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Ozet: Konak spesifik ve biovar olan Salmonella Gallinarum ve Salmonella Pullorum basta tavuk olmak {izere hindi,
bildircin, giivercin, serce ve papaganlarda 6nemli hastaliklara sebep olmaktadir. Bu nedenle kanatli hayvanlarda bu
serotipleri saptamak i¢in hizli ve giivenilir tan1 yontemleri hastaligin etkin kontrolii i¢in gerekli olmaktadir. Bu amagla
biovarlar1 saptamak ve birbirinden ayrimini saglamak i¢in es zamanli olarak S. Gallinarum/Pullorum ve internal kont-
rol hedefli reaksiyonlart igeren hizli qPCR tani kiti gelistirildi. S. Gallinarum/Pullorum referans ve VKMAE Kanatl
Hastaliklar1 Laboratuvari’ndan temin edilen S. Gallinarum suslarma qPCR metodu uygulandi. Calismada qPCR anali-
zinin duyarlilig1 ve 6zgilliigl degerlendirildi. Sonuglar gelistirilen qPCR yonteminin S. Gallinarum/Pullorum’u kesin
olarak saptayabildigini gosterdi. qPCR yonteminin kullanim kolaylig1, giivenirliligi, teknik olarak basit, tam otomasyon,
spesifik, hassas, hizli olmasidan dolay1 bu biovarlarin teshisi ve ayriminda daha fazla avantaj saglayacagi sonucuna
varildi.

Anahtar kelimeler: qPCR, Salmonella, tan1

Development of qPCR Diagnostic Kit for Salmonella Gallinarum and Salmonella Pullorum

Abstract: Salmonella Gallinarum and Sa/monella Pullorum cause important disease of chicken, the others are turkey,
quail, pigeon, sparrow and parrot, which are host specific and biovars of each other. Therefore, rapid and reliable meth-
ods to detect these poultry-associated Salmonella serotypes are necessary for efficient control of Salmonella in poultry.
For this purpose, a rapid qPCR diagnostic kit including S. Gallinarum / Pullorum and internal control targeted reactions
was developed simultaneously to detect and differentiate biovars. S. Gallinarum/Pullorum reference and S. Gallinarum
strains that were developed from VKMAE Poultry Laboratory were performed using qPCR method. In this study, sensi-
tivity and specificity of qPCR analysis were evaluated. The results showed that the developed qPCR method was able to
detect Salmonella Gallinarum/Pullorum correctly. Since the ease of use, reliability, technically simple, full automation,
specific, sensitive and fast, the qPCR method is thought to provide more advantages in the diagnosis and differentiation
of these biovars.
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Giris

Kanatli hayvanlarda Salmonella enterica subs-
pecies enterica serovar Gallinarum/ Pullorum (S.
Gallinarum/Pullorum) nedenli infeksiyonlar, ka-
nath tifosu ve pullorum hastaligi olarak tanimlan-
maktadir (OIE 2018). Bu hastaliklar tavuk, hindi,
bildircin, giivercin, serge, papagan ve diger sis kus-
larinda goriilmektedir. Pullorum hastalig1 genglerde
goriilmesine ragmen erginlerde de ortaya ¢ikmak-
tadir. Bulasma kaynagini infekte kanatlilar olugtur-
makta ve vertikal bulagsma goriilmektedir (Berchieri

ve ark. 2001). Infekte civcivler kisa siirede oliirler
ve klokalar kirli ve beyaz renklidir, bazi durumlarda
6liimlere daha sonraki haftalarda, genellikle de 2.
ve 3. haftada rastlanir. Ergin hayvanlarda genellikle
semptom goriilmez ancak akut olgularda halsizlik,
diskiinliik, yumurta veriminde disiis, ilk glinlerde
ates, istahsizlik ve 10 giin i¢inde 6liim izlenebilir.
Kronik olgularda bu semptomlart izlemek miim-
kiin degildir. Buna karsin lokalize formlar1 gorii-
lir. Etkenin virulansina ve siirliniin direncine gore
pullorumda mortalite %0-100, tifoda ise %10-93
arasinda degismektedir (Akan 2008). Bu hastalik-
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lar uygulanan ulusal kontrol programlari sayesin-
de Kanada, Avustralya, Japonya, Kuzey Amerika,
Birlesik Krallik ve baz1 Bati Avrupa tilkelerinden
eradike edilmesine ragmen Afrika, Asya, Kuzey ve
Orta Amerika {ilkelerinde halen 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Jones ve ark. 2001).

White-Kauffmann-Le Minér semasmin D se-
rogrubunda (O antijenleri 1, 9, 12 sahipken; flagel-
lar antijeni bulunmaz: -,-) yer alan S. Gallinarum/
Pullorum ayni1 serovarin biyotipleri olarak kabul edi-
lirler ve serotiplendirme ile birbirinden ayrilamazlar
(Barrow ve ark. 2011). Giiniimiizde bu iki biovarin,
dulsitol ve ornitin dekarboksilaz gibi biyokimyasal
testleri temel alan biyotiplendirme yontemi ile ay-
rimi gergeklestirilmektedir (Trabulsi ve Edwards
1962; Christensen ve ark. 1992; Shivaprasad 2008).

Molekiiler caligmalarin yaninda giiniimiizde
hala ISO 6579-1:2017 Salmonella izolasyon ve
identifikasyon prosediirii altin standarttir (Le Mindr
1992; ISO 2007, 2012). Tiim prosediiriin tamam-
lanmasi i¢in gegen siire yaklasik 11 giindiir ve yo-
gun emek ve tecriibeli personel isteyen bu yontemi
kisaltmak i¢in molekiiler tabanli bir¢ok hizli tani
yontemi gelistirilmistir (Bohaychuck ve ark. 2007;
Soria ve ark. 2012). Yiiksek sensitivite, spesifite ve
zamani kisaltmasindan dolay1 tercih edilen metot-
lar konvansiyonel PCR ve real-time PCR teknikleri
olmustur (Ellingson ve ark. 2004; Malorny ve ark.
2004; Hein ve ark. 2006; Josefsen ve ark. 2007).
Bu testler arasinda yer alan kantitatif real-time PCR
(qPCR) yontemi ise bu iki biovarin teshisinde kul-
lanilan hizli, giivenilir, ucuz ve duyarli yontemlerin
basinda gelmektedir (Kisiela ve ark. 2005). Bu ca-
lismada, S. Gallinarum/Pullorum biovarlarinin hem
tanisin1 koymak hem de birbirinden ayirt etmek igin
qPCR tabanli hizli tan1 kiti gelistirilmesi ve optimi-
zasyonu amaglandi.

Gere¢ ve Yontem

Standart bakteri suglari: Calisma kapsamin-
da  Salmonella Gallinarum NCTC 13346,
Salmonella Pullorum NCTC 10704 pozitif kontrol;
Salmonella Enteritidis NCTC 12694 ve Salmonella
Typhimurium NCTC 74 negatif kontrol susu olarak
kullanilmak iizere Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ulusal
Salmonella Referans Laboratuvari’ndan temin edil-
di.

Genomik DNA izolasyonu: DNA ekstraksi-
yonlan ticari DNA ekstraksiyon kiti ile DNeasy
Blood & Tissue Kits (Qiagen, USA) iireticinin agik-
lamalarina gore yapildi. Elde edilen DNA’lar ana-
lize tabi tutulana kadar derin dondurucuda (-20°C)
muhafaza edildi.

Primer ve prob tasarumi: Standart suglara ait
National Center for Biotechnology Information
(NCBI) GenBank’dan elde edilen tiim genom dizi-
leri Clustal-O (Clustal-Omega) yazimiyla hizalana-
rak Salmonella enterica tliriine ait tiim serotiplerde
bulunan korunmus bolgeler belirlendi (Kang ve ark.
2011). S. Gallinarum ve S. Pullorum’u ayrimi i¢in
glgC ve speC gen bolgelerine spesifik primer, prob
ve inhibitorlere bagl yanlis negatifligi ortadan kal-
dirmak i¢in internal kontrol primerleri (IAC) tasar-
land1 (patent agsamasinda). Spesifik dizi hedeflene-
rek primer ve prob tasarimlart manuel olarak yapildi
(Dorak 2007). Tasarlanan primer ve problar in-sili-
co olarak BLAST tarama motorunda (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) incelenerek spesifiteleri
belirlendi.

qPCR Kogsullari: Real-time PCR analizlerin-
de primer ve problar kullanilarak yer alan PCR
karisimi (patent asamasinda) hazirlandi (Tablo 1).
Niikleik asit amplifikasyonlar1 FAM-HEX kanalli
Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) cihazi kullanila-
rak 95°C 5 dak 6n denatiirasyon, 40 dongii 95°C 15
sn denatiirasyon, 65°C 50 sn baglanma ve uzama
olacak sekilde gerceklestirildi. Analiz es zaman-
I1 olarak FAM kanalinda S. Gallinarum/Pullorum,
HEX kanalinda ise IAC hedefli reaksiyonlarin oldu-
gu qPCR yapilarak gelistirildi.

Real time PCR analizi sonunda &rneklerdeki
pozitiflikler, amplifikasyon egrileri ve Ct (esik de-
ger siklusu) verilerine gore hesaplanarak degerlen-
dirildi. Sigmaoidal egriye sahip ve Ct < 37’de belir-
gin logaritmik faz gosteren amplifikasyon dogrudan
pozitif olarak degerlendirildi.

FAM kanalinda gergeklestirilen reaksiyon-
larin her ikisi de pozitif sonuglanirsa; DNA’nin
S. Gallinarum biovar Gallinarum, S. Pullorum/
Gallinarum (SP/SG) hedefi pozitif, nonspesifik he-
def negatif sonuglanirsa; DNA’nin S. Pullorum’a
oldugu sonucuna varildi. Her iki reaksiyonun da
negatif sonuglanmasi halinde, negatif 6rnegin S.
Pullorum veya S. Gallinarum olmadig1 sonucuna
varildi.
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Tablo 1. qPCR amplifikasyon kurulum bilesenleri

qPCR Bilesenleri
IAC G/P non-spesifik negatif kontrol pozitif kontrol

Renksiz 2X qPCR mix 5 uL S5uL 5 uL 5 uL 5 uL
Oligomix (S.Gallinarum/Pullorum) - 3ul 3ul 3ul
Oligomix (non-spesifik) - 3ul - -
Oligomix (IAC) 3ul - - -
Negatif kontrol - - 2 uL -
Non-spesifik DNA 2 ulL 2ulL 2 ulL - -
S. Gallinarum - - - 2 uL
IAC 1 uL - - -
Toplam reaksiyon hacmi 11 pLL 10 nLL 10 nLL 10 pL 10 pL.
qPCR: Kantitatif real-time PCR; IAC: Internal kontrol; G/P: Gallinarum/Pullorum

Spesifite ve sensitivitenin tespiti: Metodun Spesifite ve sensitivitenin  belirlenmesi:

spesifite ve sensitivitesi iki asamada yapildi; Birinci
asamada S. Gallinarum ve S. Pullorum standart
suslara ait DNA’larin 10 kath diliisyonlar1 yapildi.
Ikinci asamada ise 12 adet S. Liverpool, 11 adet
S. Virchow, 10 adet S. Enteritidis, S. Infantis ve S.
Anatum, 5 adet S. Senftenberg ve S. Agona, 1 adet
Mycoplasmasynoviae, M. gallisepticum, Pasteurella
multocida, Citrobacter freundii, Escherichia coli,
Avibacterium paragallinarum suglarina ait DNA’lar
ile infeksiy6z Bronsitis (IB) ve Newcastle hastaligi
(ND) viruslarina ait RNA’lar kullanildi. Her iki asa-
mada kullanilan tim DNA (sulandirmalar dahil) ve
RNA’lara qPCR teknigi uygulandi.

qPCR tekniginin validasyonu: Validasyon
calismas1 i¢in Etlik Veteriner Kontrol Merkez
Aragtirma Enstitiisii Miidurligii, Kanathh Hayvan
Hastaliklar1 biriminin katilmis oldugu uluslararasi
yeterlilik-karsilastirma testlerinde(ring test) kulla-
nilan 10 adet S. Gallinarum susu kullanildi.

Bulgular

qPCR metodu: Standart suslarin tamami1 qPCR
PCR ile de S. Gallinarum ve S. Pullorum olarak
dogrulandi. Reaksiyonda negatif kontrol olarak kul-
lanilan §. Enteritidis, S. Typhimurium ile yapilan
gPCR’de amplifikasyon egrisi gostermedi. Yapilan
testler sonucunda internal kontrol primerlerinin in-
hibitdrleri ortaya koymada basarili oldugu belirlen-
di.

Metodun ilk agamasinda, DNA konsantrasyonlarin-
daki azalmayla birlikte Ct degerlerinde de kademeli
olarak azalma belirlendi. gPCR sonucunda elde edi-
len Ct degerleri tablo 2’de gosterildi.

fkinci asamada test edilen ve hedef dis1 olan
bakteri suslar1 ve viruslara ait DNA/RNA’lar ile
yapilan qPCR ¢aligmasinda sigmoidal egriye rast-
lanilmadi.

Tablo 2. qPCR sonucunda elde edilen Ct degerleri

Biovar ad1 Sulandirma G/P Non-spesifik IAC
orani
10° 17,53 15,75 3
10! 21,03 19,49 +
S. Gallinarum 102 24,7 22,73 4
107 27,94 26,05 +
10 31,01 29,33 3
10° 18,43 N/A +
10! 21,88 N/A 3
S. Pullorum 10 25,25 N/A +
107 28,59 N/A 3
10 31,52 N/A +
Negatif Kontrol - N/A N/A +

Gelistirilen qPCR metodunun validasyonu:
Ring testte kullanilmis olan S. Gallinarum 10 adet
susla optimizasyon ¢aligmasi yapildi. Hem SP/SG
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hedefi hem de nonspesifik hedefinde sigmoidal eg-
riler goriildiigi i¢in 10 adet susun S. Gallinarum ol-
dugu belirlendi.

Tartisma ve Sonug¢

S. Gallinarum ve S. Pullorum hareketsiz, konak spe-
sifik ve genetik olarak birbiriyle yakin iligkili olan
biovarlardir (Lofstrom ve ark. 2010; Feng ve ark.
2013). Bu iki patojenin neden oldugu hastalik tab-
losu ve salgin nedenli olusan hayvan dliimleri, eko-
nomik kayiplar ve diger tilkelere yayilma riski ne-
deni ile ile Salgin Hastaliklar1 Ofisi (OIE) bildirimi
zorunlu hastaliklar igerisindedir (OIE 2018). Tiim
bu nedenler gézoniine alindiginda S. Gallinarum/
Pullorum’un teshisinin ve biovarlarin birbirinden
ayriminin erken dénemde ve dogru yapilabilmesi,
ticari kanath isletmelerindeki uygulanacak kontrol
stratejilerinin ortaya konmasi agisindan 6nemli ola-
caktir(Rubio ve ark. 2017).

S. Gallinarum/Pullorum’un molekiiler tani-
st i¢in PCR temelli bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir
(Christensen ve ark. 1993; Kisiela ve ark. 2005;
Xiong ve ark. 2017). Giiniimiizde modern tani me-
totlar1 icerisinde degerlendirilen real-time PCR,
kolaylikla arastirmacilar ve rutin tani laboratuvar-
larinda ulasilabilir olmustur. Bununla birlikte, bu
teknik i¢in spesifik problarin ve primerlerin tasari-
mi1, genomik dizilerinin varligina ve biyoinformatik
analizine bagl oldugundan dolay1 uzmanlik gerek-
tirmektedir (Rubio ve ark. 2017).

Bu c¢alismada, gelistirilen real-time PCR tek-
niginin ilk asamasi1 hedef genlerin seg¢ilmesidir. Bu
amagla S. Gallinarum/Pullorum i¢in GenBank’ta
bulunan gen diziler incelendi. Son yillarda yapilan
caligmalarla da paralellik gdsteren ornitin dekar-
boksilaz (speC) ve glikojen biyosententez (glgC)
hedefli genler belirlendi (Kang ve ark. 2011, 2012).
Bu gen bolgeleri haricinde farkli ¢alismalarda fimH
(Kisiela ve ark. 2005), fliB ve fliC (Paiva ve ark.
2009), fIhB (Xiong ve ark. 2017), ipaJ (Xu ve ark.
2018) genleri hedefleyen molekiiler metotlar kulla-
nilarak S. Gallinarum/Pullorum tanis1 yapilmistir.
Calismada gelistiren qPCR metodunda kullanmak
iizere biovarlara ve internal kontrol primerlerinin
oncelikle in-silico analizleri daha sonra laboratuvar
ortaminda in-vitro etkinlik testleri gergeklestirildi.
Bu durum her bir biovarin spesifik teshisi i¢in kulla-

nilan metottan elde edilen sonuglarin kapsamli ana-
lizini ve validasyonunu gostermektedir.

Ulkemizde kanatl hayvanlarda (tavuk, hindi
ve kafes kuslar1) Salmonella’larin molekiiler teshi-
si i¢in gelistirilen tan1 yontemleri ¢ogunlukla pato-
jenin cins diizeyi i¢in tercih edilmistir. Yapilan bu
caligmalarda invA, iroB genlerinin hedef alindig
PCR, multipleks PCR ve qPCR metotlar1 gelistiril-
mis ve bu teshis metotlarinin hiz, sensitivite, spe-
sifite, tekrarlanabilirlik agisindan 6nemli avantajlar
sagladigi sonuglarina varilmistir(Carli ve ark. 2001;
Eyigor ve Carli 2003, 2007; Sareyyliopoglu ve
Cantekin 2009).

Bu c¢aligmada gelistirilen S. Gallinarum/
Pullorum qPCR tani1 kiti hem teshise hem de bio-
varlar arasinda ayrimi yapabildi. gPCR metodu iki
gene dayandirildi ve yontemin 6zgilliigii ve duyar-
lilig1 belirlendi. Caligmanin validasyonu amaciyla
Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
Midiirligii, Kanathh Hayvan Hastaliklar1 birimin-
den temin edilen 10 adet S. Gallinarum’un ampli-
fikasyonunda hem SP/SG hedefi hem de nonspe-
sifik hedefinde sigmoidal egriler goriildi. Standart
S. Pullurom suslartyla yapilan ¢alismalarda SG/SP
hedefinde sigmoidal egriler goriiliirken nonspesifik
hedefinde sigmoidal egrilere rastlanilmayarak sus-
larin bu yontemle de S. Pullorum oldugu belirlen-
di. Bu galisma benzer primer dizileri kullanilan S.
Gallinarum/ Pullorum ayrimina yonelik yaptiklar
konvansiyonel dupleks PCR calismalariyla paralel-
lik gostermistir (Kang ve ark. 2011, 2012). Bu ¢a-
ligsma i¢in tasarlanmis olan probun 6zgiil bir sekilde,
standart egrilerle, genis bir dinamik aralikta dogru
bir sekilde S. Gallinarum/ Pullorum ayrimini ger-
ceklestirdigi ve dlgiilebildigi sonucuna varildi.

Sonug olarak, S. enterica subsp. enterica se-
rovar Gallinarum biovar Gallinarum ve biovar
Pullorum’un tanisin1 koymak ve birbirinden ayir-
mak icin glgC ve speC gen bolgeleri hedef alan
gPCR tam kiti gelistirildi. Gelistirilen kit, biovar
Gallinarum ve biovar Pullorum’u (%100 duyarlilik)
dogru bir sekilde tanimladi ve hedef dis1 olan suslar
(% 100 ozgiilliik) negatif olarak tespit etti. Bu tanm
kiti ile veteriner tani laboratuvarlarinda Kanatli ti-
fosu ve Pullorum hastaliginin hizh sekilde ayirici
tanist yapilabilecektir.
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