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Özet: Bu çalışmada broyler tavuk kümeslerinin altlık, toz, çevresel, kemirici kapanları, yem ve su örneklerinden izole edilen 20 

adet Salmonella Infantis suşunun multilokus dizi tiplendirme (MLST) ile tiplendirilmesi amaçlandı. Sekans tipleri (ST) ve serotipler 

arasındaki evrimsel ilişkiyi göstermek amacıyla yapılan filogenetik analizde, 6 farklı serotip çalışmaya dahil edildi. Her bir suşa ait 7 

housekeeping gen üzerinden gerçekleştirilen MLST analizi sonucunda tüm S. Infantis suşları ST32 bulundu ve Türkiye’de S. Infantis 

için baskın sekans tipi olabileceği sonucuna varıldı. S. Enteritidis ST11, S. Typhimurium ST19, S. Hadar ST33, S. Agona ST13, S. 

Mbandaka ST413 ve S. Coeln ST2015 bulundu. S. Agona, S. Mbandaka ve S. Coeln serotipleri Türkiye’de ilk kez bu çalışmada, MLST 

ile tiplendirildi. İlk kez bu çalışma ile ST2015 için serotip bilgisi S. Coeln olarak MLST veritabanına girildi. 

Anahtar Sözcükler: Filogenetik ağaç, Housekeeping gen, MLST, Salmonella Infantis, sekans tipi. 

Phylogenetic Analysis of Salmonella Infantis Strains from Poultry by Multilocus Sequence Typing 

Abstract: In this study, it was aimed to evaluate the 20 Salmonella Infantis strains isolated from broiler chicken hutches (base, 

dust, environment, rodent traps, feed and water samples) by Multilocus Sequence Typing (MLST). Six different serovars were used to 

exhibit the evolutionary relationship between different sequence types (ST) and serotypes on phylogenetic tree. All S. Infantis strains 

were found as ST32 as a result of MLST analysis performed on 7 housekeeping genes belonging to each subspecies and ST32 was 

thought to be the dominant sequence type for S. Infantis in Turkey. The other serotypes; S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar, S. 

Agona, S. Mbandaka and S. Coeln was found to be ST11, ST19, ST33, ST13, ST413 and ST2015, respectively. In this study, S. Agona, 

S. Mbandaka and S. Coeln serotypes were typed with the MLST for the first time in Turkey. Serotype information of ST2015 was 

registered to the MLST database for S. Coeln serotype. 

Key Words: Phylogenetic tree, housekeeping gene, MLST, Salmonella Infantis, sequence type. 

 
 

 

Giriş 

Salmonella cinsi üyeleri, Gram negatif çomak 

şeklinde bakteriler olup dünya çapında en sık görülen 

ikinci zoonotik enfeksiyon olan salmonellozise neden 

olmaktadır (3). İnsan ve hayvanlardaki salmonellozis 

vakalarının yaklaşık %99’undan sorumlu S. enterica 

subsp. enterica içinde yer alan 2600 serotipten biri olan S. 

enterica subsp. enterica serovar Infantis (Salmonella 

Infantis), kanatlı hayvanlardan en çok izole edilen 

serotipler arasında ilk sıralarda yer almaktadır (12, 26, 28). 

Bu nedenle, S. Infantis suşlarına ilişkin epidemiyolojik 

araştırmalar, etkenin koruma ve kontrolü açısından 

oldukça önemlidir. Bu noktada, identifikasyon için 

yapılan biyokimyasal ve serolojik testler neredeyse seksen 

yıldır kullanılmakla beraber yalnızca fenotipik bilgi 

sağlarken; suşlar arasındaki filogenetik ilişkiyi ortaya 

koymakta yetersiz kalmaktadır. Bu nedenle, ortaya çıkan 

salgınların araştırılması ve epidemiyolojik ilişkilerinin 

                                                           
*  Bu makale ilk yazarın “kanatlı kökenli Salmonella Infantis suşlarının MLST ile filogenetik analizi” başlıklı yüksek lisans tezinden 

hazırlanmıştır. 

incelenmesi çalışmalarında DNA tabanlı tiplendirme 

metotları kullanılmaktadır (22). 

İlk kez 1998 yılında geliştirilen ve altın standart 

kabul edilen Multilokus Dizi Tiplendirme (Multilocus 

Sequence Typing, MLST), bu metotlardan birisi olup 

Salmonella filogenetik ve epidemiyolojik çalışmalarında 

kullanılan genotiplendirme analizlerinin başında gelmek-

tedir (2, 27). Salmonella enterica subsp. enterica alt türü 

için MLST analizinde 7 housekeeping gen fragmentinin 

incelendiği görülmüştür (35). Bunlar; aroC (korizmat 

sentaz), dnaN (DNA polimeraz III beta alt birimi), hemD 

(üroporfirinojen III kosentaz), hisD (histidinol 

dehidrogenaz), purE (fosforibozilaminoimidazol 

karboksilaz), sucA (alfa ketoglutarat dehidrogenaz) ve 

thrA (aspartokinaz-hemoserin dehidrogenaz) gen 

bölgeleridir (35).  

MLST analizi, ulaşılabilir veritabanları sayesinde 

sonuçlarının elektronik ortama aktarılabilmesi, kolayca 
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saklanabilmesi ve tiplendirilen herhangi bir suşa ait 

mevcut sonuçların karşılaştırılabilmesi, filocoğrafik ve 

konak spesifitesi hakkında ipuçları vermesi bakımından 

oldukça avantajlıdır (20, 35). MLST'nin rutin kullanımına 

geçiş, tüm genoma dayalı dizi tabanlı tiplendirme 

metotlarından daha uygun olarak; Salmonella bulaşma 

rotalarının net bir görüntüsünü sağlamakta ve kontrol 

çalışmalarını kolaylaştırmaktadır (33). Ayrıca MLST ile 

elde edilen diziler üzerinden oluşturulan filogeniler 

sayesinde suşların serotip ve sekans tipi düzeyinde 

evrimsel açıdan farklılığı görülebilmektedir (4, 9, 22). 

Bu çalışmada, kanatlı kökenli S. Infantis suşlarının 

MLST analizi ile Türkiye’ye özgü sekans tiplerinin 

belirlenmesi ve incelenen S. Infantis suşlarının kendi 

içerisindeki ve farklı serotiplerle olan filogenetik 

ilişkisinin araştırılması amaçlanmıştır.  

 

Materyal ve Metot 

Kullanılan suşlar: Bu çalışmada, 2014-2017 yılları 

arasında, Türkiye’deki Salmonella serotiplerinin varlığını 

ve dağılımını saptamak üzere gerçekleştirilmiş proje 

kapsamında, tavuk yetiştiriciliğinin yoğun olarak 

yapıldığı 20 farklı ildeki (Adana, Afyonkarahisar, Ankara, 

Balıkesir, Bilecik, Bolu, Çanakkale, Çorum, Düzce, 

Elazığ, Eskişehir, İzmir, Kocaeli, Malatya, Manisa, 

Mersin, Sakarya, Samsun, Uşak ve Zonguldak) 313 farklı 

broyler tavuk kümesinden alınan altlık, toz, çevresel, 

kemirici kapanları, yem ve su örneklerinden elde edilen 

Salmonella izolatları kullanıldı. ISO 6579 prosedürü ile 

Salmonella izolasyonu sonunda Salmonella sp. olarak 

belirlenerek Kauffmann-White-Le Minor şemasına göre 

serotiplendirilen (16, 21) suşlardan 20 adet Salmonella 

Infantis suşu kullanıldı. Bu suşlar, rRNA kodlayan 

genlerin (5S, 16S ve 23S) restriksiyon enzimiyle (PvuII) 

spesifik olarak kesilmesiyle oluşan bant profilinin 

(ribopattern) değerlendirilmesine dayanan ribotiplendirme 

metodu ile identifiye edilmiş suşlar arasından seçildi. 

Ribotiplendirme sonucu, S. Infantis suşlarının oluşturduğu 

2 farklı ribopatternden (Dupont PvuII_1071 ve 

PvuII_2133) eşit sayıda olmak üzere 10’ar suş kullanıldı. 

Ayrıca farklı serotipler ve sekans tipleri arasındaki 

evrimsel ilişkiyi göstermek amacıyla yapılan filogenetik 

analizde, dış grupları göstermek amacıyla sık izole edilen 

serotiplerden S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar ve 

nadiren izole edilen serotipler olan S. Agona, S. 

Mbandaka, S. Coeln olmak üzere 6 farklı serotip 

çalışmaya dahil edildi. S. Agona, S. Mbandaka ve S. Coeln 

serotipinin seçilmesinde etkili faktör ise bu serotiplerin 

Türkiye’de yapılan önceki MLST çalışmalarında hiç ele 

alınmamış olması oldu. 

DNA ekstraksiyonu: Nutrient agarda saf olarak 

üretilen koloniler üzerinden GeneJET Genomik DNA 

Pürifikasyon kiti (Thermo Fisher Scientific, USA) Gram 

Negatif Bakteri DNA’sı Ekstraksiyon protokolüne göre 

DNA ekstraksiyonu yapıldı. 

MLST: Housekeeping gen fragmentleri aroC (826 

bp), dnaN (833 bp), hemD (666 bp), hisD (894 bp), purE 

(510 bp), sucA (643 bp) ve thrA (852 bp) Pubmlst 

veritabanında yer alan primer dizileri ile yine aynı veri-

tabanında bulunan Salmonella enterica MLST analiz 

protokolüne göre çoğaltıldı (35). PCR ürünleri, Exosap-IT 

(Thermo Fisher Scientific, USA) ile saflaştırıldı. Saflaştı-

rılan ürünler, veritabanında belirtilen DNA dizileme 

primerleri ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanılarak 

dizilendi. Sephadex (Oxoid, UK) jel filtrasyonu yöntemi 

ile PCR ürünleri saflaştırıldı. ABI 3500 Genetik Analyzer 

(Applied Biosystems, USA) ile genler dizilendi. CLC Main 

Workbench v.7.7.3. (Qiagen, USA) dizi analiz programı 

ile diziler düzenlendi. Bu diziler ile Pubmlst veritabanından 

her bir genin allel profili saptandı ve elde edilen allellerin 

kombinasyonuyla her bir suşun sekans tipi belirlendi.  

Filogenetik Analiz: Her bir suş için aroC 501 bp, 

dnaN 501 bp, hemD 432 bp, hisD 501 bp, purE 399 bp, 

sucA 501 bp ve thrA 501 bp’lik standart allelik korunmuş 

bölge dizileri birleştirilerek 3336 bp’lik tek bir DNA dizisi 

elde edildi. 26 suşa ait tek bir DNA dizisi üzerinden 

MEGA v.7.0.20 programı ile otomatik olarak en uygun 

ağaçlandırma metodu ve yer değiştirme modeli atanarak 

filogenetik ağaç oluşturuldu. 

 

Bulgular 

Tüm S. Infantis suşları ST32, S. Enteritidis ST11, S. 

Typhimurium ST19, S. Hadar ST33, S. Agona ST13, S. 

Mbandaka ST413 ve S. Coeln ST2015 bulundu. Pubmlst 

veritabanında kayıtlı sekans tipi ST2015 için serotip 

bilgisi bulunamadı ve S. Coeln olarak ilk kez serotip kaydı 

bu çalışmada yapıldı (Tablo 1). 

26 farklı DNA dizisi (3336 bp) Neighbor joining 

metodu ile ağaçlandırıldı. Elde edilen filogenetik ağaçta 

yüksek benzerlik oranıyla (%90) en yakın sekans tipler 

ST32 ve ST19 olarak bulundu (Şekil 1). 

 

Tartışma ve Sonuç 

Bu çalışmada, insan ve hayvanlarda sistemik 

hastalıklara neden olan önemli salmonellosis etkenlerinden 

biri olan S. Infantis suşları MLST ile moleküler olarak 

karakterize edilerek filogenetik analiz ile sekans tipleri ve 

serotipler arası evrimsel ilişkinin gösterilebilmesi için 6 

farklı serotip çalışmaya dahil edilmiştir. Her bir suş için 

housekeeping gen dizilerinin birleştirilmesiyle elde edilen 

tek bir DNA dizisi üzerinden oluşturulan filogenetik 

ağaçta sekans tipleri arası evrimsel ilişki gösterilmiştir 

(18, 22). 

Türkiye’de Salmonella enterica’ya ait farklı 

serotiplerin MLST ile tiplendirilmesini konu alan az 

sayıda çalışma yapılmıştır. Durul ve ark.’nın (11) yapmış 

olduğu çalışmada tavuk eti ve sakatattan izole edilen S. 

Infantis suşlarının tamamı (15 adet) ST32; sakatattan izole 

edilen 1 adet S. Typhimurium suşu, ST19; peynirden izole 

edilen  1  adet  S.  Hadar  suşu,  ST33  olarak  bulunmuştur.  
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Tablo 1. Her bir suşa ait gen allelleri ve sekans tipleri.  

Table 1. The gene alleles and sequence types of each strain. 

Örnek no Serotip aroC dnaN hemD hisD purE sucA thrA Sekans tipi 

1 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

2 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

3 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

4 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

5 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

6 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

7 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

8 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

9 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

10 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

11 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

12 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

13 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

14 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

15 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

16 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

17 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

18 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

19 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

20 Infantis 17 18 22 17 5 21 19 32 

21 Enteritidis 5 2 3 7 6 6 11 11 

22 Agona 3 3 7 4 3 3 7 13 

23 Typhimurium 10 7 12 9 5 9 2 19 

24 Hadar 2 5 6 7 5 7 12 33 

25 Mbandaka 15 70 93 78 113 6 68 413 

26 Coeln 5 4 18 561 36 12 12 2015 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1. Neighbor joining ile oluşturulan kladogramik filogenetik ağaçta taksonların evrimsel ilişkisi (31). Analiz MEGA v.7.0.20 

programı ile gerçekleştirildi (24). Her suş için 7 housekeeping gen dizisinin birleştirilmesiyle elde edilen 3336 bp’lik DNA dizisi veri 

olarak kullanıldı. Taksonlar arası evrimsel uzaklıklar hesaplanırken Tamura-3 parametreli yer değiştirme modelinden (T92) yararlanıldı 

(32). Elde edilen evrimsel uzaklıklar dal uzunlukları şeklinde gösterilmiş olup taksonlar arası benzerlik oranı her bir dalın üzerinde 

gösterildi. %0.1’lik bootstrap değeri sol alt köşede belirtildi (14). 

Figure 1. The evolutionary history of taxons was inferred on cladogramic phylogenetic tree using the Neighbor-Joining method (31). 

Analyses were conducted in MEGA7 (24). The data was obtained from the 3336 bp sequence which had been obtained by combining 

7 housekeeping gene sequences for each strain. The evolutionary distances were computed using the Tamura 3-parameter method (32). 

The evolutionary distances were showed on phylogenetic tree with branch. The 0.1% bootstrap test value was represented on the lower 

left corner (14). 
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Günel ve ark.’nın (17) yapmış olduğu çalışmada bitkisel 

kaynaklı 1 adet S. Enteritidis suşu, ST11 olarak identifiye 

edilmiştir. Acar ve ark.’nın (1) Salmonella MLST analizi 

çalışmasında ise tavuk etinden izole edilen S. Infantis 

suşlarının tamamı (15 adet) ST32; insan ve hayvan 

kaynaklı (sığır ve koyun) S. Typhimurium suşlarının 

tamamı (19 adet), ST19; peynir ile koyun dışkısından izole 

edilen S. Hadar suşlarının tamamı (2 adet), ST33; insan 

kaynaklı 1 adet S. Enteritidis suşu, ST11 olarak 

bulunmuştur. Bu çalışmada, kullanılan kanatlı kökenli 20 

adet S. Infantis suşunun da ST32 olduğu göz önünde 

bulundurulduğunda; S. Infantis için ülkemizde tek tip 

sekans tipinin mevcut olduğu ve bu sekans tipinin 

izolasyon kaynağına göre değişmediği sonucuna varıldı. 

S. Enteritidis, S. Typhimurium ve S. Hadar suşları için de 

benzer sekans tipleri bulunmuş olup, örnek sayısı 

artırıldığında izolasyon kaynağı ve sekans tipi ilişkisinin 

yorumlanabileceği sonucuna varıldı. 

Günümüze dek yapılmış MLST analizlerinde S. 

Infantis serotipi için çok sayıda sekans tipi bulunmuştur 

(35). Bu sekans tipleri arasında yer alan ST32, çeşitli 

ülkelerde çoğunlukla gıda, insan, kanatlı kaynaklarından 

izole edilen suşlarda tespit edilmiştir (3, 7, 34). En sık 

bulunan ve hemen hemen tüm kıtalarda mevcut olan bu 

sekans tipinin bu çalışmada da bulunmuş olması, S. 

Infantis kaynaklı enfeksiyonlardan sorumlu olan baskın 

sekans tipi olabileceği görüşünü desteklemektedir.  

S. Typhimurium, S. Infantis’e göre çok daha geniş 

sekans tipi çeşitliliğine sahiptir. (7, 25, 30, 35). Bu sekans 

tiplerinden ST19; Avrupa, Asya, Afrika kıtasında pek çok 

ülkede; insan, gıda, koyun ve sığır gibi çeşitli 

kaynaklardan izole edilerek tespit edilmiş ve yaygın 

sekans tipi olduğu öngörülmüştür (7, 13, 33). Bu 

çalışmayla da ST19 tespit edildi. S. Enteritidis ST11 ve S. 

Hadar ST33 Amerika, Avrupa ve Asya kıtasında pek çok 

ülkeye başarılı olarak adapte olmuş yaygın sekans tipleri 

olup bu çalışmayla ülkemizde de tespit edilmiştir (5, 6, 15, 

29, 35). 

Nadiren bulunan serotiplerden olan S. Mbandaka, S. 

Agona ve S. Coeln serotipleri ülkemizde ilk kez bu 

çalışmada MLST ile tiplendirildi. S. Mbandaka ST413, 

Avrupa ülkeleri başta olmak üzere en yaygın bulunan 

sekans tipi olup bu çalışmada da bu küresel sekans tipinin 

ülkemizdeki varlığı tespit edildi (19). S. Agona için 

Afrika, Avrupa, Asya ülkelerinin çoğunda gıda, kanatlı ve 

insan kaynaklı olarak bulunan yaygın sekans tipi ST13, bu 

çalışmada da elde edildi (8, 10, 25). İncelenen son serotip 

S. Coeln serotipi ise ST2015 olarak identifiye edildi. 

Pubmlst veritabanında ST2015 allelik formülasyonu 

mevcut olup, serotip bilgisi bulunmadığından bu sekans 

tipe ait serotip bilgisi ilk kez veritabanına girildi. 

MLST ile incelenen 7 housekeeping gen dizisinin 

birleştirilmesiyle elde edilen 3336 bp’lik dizinin temel 

alındığı filogenetik ağaçlandırma çalışmaları incelendiğinde 

uzaklık tabanlı metotların sıklıkla kullanıldığı (UPGMA, 

NJ, vb.) görüldü (22). Durul ve ark., (11) ile Torpdahl ve 

ark.’nın (34) yapmış olduğu çalışmalarda ikili dizi 

karşılaştırmasında farklı nükleotid sayısının, karşılaştırılan 

total nükleotid sayısına oranı ile elde edilen benzerlik 

oranını (%90) en fazla S. Infantis (ST32) ve S. 

Typhimurium (ST19) serotipleri arasında olduğundan bu 

serotipler tek bir klanda birbirine en yakın taksonlar olarak 

gösterilmiştir. Yukarıda bahsedilen çalışmalara benzer 

olarak, bu çalışmada elde edilen filogenetik ağaçta yüksek 

benzerlik oranıyla (%90) en yakın sekans tipler ST32 ve 

ST19 olarak bulundu. 

Çalışma sonunda S. Infantis için tek bir sekans 

tipinin belirlenmesi suşlar arasındaki klonal ilişkiyi 

göstermek açısından MLST yönteminin yeterli olmadığını 

düşündürdü. Yeni sekans tiplerinin tespit edilebilmesi, 

klonal ilişkileri gösterebilmesi ve daha detaylı filogenetik 

verilerin elde edilmesi için yapılacak yeni çalışmalarda 

ayırım gücü yüksek genotiplendirme metotlarının 

kullanılması gerektiği sonucuna varıldı. Bu amaçla, aynı 

serotip içerisinde ayırım gücü daha yüksek modifiye 

MLST analizlerinin ileride yapılacak çalışmalarda 

kullanılabileceği öngörüldü. “16S rRNA, pduF, glnA, ve 

manB” olmak üzere 4 polimorfik gene dayalı MLST 

şeması, virülens genler spaM, hilA ve fimbrial genler pefB, 

fimH genlerine dayalı MLST şeması ve PFGE’den daha 

yüksek ayırım gücüne sahip 16S rRNA, pduF, glnA ve 

manB genlerine dayalı MLST şemasının bu amaca uygun 

olduğu literatür taraması ile tespit edildi (23, 36). Ayrıca 

Salmonella tiplendirmesinde MLST ile PFGE (Pulsed 

Field Gel Electrophoresis) ve AFLP (Amplified Fragment 

Length Polymorphism) gibi tiplendirme metotlarının 

karşılaştırıldığı ve PFGE ile AFLP metotlarının daha 

yüksek ayırım gücüne sahip olduğunu belirten çalışmalar 

(34) dikkate alındığında bu metotların filogenetik 

ilişkilerin gösterildiği moleküler tiplendirme çalışmalarında 

daha etkili olarak kullanılabileceği düşünüldü.  
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