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1. GIRIS

1.1. Salmonella Tarihgesi ve Klasifikasyonu

Salmonella ilk kez 1880 yilinda tifodal basil olarak bakteriyolog Ebert ve Koch
tarafindan tanimlanmig, 1885 yilinda Daniel Elmer Salmon adli bilim adami tarafindan
domuz kolera basili olarak adlandirilmistir. 1900 yilinda Salmonella cinsi, Lignieres
tarafindan olusturulmus, 1901 yilinda ise kiltirel ve serolojik ayrimi Schottmiiller

tarafindan gergeklestirilmistir (Adams ve Moss, 1995; Bell ve Kyriakides, 2002).

1926 yilinda Kklasifikasyonu igin ilk antijenik sema, White tarafindan
gelistirilmistir. 1952 yilinda “Uluslararas1 Sistematik Bakteriyoloji Enterobacteriaceae
Alt Komitesi”, Kauffmann ve Edwards araciligiyla Salmonella enterica tur isminin
kullanilmasini teklif etmistir. 1961 yilinda antijenik sema, “Kauffmann-White semas1”
olarak genisletilmistir (D'Aoust ve ark., 1992). 1987 yilinda ise Le Minor ve Popoff,
Salmonella’larin biyokimyasal ve genomik benzerlikleri dikkate alinarak, 7 alttiir olarak
smiflandirilmasmi 6nermistir. (Le Minor ve Popoff, 1987). Popoff ve ark. (1998)’nin
1996 yilinda yaptigi klasifikasyona gore Salmonella cinsi, tiim serovarlar1 (yaklasik
2600) kapsayan Salmonella enterica ve Salmonella bongori olmak uUzere iki tire
ayrilmigtir. Salmonella tiyelerinin neredeyse tamamina yakinini i¢eren enterica tir(;
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae ve indica olmak tzere altturlerden
olusmaktadir. Salmonella enterica subsp. enterica (1), 1547; Salmonella enterica subsp.
salamae (Il), 513; Salmonella enterica subsp. arizonae (Il1a), 100; Salmonella enterica
subsp. diarizonae (I11b), 341; Salmonella enterica subsp. houtenae (1V), 73; Salmonella
enterica subsp. indica (VI1), 13 serotipe sahiptir. Cinsteki diger tiir Salmonella bongori
(V) ise yaklasik 22 serotipten olusmaktadir (ISO 6579, 2002; Patrick ve ark., 2007).



Konak spesifitelerine gore 6zel infeksiyon olusturan serotipler Salmonella Typhi
(insan), Salmonella Choleraesuis (domuz), Salmonella Pullorum ve Gallinarum
(kanatli), Salmonella Dublin (sigir), Salmonella Abortus ovis (koyun), Salmonella
Abortus equi (at)’dir. Konak spesifik olmayan ve hem insanlari hem hayvanlar: infekte
eden gida kaynakli hastaliklardan sorumlu serotiplere 6rnek olarak ise Infantis, Hadar,
Enteritidis, Typhimurium, vb. 6rnek verilebilir. Serotipler ayrica tifoidal ve paratifoidal
etkenler olarak da smiflandirilmaktadir. Paratifoidal serotipler; Typhimurium,
Enteritidis ve Montevideo gibi serotipler iken tifoidal serotipler kanatlida Pullorum,
Gallinarium, insanda ise cinsin ilk izole ve identifiye edilen Uyesi olan Typhi ile
Paratyphi A, B, C’dir (Sekil 1) (Teplitski ve Ahmer, 2004; Songer ve Post, 2005).

Cins ‘ Salmonella \
S. bongeri ;
Tii = . o
'
Alttiir enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica
) I 1 ITla [11] v Vi
\

|
| |

-
Tifoidal Non-tifoidal

Serotip

&rn: S. Typhi & Paratyphi grn: S. Typhimurium & Enteritidis

p.
Tifoidal & Paratifoidal Sastroentert &
- larda Tainies|

Form (insanards) (insan ve hayvanlarda)

Sekil 1. Salmonella turlerinin ve alttiirlerinin klasifikasyonu.



1.2. Etiyoloji

Enterobacteriacea ailesinde bulunan Salmonella cinsi; Gram negatif, fakultatif
anaerob, comak seklinde (0.7-1.5 x 2-5 um) bakterilerden olugsmaktadir. Genel olarak;
antijeniteden sorumlu yiizey bilesenleri, hiicre duvari, hiicre zar1 ve sitozolden olusur.
Peritrik flagella ile hareket edebilen (S. Pullorum ve S. Gallinarum serotipleri harig)
etkenlerdir. Genis bir tireme sicakligi araligina sahip olan etken (optimal Ureme
sicakhig1 37°C); kat1 besiyerinde diiz, yuvarlak ve parlak koloniler olusturur (izgiir,
2006; Akan, 2008). Ayrintili olarak biyokimyasal ve kiiltiirel 6zellikleri Sekil 2’de
verilmistir (Shivaprasad, 2000).

Cins Salmonella Gram boyama negatif
O/F fakuiltatif Oksidaz negatif
Katalaz pozitif Suikroz negatif
Gaz pozitif Laktoz negatif
H,S pozitif B-galaktozidaz negatif
Glikoz pozitif indol negatif
Metil red pozitif Ure negatif
Lizin pozitif Arjinin degisken
Lizin dekarboksilaz pozitif Ornitin degisken
Hareket degisken Sitrat degisken

Sekil 2. Salmonella’larin kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri.

1.3. lzolasyon ve Identifikasyon

Salmonella izolasyon ve identifikasyonu, uluslararasi altin standart olarak kabul
edilen 1SO 6579 standartma gore yapilmaktadir. izolasyon; ©n zenginlestirme,
zenginlestirme ve selektif zenginlestirme asamalarindan olusmaktadir. izolasyon
standartinin  sensitivitesi 25 g oOrnekte 1 CFU (colony forming unit)’dur. On

zenginlestirme agamasinda 225 ml selektif olmayan Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS)



ile 25 g oOrnegin 18-24 saat 37°C’de inkiibasyonu yapilir. Zenginlestirme icin ise
Modifiye Rappaport Vassiliadis (MRSV) yar1 kati besiyerinde, 18-24 saat 42°C’de
inkiibasyon yapilir. Izolasyonun son asamasinda selektif besiyeri Ksiloz Lizin
Deoksikolat (XLD) agarda koloniler, 18-24 saat 37°C’de inkubasyon ile Uretilir.
Identifikasyon icin Nutrient agarda iiretilen koloniler ile biyokimyasal ve serolojik
konfirmasyon yapilir. Bu asamada yuzey ve flagellar antijenlere spesifik olan, tavsan
plazmasindan elde edilen poli ve mono antiserum setleri ile Kauffmann-White-Le
Minor semasindan faydalanilir (ISO 6579, 2002; ISO 6579, 2012).

Kauffmann-White-Le Minor semasinda Salmonella etkenleri, ylzey ve flagellar
antijenik yapilarina gore formiilize edilerek siniflandirilmistir. Lipopolisakkarit (LPS)
yapili birden fazla O antijeni sayesinde A’dan Z’ye kadar harflerle temsil edilen
“serogrup” ya da diger bir deyisle “O grubu” tayini yapilmaktadir. Aynmi grup
icerisindeki antijenik faktorler ise virgiil ile ayrilmaktadir. Serotiplendirmede faydanilan
antijenik yapilardan biri de flagellada yer alan flagellar protein, flagellindir. Antijenik
olarak degisken olan flagellin pargasi, bakteri yiizeyinde yer almaktadir. Salmonella
serotiplerinde iki farkli gen tarafindan koordineli sekilde “Faz 1” ve “Faz 2” olmak
iizere farkli H antijenleri eksprese edilir. Boylece tek bir bakteride ayni zamanda
yalnizca bir tip flagellar antijen eksprese olmaktadir. Fazlardan biri rakam ile digeri ise
harf ile temsil edilmektedir. Hareketsiz serotipler olan Salmonella Pullorum ve
Gallinarum serotiplerinde iki faz da bulunmamaktadir. Tek bir flagellinin eksprese
oldugu S. Enteritidis gibi monofazik Salmonella serotipleri de mevcuttur. Salmonella
serotipleri antijenik formtlasyonunda O antijenleri ve H antijenleri faktorleri virgil ile
ayrilmaktadir (Sekil 3). 2600°den fazla Salmonella serotipine ait antijenik
formilasyonlar Kauffmann-White-Le Minor semasinda yer almakta ve serogruplar,
serotip adlari, O antijenleri, H antijenleri gosterilmektedir (Popoff ve ark., 1997; Patrick
ve ark., 2007).



FazlH Faz2H

Serovar ah O antijeni P .
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Infantis 6714 . s

Sekil 3. S. Infantis’in Kauffmann-White-Le Minor semasina gore antijenik formilasyonu.

Salmonella identifikasyonu igin tercih edilen bir diger metot ise yiiksek
sensitivite, spesifite ve kisa siireli sonu¢ vermesi bakimmdan konvansiyonel Polymerase
Chain Reaction (PCR) teknikleri olmustur. PCR metotlarinda oriC geni, invA geni ve
rfb geni gibi pek ¢ok gen cle alinarak identifikasyon yapilmaktadir. Ribotiplendirme,
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), Multilocus Enzyme
Electrophoresis (MLEE), Multilocus Sequence Typing (MLST) gibi analizler ise
izolatlar1 iliskilendirmek ve koken bazinda degerlendirmek igin Salmonella
caligmalarinda sik sik tercih edilen genotipik analiz yontemleridir (Kidgell ve ark.,
2002; Cheraghchi ve ark., 2014; Durul ve ark., 2015).

1.4. Epidemiyoloji

Salmonellozis, diinya ¢apinda en sik goriilen ikinci zoonotik enfeksiyondur.
Nontifodial Salmonella etkenlerinin neden oldugu, yillik 93.8 milyon gastroenterit ve
155.000 6liim vakasinin oldugu tahmin edilmektedir. Bu durumda, etkenin habitatinin
bagirsak olmasi etkilidir. Hayvanlara etkenlerin nasil bulastigmi bulmaya yonelik
calismalar devam etmekle birlikte, Salmonella etkenlerinin uygun infeksiyon dozu ve
konak bagisiklik durumunda insanlarda neden oldugu gastroenterit, tifo, paratifo,
septisemi hastaliklarinin bu siklikta goriilmesinde kontamine hayvansal gidalarin primer

kaynak olarak etkili oldugu anlasilmistir (Almeida ve ark., 2013).



S. enterica subsp. enterica, insan ve hayvanlardaki Salmonella infeksiyonlarinin
yaklagik %99’undan sorumludur. 2010 yilinda tiim Salmonella infeksiyonlarinda
%47°1ik oranla en sik goriilen etken S. enterica serovar Enteritidis, ikincisi %41 oranla
S. enterica Typhimurium’dur (EFSA ve ECDC, 2012; Toboldt ve ark., 2013).
Salmonella infeksiyonlarinin = %25.3tinti  diger non-tifoidal serovarlar Infantis,
Mbandaka, Agona, Kentucky, Virchow ve Newport olusturmaktadir. S. enterica subsp.
enterica iginde yer alan bir serotip olan Salmonella Infantis; 2001°den bu yana insandan
izole edilen 10 yaygin serotip i¢in konak spesifik olmayanlar arasinda ilk sirada izole
edilen paratifoidal serotiptir (Miller ve ark., 2010). Bu serotip, dinyada 2600
Salmonella serotipi arasinda kanatli hayvanlardan en ¢ok izole edilen serotipler arasinda
ilk siralarda yer almaktadir. Son 20 yilda 6zellikle gelismekte olan iilkelerde yiiriitiilen
calismalarda baskin iki serotipin basknlhiginin giderek azaldigi ve S. Infantis basta
olmak iizere, nontifoidal serotiplerin sikliginin arttigi tespit edilmistir (Lublin ve ark.,
2015). Insanlardaki S. Infantis salgmlarmin Oncelikli rezervuari olarak hayvanlar
Ozellikle de kanath populasyonu gelmektedir. S. Infantis’in  Salmonella
enfeksiyonlarinda etkinliginin hizli bir sekilde artmasi, tiim ¢iftlik hayvanlarinda yaygin
olarak bulunan bir serotip olmasi yaninda, ¢oklu ila¢ direnclilik regiilasyonunda icerdigi
genetik elastisiteden kaynaklanmaktadir. Giinlimiizde tiim diinyada c¢oklu ilag
direnglilik sistemlerinin tespit edildigi serotiplerin basinda yine S. Infantis gelmektedir
(Chessa ve ark., 2008b).

S. Infantis izolatlarinin epidemiyolojik yonlii arastirmalari, zoonoz olan bu
etkenin koruma ve kontrolii agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla; Ribotiplendirme,
RFLP, AFLP, PFGE, MLST gibi genotipik analiz yontemleri izolatlar1 iliskilendirmek
ve koken bazinda degerlendirmek i¢in kullanilir. Bu noktada, izolasyon sonrasi
identifikasyon i¢in yapilan biyokimyasal testler ve serotiplendirme metotlar1 neredeyse
80 yildir kullanilmakla beraber yalnizca fenotipik bilgi saglarken; suslar arasindaki
filogenetik iliskiyi ortaya koymakta yetersiz kalmaktadir. Serotip ile gida kaynagi-
cografik izolasyon bdlgesi arasindaki iligki hakkinda elde edilen geriye doniik bir bilgi,
ortaya cikan salgmnlarin arastirilmasmi kolaylastrmas: nedeniyle, enfeksiyonlarin

Oonlenmesi adma yapilan etkenlerin sacilimi, yayilimi, genetik iligkisini aragtiran



caligmalarda DNA tabanli tiplendirme metotlar1 sik¢a kullanilmaktadir. Bu metotlardan
biri olan MLST, Salmonella filogenetik ve epidemiyolojik ¢alismalar1 ile populasyon
yapisint belirlemekte kullanilan genotiplendirme analizlerinin basinda gelmektedir.
Yapisal genlerin niikleotid dizilimlerini karsilastirarak; serotipler ya da suglar arasi
cesitliligin, genetik kiimeler icinde goOsterilmesine ve bulasma rotasmin saptanmasina
olanak saglamaktadir (Kidgell ve ark., 2002).

1.5. Multilocus Sequence Typing

Ik kez 1998 yilinda gelistirilen ve altin standart kabul edilen MLST analizi,
Salmonella filogenetik (mikro evrimsel ¢aligmalar) ve epidemiyolojik ¢alismalari ile
populasyon yapisini belirlemekte kullanilan genotiplendirme analizlerinin baginda
gelmektedir (Maiden ve ark., 1998; Achtman ve ark., 2012). Normal patofizyolojik
sartlarda bir organizmanimn tim hicrelerinde ifade edilen, temel bir hiicresel fonksiyon
icin gerekli bilesenleri kodlayan genler olarak tanmimlanan “housekeeping” genler
dizilenerek yapilan bir molekiler tiplendirmedir. Tipik bir MLST yaklasiminda, nokta
mutasyonlarmin ¢ok daha yiiksek frekans ile tespit edilmesi beklenir. Bu nedenle, suslar
arasinda total dizi benzerligine bakilmaz. Bunun yerine ele alinan her bir lokus i¢in, bu
lokusun zaten bilinen dizileri identifikasyonda kullanilr ve bu asamada
veritabanlarindan faydalanilir (Bionumerics Company, 2006). Genel olarak; veri
toplanmasi, veri analizi ve ¢oklu dizi analizi olmak iizere 3 asamada tamamlanir. ilk
olarak, varyasyonlarin belirleyici identifikasyonu i¢in housekeeping gen fragmentlerinin
niikleotid sirasi saptanir yani dizilenir. Ikinci olarak; tiim genler icin gerceklestirilen
veri analiziyle her bir gen icin allel numarast belirlenir. Son olarak bu allellerin
kombinasyonuyla elde edilen allelik profil sayesinde sekans tip atanir. Yeni alleller
veya yeni sekans tipi bulunursa konfirmasyon sonrasinda veri tabanina kaydi

gergeklestirilir (Multilocus Sequence Typing, 2017).



Salmonella enterica subsp. enterica alt tiirii diizeyinde yapilan MLST analizinde 7
housekeeping gen fragmenti karakterize edilir. Bunlar; aroC (korizmat sentaz, 826 bp),
dnaN (DNA polimeraz 111 beta alt birimi, 833 bp), hemD (uroporfirinojen Il kosentaz,
666 bp), hisD (histidinol dehidrogenaz, 894 bp), purkE (fosforibozilaminoimidazol
karboksilaz, 510 bp), sucA (alfa ketoglutarat dehidrogenaz, 643 bp) ve thrA
(aspartokinaz ve hemoserin dehidrogenaz, 852 bp) genleridir. Sirasiyla aromatik amino
asit sentezi, DNA sentezi, demirli porfirin (hem) sentezi, esansiyel amino asit
metabolizmasi, plirin niikleotid sentezi, oksijenli solunum metabolizmasi ve esansiyel
amino asit metabolizmasida gorev alan 6nemli hicresel bilesenleri sentezleyen bu
genler; bakterilerde bir genin alternatif formlar1 olarak tarif edilen “alleller” seklinde
bulunur. MLST, her bir gen i¢in ¢ok sayida olan bu allellerin tespit edilmesine dayanir.
Guncelenen 2017 Nisan ay1 Vverileri dahilinde aroC 711, dnaN 629, hemD 591, hisD
903, purE 723, sucA 684 ve thrA 746 farkl allele sahiptir. DNA dizi analizi ile her bir
gen icin elde edilen allellerin kombinasyonuyla sus diizeyinde sekans tip elde edilir
(Sekil 4). Guncellenen “http://pubmist.org/” veri tabaninda Salmonella enterica icin
3851 sekans tipi bulunmaktadir (Torpdahl ve ark., 2005; University of Oxford, 2010).
220.000'den fazla allelik profil ve 65.973 Salmonella susu kapasitesine sahip oldugu
diistiniildiigiinde MLST veritabanmin veri setinin genisligi daha iyi anlasilmaktadir.
Ayrica diinya c¢apinda yapilan arastirmalarda elde edilen yeni sekans tipleri bu

veritabanina sik sik girilmekte ve veriler giincellenmektedir (Ho ve ark., 2017).
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Sekil 4. Salmonella enterica MLST sablonu. Housekeeping genlerin altinda belirtilen rakamlar
her bir gene ait alleli, ST (sekans tip) altinda belirtilen rakam ise bu allelik kombinasyon sonucu
elde edilen sekans tipi gostermektedir.



Yetmisdokuz ulasilabilir  veritaban1  sayesinde Acinetobacter baumannii,
Burkholderia cepacia, Campylobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica ve diger organizmalara ait MLST
dizileri, allel numaralar1 ve bu allelik profile atanan sekans tiplerine kolayca ulasilabilir.
Bunlardan en Onemlileri; “mlst.net ve “pubmlst.org” (Imperial College, 2007;
University of Oxford, 2010)’dir. Bu sayede; MLST analizi, sonuglarinin elektronik
ortama aktarilabilmesi, kolayca saklanabilmesi ve tiplendirilen herhangi bir susun
sonucunu daha onceden var olanlarla kiyaslama olanagmin bulunmasi, filocografik ve
konak sipesifitesi hakkinda ipuglari vermesi bakimindan oldukca avantajlidir. Ayrica bu
veritabanlar1 yeni sekans tiplerinin kaydedilebilmesine ve global bilgi degisimlerine
gore giincel rakamlarin goriilebilmesine olanak saglar (Achtman ve ark., 2012). Hizli ve
uygulamas1 kolay olan bu teknigin en Onemli avantajlarindan birisi de, genomun
tamammin dizilenmesine gerek duyulmamasidir (IRMA, 2012). MLST'nin rutin
kullanimina gecis, tiim genoma dayali dizi tabanli tiplendirme metotlarindan daha
uygun olarak; uzun vadede Salmonella bulasma rotalarmin net bir goriintiisiinii
saglamakta ve kontrol caligmalarin1 kolaylagtrmaktadir. Laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilir sonuglar almabilme olasilig1 olduk¢a yiiksektir. MLST, dogrudan klinik
orneklere de uygulanabilmektedir (Kidgell ve ark., 2002; Taylor ve Fisher, 2003; David
ve ark., 2005; Andrei ve Zervos, 2006). Bununla birlikte MLST analizi; daha ¢ok klonal
diizeyde degerlendirme saglamasi, karsilastirma yapilmasi, yorumlanmasmin kolayligi
bakimindan PFGE, AFLP, RFLP gibi genotiplendirme metotlarindan daha avantajlidir
(Torpdahl ve ark., 2005; Nuesch ve ark., 2015). MLST; MLEE'nin tahmin edemedigi
aminoasit degisikligine yol agmayan sessiz mutasyonlar dahil tiim dizi degisimlerini
tespit eden hassasiyeti sayesinde, molekiiler saat orani karsilastirmasmna dayali tim
bakteriyel gruplandirmalar i¢in kullanilabilir (Kidgell ve ark., 2002). Ayrica kisa vadeli
epidemiyolojik calismalarda serotiplendirme, ek metotlar olmadan yetersiz kalmaktadir.
Bu nedenle subjektif gbzlemlerin olmadigi MLST, Salmonella smniflandiriimasinda
serotiplendirmenin yerini alabilecek gucli bir metottur (Achtman ve ark., 2012; Ranieri
ve ark., 2013).


http://www.mlst.net/
http://www.pubmlst.org/
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En temel ve yaygin kullanima sahip 7 housekeeping gene dayali MLST semasina
ek olarak cesitli semalar gelistirilmistir. Bunlardan birisi, “16S rRNA, pduF, gInA, ve
manB” olmak Uzere 4 polimorfik gene dayali MLST semast olup, serotipler arasi
ayirimda verimi artirmaya yonelik kullanilir (Kotetishvili ve ark., 2002). Salmonella’da
polimorfik olmayan ve tek basina tiplendirmede kullanilamayan 16S rRNA gen
bolgesinin identifikasyona kullanilabilmesine olanak saglar. Virlilens genler spaM, hilA
ve fimbrial genler pefB, fimH semaya eklenerek olusturulan semalar ile ayirim giicii
daha yuksek seviyeye cekilir (Wattiau ve ark., 2011). Ayrica Tankouo-Sandjong,
tarafindan gelistirilen gyrB, atpD housekeeping genleri ve fljB, fliC flagellin genleri ile
yapilan MLST kombinasyonu da alternatif olarak mevcuttur (Tankouo-Sandjong ve
ark., 2007). Baz1 MLST semalar1 ayirim giici, PFGE ayirim giiciinden daha yiiksek
olup insan saglgiyla yakindan iliskili Salmonella serotiplerini ayrintili olarak
incelemeye olanak saglamaktadir. Ayrica PFGE’nin sadece restriksiyon enzimi spesifik
aktivitesine gore olusan bantlar Uzerinden tiplendirme yaparak, kesim bdlgeleri
disindaki mutasyonlar1 saptayamamasi gibi dezavantajlar1 diisiiniildiiglinde tek nokta
mutasyonlarmi kolaylikla saptayarak, tek bir niikleotid farkliliginda yeni bir allel atayan
MLST nin segiciligi 6n plana ¢ikmaktadir. 16S rRNA geni ile yapilan bir diger kombin
ise pduF, gInA ve manB genleri kombinasyonudur. Bu 4 gene dayali MLST semasi
PFGE’den daha yiiksek ayirim giiciine sahip olup, 16S rRNA gen bdlgesinin
tiplendirmede kullanilabilmesine olanak saglayan bir diger sema olarak mevcuttur
(Kotetishvili ve ark., 2002). Profaj genleri veya virulens sseL, fimH genleri ile CRISPR
dizilerini hedef alan kombine MLST semasi da giincel ve ayirim giicii yiiksek
semalardir (Ross ve Heuzenroeder, 2005; Liu, 2011). Tim bu varyant MLST semalar1
yeni kullanilmaya baslanmis olup, Oniimiizdeki yillarda kapsamli ve ulasilabilir
veritabanlarma sahip olacaklar1 disiinilmektedir. Boylelikle MLST, tiplendirmeyi
yiksek ayirim giicliyle sus bazinda yaptigi icin filogenetik analizlerde grup
olusturmakta kullanilamayan PFGE gibi genotiplendirme metotlarindan avantajli olup,
suslar1 gruplar i¢ine yerlestirmeyi amaglayan epidemiyolojik c¢aliymalarda kullanish

hale gelir (Durul ve ark., 2015).
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1.6. Filogenetik Analiz

Filogenetik aga¢, organizmalar arasindaki evrimsel iligkiyi arastiran filogenetik
bilimi kapsaminda kullanilan ve belirli parametreler dogrultusunda organizmalar arasi
(morfolojik, genotipik, fizyolojik, vb.) farkliliklarn grafiksel olarak gosterimine verilen
addrr. Organizmalar arasi evrimsel iligkileri gosteren filogeniler, “evrim agac1” ya da
“yasam agacr” olarak da bilinmektedir. Filogenetik agaglar; kokli, koksiiz ya da
dendrogram, kladogram ve filogram olarak farkli gruplandirmalara sahiptirler. Bu
noktada olusturulan agacta yer alan taksonlar ortak bir atadan kdken alip almamasi ya
da taksonlar aras1 mesafenin anlamli ve farkli olup olmamasi, filoegenetik agag tipini

tayin etmektedir.

Filogenetik aga¢ olusturma metotlari, uzaklik tabanli ve karakter tabanli olmak
Uzere ikiye ayrilir. Uzaklik tabanli metotlar, bir hiyerarsi i¢inde diizenlenmis birimler
olan taksonlarin aralarindaki uzakliklara gore kiimelendirilerek yerlestirilmesi ya da
olusturulan birden fazla agagtan optimal olanin se¢ilmesine gore kendi icerisinde ikiye
ayrilirken; karakter tabanli metotlar tek baslik altinda toplanabilen metotlardir (Sekil 5)
(Sarigam ve Miistak, 2015; Mount, 2017).

FILOGENETIK AGACLANDIRMA METOTLARI

UZAIKLI K KARAKTER

TABANLI TABANLI
METOTLAR METOTLAR
Kimeleme Optimalite || hF/)Iak§|mum
tabanli metotlar tabanli metotlar arsimoni
Fitch- || Maksimum
UPGMA| Margoliash Likelihood
ini Bayesian
NJ Minimum [ 1al
Evolution Analizi

Sekil 5. Filogenetik agaclandirma metotlar.
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Uzaklik tabanli agaglandirma metotlari, belirli formulasyonlarla elde edilen tim
taksonlarin aralarindaki uzakliklar dikkate alinarak yerlestirildigi filogenetik agaglardir.
Tek tip aga¢ olusturur, olusturulan agacta herhangi bir dal degistirilemez, hizli ve kolay

oldugu i¢in baslangi¢ analizleri i¢in kullanighdir (Freeman ve Herron, 1999).

Organizmalarda karsilastirilan dizi grubunda her bir ¢ift arasinda degisikliklerin
sayisini temel alindig1 ve birbirlerine genetik uzakligi en az olan tiirler birlestirilerek bir
agac olusturulan kimeleme metotlar;; Unweighted Pair Group Method Using
Arithmetic Average (UPGMA) ve Neighbor joining (NJ) metotlarini kapsamaktadir.
UPGMA koklii ve dal uzunluklari esit agaglar olusturan en hizli ve basit yontemken, bu
metodun koksiiz ve dal uzunluklar1 farkli agaclar olusturan formati ise NJ metodudur.
Bu iki metot, MLST verileri iizerinden yapilan filogenetik analizlerde, eldeki verilere
uygun olarak agaglandirma programlarinca 6nerilen ve sik tercih edilen filogenetik agac

olusturma metotlarinimn basinda gelmektedir (Distance Methods, 2017).

Optimalite tabanli metotlar, ozellikle genis veri setleri kullanilarak filogenetik
agaclandirma yapilacaginda tercih edilen metotlardir. Bu nedenle kapsamli ve daha
yavas bir hesaplama ile ayrintili arastirma gerektirir. Fitch—-Margoliash ve Minimum
Evolution olmak tizere iki temel metottan olusur. Fitch—-Margoliash ve Minimum
Evolution metotlarinin farki, dal uzunlugunu bulurken kullandig1 cebirsel esitliktir. Bu
metotlar benzer bir prosediir ile aga¢ olusturur, muhtemel agaclar arasindan en uygun

olani seger (Xiong , 2006).

Karakter tabanli metotlar, daha karmasik oldugu icin daha fazla emek ve zaman
isteyen metotlardir. Tek veri seti lizerinden farkli agag topololojileri olustururlar. Bunlar
Maksimum parsimoni (MP), Maksimum likelihood (ML) ve Bayesian analizi’dir.
Parsimoni (tutumluluk), biyolojik degisim siireci boyunca karmagiklik yerine basit bir
aciklama yaparak verilerin yorumlanmasi anlamma gelmektedir. Maksimum parsimoni

metodunda ise bir aga¢ elde etmek icin gerekli en az mutasyonlarm saptanmasi esas
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alinir. Buna bagli olarak, dizi pozisyonlarmm farkli puanlamalar1 (6rnegin
transversiyonlari, transisyonlardan daha ¢ok vurgulamak) sayesinde farkli yaklagimlarin
elde edildigi, ¢ok sayida 6rnek oldugunda kullanima uygun olmayan bir metottur. MP’e
alternatif olarak gelistirilen Maksimum Likelihood, her agag¢ topolojisini degerlendirir.
Farki, agacta yer alan her dalin istatistiki olasiliginin elde edilebilmesidir. Hizl
parsimoni metotlarina kiyasla, kapsamli analiz edilemeyen bu olasilik metotlar:
hesaplamada yavastir (Freeman ve Herron, 1999). Bir diger karakter tabanli metod ise,
Ingiliz istatistikgi Thomas Bayes (1702-1761) tarafindan olusturuldugu icin “Bayes
Teoremi” olarak bilinen olasilik kuramidir. Kosullu olasiliklar ile arasindaki iliskiyi
gosterir. Olasilik teorisi i¢inde incelenen bir olay olarak B olayina, kosullu bir A olay1
(yani B olay1 bilindigi durumdaki A olay) i¢in olasilik degeri; A olayimna kosullu olarak
B olay1 (yani A olay1 bilindigi durumdaki B olay1) i¢in olasilik degerinden farkhidir.
Ancak bu iki birbirine ters kosulluluk arasinda ¢ok belirli bir iligki vardir ve bu iligki
Bayes Teoreminin temelini olusturur. Ayrica Bayes teoremi, olasilik degeri hakkindaki
subjektif inanislarin giincellestirilip degistirilmesini saglayan temel bir gerectir (Bayes

Teoremi, 2017).

MLST veri analizi ile Salmonella suslarindan elde edilecek olan diziye gore en
uygun filogenetik agaclandirma yontemi belirlenerek, ¢izilecek filogenetik agac
sayesinde; housekeeping genlerin kombinasyonlar halinde suslar arasi anlamli bir
evrimsel uzakligi gosterip gostermedigi tespit edilebilir (Sarigam ve Miistak, 2015).
Durul ve ark., (2015)’nin yapmis oldugu bir ¢alismada 10 farkli serotipin MLST
uzerinden filogenetik agaglandirilmasinda NJ metodu kullanilmistir. Bu agaclandirma
metodu filogramik olup, farkli dal uzunluklarmin evrimsel uzaklik bakimindan anlamli
oldugu bir agag¢ olusturur. Calisgmada elde edilen agagta, 15 S. Infantis susu; ayni sekans
tipini (ST32) verdiginden tek bir takson olarak gosterilmistir. MLST analizi sonrasi
agaclandirma yapilan pek cok ¢alismada bu ¢alismadaki gibi NJ metodu kullanilmistir.
Torpdahl ve ark. (2005)’nin yaptiklar1 bir ¢aligmada ise 1995 ile 2000 yillar1 arasinda
insan ve hayvan numunelerinden izole edilen 23 farkli serotipin UPGMA metodu ile
filogenetik agaci olusturulmustur. Olusturulan fiolegentik agagta dal uzunluklar:

degisken olmayip, ortak atadan ayrilan her bir taksonun ortak ataya evrimsel uzakligi


http://tr.wikipedia.org/wiki/1702
http://tr.wikipedia.org/wiki/1761
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ko%C5%9Fullu_olas%C4%B1l%C4%B1k
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ayni kabul edilmistir. Sekans tip 28, 42, 43 olarak identifiye edilen 3 adet S. Paratyphi
susu, 3 farkli taksonomik birim dizeyinde tek bir klan icerisinde birlestirilmis ve S.
Thompson ile benzerlik oranlar1 diger serotiplere gore daha fazla bulunmustur. Bu da,
serotipi ayn1 olan suglarin bile evrimsel agidan farkliligini ve sekans tipi farkli suslarin
benzerliginin daha az olmasinm goriilebilmesi agisindan MLST ile yapilan filogenetik

agaclandirmalarim 6nemini ortaya koymaktadir.

Bu tez calismasinda, kanatli kokenli S. Infantis suslarinmm MLST analizi ile
Tiirkiye’ye 6zgii sekans tiplerinin belirlenmesi ve incelenen S. Infantis suslarinin kendi

icerisindeki ve farkli serotiplerle olan filogenetik iliskisinin arastirilmasi amaglanmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Salmonella izolatlar

2014-2017 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalr’nda gergeklestirilmis 113R036 numarali TUBITAK projesi kapsaminda;
kanatli kiimeslerinin altlik, toz, ¢evresel, kemirici kapanlari, yem ve su 6rneklerinden
“ISO 6579 Salmonella izolasyon ve Identifikasyon Metodu” ile izole edilen 20 adet
Salmonella Infantis susu kullanildi. Bu suslar, rRNA kodlayan genlerin (5S, 16S ve
23S) restriksiyon enzimiyle (Pvull) spesifik olarak kesilmesiyle olusan bant profilinin
(ribopattern) degerlendirilmesine dayanan ribotiplendirme metodu ile identifiye edilmis
suslar arasindan se¢ildi. Ribotiplendirme sonucu, S. Infantis suslarmin olusturdugu 2
farkli ribopatternden (Dupont Pvull_1071 ve Pvull_2133) esit sayida olmak tizere 10’ar
sus kullanildi. Ayrica sekans tipleri arasindaki evrimsel iliskiyi géstermek amaciyla
yapilacak olan filogenetik analizde, dis gruplar gostermek amaciyla projede sik izole
edilen serotipler olan S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar ve nadiren izole edilen
serotipler olan S. Agona, S. Mbandaka, S. Coeln olmak iizere 6 farkli serotip ¢alismaya
dahil edildi. S. Coeln ve S. Mbandaka serotipinin secilmesinde etkili faktor ise bu
serotiplerin iilkemizde yapilan daha énceki MLST caligmalarinda hi¢ ele alinmamis

olmasi oldu.
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2.1.2. Besiyerleri, Ticari Kimyasal ve Solusyonlar

XLD Agar: Oxoid marka XLD agar selektif besiyeri olarak kullanild.

Nutrient Agar: Oxoid marka Nutrient agar genel besiyeri olarak kullanildi.

DNA Purifikasyon Kiti: GeneJET Genomic DNA Purification Kiti (Thermo Scientific,
USA) kullanildi.

10x TBE: Thermo Scientific B52 ticari soliisyon kullanildi.

1x TBE: 10x’lik TBE’den 10 kat seyreltme ile 1x’lik TBE hazirland1.

Yukleme soliisyonu: Thermo Scientific, 6x Loading Dye ve GeneRuler 100 bp Plus
DNA Ladder (SM0321) kullanildi.

Boyama solUsyonu: Etidyum bromide boya alternatif olarak kanserojen olmayan
SafeView (NBS Biologicals Ltd) boya kullanilda.

Agaroz: Biomax Prona Agaroz kullanildi.

Saflastirma Kiti: EX0OSAP-IT marka exo-sap enzimi kullanildi.

Sephadex: Jel filtrasyonu i¢in Oxoid marka sephadex kullanildi.

2.1.3. Laboratuvar Ekipmanlari

Biyolojik guvenlik kabini: Safe 2020 Laminar flow icerisinde ¢alismalar
gerceklestirildi.

Isitict blok: DryBlock Heating Thermostat Bio TDB-200 kullanildi.

Vortex: Fine Vortex (FinePCR) kullanild.

Santriflij: Thermo Scientific MicroCL21 santrifuji kullanild.

Spektrofotometre: Thermo Scientific NanoDrop 1000 cihazi kullanildi.

Pipetler: Thermo Scientific (Finnpipette F1) 0.5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl,
100-1000 pl’lik pipetler kullanildi.

Termal cycler: Calismada Thermo Scientific ARKTIK Thermocycler PCR cihazi
kullanilda.
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Jel elektroforez Unitesi: Thermo Scientific Thermo Owl A2 large Gel System, 20 x 25
cm ebatindaki jel elektroforez iinitesi kullanild.

Jel elektroforez Unitesi taraklari: Thermo Scientific A2-24D tarak (1.5 mm kalinlik,
6.5 mm geniglik, 7 pl hacim, 24 adet kuyucuk) ve A2-36D tarak (1.5 mm kalinlik, 3.5
mm genislik, 4 pl hacim, 36 adet kuyucuk) kullanildi.

Gii¢ kaynagi: Gel elektroforez Unitesi olarak WEALTEC ELITE 300 Plus Power
Supply kullanildi.

Hassas terazi: SCALTEC hassas terazi kullanildi.

Goruntuleme cihazi: SYNGENE G:Box, UV transilliminatorlu gorintileme sistemi
kullanild.

Dizi analiz cihaz1: ABI 3500 Genetik Analyzer kullanildi.

2.1.4. Dizi Analiz Programlan ve Veritabanlar

CLC Main Workbench: Qiagen 7.7.3 versiyonu, Sanger DNA dizi analizi ile edilen
dizileri hizalamada ve filogenetik agaglandirmada kullanilacak veriyi elde etmede
kullanilda.

Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA): Filogenetik aga¢ olusturmak
icin 7.0.20 versiyonu kullanild:.

MLST websitesi: http://pubmlst.org/data/ websitesi allel ve sekans tipleri elde etmek
i¢cin kullanild.


http://pubmlst.org/data/
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2.2. YONTEM

2.2.1. DNA izolasyonu

Selektif besiyeri XLD agarda uretilen her bir sus igin seffaf zona sahip, siyah, tek

diismiis bir koloniden alimip Nutrient agara pasaj yapildi. Nutrient agarda saf olarak

tiretilen her sus i¢in, 1 koloni alinip 200 pl DNase-RNase free PCR suyunda suspanse
edildi. DNA ekstraksiyonu, Genomik DNA Pdurifikasyon kiti Gram negatif bakteri

DNAs1 ekstraksiyon protokolline gore yapildi:

Koloni, 180 ul digestion soliisyonu ile stispanse edildi.

20 pl Proteinaz K soluisyonu eklendi ve vortekslendi.

56°C’de 60 dakika (dk) inkiibasyon ile enzim aktivasyonu yapildi.

20 pl RNase A soliisyonu eklenip vortekslenerek 10 dk oda 1sisinda inkubasyona
birakildi.

200 pl lizis soliisyonu eklendi. Homojen bir karisim elde etmek i¢in 15 saniye
vorteks yapildi.

400 pl %50’1ik etanol eklendi ve vorteks yapildi. Hazirlanan lizat, spin column
tiiptine aktarildi. 6000 g’de 1 dk santrifllj edildi. Koleksiyon tiipii atilarak yeni 2
ml’lik koleksiyon tipl yerlestirildi.

500 pl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer | soliisyonundan eklendi. 8000
g’de 1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii atilarak yeni koleksiyon tupl
yerlestirildi.

500 pl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer 1l soliisyonundan eklendi. 12000
g’de 3 dk santriflijten sonra koleksiyon tlpu atilarak, spin column yeni 1,5 ml’lik
ependorfa yerlestirildi.

200 pl elution buffer eklendi ve 2 dk oda 1si1sinda inkubasyonun ardindan 8000g’de
1 dk santrifiij edildi. Spin column atilarak 1,5 ml’lik ependorf icerisinde saf DNA
elde edildi.
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UV 1sikta biyomolekiillerin sahip oldugu absorbsiyon tizerinden optik yogunluk
Olcmeye yarayan spektrofotometre ile elde edilen DNA’larm 260 ve 280 nm’deki
absorbsiyon degerleri Olglildii. Uygun konsantrasyon ve saflikta elde edilen DNA
ornekleri, amplifikasyon islemleri yapilana kadar template DNA olarak kullanilmak
uzere -20°C’de sakland:.

2.2.2. Gradiyent PCR

Salmonella MLST analizinde incelenen 7 housekeeping gen icin Pubmlst
veritabaninim 6ngordiigii primer ¢iftleri kullanildi. Gradiyent PCR ile primerler ve DNA
zincirinin en uygun baglandigi sicakliklarin tespit edilmesi adma primer giftleri igin
belirtilen ortalama baglanma sicakliklar1 (Tm°C) Uzerinden “Thermal Cycler” ile 5°C
degiskenlik araligina sahip Gradiyent PCR yapildi. Bunun igin Cizelge 1 ve Cizelge
2’de belirtilen PCR karisim oranlar1 ve PCR kosullar1 kullanildi. PCR Grdnlerinin
elektroforezi sonras1 UV goruntileme ile elde edilen jel gorintisi Gzerinden her bir gen
icin en parlak ve spesifik bantlarin goézlendigi sicaklik degeri, optimal baglanma
sicaklig1 olarak kabul edildi. Bu sicakliklar tespit edildikten sonra MLST analizi

asamasina geg¢ildi.

Cizelge 1. Gradiyent PCR karigimu.

Bilesen Hacim
dH20 14,8 ul
PCR buffer 2,5ul
MgCl2 (25 mM) 3ul
dNTP (10 mM) 0,5 ul
F primer (10 pmol) 1l

R primer (10 pmol) 1l

Tag DNA polimeraz 0,2 ul


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj0k7HOre3KAhVTSZoKHU6_DqoQFgghMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FThermal_cycler&usg=AFQjCNHl7mhWp-st1eafGknN8qLeuV_WXg&bvm=bv.113943665,d.bGg
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Cizelge 2. Gradiyent PCR sicaklik ve dongii kosullar.

Gen Isimleri

aroC, hisD, purE dnaN, hemD, sucA, thrA
PCR basamag Sicakhik = Sure Dongii sayisi Sicakhik Sure Dongii sayisi
On denatiirasyon 94°C 3dk - 94°C 3dk -
Denatiirasyon 94°C 1dk 94°C 1dk
Baglanma 60-65°C = 30sn 30 56-61°C 30sn 30
Uzama 72°C 1dk 72°C 1dk
Son uzama 72°C 7 dk - 72°C 7 dk -

2.2.3. Multilocus Sequence Typing

Her bir drnek icin 7 housekeeping gene ait spesifik primerlerin DNA dizileri ve
gradiyent PCR sonucu elde edilen optimal baglanma sicakliklar1 Cizelge 3’te belirtildi.
PCR karigimi 25 pl toplam hacimde Cizelge 4’de belirtildigi sekilde hazirlanarak

amplifikasyon sicaklik ve dongu parametreleri Cizelge 5°te gosterildi.

Cizelge 3. Salmonella MLST analizinde kullanilacak olan housekeeping genler, primer dizileri,
baglanma sicakliklari ve elde edilen PCR {iriin buytkltKleri (University of Oxford, 2010).

Gen Primer ad1 = 5’- 3’ Primer dizini Buyuklik (bp) = Baglanma sicakligi (Tm°C)

aroC | F CCTGGCACCTCGCGCTATAC 826 61
R CCACACACGGATCGTGGCG

dnaN F ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA 833 58
R AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC

hemD F1 GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG | 666 58
R ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA

hisD F GAAACGTTCCATTCCGCGCAGAC 894 61
R CTGAACGGTCATCCGTTTCTG

purk F ATGTCTTCCCGCAATAATCC 510 61
R TCATAGCGTCCCCCGCGGATC

sucA | F AGCACCGAAGAGAAACGCTG 643 58
R GGTTGTTGATAACGATACGTAC

thrA | F GTCACGGTGATCGATCCGGT 852 57
R CACGATATTGATATTAGCCCG
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Cizelge 4. MLST PCR karigimi.

Bilesen Hacim
dH20 14,8 ul
PCR buffer 2,5ul
MgCl: (25 mM) 3ul
dNTP (10 mM) 0,5 ul
F primer (10 pmol) 1ul

R primer (10 pmol) 1l

Tag DNA polimeraz 0,2 ul
DNA 2 ul

Cizelge 5. MLST PCR sicaklik ve dongii kosullari.

PCR basamagi Sicaklik Sire Dongii sayisi
On denatiirasyon 94°C 3dk -
Denatirasyon 94°C 1dk

Baglanma Tm* 30sn 30

Uzama 72°C 1dk

Son uzama 72°C 7 dk -

*Tm sicakliklar1 aroC, hisD, purE genleri icin 61°C; dnaN, hemD, sucA genleri icin 58°C; thrA
geni icin 57°C olarak kabul edildi.

PCR urinlerinin elektroforez yontemi ile analizi igin, 3 gr agaroz 200 ml Tris
Borate EDTA igerisinde eritilip 14 ul Safe View boyasi eklenerek hazirlanan %1,5’luk
agaroz jel kullanildi. Taraklar1 yerlestirilmis 20 cm’lik yatay jel elektroforez tablasina
dokildi ve jelin uygun katiliga ulasmasmin ardindan igerisinde yuritme tampon olarak
yeterli miktarda 0,5 molar TBE bulunan elektroforez iinitesine yerlestirildi. Her bir
ornekten 5 pl almarak, 2ul 6x loading dye ile karistirildi. Elde edilen karigimlar, jele
yiiklendi. DNA 6rnekleri 180 voltta 60 dk elektroforez islemine tabi tutuldu (Sambrook
ve ark., 1989). Jel, bilgisayarli UV transilliminator cihaz1 igine yerlestirilerek
goruntilendi ve fotograflar kaydedildi. Bdylelikle her bir gen igin spesifik bantlar
gorintulenerek, elde edildigi teyit edilen amplikonlar saflastirma asamasinda
kullanilmak Uzere -20°C’ye kaldirild.
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Amplifikasyon sonrasinda 5 pl PCR Urtind igin 2 pl Exosap enzimi ile 37°C’de 30

dk, 80°C’de 15 dk inkubasyon olmak lizere PCR uriunleri saflastirildi. Saflastirilan bu

urdinler, her bir gen icin spesifik primerler olan Pubmist veritabaninda belirtilen DNA

dizileme primerleri ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit kullanilarak

DNA dizi analizi ile ¢ogaltildi (Cizelge 6). Cizelge 7°de belirtilen oranlar dikkate

almarak PCR karisimi olusturulup, Cizelge 8’de belirtilen kosullarda amplifikasyon

gerceklestirildi.

Cizelge 6. DNA dizi analizinde kullanilan primer dizileri ve baglanma sicakliklar1 (University
of Oxford, 2010).

Gen

aroC

dnaN

hemD

hisD

purk

SUCA

thrA

Primer ad1
sF1
sR1
sF
sR1
sF2
sR
sF
sR
sF1
sR1
sF1
sR
sk
sR

Primer Ciftleri
GGCGTGACGACCGGCAC
AGCGCCATATGCGCCAC
CCGATTCTCGGTAACCTGCT
ACGCGACGGTAATCCGGG
GCCTGGAGTTTTCCACTG
GACCAATAGCCGACAGCGTAG
GTCGGTCTGTATATTCCCGG
GGTAATCGCATCCACCAAATC
ACAGGAGTTTTAAGACGCATG
GCAAACTTGCTTCATAGCG
CCGAAGAGAAACGCTGGATC
GGTTGTTGATAACGATACGTAC
ATCCCGGCCGATCACATGAT
CTCCAGCAGCCCCTCTTTCAG

Baglanma sicakhig (°C)
50

50

50

50

50

50

50


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiMsZKt6brKAhXFWywKHcljCAYQFggcMAA&url=https%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FGen_amplifikasyonu&usg=AFQjCNEZmDQ7iJRpc8zyZwsaXdflsyHxlw

Cizelge 7. DNA dizi analizi igin gergeklestirilen PCR reaksiyonu bilesen ve hacimleri.

Bilesen Hacim
dHz0 2ul
BigDye 2ul
5xBuffer 2l
Primer (3.2 pmol) 2l
DNA 2ul

Cizelge 8. DNA dizi analizi PCR sicaklik ve dongii kosullart.

PCR basamag Sicakhk
On denatiirasyon 96 °C
Denatirasyon 96 °C
Baglanma 50°C
Uzama 60 °C

Sure Dongii sayisi
1dk -

10sn

5sn 25

4 dk
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Cycle PCR drinleri, 1 g Sephadex’in, 13 ml distile suda ¢6ziilmesiyle elde edilen

cozeltiden her bir 6rnek icin 750 ul ¢ozelti kullanilarak yapilan jel filtrasyonu ile

saflastirildi. Saflastirilan triinler, Kapiller Elektroforez Dizi Analizi Cihazina (ABI
3500 Genetik Analyzer) yiklenerek genlerin DNA dizileri belirlendi. Elde edilen

forward ve reverse dizilerinin birlestirilmesi ve hizalamanin yapilmasi i¢in “CLC Main

Workbench v.7.7.3.” dizi analiz programindan faydalanildi. Her bir gen icin Pubmlst

veritabaninda belirtilen uzunlukta korunmus bolge dizileri elde edildikten sonra

veritabani araciligiyla her bir genin allel profili saptandi. 7 gen icin elde edilen allellerin

kombinasyonu (zerinden her bir susun sekans tipi belirlendi.
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2.2.5. Filogenetik Analiz

DNA dizi analizi ile elde edilen verilerin dizenlenmesinden sonra filogenetik
agaclandirma asamasma gecildi. Bu asamada aroC igin 501 bp, dnaN icin 501 bp,
hemD igin 432 bp, hisD igin 501 bp, purE igin 399 bp, sucA igin 501 bp ve thrA igin
501 bp’lik standart allelik korunmus bolge dizileri dizi analiz programu ile uc uca
eklendi. Boylelikle her bir 6rnek i¢in 3336 bp’lik tek bir DNA dizisi elde edildi (Kidgell
ve ark., 2002). Bu diziler, filogenetik aga¢ olusturmak i¢in veri olarak kullanildi. Elde
edilen diziye en uygun agaglandirma metodu ile en uygun yer degistitme metodu
MEGA v.7.0.20 programu ile belirlenerek, filogenetik aga¢ ¢izimine gegildi. 26 drnege
ait tek bir dizi lizerinden yapilan veri girisi ile program otomatik olarak en uygun yer

degistirme modelini ve agaglandirma metodunu atad.
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3. BULGULAR

3.1.  MLST Bulgulan

Ele alinan tim orneklerin MLST analizinde 7 housekeeping gen bakimindan
pozitif oldugu gozlendi. Elektroforez sonucunda her bir 6rnegin aroC igin 826 bp, dnaN
icin 833 bp, hemD i¢in 666 bp, hisD i¢in 894 bp, purE igin 510 bp, sucA i¢in 643 bp ve
thrA icin 852 bp biiyiikligiinde bantlar verdigi gozlendi (Sekil 6).

aroC dnaN hemD hisD purE sucA thr4

+ 826bp 833bp 894 bp
— - .

666 bp —

Sekil 6. Her bir housekeeping gene ait elektroforez sonucu. M:100 bp plus marker
goOstermektedir.

DNA dizi analizi ile elde edilen diziler CLC Main Workbench v.7.7.3. dizi analiz
programu ile diizenlenip hizalandiktan sonra Pubmlst veritabani iizerinden her bir genin
alleli saptanmak (zere kullanildi. aroC 501 bp, dnaN 501 bp, hemD 432 bp, hisD 501
bp, purE 399 bp, sucA 501 bp ve thrA 501 bp’lik uzunlukta standart dizi karsilastirmasi
ile allelik profil elde edildi. Her bir susa ait gen dizisinin veritabanma girilmesiyle elde
edilen allellerin olusturdugu kombinasyon ile sekans tipi belirlendi. Tim S. Infantis
suslar1 sekans tip 32, dis grup suslar1 olan S. Enteritidis, S. Agona, S. Typhimurium, S.
Hadar, S. Mbandaka, S. Coeln suslari ise sirasiyla sekans tip 11, 13, 19, 33, 413 ve 2015
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olarak bulundu (Cizelge 9). Pubmilst veritabaninda kayitli sekans tipi ST2015 igin

serotip bilgisi bulunamadi ve S. Coeln olarak ilk kez serotip kaydi bu ¢alismada yapildi.

Cizelge 9. Her bir susa ait gen allelleri ve allellerin kombinasyonu ile belirlenen sekans tipleri.

Ornek no

© 0O N o o B~ W N

NN NN RNRNDNDR R P R R Rk Rp R e
o U1l A W N FP O © o N o U A W N B O

Serotip
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Infantis
Enteritidis
Agona
Typhimurium
Hadar
Mbandaka

Coeln

aroC
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17

w

dnaN
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

hemD
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

12

93
18

hisD
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17

78
561

purk

o o w o o1 o1 o1 oo o1 o1 o1 o1 o1 oo ool oo oo ool

113
36

SUcCA

21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21

thrA
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
1

12
68
12

Sekans tip
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
1
13
19
33
413
2015
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3.2. Filogenetik Analiz Bulgularn

MEGA v.7.0.20 programi ile agaglandirmada kullanilmak tizere aroC (501 bp),
dnaN (501 bp), hemD (432 bp), hisD (501 bp), purE (399 bp), sucA (501 bp), thrA (501
bp) genleri korunmus bdlgelerinin birlestirilmesiyle her bir 6rnek i¢in 3336 bp’lik tek
bir dizi elde edildi (Kumar ve ark., 2016). Programin veriler iizerinden optimal
agaclandirma metodunu atamasiyla Neighbor joining metodu ile 26 Salmonella
izolatinin 7 housekeeping gen dizisi lizerinden filogenetik agag¢ elde edilerek, sekans
tipleri arasindaki evrimsel iliski gosterildi (Saitou ve Nei, 1987). Baz degisim oranlarini
saptamak icin Tamura 3 parametreli yer degistirme modeli (T92), kimelerin
birlestirilmesi igin ise Bootstrap testi (1000 tekrarlik) kullanildi (Sekil 7) (Felsenstein,
1985; Tamura, 1992).

ST32 Infantis

ST19 Typhimurium

ST13 Agona

ST413 Mbandaka

ST11 Enteritidis

ST33 Hadar

ST2015 Coeln

0.0010

Sekil 7. Taksonlarin evrimsel iliskisi. Filogenetik agaci olusturmak i¢in kullamlan evrimsel
uzakliklar dal uzunluklar1 seklinde gosterilmis olup taksonlar arasi benzerlik oram her bir dalin
Uzerinde gosterildi. %0,1°lik bootstrap degeri sol alt kdsede belirtildi.
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4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, insan ve hayvanlarda sistemik hastaliklara neden olan major
bakteriyel etkenlerden Salmonella enterica subsp. enterica’ya ait bazi serotiplerin (S.
Infantis, S. Enteritidis, S. Agona, S. Typhimurium, S. Hadar, S. Mbandaka, S. Coeln)
molekiler karakterizasyonu gergeklestirildi. Bu amacla, kanathi kokenli suslarin
genotiplendirilmesinde, Salmonella filogenetik ve epidemiyolojik c¢aligmalar1 ile
populasyon yapisini belirlemekte kullanilan genotiplendirme analizlerinin basinda gelen
MLST metodu kullanildi. Internal fragmentler olan 7 housekeeping gen (aroC, dnaN,
hemD, hisD, purE, sucA ve thrA) dizilenerek allelik form ve sekans tipleri belirlendi.
Gen dizilerinin birlestirilmesiyle elde edilen tek bir DNA dizisi ile olusturulan
filogenetik agacta sekans tipleri arasi evrimsel iliski gosterildi. Elde edilen sonuglarin;
sekans tipi ile izolasyon kaynag iligkisi, yerel ve diinya ¢apinda yaygm suslar ile
bunlarin bulagma yollar1 hakkinda bilgi vererek epidemiyolojik caligmalara kaynak

olmasi1 hedeflendi (Kidgell ve ark., 2002; Ho ve ark., 2017).

Tirkiye’de  Salmonella enterica’ya ait farkli  serotiplerin MLST ile
tiplendirilmesini konu alan 3 adet ¢alisma yapilmistir. Durul ve ark.’nin 2015 yilinda
yapmis oldugu caligmada; S. Infantis, S. Typhimurium, S. Hadar, S. Telaviv, S.
Newport, S. Anatum, S. Montevideo, S. Reading, S. Kentucky, S. Othmarschen olmak
Uzere 10 farkli serotipten olusan 56 Salmonella susu kullanilmis olup tavuk eti ve
sakatattan izole edilen 15 farkli S. Infantis susunun tamami ST32; sakatattan izole
edilen 1 S. Typhimurium susu, ST19; peynirden izole edilen 1 S. Hadar susu, ST33
olarak bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda, kullanilan kanatli kokenli 20 S. Infantis
susunun da ST32 oldugu goz 6niinde bulunduruldugunda; S. Infantis igin Ulkemizde
mevcut, tek tip sekans tipi oldugu ve bu sekans tipinin izolasyon kaynagma gore
degismedigi sonucuna varildi. S. Typhimurium ve S. Hadar susu igin de sirasiyla ST19
ve ST33 olarak benzer sekans tipleri bulunmus olup, ornek sayisi artirildiginda
izolasyon kaynagi ve sekans tip iligkisinin yorumlanabilecegi sonucuna varildi. Gunel

ve ark.’nin 2015 yilinda yapmis oldugu c¢alismada ise 1’er adet S. Enteritidis, S.
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Anatum, S. Mikawasima ve S. Charity serotipleri olmak tizere 4 adet Salmonella susu
kullanilmistir. S. Enteritidis, ST11; S. Anatum, ST64; S. Mikawasima, ST1815 ve S.
Charity, ST383 olarak bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda kullanilan kanath kokenli S.
Enteritidis susunun da benzer olarak ST11 bulunmasi Uzerine, izolasyon kaynaginin
bitkisel veya hayvansal olmasinin sekans tipini degistirmeyen bir parametre oldugu ve
diinya ¢apinda baskin olan S. Enteritidis sekans tipinin tlkemizde de mevcudiyetini
korudugu sonucuna varildi. Acar ve ark.,’nin 2017 tarihli glincel Salmonella MLST
analizi ¢alismasinda ise; S. Infantis, S. Typhimurium, S. Hadar, S. Enteritidis, S.
Telaviv, S. Newport, S. Anatum, S. Montevideo, S. Reading, S. Kentucky, S.
Othmarschen, S. Caracas, S. Poona, S. Typhi ve S. Paratyphi B olmak Uzere 15 adet
serotipten olusan 158 adet Salmonella susu c¢alisilmistir. S. Infantis ST32; S.
Typhimurium, ST19; S. Hadar, ST33; S. Enteritidis, ST11; S. Telaviv, ST1068; S.
Anatum, ST64; S. Kentucky, ST314; S. Othmarschen, ST1832; S. Caracas, ST1521; S.
Poona, ST812; S. Typhi, ST1 ve S. Paratyphi B, ST86 olarak bulunmustur. 3 serotip i¢in
ise birden fazla sekans tip elde edilmistir. Bunlar; S. Montevideo (ST138, ST195), S.
Newport (ST31, ST166, ST1822) ve S. Reading (ST93, ST1831) serotipleridir. Tavuk
etinden izole edilen S. Infantis suslarmin (15 adet), insan ve hayvan kaynakli (sigir ve
koyun) S. Typhimurium suslarmin (19 adet) ve peynir ile koyun diskisindan izole edilen
S. Hadar suslarinin (2 adet); serotip bazinda tek tip sekans tipi verdigi goriilmiistiir. Bu
tez ¢aligmasinda da kanatl kokenli bu serotiplerin benzer sekans tipine sahip oldugu
gbz Oniinde bulunduruldugunda, iilkemizde yapilan Salmonella enterica MLST
caligmalar1 i¢in en azindan 6rnek hacmi artirilmadigi durumlarda izolasyon kaynagina
gore sekans tipinin degismedigi disiiniildii. Bununla birlikte 2 yillik bir zaman

diliminde sekans tip ¢esitliliginde artis olmadig1 sonucuna varildi.

Giinlimiize dek yapilmig MLST analizlerinde S. Infantis serotipi i¢in ¢ok sayida
sekans tipi bulunmustur. Bunlardan ilki ST32 olup; Danimarka (Torpdahl ve ark.,
2005), Brezilya (Almeida ve ark., 2013), Cin (Cai ve ark., 2016) gibi ¢esitli Ulkelerde
cogunlukla gida, insan, kanath kaynaklarindan izole edilen suglarda tespit edilmistir. En
stk bulunan ve hemen hemen tiim kitalarda mevcut olan bu sekans tipinin bu tez

calismasida da bulunmus olmasi, S. Infantis kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu olan
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baskin sekans tip olabilecegi goriisiinii desteklemektedir. Bu nedenle, Salmonellozisin
kontrollinde yapilacak asilamalarda kullanilmak {izere, bu sekans tipinden elde edilen
ticari agilarin tercih edilmesi gerektigi sonucuna vardmistir. Diger S. Infantis sekans
tipleri olan; ST41 yalnizca Danimarka’da (Torpdahl ve ark., 2005) insan kokenli,
ST141 yalnizca Amerika Birlesik Devletleri’nde kanatli kokenli ve ST361 yalnizca
Ingiltere’de kanath kokenli olarak tespit edilmistir (University of Oxford, 2010). Bu
sekans tiplerinin yerel sekans tipleri oldugu, dolayisiyla iilkemizde yapilacak asi
uygulamalarinda bu sekans tiplerinden olusan herhangi ithal bir aginin kullanilmasinin

yiiksek bagisiklik olusturmayacagi diistiniildii.

Rappuoli ve Bagnolu’nun 2011 yilinda Neisseria meningitidis igin, Shome ve
ark.,’nin 2016 yilinda Brucella spp. i¢in yapmis oldugu caligmayla anlasildigi iizere
MLST ile saptanan bir ya da daha fazla sayidaki sekans tipinin kombinasyonu seklinde
dizayn edilen protein icerikli asilarin mevcudiyeti, metodun Snemini artirmaktadir.
Clarke ve ark.’nin 2004 yilinda yapmis oldugu calismada ise invaziv pndomokok
enfeksiyonlari i¢in kullanilan konjugat polisakkarit yapisindaki asilarda bulunan mevcut
sekans tiplerin tespiti iizerinde durulmustur. Streptococcus pneumoniae tiri baskin
serotipleri ve sekans tip iliskisi tizerinden as1 etkinligi arastirilmistir. Baskin serotiplere
ait sekans tipleri bilesenlerinden olusan asmin etkinliginin daha yiiksek oldugu
sonucuna varilmistir. Invaziv pndmokok enfeksiyonlarina neden olma potansiyeli diisiik
serotiplere ait sekans tipi bilesenlerinin mevcut asilarda diisilk oranda oldugu tespit
edilmistir. Buna bagli olarak, mevcut konjugat asilarinin etkinliginin arastirilmasinda
MLST analizinin avantaj sagladig1 kabul edilmistir. Xu ve ark.’nin 2015 yilinda yapmus
oldugu c¢alismada ise Leptospira spp. enfeksiyonlari kontroliinde onemli rolii olan
inaktive asilarm genetik stabilite ve kalite kontrol tespitinde MLST referans metot
olarak alimmigtir. 7 farkli inaktive as1 tiiriiniin, 7 farkli sekans tip bilesenlerinden
olustugu tespit edilmistir. Bu baglamda “bakteriyel asilarm kalite kontrol
programlarinda 6zellikle tek bir kaynaktan orijin alan suslar tercih edildiginde, farkli
ireticiler arasi genetik tutarliligin degerlendirilmesinde 6nemli bir aragtir” sonucuna
vartlmigtir (Xu ve ark., 2015). Bu ¢alismalar g6z 6niinde bulunduruldugunda, S. Infantis

kaynakli enfeksiyonlarda kullanilan sekans tip esasli mevcut bir agmnin olmamasi bu
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konuda yapilacak caligmalarin Oniinii agmaktadir. Ayrica asi suslarinin kalite ve
stabilitesinin degerlendirilmesi bakimindan da MLST molekiiler karakterizasyon

yonteminin giivenilir bir yontem olarak kullanilmasi uygundur (Clarke ve ark., 2004).

S. Typhimurium, S. Infantis’e gore ¢ok daha genis sekans tip gesitliligine sahiptir.
Ranjbar ve ark.’nin iran’da 2016 yilinda yapmis oldugu 21 S. Typhimurium susunun
MLST ile tiplendirildigi ¢alismada; 18 sus ST19, 3 sus ST328 olarak bulunmustur. S.
Typhimurium igin global sekans tip kabul edilen ST19; Avrupa (Torpdahl ve ark.,
2005), Asya (Cai ve ark., 2016) ve Afrika (Feasey ve ark., 2012) kitasinda pek ¢ok
Ulkede; insan, gida, koyun ve sigir gibi ¢esitli kaynaklardan izole edilerek tespit
edilmistir. Ulkemizde yapilmis Salmonella MLST calismalar1 ve bu tez ¢alismasi
sonuglart dikkate alindiginda komsu iilkeler de dahil S. Typhimurium sekans tipi
benzerliginin global ST19 ile smirli oldugu ve diger sekans tipler bakimmdan herhangi
bulasma olmadigi sonucuna varilmistir. Cai ve ark., 2016 yilinda 52 S. Typhimurium
susu ile Cin’de yapmis oldugu ¢alismada 31 sus ST19 olarak bulurken 21 susu ise
ST34 olarak bulmustur. Arastirmacilar S. Typhimurium icin ST34’{in uzakdogu
ulkelerinde baskin sekans tiplerden oldugunu belirtmislerdir (Li ve ark., 2014). Ancak

iilkemiz ve komsu iilkelerde ST34 heniiz saptanamamustir.

S. Enteritidis ST11 sekans tipi; Amerika (Bado ve ark., 2012), Avrupa (Antunes
ve ark., 2011) ve Asya (Noda ve ark., 2011) kitasinda pek cok iilkeye basarili olarak
adapte olmus en yaygin sekans tipidir ve bu tez calismasiyla Ulkemizde de tespit
edilmistir. Ayrica Ghaderi ve ark.’nmn 2015 yilinda komsu iilke Iran’da yapmis oldugu
MLST ¢alismasinda, insan ve kanatl kdkenli 76 S. Enteritidis susunun tamami, ST11
olarak bulunmustur. S. Hadar i¢in ST12 yalnizca Danimarka’da (Torpdahl ve ark.,
2005) kanath kokenli olarak, ST368 yalnizca Almanya’da (Meyer ve ark., 2008) insan
kaynakli olarak tespit edilmistir.
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Nadiren bulunan serotiplerden olan S. Mbandaka, S. Agona ve S. Coeln serotipleri
ulkemizde ilk kez bu tez galismasinda MLST ile tiplendirildi. S. Mbandaka ST413
Avrupa (Hoszowski ve ark., 2016) iilkeleri basta olmak iizere en yaygin bulunan sekans
tipi olup, ST900 yalnizca ingiltere’de (Hayward ve ark., 2016). domuzlarda tespit
edilmistir. Bu tez ¢aligmasinda ST413 bulunup, bu kiresel sekans tipin Glkemizdeki
varlig1 tespit edildi. S. Agona igin yaygin sekans tipi olan ST13 Afrika (Dione, 2010)
Avrupa (Carattoli ve ark., 2002), Asya (Li ve ark., 2014) iilkelerinin ¢ogunda gida,
kanatli ve insan kaynakli olarak bulunurken, bu ¢alismada da benzer sekans tipi elde
edildi. Incelenen son nadir serotip S. Coeln serotipi ise ST2015 olarak identifiye edildi.
Pubmist veritabaninda ST2015 allelik formilasyonu mevcut olup, serotip bilgisi

bulunmadigindan bu sekans tipe ait serotip bilgisi ilk kez veritabanina girildi.

MLST ile incelenen 7 housekeeping gen dizisinin birlestirilmesiyle elde edilen
3336 bp’lik dizinin temel alindig1 filogenetik agaglandirma ¢alismalar1 incelendiginde
uzaklik tabanli metotlarin siklikla kullanildig1 goriildi (Kidgell ve ark., 2002) Torpdahl
ve ark.’nin 2005 yilinda yapmis oldugu 25 serotipten olusan 110 Salmonella susunun
genotipik karakterizasyonuna dayanan c¢alismada, uzaklik tabanli UPGMA metodu ile
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Dal uzunluklarmin degismedigi bu formatta, S.
Infantis (ST32 veST41) ve S. Typhimurium (ST19, ST34, ST35) %90’dan biiyiik
benzerlik orami ile ayni klana yerlestrilmistir. Durul ve ark.’nin 2015 yilinda yapmis
Salmonella susglar1 alttiplendirmesine dayanan c¢alimada ise 10 serotipten olusan 56
ornek MLST ile identifiye edilmis ve Neighbor joining aga¢landirma metodu ile
serotipler arasi evrimsel iliski gosterilmistir. ikili dizi karsilastrmasinda farkli niikleotid
sayisinin karsilastirilan total niikleotid sayisina orani ile elde edilen benzerlik oranini
(%90) en fazla S. Infantis (ST32) ve S. Typhimurium (ST19) serotipleri arasinda
oldugundan bu serotipler tek bir klanda birbirine en yakin taksonlar olarak
gosterilmistir. Bu tez ¢aligmasinda 26 farkli DNA dizisi (3336 bp) Neighbor joining
metodu ile aga¢landirildi. Yukarida bahsedilen ¢aligmalara benzer olarak, elde edilen
filogenetik agagta yiiksek benzerlik oraniyla (%90) en yakin sekans tipler ST32 ve
ST19 olarak bulundu.
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5. SONUC VE ONERILER

2014-2017 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda gergeklestirilmis 113R036 numarali TUBITAK projesi kapsaminda
kanath kiimeslerinin altlik, toz, ¢evresel, kemirici kapanlari, yem ve su orneklerinden
ISO 6579 Salmonella izolasyon ve Identifikasyon Metodu ile izole edilen Salmonella
Infantis suslart MLST analizi ile genotiplendirildi. MLST analizinde belirtilen
housekeeping genlerin ¢ogaltilmasi, allel ve sekans tiplerinin belirlenmesi ig¢in Pubmlst
veritaban1 referans alindi. Analiz sonucunda 20 adet Salmonella Infantis susunun
tamami ST32, 1’er adet olarak segilen diger serotipler S. Enteritidis ST11, S. Agona
ST13, S. Typhimurium ST19, S. Hadar ST33, S. Mbandaka ST413, S. Coeln ST2015
olarak bulundu. S. Mbandaka, S. Agona ve S. Coeln serotipleri tlkemizde ilk kez
MLST ile tiplendirildi. ilk kez bu calismayla ST2015 sekans tipi icin S. Coeln olarak

serotip bilgisi Pubmlst veritabanina kaydedildi.

Tirkiye’de ve diinya ¢apinda yapilan ¢aligmalar ile bu tez ¢alismasindan elde
edilen sonuglar karsilastirildiginda kiiresel olarak dagilim gostermis baskin sekans
tiplerin tilkemizde de mevcut oldugu sonucuna varildi. Buna bagli olarak Neisseria
meningitidis, Leptospira spp. ve Brucella spp. gibi tiirler i¢in yapilmis as1 etkinligi ve
sekans tip iliskilendirilmesi temelli ¢alismalar incelendiginde, Salmonella Infantis’e
yonelik bir sekans tip temelli as1 gelistirilebilecegi ve bu siiregte mutlaka yerel suslara

ait genotipik 6zelliklerin dikkate alinmasi gerektigi anlasildi.

Bu calismada kullanilan serotipler i¢in yeni sekans tiplerin tespit edilebilmesi
admma, Salmonella izolatlar1 cografik dagilimi g6z Oninde bulundurularak
gergeklestirilen kapsamli bir 6rneklem sonrasi yapilacak MLST analiziyle Ulkemizde
mevcut tiim sekans tiplerin, kaynak ve izolasyon bolgesi bazinda arastirilmas: gerektigi

sonucuna varilmistir.
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OZET

Kanath Kokenli Salmonella Infantis Suslarinin MLST ile Filogenetik Analizi

2014-2017 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda gerceklestirilmis 113R036 numarali TUBITAK projesi kapsaminda
izole edilen 20 adet Salmonella Infantis susu MLST ile tiplendirildi. Farkli sekans
tipleri ve serotipler arasindaki evrimsel iliskiyi filogenetik agac ile ortaya koymak igin,
dis grup olarak birer adet S. Enteritidis, S. Agona, S. Typhimurium, S. Hadar, S.
Mbandaka ve S. Coeln olmak (izere 6 farkli serotip kullanildi. Her bir susun 7
housekeeping geni (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA ve thrA) Pubmlst
veritabaninda belirtilen primerler kullanilarak ¢ogaltildi. Veritabanindan alinan dizi
analizi primerleri ile DNA dizi analizi yapildi ve gen dizileri saptandi. Elde edilen
diziler ile her bir susun Pubmlst veritabani tizerinden sekans tipi saptandi. Sus bazinda 7
gen dizisi (aroC icin 501 bp, dnaN icin 501 bp, hemD i¢in 432 bp, hisD icin 501 bp,
purk icin 399 bp, sucA icin 501 bp ve thrA icin 501 bp), 3336 bp’lik tek bir DNA dizisi
olusturacak sekilde birlestirildi. T92 yer degistirme modeli ve NJ agaclandirma metodu
kullanilarak 26 adet susun DNA dizisi ile filogenetik olusturuldu.

TUm S. Infantis suslar1 sekans tip 32, dis grup suslar1 olan S. Enteritidis, S. Agona,
S. Typhimurium, S. Hadar, S. Mbandaka, S. Coeln suslar1 ise sirastyla sekans tip 11, 13,
19, 33, 413 ve 2015 bulundu. Tiim serotipler i¢in iilke ve diinya ¢apinda baskin kabul
edilen sekans tipler bu ¢alismada da tespit edildi. Ulkemizde ve diinya ¢apinda ge¢mis
yillarda yapilmis benzer ¢alismalar géz oniinde bulundurularak, incelenen serotipler i¢in
baskin ve kiiresel kabul edilen sekans tiplerinin mevcut oldugu ve yerel ¢alismalarin
yapildig1 siirecte bu baskin sekans tiplerin degismedigi anlasildi. Cesitli bakteri tiirleri
icin kullanilmakta olan sekans tipi temelli bilesenlerden olusan asilar g6z Oniinde
almdiginda, tilkemizde S. Infantis i¢in yapilacak bir agilamada ST32 sekans tipinin esas
alinmas1 gerektigi sonucuna varildi. 7 farkli sekans tipi arasi evrimsel uzakligin
gosterildigi agacta, birbirine en yakin sekans tipler 32 ve 19 (S. Infantis ve S.
Typhimurium) olarak bulundu. Gelecek g¢alismalarda ornek sayist artirildiginda S.
Infantis serotipinin diger sekans tiplerini bulma ihtimalinin artacagi ve bunlar
filogenetik agacta farkl taksonlara yerlestirilebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Housekeeping gen, MLST, Salmonella Infantis
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SUMMARY

Phylogenetic Analysis of Salmonella Infantis Strains from Poultry by MLST

20 strains of Salmonella Infantis isolated in the scope of the 113R036 TUBITAK
project in Ankara University Veterinary Faculty Microbiology Department between
2014-2017 were typed with MLST. Six different serotypes, S. Enteritidis, S. Agona, S.
Typhimurium, S. Hadar, S. Mbandaka and S. Coeln, were used to show the evolutionary
relationship between different sequence types and serotypes on phylogenetic tree. For
each strain 7 housekeeping gene (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA and thrA) were
amplified using the primers indicated in the Pubmlst database. DNA sequence analysis
was performed with sequence analysis primers from the database and gene sequences
were determined. For each strain, sequence type was determined on Pubmlst database
with obtained sequences. 7 genes sequences (501 bp for aroC, 501 bp for dnaN, 432 bp
for hemD, 501 bp for hisD, 399 bp for purg, 501 bp for sucA and 501 bp for thrA) were
combined to obtained 3336bp segeunce based on a strain. A phylogenetic tree was
constructed based on 26 DNA ssequences with T92 displacement model and NJ
phylogenetic tree construction method.

All S. Infantis strains were found sequence type 32, external strain strains that S.
Enteritidis, S. Agona, S. Typhimurium, S. Hadar, S. Mbandaka and S. Coeln
respectively were found sequence type 11, 13, 19, 33, 413 and 2015. For all serotypes,
the most common and dominant sequence types by the country and around the world
were also identified in this study. Considering similar studies in our country and around
the world in the past years, it has been understood that there are dominant and globally
accepted sequence types for the serotypes studied and that these dominant sequence
types have not changed in the course of local studies. Taking into account the vaccines
consisting of sequence type-based components which are being used for various
bacterial strains, we concluded that the ST32 sequence type s should be taken in a
vaccination for S. Infantias in our country. In the tree showing the evolutionary distance
between 7 different sequence types, the closest sequence types were 32 and 19 (S.
Infantis and S. Typhimurium). In future studies, it is concluded that the probability of
finding other sequence types of S. Infantis serotype increases when the number of
samples is increased, and that these can be placed in different taxa in the phylogenetic
tree.

Key Words: Housekeeping genes, MLST, Salmonella Infantis
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VI- Bilimsel Etkinlikleri

V.1.1- Projeler
Kanath Hayvanlardan ve Gidalardan Salmonella Izlenmesi Ve Kontrol Programlari
Gelistirilmesi. TUBITAK 1003 Oncelikli Alanlar Ar-Ge Destekleme Projesi.

Arastirmaci.

Kanatlhi Kokenli Salmonella Infantis Suslarinin MLST ile Filogenetik Analizi.

Bilimsel Arastirma Projesi. Arastirmaci.

Kanatlilarin Salmonella Infeksiyonunu Engelleyen Bagirsak Mikrobiyomunun
Metagenomik Analiz ile Belirlenmesi: Antibiyotiklere Alternatif Bir Yaklasim.
TAGEM Ar-Ge Projesi. Arastirmaci.

V.L.11- Yayinlar
SARICAM S, MUSTAK HK. Filogenetik Agaglandirma Metotlar1 ( 2015). Etlik
Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi, 26/2: 58-64.

V.1.111- Poster Sunum

AKDOGAN KF, KAYA 1, HASCELIK AG, SARICAM S, GURLER N, DIKER K
(2017). Erythromycin Resistant Streptococcus pneumoniae: Phenotypes, Genotypes,
Transposons and Coverage Rates for Pneumococcal Vaccines. ASM Microbe. New

Orleans.

KAYA I, SARICAM S, OZEN D, DIKER K (2016). Baz1 Salmonella
Serotiplerinin Uremesi Uzerine Farkli Sicaklik Degerlerinin Etkisi. XII. Veteriner

Hekimleri Mikrobiyoloji Kongresi. Nevsehir.
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SARICAM S, KAYA i, MUSTAK HK (2016). Fungal Teshiste rDNA ITS1 VE ITS2
Bolgeleri Dizi Analizinin Kullanilmasi. XII. Veteriner Hekimleri Mikrobiyoloji

Kongresi. Nevsehir.

V.1.1V- Seminer

Onemli Kanath Hastaliklar: Epidemiyoloji ve Kontrol-2 (2017)

XI1. Veteriner Hekimleri Mikrobiyoloji Kongresi (2016)

Therapetic Peptides and Antibodies: Design & Manufacturing Workshop (2016)
I1. Kok Hucre Sempozyumu (2011)

Molekiiler Biyoteknoloji Okulu (2011)

ISO 9001 (2010)
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