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Kanath kokenli Salmonella Infantis suslarmim multilokus dizi
tiplendirmesi ile filogenetik analizi®
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Ozet: Bu caligmada broyler tavuk kiimeslerinin altlik, toz, ¢evresel, kemirici kapanlari, yem ve su 6rneklerinden izole edilen 20
adet Salmonella Infantis susunun multilokus dizi tiplendirme (MLST) ile tiplendirilmesi amaglandi. Sekans tipleri (ST) ve serotipler
arasindaki evrimsel iliskiyi gdstermek amaciyla yapilan filogenetik analizde, 6 farkli serotip ¢alismaya dahil edildi. Her bir susa ait 7
housekeeping gen tizerinden gergeklestirilen MLST analizi sonucunda tiim S. Infantis suslari ST32 bulundu ve Tiirkiye’de S. Infantis
icin baskin sekans tipi olabilecegi sonucuna varildi. 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 Tiirkiye’de ilk kez bu ¢aligmada, MLST
ile tiplendirildi. Ik kez bu caligma ile ST2015 icin serotip bilgisi S. Coeln olarak MLST veritabanina girildi.

Anahtar Sozciikler: Filogenetik agag, 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.
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Giris

Salmonella cinsi iiyeleri, Gram negatif ¢omak
seklinde bakteriler olup diinya c¢apinda en sik goriilen
ikinci zoonotik enfeksiyon olan salmonellozise neden
olmaktadir (3). Insan ve hayvanlardaki salmonellozis
vakalarinin yaklagik %99’undan sorumlu S. enterica
subsp. enterica iginde yer alan 2600 serotipten biri olan S.
enterica subsp. enterica serovar Infantis (Salmonella
Infantis), kanatli hayvanlardan en ¢ok izole edilen
serotipler arasinda ilk siralarda yer almaktadir (12, 26, 28).
Bu nedenle, S. Infantis suglarma iligkin epidemiyolojik
aragtirmalar, etkenin koruma ve Kkontrolii agisindan
olduk¢a Onemlidir. Bu noktada, identifikasyon igin
yapilan biyokimyasal ve serolojik testler neredeyse seksen
yildir kullanilmakla beraber yalnizca fenotipik bilgi
saglarken; suslar arasindaki filogenetik iliskiyi ortaya
koymakta yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, ortaya ¢ikan
salgilarin arastirilmas1 ve epidemiyolojik iliskilerinin

*

hazirlanmustir.

incelenmesi ¢aligmalarinda DNA tabanli tiplendirme
metotlar1 kullanilmaktadir (22).

Ilk kez 1998 yilinda gelistirilen ve altin standart
kabul edilen Multilokus Dizi Tiplendirme (Multilocus
Sequence Typing, MLST), bu metotlardan birisi olup
Salmonella filogenetik ve epidemiyolojik ¢alismalarinda
kullanilan genotiplendirme analizlerinin basinda gelmek-
tedir (2, 27). Salmonella enterica subsp. enterica alt tiri
icin MLST analizinde 7 housekeeping gen fragmentinin
incelendigi goriillmiistir (35). Bunlar; aroC (korizmat
sentaz), dnaN (DNA polimeraz Il beta alt birimi), hemD
(troporfirinojen  III  kosentaz), hisD  (histidinol
dehidrogenaz), purk (fosforibozilaminoimidazol
karboksilaz), sucA (alfa ketoglutarat dehidrogenaz) ve
thrA  (aspartokinaz-hemoserin  dehidrogenaz)  gen
bolgeleridir (35).

MLST analizi, ulagilabilir veritabanlar1 sayesinde
sonuclarinin elektronik ortama aktarilabilmesi, kolayca

Bu makale ilk yazarmn “kanathi kokenli Salmonella Infantis suslarinin MLST ile filogenetik analizi” baslikli yiiksek lisans tezinden
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saklanabilmesi ve tiplendirilen herhangi bir susa ait
mevcut sonuglarin karsilagtirilabilmesi, filocografik ve
konak spesifitesi hakkinda ipuglari vermesi bakimindan
oldukga avantajlhidir (20, 35). MLST'nin rutin kullanimina
geegig, tim genoma dayali dizi tabanli tiplendirme
metotlarindan daha uygun olarak; Salmonella bulasma
rotalarni net bir gorilintiisiinii saglamakta ve kontrol
caligmalarin1 kolaylagtirmaktadir (33). Ayrica MLST ile
elde edilen diziler itizerinden olusturulan filogeniler
sayesinde suglarin serotip ve sekans tipi diizeyinde
evrimsel agidan farklilig1 goriilebilmektedir (4, 9, 22).

Bu ¢aligmada, kanatli kokenli S. Infantis suslarinin
MLST analizi ile Tiirkiye’ye 6zgii sekans tiplerinin
belirlenmesi ve incelenen S. Infantis suslarinin kendi
icerisindeki ve farkli serotiplerle olan filogenetik
iligkisinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot

Kullanilan suslar: Bu ¢aligmada, 2014-2017 yillart
arasinda, Tirkiye’deki Salmonella serotiplerinin varligini
ve dagilimini saptamak iizere gergeklestirilmis proje
kapsaminda, tavuk yetistiriciliginin yogun olarak
yapildigi 20 farkli ildeki (Adana, Afyonkarahisar, Ankara,
Balikesir, Bilecik, Bolu, Canakkale, Corum, Diizce,
Elaz1g, Eskisehir, Izmir, Kocaeli, Malatya, Manisa,
Mersin, Sakarya, Samsun, Usak ve Zonguldak) 313 farkli
broyler tavuk kiimesinden alinan altlik, toz, gevresel,
kemirici kapanlari, yem ve su Orneklerinden elde edilen
Salmonella izolatlar1 kullanildi. ISO 6579 prosediirii ile
Salmonella izolasyonu sonunda Salmonella sp. olarak
belirlenerek Kauffmann-White-Le Minor semasina gore
serotiplendirilen (16, 21) suslardan 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 segildi.
Ribotiplendirme sonucu, S. Infantis suslariin olusturdugu
2 farkli ribopatternden (Dupont Pwull_1071 ve
Pvull_2133) esit sayida olmak iizere 10’ar sus kullanild:.
Ayrica farkli serotipler ve sekans tipleri arasindaki
evrimsel iligkiyi gostermek amaciyla yapilan filogenetik
analizde, dig gruplar1 gostermek amaciyla sik izole edilen
serotiplerden S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar ve
nadiren izole edilen serotipler olan S. Agona, S.
Mbandaka, S. Coeln olmak {izere 6 farkli serotip
caligmaya dahil edildi. S. Agona, S. Mbandaka ve S. Coeln
serotipinin secilmesinde etkili faktdr ise bu serotiplerin
Tirkiye’de yapilan 6nceki MLST c¢alismalarinda hic ele
alimmamig olmasi oldu.

DNA ekstraksiyonu: Nutrient agarda saf olarak
tretilen koloniler tizerinden GeneJET Genomik DNA
Piirifikasyon kiti (Thermo Fisher Scientific, USA) Gram
Negatif Bakteri DNA’s1 Ekstraksiyon protokoliine gore
DNA ekstraksiyonu yapildi.

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
veritabaninda yer alan primer dizileri ile yine ayn1 veri-
tabaninda bulunan Salmonella enterica MLST analiz
protokoliine gore ¢ogaltildi (35). PCR iirtinleri, Exosap-IT
(Thermo Fisher Scientific, USA) ile saflastirildi. Saflasti-
rilan trtnler, veritabaninda belirtilen DNA dizileme
primerleri ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak
dizilendi. Sephadex (Oxoid, UK) jel filtrasyonu yontemi
ile PCR iirtinleri saflagtirildi. ABI 3500 Genetik Analyzer
(Applied Biosystems, USA) ile genler dizilendi. CLC Main
Workbench v.7.7.3. (Qiagen, USA) dizi analiz programi
ile diziler diizenlendi. Bu diziler ile Pubmlst veritabanindan
her bir genin allel profili saptandi ve elde edilen allellerin
kombinasyonuyla her bir susun sekans tipi belirlendi.

Filogenetik Analiz: Her bir sus i¢in 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 korunmus
bolge dizileri birlestirilerek 3336 bp’lik tek bir DNA dizisi
elde edildi. 26 susa ait tek bir DNA dizisi lizerinden
MEGA v.7.0.20 programi ile otomatik olarak en uygun
agaclandirma metodu ve yer degistirme modeli atanarak
filogenetik agac¢ olusturuldu.

Bulgular

Tiim S. Infantis suglar1 ST32, S. Enteritidis ST11, S.
Typhimurium ST19, S. Hadar ST33, S. Agona ST13, S.
Mbandaka ST413 ve S. Coeln ST2015 bulundu. Pubmist
veritabaninda kayitli sekans tipi ST2015 igin serotip
bilgisi bulunamadi ve S. Coeln olarak ilk kez serotip kaydi
bu ¢alismada yapildi (Tablo 1).

26 farkli DNA dizisi (3336 bp) Neighbor joining
metodu ile agaglandirildi. Elde edilen filogenetik agagta
yiiksek benzerlik oraniyla (%90) en yakin sekans tipler
ST32 ve ST19 olarak bulundu (Sekil 1).

Tartisma ve Sonu¢

Bu c¢aligmada, insan ve hayvanlarda sistemik
hastaliklara neden olan 6nemli salmonellosis etkenlerinden
biri olan S. Infantis suslar1t MLST ile molekiiler olarak
karakterize edilerek filogenetik analiz ile sekans tipleri ve
serotipler arasi evrimsel iliskinin gosterilebilmesi i¢in 6
farkli serotip ¢alismaya dahil edilmistir. Her bir sus i¢in
housekeeping gen dizilerinin birlestirilmesiyle elde edilen
tek bir DNA dizisi iizerinden olusturulan filogenetik
agacta sekans tipleri arasi evrimsel iliski gosterilmistir
(18, 22).

Tiirkiye’de  Salmonella  enterica’ya ait farkli
serotiplerin MLST ile tiplendirilmesini konu alan az
sayida ¢alisma yapilmistir. Durul ve ark.’nin (11) yapmis
oldugu ¢alismada tavuk eti ve sakatattan izole edilen S.
Infantis suslarinin tamami (15 adet) ST32; sakatattan izole
edilen 1 adet S. Typhimurium susu, ST19; peynirden izole
edilen 1 adet S. Hadar susu, ST33 olarak bulunmustur.
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Tablo 1. Her bir susa ait gen allelleri ve sekans tipleri.

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

409

Ornek no Serotip aroC dnaN hemD hisD purk 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

ST32 Infantis

S0
ST19 Typhimurium

ST13 Agona

ST413 Mbandaka

ST11 Enteritidis
2 ST33 Hadar
8
ST2015 Coeln
0.0010

Sekil 1. Neighbor joining ile olusturulan kladogramik filogenetik agacta taksonlarin evrimsel iliskisi (31). Analiz MEGA v.7.0.20
programu ile gergeklestirildi (24). Her sus i¢in 7 housekeeping gen dizisinin birlestirilmesiyle elde edilen 3336 bp’lik DNA dizisi veri
olarak kullanildi. Taksonlar arasi evrimsel uzakliklar hesaplanirken Tamura-3 parametreli yer degistirme modelinden (T92) yararlanildi
(32). Elde edilen evrimsel uzakliklar dal uzunluklari seklinde gosterilmis olup taksonlar arasi benzerlik orani her bir dalin {izerinde
gosterildi. %0.1°lik bootstrap degeri sol alt kosede 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 MEGAT7 (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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Giinel ve ark.’nin (17) yapmis oldugu calismada bitkisel
kaynakli 1 adet S. Enteritidis susu, ST11 olarak identifiye
edilmigtir. Acar ve ark.’nin (1) Salmonella MLST analizi
¢alismasinda ise tavuk etinden izole edilen S. Infantis
suglarinin tamamu (15 adet) ST32; insan ve hayvan
kaynakli (sigir ve koyun) S. Typhimurium suslarinin
tamamu (19 adet), ST19; peynir ile koyun diskisindan izole
edilen S. Hadar suslarinin tamamu (2 adet), ST33; insan
kaynakli 1 adet S. Enteritidis susu, STI11 olarak
bulunmustur. Bu ¢aligmada, kullanilan kanatli kékenli 20
adet S. Infantis susunun da ST32 oldugu gbz Oniinde
bulunduruldugunda; S. Infantis i¢in ilkemizde tek tip
sekans tipinin mevcut oldugu ve bu sekans tipinin
izolasyon kaynagina gore degismedigi sonucuna varildi.
S. Enteritidis, S. Typhimurium ve S. Hadar suslari i¢in de
benzer sekans tipleri bulunmus olup, Ornek sayisi
artirlldiginda izolasyon kaynagi ve sekans tipi iliskisinin
yorumlanabilecegi sonucuna varildi.

Gliniimiize dek yapilmis MLST analizlerinde S.
Infantis serotipi i¢in ¢ok sayida sekans tipi bulunmustur
(35). Bu sekans tipleri arasinda yer alan ST32, gesitli
iilkelerde ¢ogunlukla gida, insan, kanatli kaynaklarindan
izole edilen suslarda tespit edilmistir (3, 7, 34). En sik
bulunan ve hemen hemen tiim kitalarda mevcut olan bu
sekans tipinin bu calismada da bulunmus olmasi, S.
Infantis kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu olan baskin
sekans tipi olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

S. Typhimurium, S. Infantis’e gore ¢ok daha genis
sekans tipi ¢esitliligine sahiptir. (7, 25, 30, 35). Bu sekans
tiplerinden ST19; Avrupa, Asya, Afrika kitasinda pek ¢ok
tilkede; insan, gida, cesitli
kaynaklardan izole edilerek tespit edilmis ve yaygin
sekans tipi oldugu Ongorilmistir (7, 13, 33). Bu
caligmayla da ST19 tespit edildi. S. Enteritidis ST11 ve S.
Hadar ST33 Amerika, Avrupa ve Asya kitasinda pek ¢ok
iilkeye basarili olarak adapte olmus yaygin sekans tipleri
olup bu ¢alismayla iilkemizde de tespit edilmistir (5, 6, 15,
29, 35).

Nadiren bulunan serotiplerden olan S. Mbandaka, S.
Agona ve S. Coeln serotipleri iilkemizde ilk kez bu
¢alismada MLST ile tiplendirildi. S. Mbandaka ST413,
Avrupa iilkeleri basta olmak {izere en yaygin bulunan
sekans tipi olup bu ¢aligmada da bu kiiresel sekans tipinin
iilkemizdeki varligi tespit edildi (19). S. Agona igin
Afrika, Avrupa, Asya tilkelerinin ¢ogunda gida, kanatli ve
insan kaynakli olarak bulunan yaygin sekans tipi ST13, bu
calismada da elde edildi (8, 10, 25). Incelenen son serotip
S. Coeln serotipi ise ST2015 olarak identifiye edildi.
Pubmlst veritabaninda ST2015 allelik formiilasyonu
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 agaclandirma caligmalari incelendiginde

koyun ve sigir gibi

uzaklik tabanli metotlarin siklikla kullanildigi (UPGMA,
NIJ, vb.) goriildii (22). Durul ve ark., (11) ile Torpdahl ve
ark.’nin  (34) yapmis oldugu caligmalarda ikili dizi
kargilagtirmasinda farkli niikleotid sayisinin, karsilastirilan
total niikleotid sayisina orani ile elde edilen benzerlik
oranmmi  (%90) en fazla S. Infantis (ST32) ve S.
Typhimurium (ST19) serotipleri arasinda oldugundan bu
serotipler tek bir klanda birbirine en yakin taksonlar olarak
gosterilmistir. Yukarida bahsedilen c¢alismalara benzer
olarak, bu ¢aligmada elde edilen filogenetik agagta yiiksek
benzerlik orantyla (%90) en yakin sekans tipler ST32 ve
ST19 olarak bulundu.

Calisma sonunda S. Infantis igin tek bir sekans
tipinin belirlenmesi suslar arasindaki klonal iligkiyi
gostermek agisindan MLST yonteminin yeterli olmadigini
diistindiirdii. Yeni sekans tiplerinin tespit edilebilmesi,
klonal iligkileri gosterebilmesi ve daha detayl filogenetik
verilerin elde edilmesi icin yapilacak yeni ¢aligsmalarda
ayirim  giicli  yiiksek genotiplendirme metotlarinin
kullanilmas: gerektigi sonucuna varildi. Bu amagla, aym
serotip igerisinde ayirim giicli daha yiikksek modifiye
MLST analizlerinin ileride yapilacak c¢aligmalarda
kullanilabilecegi ongoriildii. “16S rRNA, pduF, glnA, ve
manB” olmak {izere 4 polimorfik gene dayali MLST
semas, viriilens genler spaM, hilA ve fimbrial genler pefB,
fimH genlerine dayali MLST semas1 ve PFGE’den daha
yitksek ayirim giiciine sahip 16S rRNA, pduF, ginA ve
manB genlerine dayali MLST semasinin bu amaca uygun
oldugu literatiir taramasi ile tespit edildi (23, 36). Ayrica
Salmonella tiplendirmesinde MLST ile PFGE (Pulsed
Field Gel Electrophoresis) ve AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) gibi tiplendirme metotlarinin
kargilagtirildigt ve PFGE ile AFLP metotlarinin daha
yiiksek ayirim giiciine sahip oldugunu belirten ¢aligmalar
(34) dikkate alindiginda bu metotlarin filogenetik
iliskilerin gosterildigi molekiiler tiplendirme ¢aligmalarinda
daha etkili olarak kullanilabilecegi diistiniildii.
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