitleri ile elde edilen tanimlama sonuglarinin ayni olmasi
sebebi ile yapilan arastirmalarda —6zellikle belli bir tiiriin aranmakta oldugu salgin
aragtirmalarinda- hedef organizmaya ait tipik kolonilerden miimkiin oldugunca fazla
izole edilmesi ve bunlarin analize alinmasi sahte negatif sonucglarin engellenmesi

acgisindan ¢ok onemlidir.

DFI agar iizerinde olusturdugu tipik koloniler ile Cr. sakazakii oldugu diistiniilen
suglara uygulanan PZR ve MALDI-TOF MS araciligiyla, bu izolatlar Cr. sakazakii
olarak dogrulanmis olsa da; MLST ve 16S rRNA dizilim analizi ile bu 6rneklerden
2’si (BS1 ve BS2) Cr. malonaticus, 1’1 (DS1) ise Cr. universalis olarak
tanimlanmistir. PZR ve MALDI-TOF MS tavsiye edilen hizli yontemler olmalarina
ragmen, yontemlerin kullanilmasinin ardindan ortaya ¢ikan tiir diizeyindeki farkli
sonuglar g6z Oniine alindiginda, zaman ve laboratuvar imkanlar1 elverisli oldugu
siirece bu yontemler yerine niikleik asit dizilimlenmesi temeline dayanan MLST ve

16S rRNA dizilim analizi tercih edilebilir.
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EK 1 ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI

1.1 Tamponlanmis Peptonlu Su (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 25,5 g alinip 1 litre destile su igerisinde
¢oOziilmiis, erlenlere 225 mL olacak sekilde dagitilmig ve ardindan 121°C sicaklikta 15
dakika sterilize edilmistir (pH 7,0+02).

1.2 Triptic Soy Broth (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 30 g alinip 1 litre destile su icerisinde ¢oziilmiis,
tiiplere 5 mL olacak sekilde dagitilmis ve ardindan 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize
edilmistir (pH 7,340,2).

1.3 Triptic Soy Agar (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 40 g alinip 1 litre destile su igerisinde ¢ozlilmiis,
121°C sicaklikta 15 dakika sterilize edildikten sonra steril petri kutularina dagitilmistir
(pH 7,3+0,2).

1.4 Violet Red Metil Red Dextrose Agar (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 39,5 g alimip 1 litre destile su icerisinde
¢cOziilmiis, 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize edildikten sonra steril petri kutularina
dagitilmistir (pH 7,3+0,2).

1.5 Brilliance Enterobacter sakazakii Agar (DFI Formulation) (Oxoid)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 43,1 g alimip 1 litre destile su igerisinde

¢oOziilmiig, 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize edildikten sonra steril petri kutularina

dagitilmistir (pH 7,3+0,2).
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1.6 EE Broth (Oxoid)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 43,5 g alimip 1 litre destile su igerisinde
¢cOziilmiis, erlenlere 90 mL olacak sekilde dagitildiktan sonra 100°C sicaklikta 30
dakika kaynatilmig ve hemen sogutulmustur (pH 7,2+0,2).

1.7 Fenol Red Broth (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 15 g alinip 800mL destile su igerisinde ¢oziilmiis,
tiiplere 4’er mL dagitip, 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize edildikten sonra tiiplerin
igerisine daha ondecen 0,5 g/10 mL olarak hazirlanip, filtre ile sterilize edilmis olan
denenecek karbohidratlardan her biri tiiplerdeki besiyeri iizerine 1 mL eklenmistir (pH

7,4+0,2).

1.8 Metil Red — Voges Proskauer Broth (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 17 g alinip 1 litre destile su igerisinde ¢oziilmiis,
tiiplere 5 mL olacak sekilde dagitilmis ve ardindan 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize
edilmistir (pH 6,9+0,2).

1.9 Florocult LST Broth (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 36,5 g almip 1 litre destile su icerisinde
¢Oziilmiis, tiiplere 5 mL olacak sekilde dagitilmis ve ardindan 121°C sicaklikta 15
dakika sterilize edilmistir (pH 7,3+0,2).

1.10 Simmon’s Citrate Agar (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 22,3 g alinip 1 litre destile su igerisinde

¢Oziilmiis, tiiplere 7 mL olacak sekilde dagitilmistir. 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize
edilmistir. Otoklav ¢ikisinda besiyeri heniiz s1v1 iken tiipler 1-1,5 cm yiiksekliginde bir
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cubuga yatirilarak (tliplin dibinde 2-2,5 cm yiiksekliginde bir besiyeri kalinlig1 olacak
sekilde) besiyerinin katilagsmas1 beklenmistir (pH 6,6+0,2).

1.11 Kligler Iron Agar (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 55 g alinip 1 litre destile su igerisinde ¢oziilmiis,
tiiplere 7 mL olacak sekilde dagitilmigtir. 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize edilmistir.
Otoklav ¢ikisinda besiyeri heniiz sivi iken tiipler 1-1,5 cm yiiksekliginde bir ¢ubuga
yatirilarak (tiipiin dibinde 2-2,5 cm yiiksekliginde bir besiyeri kalinlig1 olacak sekilde)
besiyerinin katilagsmasi beklenmistir (pH 7,4+0,2).

1.12 Aminoasit Dekarboksilaz Besiyerleri

Pepton 5,0 g/LL
Maya ekstrakti 3,0 g/L
D(+) Glikoz 1,0 g/L
Bromkresol Moru 0,02 g/LL

Bu besiyerleri laboratuvar ortaminda gerekli icerikteki maddelerin tek tek eklenmesi ile
hazirlanmiglardir. Bilesim olarak Lysine Decarboxylase Broth (Oxoid) baz alinmistir.
Bu besiyeri 6nce bilesiminde lysine olmadan hazirlandiktan sonra 4 erlene boliinmiis,
bir erlendeki besiyerine kontrol amaci ile amino asit eklenmezken, diger erlenlerin her
birine 5g/L olacak sekilde lisin, arjinin ve ornitin eklendikten sonra 121°C sicaklikta 15

dakika sterilize edilmislerdir (pH 6,1+0,2).
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EK 2 ARASTIRMADA KULLANILAN KIMYASALLAR

2.1 Barzit (a-Naftol)

0,5 g a-naftoliin 10 mL mutlak etil alkol i¢inde ¢6ziilmesi ile hazirlanmistir.

2.2 O’meara (%40’hk Potasyum Hidroksit) Cozeltisi

4g KOH’1n 10 mL saf su i¢inde ¢6ziilmesi ile hazirlanmastir.

2.3 Metil Red indikatorii

0,1 g metil kirmizisinin 300 mL %95’lik alkol i¢inde ¢oziilmesinin ardindan bu

¢ozeltinin saf su ile 500 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir.

2.4 0,5M EDTA
EDTA 186,1 g/L
NaOH 20 g/L

Kimyasallar steril destile su ile 1L’ye tamamlanip tam ¢oziinme gerceklesene kadar

sitilarak  karigtirilmistir (pH 8,0).

2.5 1 M Tris Buffer

Tris Bazi 121 g/L
HCL 70 mL/L

Kimyasallar steril destile su ile 1L’ye tamamlanip tamamen c¢o6ziinene kadar

karistirilmistir (pH 8,0).

2.6 TE Buffer
1 M Tris (pH 8,0) 10 mL/L
0,5 M EDTA (pH 8,0) 2 mL/L

Kimyasallar steril destile su ile 1L’ye tamamlanip karistirilmastir.
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2.7 10X TBE Buffer

Tris bazi 108 g/L
Borik asit 55 g/L
0,5M EDTA (pH 8,0) 40 mL/L

Kimyasallar steril destile su ile 1L’ye tamamlandiktan sonra, tamamen ¢oziiliinceye

kadar 1sitilarak karistirilmistir.

2.9 TEB+ %1 Agaroz +%]1 SDS Cozeltisi

Agaroz 10 g/1L TEB
SDS 10 g/IL TEB
TE Buffer 1000mL

20 mL TE buffer i¢ine 2g agaroz ve 2 gram SDS eklendikten sonra tasmamasina 6zen

gostererek mikrodalga firinda kimyasallar tamamen ¢oziiliinceye kadar 1sitilmistir.

2.10 Hiicre Siispansiyon Tampon Cozeltisi

1 M Tris (pH 8,0) 100mL/L
0,5M EDTA (pH 8,0) 200mL/L

Kimyasallar destile su ile 1L’ye tamamlanip karigtirilmistir.

2.11 Hiicre Lize Tampon Cozeltisi

1 M Tris (pH 8,0) 50 mL/L
0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 mL/L

Kimyasallar destile su ile 1L’ye tamamlanip karigtirilmistir.
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EK 3 MLST ANALiZi KAPSAMINDA PZR URUNLERININE ATANAN
PROFIL NUMARALARINA KARSILIK GELEN NUKLEIK ASIT
DIiZILIMLERI

BS1:

>atpD-10
GAGCCGCCGGGAAACCGTCTGCGCGTTGCGCTGACCGGCCTGACCATGGCT
GAGAAATTCCGTGACGAAGGTCGTGACGTTCTGCTGTTCGTCGACAACATCT
ACCGTTACACCCTGGCCGGTACTGAAGTATCCGCACTGCTGGGCCGTATGCC
TTCAGCGGTAGGTTACCAGCCGACCCTGGCGGAAGAGATGGGCGTTCTGCA
GGAGCGTATCACCTCCACCAAAACCGGTTCTATCACCTCCGTACAGGCGGT
ATACGTACCGGCGGATGACTTGACTGACCCGTCACCAGCCACCACCTTTGCG
CACCTTGACGCAACTGTGGTACTGAGCCGTCAGATTGCTTCTCTGGGTATCT
ACCCGGCCGTTGACCCGCTGGATTCCACC

>fusA-13
GGTATCCTGGACGACGGTAAAGATACTCCGGCTGAGCGTCACGCTAGCGAT
GAAGAGCCGTTCTCTGCACTGGCGTTCAAAATCGCTACCGACCCGTTCGTTG
GTAACCTGACGTTCTTCCGCGTGTACTCTGGTGTGGTTAACTCTGGTGATAC
CATCCTGAACTCCGTGAAATCCGCACGTGAGCGTTTCGGTCGTATCGTACAG
ATGCACGCTAACAAACGTGAAGAGATCAAAGAAGTTCGCGCGGGCGACATC
GCTGCGGCTATCGGTCTGAAAGACGTGACCACTGGTGACACTCTGTGTAAC
CCGGATCACCCGATCATTCTGGAGCGCATGGAGTTCCCTGAGCCGGTAATCT
CTATCGCGGTTGAACCGAAAACCAAAGCTGACCAGGAAAAAATGGGTCTGG
CTCTGGGCCGTCTGGCTAAAGAAGAC

>gInS-40
CGCCTGAATCTGGAATATACGGTGATGTCCAAGCGTAAGCTGAACCTGCTG
GTCACCGATAAGCATGTCGAAGGCTGGGACGATCCGCGTATGCCGACCATT
TCCGGCCTGCGCCGTCGCGGTTATACCGCCGCGTCCATCCGTGAATTCTGCA
AGCGTATCGGCGTGACCAAACAGGATAACACCGTGGAAATGGCCGCGCTGG
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AAGCCTGCATTCGCGAAGATCTCAACGAGAATGCGCCGCGCGCGATGGCGG
TTATCGATCCGGTGAAACTGGTTATCGAAAACTACCCGCAGGGCCACAGCG
AAATGGTGTCCATGCCTAACCATCCGAACAAACCGGAAATGGGCAACCGCG
ACGTG

>gltB-37
AACCCGCAGGCAGACGCGGTGCGCGTGGAAGATGTCGAACCGGCAAGCGA
GCTGTTCAAACGCTTTGATACCGCGGCGATGTCCATCGGCGCGCTCAGCCCG
GAAGCGCATGAGTCGCTGGCGGAGGCGATGAACAGCCTCGGCGGTTTCTCG
AACTCCGGCGAAGGCGGCGAAGATCCGGCGCGTTACGGCACCAATAAAGTC
TCGCGCATTAAGCAGGTGGCCTCCGGCCGCTTCGGCGTAACGCCTGCGTATC
TGGTCAACGCCGATGTGATTCAGATTAAAGTGGCGCAGGGCGCGAAGCCGG
GCGAAGGCGGTCAGTTACCTGGCGACAAAGTGACGCCGTACATCGCGCGTC
TGCGTTATTCGGTGCCGGGCGTGACGCTGATCTCCCCGCCGCCGCACCACGA
TATCTACTCGATTGAAGATCTGGCGCAGCTGATTTTCGACTTAAAACAGGTC
AACCCGAAGGCGATGATCTCCGTGAAGCTGGTGTCTGAGCCGGGC

>gyrB-12
TCGGCGGCGGAAGTTATCATGACCGTTCTGCACGCAGGCGGTAAATTCGAT
GATAACTCCTATAAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTGGGCGTCTCCGTGG
TTAACGCCCTTTCCCAGAAACTGGAACTGGTGATTCGCCGCGAAGGCAAAA
TCCACCAGCAGACTTACGTGCACGGCGTGCCGCAAGCGCCGCTGGCCGTCA
CCGGCGATACCGATCAGACCGGTACTCAGGTTCGTTTCTGGCCAAGCCTTGA
AACCTTCACCAACGTCACTGAGTTTGAATATGACATTCTGGCGAAGCGCCTG
CGCGAACTCTCGTTCCTGAACTCCGGCGTGTCGATTCGTCTCGTGGATAAGC
GCGACGGTAAGCAGGATCACTTCCATTACGAAGGCGGCATC

>infB-35
GCGTCTGGCGAAGCGGGTGGCATTACCCAGCACATCGGTGCATACCATGTG
CAGACCGATAACGGCATGATCACCTTCCTGGATACCCCGGGCCACGCCGCG
TTTACCGCGATGCGTGCACGTGGTGCGCAGGCAACGGACATTGTGGTTCTG
GTGGTTGCGGCGGACGACGGCGTGATGCCTCAGACCATCGAAGCTATCCAG
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CATGCGAAAGCGGCGAAAGTGCCGGTCGTCGTTGCGGTGAACAAAATCGAT
AAGCCTGATGCCGATCCGGATCGCGTTAAAAACGAACTGTCTCAGCACGGC
ATCATCCCGGAAGAGTGGGGCGGCGATTGCCAGTTCGTCCACGTTTCTGCG
AAAGCGGGTACCGGTATCGATGAGCTGCTTGACGCTATCCTGCTGCAGTCC
GAAGTTCTGGAACTGAAAGCGGTACGTAAAGGT

>pps-48
CATGGCAAGCAGGTGCGCATCGAAGATGTCCCGCAGGCTGAACGCGACCGT
TTCTGCATCACGCCGGAAGAGGTGCAGGAACTGGCGAAACAGGCCGTACAG
ATTGAGAAACACTATGGCCGCCCGATGGATATCGAGTGGGCTAAAGATGGT
CACACCGGCAAGCTGTTTATTGTGCAGGCGCGTCCGGAAACCGTGCGCTCG
CGCGGCCAGGTGATGGAGCGCTACACGCTGCATTCACAGGGGAAAGTGGTA
GCGGAAGGCCGCGCCATTGGCCATCGCATCGGCGCGGGCACCGTGAAGGTC
ATTCATGACATCAGCGAGATGAACCGCATTCAGCCGGGCGATGTGCTGGTC
ACCGACATGACCGACCCGGACTGGGAACCTATCATGAAAAAAGCGGCGGC
GATTGTCACCAACCGCGGCGGGCGTACCTGCCATGCGGCGATCATCGCCCG
CGAGCTGGGCATTCCGGCGGTCGTCGGCTGCGGCGAC

BS2:

>atpD-10
GAGCCGCCGGGAAACCGTCTGCGCGTTGCGCTGACCGGCCTGACCATGGCT
GAGAAATTCCGTGACGAAGGTCGTGACGTTCTGCTGTTCGTCGACAACATCT
ACCGTTACACCCTGGCCGGTACTGAAGTATCCGCACTGCTGGGCCGTATGCC
TTCAGCGGTAGGTTACCAGCCGACCCTGGCGGAAGAGATGGGCGTTCTGCA
GGAGCGTATCACCTCCACCAAAACCGGTTCTATCACCTCCGTACAGGCGGT
ATACGTACCGGCGGATGACTTGACTGACCCGTCACCAGCCACCACCTTTGCG
CACCTTGACGCAACTGTGGTACTGAGCCGTCAGATTGCTTCTCTGGGTATCT
ACCCGGCCGTTGACCCGCTGGATTCCACC
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>fusA-13
GGTATCCTGGACGACGGTAAAGATACTCCGGCTGAGCGTCACGCTAGCGAT
GAAGAGCCGTTCTCTGCACTGGCGTTCAAAATCGCTACCGACCCGTTCGTTG
GTAACCTGACGTTCTTCCGCGTGTACTCTGGTGTGGTTAACTCTGGTGATAC
CATCCTGAACTCCGTGAAATCCGCACGTGAGCGTTTCGGTCGTATCGTACAG
ATGCACGCTAACAAACGTGAAGAGATCAAAGAAGTTCGCGCGGGCGACATC
GCTGCGGCTATCGGTCTGAAAGACGTGACCACTGGTGACACTCTGTGTAAC
CCGGATCACCCGATCATTCTGGAGCGCATGGAGTTCCCTGAGCCGGTAATCT
CTATCGCGGTTGAACCGAAAACCAAAGCTGACCAGGAAAAAATGGGTCTGG
CTCTGGGCCGTCTGGCTAAAGAAGAC

>gInS-40
CGCCTGAATCTGGAATATACGGTGATGTCCAAGCGTAAGCTGAACCTGCTG
GTCACCGATAAGCATGTCGAAGGCTGGGACGATCCGCGTATGCCGACCATT
TCCGGCCTGCGCCGTCGCGGTTATACCGCCGCGTCCATCCGTGAATTCTGCA
AGCGTATCGGCGTGACCAAACAGGATAACACCGTGGAAATGGCCGCGCTGG
AAGCCTGCATTCGCGAAGATCTCAACGAGAATGCGCCGCGCGCGATGGCGG
TTATCGATCCGGTGAAACTGGTTATCGAAAACTACCCGCAGGGCCACAGCG
AAATGGTGTCCATGCCTAACCATCCGAACAAACCGGAAATGGGCAACCGCG
ACGTG

>gltB-37
AACCCGCAGGCAGACGCGGTGCGCGTGGAAGATGTCGAACCGGCAAGCGA
GCTGTTCAAACGCTTTGATACCGCGGCGATGTCCATCGGCGCGCTCAGCCCG
GAAGCGCATGAGTCGCTGGCGGAGGCGATGAACAGCCTCGGCGGTTTCTCG
AACTCCGGCGAAGGCGGCGAAGATCCGGCGCGTTACGGCACCAATAAAGTC
TCGCGCATTAAGCAGGTGGCCTCCGGCCGCTTCGGCGTAACGCCTGCGTATC
TGGTCAACGCCGATGTGATTCAGATTAAAGTGGCGCAGGGCGCGAAGCCGG
GCGAAGGCGGTCAGTTACCTGGCGACAAAGTGACGCCGTACATCGCGCGTC
TGCGTTATTCGGTGCCGGGCGTGACGCTGATCTCCCCGCCGCCGCACCACGA
TATCTACTCGATTGAAGATCTGGCGCAGCTGATTTTCGACTTAAAACAGGTC
AACCCGAAGGCGATGATCTCCGTGAAGCTGGTGTCTGAGCCGGGC
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>gyrB-12
TCGGCGGCGGAAGTTATCATGACCGTTCTGCACGCAGGCGGTAAATTCGAT
GATAACTCCTATAAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTGGGCGTCTCCGTGG
TTAACGCCCTTTCCCAGAAACTGGAACTGGTGATTCGCCGCGAAGGCAAAA
TCCACCAGCAGACTTACGTGCACGGCGTGCCGCAAGCGCCGCTGGCCGTCA
CCGGCGATACCGATCAGACCGGTACTCAGGTTCGTTTCTGGCCAAGCCTTGA
AACCTTCACCAACGTCACTGAGTTTGAATATGACATTCTGGCGAAGCGCCTG
CGCGAACTCTCGTTCCTGAACTCCGGCGTGTCGATTCGTCTCGTGGATAAGC
GCGACGGTAAGCAGGATCACTTCCATTACGAAGGCGGCATC

>infB-35
GCGTCTGGCGAAGCGGGTGGCATTACCCAGCACATCGGTGCATACCATGTG
CAGACCGATAACGGCATGATCACCTTCCTGGATACCCCGGGCCACGCCGCG
TTTACCGCGATGCGTGCACGTGGTGCGCAGGCAACGGACATTGTGGTTCTG
GTGGTTGCGGCGGACGACGGCGTGATGCCTCAGACCATCGAAGCTATCCAG
CATGCGAAAGCGGCGAAAGTGCCGGTCGTCGTTGCGGTGAACAAAATCGAT
AAGCCTGATGCCGATCCGGATCGCGTTAAAAACGAACTGTCTCAGCACGGC
ATCATCCCGGAAGAGTGGGGCGGCGATTGCCAGTTCGTCCACGTTTCTGCG
AAAGCGGGTACCGGTATCGATGAGCTGCTTGACGCTATCCTGCTGCAGTCC
GAAGTTCTGGAACTGAAAGCGGTACGTAAAGGT

>pps-48
CATGGCAAGCAGGTGCGCATCGAAGATGTCCCGCAGGCTGAACGCGACCGT
TTCTGCATCACGCCGGAAGAGGTGCAGGAACTGGCGAAACAGGCCGTACAG
ATTGAGAAACACTATGGCCGCCCGATGGATATCGAGTGGGCTAAAGATGGT
CACACCGGCAAGCTGTTTATTGTGCAGGCGCGTCCGGAAACCGTGCGCTCG
CGCGGCCAGGTGATGGAGCGCTACACGCTGCATTCACAGGGGAAAGTGGTA
GCGGAAGGCCGCGCCATTGGCCATCGCATCGGCGCGGGCACCGTGAAGGTC
ATTCATGACATCAGCGAGATGAACCGCATTCAGCCGGGCGATGTGCTGGTC
ACCGACATGACCGACCCGGACTGGGAACCTATCATGAAAAAAGCGGCGGC
GATTGTCACCAACCGCGGCGGGCGTACCTGCCATGCGGCGATCATCGCCCG
CGAGCTGGGCATTCCGGCGGTCGTCGGCTGCGGCGAC
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DS1:

>atpD-27
GAGCCGCCGGGAAACCGTCTGCGCGTTGCGCTGACCGGCCTGACCATGGCG
GAGAAATTCCGTGACGAAGGTCGTGACGTTCTGCTGTTCGTCGACAACATCT
ACCGTTACACCCTGGCCGGTACTGAAGTATCCGCACTGCTGGGCCGTATGCC
TTCAGCGGTAGGTTACCAGCCGACCCTGGCGGAAGAGATGGGCGTTCTGCA
GGAGCGTATCACCTCCACCAAAACCGGTTCTATCACCTCCGTACAGGCGGT
ATACGTACCGGCGGATGACTTGACTGACCCGTCACCAGCCACCACCTTTGCG
CACCTTGACGCAACCGTGGTACTGAGCCGTCAGATCGCGTCTCTGGGTATCT
ACCCGGCCGTTGACCCGCTGGATTCCACC

>fusA-33
GGTATCCTGGACGACGGTAAAGATACTCCGGCTGAGCGTCACGCTAGCGAT
GAAGAGCCGTTCTCCGCACTGGCGTTCAAAATCGCTACCGACCCGTTTGTTG
GTAACCTGACGTTCTTCCGCGTGTACTCTGGCGTGGTTAACTCTGGCGATAC
CATCCTGAACTCCGTGAAATCCGCACGTGAGCGTTTCGGCCGTATCGTACAG
ATGCACGCTAACAAACGTGAAGAGATTAAAGAAGTTCGCGCAGGCGACATC
GCTGCGGCTATCGGTCTGAAAGACGTGACCACCGGTGACACGCTGTGTAAC
CCGGATCACCCGATCATTCTGGAGCGCATGGAGTTCCCTGAGCCGGTAATCT
CTATCGCGGTTGAACCGAAAACCAAAGCTGACCAGGAAAAAATGGGTCTGG
CTCTGGGCCGTCTGGCTAAAGAAGAC

>gInS-38
CGCCTGAATCTGGAATATACGGTGATGTCCAAGCGTAAGCTGAACCTGCTG
GTCACCGATAAGCACGTCGAAGGCTGGGATGACCCGCGTATGCCGACGATT
TCCGGCCTGCGCCGTCGCGGTTATACCGCCGGATCCATCCGCGAATTCTGCA
AACGTATCGGCGTGACCAAACAGGATAACACCGTGGAAATGGCCGCGCTGG
AAGCCTGCATTCGCGAAGATCTCAACGAGAACGCGCCGCGTGCCATGGCGG
TTATCGATCCAGTGAAACTGGTTATCGAAAACTACCCGCAGGGCCACAGCG
AAATAGTGTCGATGCCTAACCATCCGAACAAACCGGAAATGGGCAACCGCG
ACGTG
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>gltB-35
AACCCGCAGGCGGACGCGGTGCGCGTGGAAGATGTCGAACCGGCGAGCGA
GCTGTTCAAACGCTTTGATACCGCGGCGATGTCTATCGGCGCGCTGAGCCCG
GAAGCGCATGAGTCGCTGGCGGAGGCGATGAACAGCCTCGGCGGTTTCTCG
AACTCCGGCGAAGGCGGCGAAGATCCGGCGCGTTACGGCACCAATAAAGTC
TCGCGCATTAAGCAGGTGGCCTCCGGCCGCTTCGGCGTAACGCCCGCGTATC
TGGTTAACGCCGATGTGATTCAGATTAAAGTGGCGCAGGGCGCGAAGCCGG
GCGAAGGCGGTCAGTTACCTGGCGACAAAGTGACGCCGTACATCGCGCGTC
TGCGTTATTCGGTGCCGGGCGTGACGCTGATCTCCCCGCCGCCGCACCACGA
TATCTACTCGATTGAAGATCTGGCGCAGCTGATTTTCGACTTAAAACAGGTC
AACCCGAAGGCGATGATCTCCGTGAAGCTGGTGTCTGAGCCGGGC

>gyrB-39
TCGGCGGCGGAAGTTATCATGACCGTGCTGCACGCGGGCGGTAAATTCGAT
GATAACTCCTATAAAGTCTCCGGTGGCCTGCACGGCGTGGGCGTCTCTGTGG
TTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGCCGCGAAGGCAAAA
TCCATCAGCAGACTTACGTGCACGGCGTACCGCAAGCGCCGCTGGCGGTGA
CCGGCGATACCGATCAGACCGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCGAGCCTTGA
AACCTTCACCAACGTCACTGAATTTGAATATGAGATCCTGGCGAAGCGCCT
GCGCGAACTCTCATTCCTCAATTCCGGCGTTTCTATTCGTCTGGTCGATAAA
CGCGACGGCAAGCAGGATCACTTCCATTACGAAGGCGGCATC

>infB-45
GCTTCGGGCGAAGCGGGCGGCATTACCCAGCATATCGGTGCGTACCACGTA
CAGACCGATAACGGCATGATCACCTTCCTGGATACCCCGGGCCACGCCGCG
TTTACCGCGATGCGTGCACGTGGTGCGCAGGCAACGGACATCGTGGTTCTG
GTGGTTGCGGCGGACGACGGCGTGATGCCGCAGACCATCGAAGCTATCCAG
CACGCGAAAGCGGCGAAAGTGCCGGTTGTCGTTGCGGTGAACAAAATCGAT
AAGCCTGACGCCGATCCGGATCGTGTTAAAAACGAACTGTCTCAGCACGGC
ATCATCCCGGAAGAGTGGGGCGGCGAGAGCCAGTTCGTCCACGTTTCTGCG
AAAGCGGGCACCGGTATCGATGAACTGCTGGACGCTATCCTGCTGCAGTCC
GAAGTTCTGGAACTGCACGCGGTACGTAAAGGC
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>pps-45
CATGGCAAGCAGGTGCGCATCGAAGATGTGCCGCAGGCTGAACGCGACCGT
TTCTGCATCACGCCGGAAGAAGTGCAGGAGCTGGCGAAACAGGCCGTACAG
ATTGAGAAACACTATGGCCGCCCGATGGATATCGAGTGGGCTAAAGACGGG
CACACCGGCAAGCTGTTTATCGTGCAGGCGCGCCCGGAAACCGTGCGTTCG
CGCGGCCAGGTGATGGAGCGCTACACGCTGCATTCCCAGGGCAAAGTCGTG
GCCGAAGGCCGCGCCATCGGCCACCGCATCGGCGCGGGCACCGTGAAGGTG
ATCCACGACATCAGCGAGATGAACCGCATTCAGCCGGGCGATGTGCTGGTC
ACCGACATGACCGACCCGGACTGGGAACCTATCATGAAAAAAGCGGCGGC
GATTGTCACCAACCGCGGCGGGCGCACCTGTCACGCGGCGATCATCGCCCG
CGAGCTGGGCATTCCGGCGGTGGTCGGCTGCGGCGAC

DS2:

>atpD-15
GAGCCGCCGGGAAACCGTCTGCGCGTTGCGCTGACCGGCCTGACCATGGCT
GAGAAATTCCGTGACGAAGGTCGTGACGTTCTGCTGTTCGTCGACAACATCT
ACCGTTACACCCTGGCCGGTACTGAAGTATCCGCACTGCTGGGCCGTATGCC
TTCAGCGGTAGGTTACCAGCCGACCCTGGCGGAAGAGATGGGCGTTCTGCA
GGAGCGTATCACCTCCACCAAAACCGGTTCTATCACCTCCGTACAGGCGGT
ATACGTACCGGCGGATGACTTGACTGACCCGTCACCAGCCACCACCTTTGCG
CACCTTGACGCAACCGTGGTACTGAGCCGTCAGATTGCTTCTCTGGGTATCT
ACCCGGCTGTTGACCCGCTGGATTCCACC

>fusA-8
GGTATCCTGGACGACGGTAAAGATACTCCGGCTGAGCGTCACGCTAGCGAT
GAAGAGCCGTTCTCTGCACTGGCGTTCAAAATCGCTACCGACCCGTTCGTTG
GTAACCTGACGTTCTTCCGCGTGTACTCTGGTGTGGTTAACTCTGGTGATAC
CATCCTGAACTCCGTGAAATCCGCACGTGAGCGTTTCGGTCGTATCGTTCAG
ATGCACGCTAACAAACGTGAAGAGATCAAAGAAGTTCGCGCAGGCGACATC
GCGGCTGCAATCGGTCTGAAAGACGTGACCACTGGTGACACTCTGTGTAAC
CCGGATCACCCGATCATTCTGGAGCGCATGGAGTTCCCTGAGCCGGTAATCT
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CTATCGCGGTTGAACCGAAAACCAAAGCTGACCAGGAAAAAATGGGTCTGG
CTCTGGGCCGTCTGGCTAAAGAAGAC

>gInS-39
CGCCTGAATCTGGAATATACGGTGATGTCCAAGCGTAAGCTGAACCTGCTG
GTTACCGATAAGCACGTCGAAGGCTGGGACGACCCGCGTATGCCGACGATT
TCCGGCCTGCGCCGCCGCGGTTATACTGCCGCGTCCATCCGTGAATTCTGCA
AGCGTATCGGTGTGACCAAGCAGGATAACACCGTGGAAATGGCGGCGCTGG
AAGCCTGTATTCGCGAAGATCTCAACGAGAATGCGCCGCGCGCGATGGCGG
TTATCGATCCGGTGAAACTGGTTATCGAAAACTACCCGCAGGGCCACAGCG
AAATGGTGTCGATGCCTAACCATCCGAACAAACCGGAAATGGGCAACCGCG
ACGTA

>gltB-36
AATCCGCAGGCGGACGCGGTGCGCGTGGAAGATGTCGAACCGGCAAGCGA
ATTGTTCAAACGCTTTGATACCGCGGCGATGTCCATCGGCGCACTGAGCCCG
GAAGCGCATGAGTCGCTGGCAGAGGCGATGAACAGCCTCGGCGGTTTCTCG
AACTCCGGCGAAGGCGGCGAAGATCCGGCGCGTTACGGCACCAATAAAGTG
TCGCGCATTAAGCAGGTCGCCTCCGGCCGCTTCGGCGTGACGCCCGCGTATC
TGGTCAACGCCGATGTGATTCAGATTAAAGTGGCGCAGGGCGCGAAGCCGG
GCGAAGGCGGTCAGTTACCTGGCGACAAAGTGACGCCGTACATCGCGCGTC
TGCGTTATTCGGTGCCGGGCGTGACGCTGATCTCCCCGCCGCCGCACCACGA
CATCTACTCGATTGAAGATCTGGCGCAGCTGATTTTCGACTTAAAACAGGTC
AACCCGAAGGCGATGATCTCCGTGAAGCTGGTGTCTGAGCCGGGC

>gyrB-38
TCGGCGGCGGAAGTTATCATGACCGTGCTGCACGCAGGCGGTAAATTTGAT
GATAACTCCTATAAAGTCTCCGGTGGTCTGCATGGCGTAGGCGTATCCGTGG
TTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTGATTCGCCGCGAAGGTAAAA
TCCACCAGCAAACTTATGTGCACGGCGTGCCGCAAGCGCCGCTGGCCGTCA
CCGGCGATACCGATCAGACCGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGTCTCGA
AACCTTCACCAACGTCACTGAGTTTGAATACGATATTCTGGCGAAGCGCCTG
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CGCGAACTCTCGTTCCTGAACTCCGGCGTGTCGATCCGTCTCGTGGATAAGC
GCGACGGCAAACAGGACCACTTCCACTACGAAGGCGGCATC

>infB-38
GCGTCTGGCGAAGCGGGTGGCATTACCCAGCACATCGGTGCATACCATGTG
CAGACCGATAACGGCATGATCACCTTCCTGGATACCCCGGGCCACGCCGCG
TTTACCGCGATGCGTGCACGTGGTGCGCAGGCAACGGACATCGTGGTTCTG
GTGGTTGCGGCGGACGACGGCGTGATGCCTCAGACCATCGAAGCTATCCAG
CACGCGAAAGCGGCGAAAGTGCCGGTTGTCGTTGCGGTGAACAAAATCGAT
AAGCCTGATGCCGATCCGGATCGCGTTAAAAACGAACTGTCTCAGCACGGC
ATCATCCCGGAAGAGTGGGGCGGCGATTGCCAGTTCGTCCACGTTTCTGCG
AAAGCGGGCACCGGTATCGATGAGCTGCTGGACGCTATCCTGCTGCAGTCC
GAAGTTCTGGAACTGAAAGCGGTACGTAAAGGT

>pps-47
CACGGCAAGCAGGTGCGCATCGAAGATGTGCCGCAGGCCGAACGCGACCGT
TTCTGCATCACGCCGGAAGAGGTGCAGGAGCTGGCGAAACAGGCCGTACAG
ATTGAGAAACACTATGGCCGCCCGATGGATATCGAGTGGGCTAAAGATGGC
CACACCGGCAAGCTGTTTATTGTCCAGGCGCGCCCGGAAACCGTGCGTTCG
CGCGGTCAGGTGATGGAGCGCTACACGCTGCATTCGCAGGGGAAAGTGGTA
GCGGAAGGCCGCGCCATCGGCCACCGCATCGGCGCGGGCACCGTGAAGGTC
ATTCATGACATCAGCGAGATGAACCGTATTCAGCCAGGCGATGTGCTGGTC
ACCGACATGACCGACCCGGACTGGGAACCTATCATGAAAAAAGCAGCGGC
GATTGTCACCAACCGCGGCGGGCGTACCTGTCACGCGGCGATCATCGCCCG
CGAGCTGGGTATTCCGGCGGTGGTTGGCTGCGGCGAC

ESI:
>atpD-3
GAGCCGCCGGGAAACCGTCTGCGCGTTGCGCTGACCGGCCTGACCATGGCT

GAGAAATTCCGTGACGAAGGTCGTGACGTTCTGCTGTTCGTCGACAACATCT
ACCGTTACACCCTGGCCGGTACTGAAGTATCCGCACTGCTGGGCCGTATGCC
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TTCAGCGGTAGGTTACCAGCCGACCCTGGCGGAAGAGATGGGCGTTCTGCA
GGAGCGTATCACCTCCACCAAAACCGGTTCTATCACCTCCGTACAGGCGGT
ATACGTACCGGCGGATGACTTGACTGACCCGTCACCAGCCACCACCTTTGCG
CACCTTGACGCAACCGTGGTACTGAGCCGTCAGATTGCTTCTCTGGGTATCT
ACCCGGCCGTTGACCCGCTGGATTCCACC

>fusA-8
GGTATCCTGGACGACGGTAAAGATACTCCGGCTGAGCGTCACGCTAGCGAT
GAAGAGCCGTTCTCTGCACTGGCGTTCAAAATCGCTACCGACCCGTTCGTTG
GTAACCTGACGTTCTTCCGCGTGTACTCTGGTGTGGTTAACTCTGGTGATAC
CATCCTGAACTCCGTGAAATCCGCACGTGAGCGTTTCGGTCGTATCGTTCAG
ATGCACGCTAACAAACGTGAAGAGATCAAAGAAGTTCGCGCAGGCGACATC
GCGGCTGCAATCGGTCTGAAAGACGTGACCACTGGTGACACTCTGTGTAAC
CCGGATCACCCGATCATTCTGGAGCGCATGGAGTTCCCTGAGCCGGTAATCT
CTATCGCGGTTGAACCGAAAACCAAAGCTGACCAGGAAAAAATGGGTCTGG
CTCTGGGCCGTCTGGCTAAAGAAGAC

>gInS-3
CGCCTGAATCTGGAATATACGGTGATGTCCAAGCGTAAGCTGAACCTGCTG
GTCACCGATAAGCACGTCGAAGGCTGGGACGACCCGCGTATGCCGACGATT
TCCGGCCTGCGCCGCCGCGGTTATACCGCCGCGTCCATCCGTGAATTCTGCA
AGCGTATCGGTGTGACCAAACAGGATAACACCGTGGAAATGGCGGCGCTGG
AAGCCTGCATTCGCGAAGATCTCAACGAGAACGCGCCGCGCGCGATGGCGG
TTATCGATCCGGTGAAACTGGTTATCGAAAACTACCCGCAGGGCCACAGCG
AAATGGTGTCGATGCCTAACCATCCGAACAAACCGGAAATGGGCAACCGCG
ACGTA

>gltB-3
AACCCGCAGGCGGACGCGGTGCGCGTGGAAGATGTCGAACCGGCGAGCGA
GCTGTTCAAACGTTTTGATACCGCGGCGATGTCTATCGGCGCGCTGAGCCCG
GAAGCGCATGAGTCGCTGGCGGAGGCGATGAACAGCCTCGGCGGTTTCTCG
AACTCCGGCGAAGGCGGCGAAGATCCGGCGCGTTACGGCACCAATAAAGTC
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TCGCGCATTAAGCAGGTGGCCTCCGGCCGCTTCGGCGTGACGCCCGCGTATC
TGGTCAACGCCGATGTGATTCAGATTAAAGTGGCGCAGGGCGCGAAACCGG
GCGAAGGCGGCCAGCTGCCTGGCGATAAAGTCACCCCGTACATCGCGCGTC

TGCGTTATTCGGTACCGGGCGTGACGCTGATCTCCCCGCCGCCGCACCACGA
CATCTACTCGATTGAAGATTTGGCGCAGCTGATTTTCGACTTAAAACAGGTC

AACCCGAAGGCGATGATCTCCGTGAAGCTGGTGTCTGAGCCGGGC

>gyrB-18
TCGGCGGCGGAAGTTATCATGACCGTTCTGCACGCAGGCGGTAAATTCGAT
GATAACTCCTATAAAGTCTCCGGTGGTCTGCATGGCGTAGGCGTATCCGTGG
TTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGCCGCGAAGGTAAAA
TCCACCAGCAGACTTACGTGCACGGCGTGCCGCAAGCGCCGCTGGCCGTCA
CCGGCGATACCGATCAGACCGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGTCTCGA
AACCTTCACCAACGTCACTGAGTTTGAATACGATATTCTGGCGAAGCGCCTG
CGCGAACTCTCGTTCCTGAACTCCGGCGTGTCGATCCGTCTCGTGGATAAGC
GCGACGGCAAACAGGACCACTTCCACTACGAAGGCGGCATC

>infB-46
GCATCTGGCGAAGCGGGTGGCATTACCCAGCACATCGGTGCATACCATGTG
CAGACCGATAACGGCATGATCACCTTCCTGGATACCCCGGGTCACGCCGCG
TTTACCGCGATGCGTGCACGTGGTGCGCAGGCAACGGATATCGTGGTTCTG
GTGGTTGCGGCGGACGACGGCGTGATGCCTCAGACCATCGAAGCTATCCAG
CATGCGAAAGCGGCGAAAGTGCCGGTTGTCGTTGCGGTGAACAAAATCGAT
AAGCCTGATGCCGATCCGGATCGCGTTAAAAACGAACTGTCTCAGCACGGC
ATCATCCCGGAAGAGTGGGGCGGCGATTGCCAGTTCGTCCACGTTTCTGCG
AAAGCGGGTACCGGTATCGATGAGCTGCTGGACGCCATCCTGCTGCAGTCC
GAAGTTCTGGAACTGAAAGCGGTACGTAAAGGT

>pps-46

CACGGCAAGCAGGTGCGCATCGAAGATGTGCCGCAGGCTGAACGCGACCGT
TTCTGCATCACGCCGGAAGAGGTGCAGGAGCTGGCGAAACAGGCCGTACAG
ATTGAGAAACACTATGGCCGCCCGATGGATATCGAGTGGGCTAAAGACGGC
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CATACCGGCAAGCTGTTTATCGTGCAGGCGCGCCCGGAAACCGTGCGTTCG
CGCGGCCAGGTGATGGAGCGCTACACGCTGCATTCCCAGGGGAAAGTGGTA
GCGGAAGGCCGCGCCATCGGCCACCGCATCGGCGCGGGAACCGTGAAGGT
GATCCACGACATCAGCGAGATGAACCGCATTCAGCCGGGCGATGTGCTGGT
CACCGACATGACCGACCCGGACTGGGAACCTATCATGAAAAAAGCGGCAGC
GATTGTCACCAACCGCGGCGGGCGTACCTGTCACGCGGCGATCATCGCCCG
CGAGCTCGGTATTCCGGCGGTGGTTGGCTGCGGCGAC

ES2:

>atpD-1
GAGCCGCCGGGAAACCGTCTGCGCGTTGCGCTGACCGGCCTGACCATGGCT
GAGAAATTCCGTGACGAAGGTCGTGACGTTCTGCTGTTCGTCGACAACATCT
ACCGTTACACCCTGGCCGGTACTGAAGTATCCGCACTGCTGGGCCGTATGCC
TTCAGCGGTAGGTTACCAGCCGACCCTGGCGGAAGAGATGGGCGTTCTGCA
GGAGCGTATCACCTCCACCAAAACCGGTTCTATCACCTCCGTACAGGCGGT
ATACGTACCGGCGGATGACTTGACTGACCCGTCACCAGCCACCACCTTTGCG
CACCTTGACGCAACCGTGGTACTGAGCCGTCAGATTGCCTCTCTGGGTATCT
ACCCGGCCGTTGACCCGCTGGATTCCACC

>fusA-1
GGTATCCTGGACGACGGTAAAGATACTCCGGCTGAGCGTCACGCTAGCGAT
GAAGAGCCGTTCTCTGCACTGGCGTTCAAAATCGCTACCGACCCGTTCGTTG
GTAACCTGACGTTCTTCCGCGTGTACTCTGGTGTGGTTAACTCTGGTGATAC
CATCCTGAACTCCGTGAAATCCGCACGTGAGCGTTTCGGTCGTATCGTACAG
ATGCACGCTAACAAACGTGAAGAGATCAAAGAAGTTCGCGCAGGCGACATC
GCGGCTGCTATCGGTCTGAAAGACGTGACTACTGGTGACACCCTGTGTAAC
CCGGATCACCCGATCATTCTGGAGCGCATGGAGTTCCCAGAGCCGGTAATC
TCTATCGCGGTTGAACCGAAAACCAAAGCTGACCAGGAAAAAATGGGTCTG
GCTCTGGGCCGTCTGGCTAAAGAAGAC
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>gInS-1
CGCCTGAATCTGGAATATACGGTGATGTCCAAGCGTAAGCTGAACCTGCTG
GTCACCGATAAGCACGTCGAAGGCTGGGACGACCCGCGTATGCCGACGATT
TCCGGCCTGCGCCGCCGCGGTTATACCGCCGCGTCCATCCGTGAATTCTGCA
AGCGTATCGGTGTGACCAAGCAGGATAACACCGTGGAAATGGCGGCGCTGG
AAGCCTGCATTCGCGAAGATCTCAACGAGAACGCGCCGCGCGCGATGGCGG
TTATCGATCCGGTGAAACTGGTTATCGAAAACTACCCGCAAGGCCACAGCG
AAATGGTGTCGATGCCTAACCATCCGAACAAACCGGAAATGGGCAACCGCG
ACGTA

>gltB-1
AACCCGCAGGCGGACGCGGTGCGCGTGGAAGATGTCGAACCGGCGAGCGA
GCTGTTCAAACGTTTTGATACCGCGGCGATGTCTATCGGCGCGCTGAGCCCG
GAAGCGCATGAGTCGCTGGCGGAGGCGATGAACAGCCTCGGCGGATTCTCA
AACTCCGGCGAAGGCGGCGAAGATCCGGCGCGTTACGGCACCAATAAAGTG
TCGCGCATTAAGCAGGTGGCCTCCGGCCGCTTCGGCGTGACGCCCGCGTATC
TGGTCAACGCCGATGTGATTCAGATTAAAGTGGCGCAGGGCGCGAAACCGG
GTGAAGGCGGTCAGCTGCCTGGCGATAAAGTCACCCCGTACATCGCGCGTC
TGCGTTATTCGGTGCCGGGCGTGACGCTGATCTCCCCGCCGCCGCACCACGA
CATCTACTCGATTGAAGATCTGGCGCAGCTGATTTTCGACTTAAAACAGGTC
AACCCGAAGGCGATGATCTCCGTGAAGCTGGTGTCTGAGCCGGGC

>gyrB-1
TCGGCGGCGGAAGTTATCATGACCGTTCTGCACGCAGGCGGTAAATTCGAT
GATAACTCCTATAAAGTCTCCGGTGGTCTGCATGGCGTAGGCGTATCCGTGG
TTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGCCGCGAAGGTAAAA
TCCACCAGCAAACTTACGTGCACGGCGTGCCGCAAGCGCCGCTGGCTGTAA
CCGGCGACACCGATCAGACCGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGTCTCG
AAACCTTCACCAACGTCACTGAGTTTGAATACGATATTCTGGCGAAGCGCCT
GCGCGAACTCTCGTTCCTGAACTCCGGCGTGTCGATCCGTCTCGTGGATAAG
CGCGACGGCAAGCAGGACCACTTCCATTACGAAGGCGGCATC
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>infB-1
GCATCTGGCGAAGCGGGCGGCATTACCCAGCACATCGGTGCATACCATGTG
CAGACCGATAACGGCATGATCACCTTCCTGGATACCCCGGGTCACGCCGCG
TTTACCGCGATGCGTGCACGTGGTGCGCAGGCAACGGATATCGTGGTTCTG
GTGGTTGCGGCGGACGACGGCGTGATGCCTCAGACCATCGAAGCTATCCAG
CATGCGAAAGCGGCGAAAGTGCCGGTTGTCGTTGCGGTGAACAAAATCGAT
AAGCCTGATGCCGATCCGGATCGTGTTAAAAACGAACTGTCTCAGCACGGC
ATCATCCCGGAAGAGTGGGGCGGCGATTGCCAGTTCGTCCACGTTTCTGCG
AAAGCGGGCACCGGTATCGATGAGCTGCTGGACGCCATCCTGCTGCAGTCC
GAAGTTCTGGAACTGAAAGCGGTACGTAAAGGT

>pps-1
CACGGCAAACAGGTGCGCATCGAAGATGTGCCGCAGGCCGAACGCGACCGT
TTCTGCATCACGCCGGAAGAGGTGCAGGAGCTGGCGAAACAGGCCGTACAG
ATTGAGAAACACTATGGCCGCCCGATGGATATCGAGTGGGCTAAAGATGGC
CACACCGGCAAGCTGTTTATTGTCCAGGCGCGCCCGGAAACCGTGCGCTCG
CGCGGTCAGGTGATGGAGCGCTACACGCTGCATTCCCAGGGGAAAGTGGTA
GCGGAAGGCCGCGCCATCGGCCACCGCATCGGCGCGGGCACCGTGAAGGTG
ATCCACGACATCAGCGAGATGAACCGTATTCAGCCAGGCGATGTGCTGGTC
ACCGACATGACCGACCCGGACTGGGAACCTATCATGAAAAAAGCGGCGGC
GATTGTCACCAACCGCGGCGGGCGTACCTGCCACGCGGCGATCATCGCCCG
CGAGCTCGGTATTCCGGCGGTGGTTGGCTGCGGCGAC

HS1:

>atpD-15
GAGCCGCCGGGAAACCGTCTGCGCGTTGCGCTGACCGGCCTGACCATGGCT
GAGAAATTCCGTGACGAAGGTCGTGACGTTCTGCTGTTCGTCGACAACATCT
ACCGTTACACCCTGGCCGGTACTGAAGTATCCGCACTGCTGGGCCGTATGCC
TTCAGCGGTAGGTTACCAGCCGACCCTGGCGGAAGAGATGGGCGTTCTGCA
GGAGCGTATCACCTCCACCAAAACCGGTTCTATCACCTCCGTACAGGCGGT
ATACGTACCGGCGGATGACTTGACTGACCCGTCACCAGCCACCACCTTTGCG
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CACCTTGACGCAACCGTGGTACTGAGCCGTCAGATTGCTTCTCTGGGTATCT
ACCCGGCTGTTGACCCGCTGGATTCCACC

>fusA-14
GGTATCCTGGACGACGGTAAAGATACTCCGGCTGAGCGTCACGCTAGCGAT
GAAGAGCCGTTCTCTGCACTGGCGTTCAAAATCGCTACCGACCCGTTCGTTG
GTAACCTGACGTTCTTCCGCGTGTACTCTGGTGTGGTTAACTCTGGTGATAC
CATCCTGAACTCCGTGAAATCCGCACGTGAGCGTTTCGGTCGTATCGTACAG
ATGCACGCTAACAAACGTGAAGAGATCAAAGAAGTTCGCGCAGGCGACATC
GCGGCTGCAATCGGTCTGAAAGACGTGACCACTGGTGACACCCTGTGTAAC
CCGGATCACCCGATCATTCTGGAGCGCATGGAGTTCCCTGAGCCGGTAATCT
CTATCGCGGTTGAACCGAAAACCAAAGCTGACCAGGAAAAAATGGGTCTGG
CTCTGGGCCGTCTGGCTAAAGAAGAC

>gInS-15
CGCCTGAATCTGGAATATACGGTGATGTCCAAGCGTAAGCTGAACCTGCTG
GTCACCGATAAGCACGTCGAAGGCTGGGACGACCCGCGTATGCCGACGATT
TCTGGCCTGCGCCGCCGCGGTTATACCGCCGCGTCCATCCGTGAATTCTGCA
AGCGTATCGGTGTGACCAAACAGGATAACACCGTGGAAATGGCGGCGCTGG
AAGCCTGCATTCGCGAAGATCTCAATGAGAACGCGCCGCGCGCGATGGCGG
TTATCGATCCGGTGAAACTGGTTATCGAAAACTACCCGCAAGGCCACAGCG
AAATGGTGTCGATGCCTAACCATCCGAACAAACCGGAAATGGGTAACCGCG
ACGTA

>gltB-13
AACCCGCAGGCGGACGCGGTGCGCGTGGAAGATGTCGAACCGGCGAGCGA
GCTGTTCAAACGTTTTGATACCGCGGCGATGTCTATCGGCGCGCTGAGCCCG
GAAGCGCATGAGTCGCTGGCGGAGGCGATGAACAGCCTCGGCGGTTTCTCG
AACTCCGGCGAAGGCGGCGAAGATCCGGCGCGTTACGGCACCAATAAAGTC
TCGCGCATTAAGCAGGTGGCCTCCGGCCGCTTCGGCGTGACGCCCGCGTAC
CTGGTTAACGCCGATGTGATTCAGATTAAAGTGGCGCAGGGCGCGAAACCG
GGCGAAGGCGGCCAGCTGCCTGGCGATAAAGTCACCCCGTACATCGCGCGT
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CTGCGTTATTCGGTGCCGGGCGTGACGCTGATCTCTCCGCCGCCGCACCACG
ACATCTACTCGATTGAAGATCTGGCGCAGCTGATTTTCGACTTAAAACAGGT
CAACCCGAAGGCGATGATCTCCGTGAAGCTGGTGTCTGAGCCGGGC

>gyrB-22
TCGGCGGCGGAAGTTATCATGACCGTGCTGCACGCAGGCGGTAAATTTGAT
GATAACTCCTATAAAGTCTCCGGTGGTCTGCACGGCGTGGGCGTATCCGTGG
TTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGCCGCGAAGGTAAAA
TCCACCAGCAAACTTACGTGCACGGCGTGCCGCAAGCGCCGCTGGCCGTAA
CCGGCGACACCGATCAGACCGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCGAGCCTTG
AAACCTTCACCAACGTCACTGAGTTTGAATACGATATTCTGGCGAAGCGCCT
GCGCGAACTCTCGTTCCTGAACTCCGGCGTGTCGATTCGTCTCGTGGATAAG
CGCGACGGCAAGCAGGACCACTTCCATTACGAAGGCGGTATC

>infB-5
GCATCTGGCGAAGCGGGTGGCATTACCCAGCACATCGGTGCATACCATGTG
CAGACCGATAACGGCATGATCACCTTCCTGGATACCCCGGGTCACGCTGCG
TTTACCGCGATGCGTGCACGTGGTGCGCAGGCAACGGATATCGTGGTTCTG
GTGGTTGCGGCGGACGACGGCGTGATGCCTCAGACCATCGAAGCTATCCAG
CACGCGAAAGCGGCGAAAGTGCCGGTTGTCGTTGCGGTGAACAAAATCGAT
AAGCCTGATGCCGATCCGGATCGTGTTAAAAACGAACTGTCTCAGCACGGC
ATCATCCCGGAAGAGTGGGGCGGCGATTGCCAGTTCGTCCACGTTTCTGCG
AAAGCGGGTACCGGTATCGATGAGCTGCTGGACGCCATCCTGCTGCAGTCC
GAAGTTCTGGAACTGAAAGCGGTACGTAAAGGT

>pps-16
CACGGCAAGCAGGTGCGCATCGAAGATGTGCCGCAGGCCGAACGCGACCGT
TTCTGCATCACGCCGGAAGAGGTGCAGGAGCTGGCGAAACAGGCTGTACAG
ATTGAGAAACACTATGGCCGCCCGATGGATATCGAGTGGGCTAAAGATGGC
CACACCGGCAAGCTGTTTATTGTCCAGGCGCGCCCGGAAACCGTGCGCTCG
CGCGGTCAGGTGATGGAGCGCTACACGCTGCATTCCCAGGGGAAAGTGGTA
GCGGAAGGCCGCGCCATCGGCCATCGCATTGGCGCGGGCACCGTGAAGGTC
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ATTCATGACATCAGCGAGATGAACCGTATTCAGCCAGGCGATGTGCTGGTC
ACCGACATGACCGACCCGGACTGGGAACCTATCATGAAAAAAGCGGCGGC
GATTGTCACCAACCGCGGCGGGCGTACCTGTCACGCGGCGATCATCGCCCG
CGAGCTGGGTATTCCGGCGGTGGTTGGCTGCGGCGAC
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