
Yazışma adresi / Correspondence: Özlem Şahan Yapıcıer (ORCID: 0000-0003-3579-9425), Burdur Mehmet Akif Ersoy 
Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Burdur      E-posta: ozlemsahan@mehmetakif.edu.tr

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2019; 30 (2): 137-142	 Araştırma Makalesi / Research Article

Salmonella Gallinarum ve Salmonella Pullorum için qPCR Tanı Kitinin 
Geliştirilmesi

Özlem Kardoğan1, Özlem Şahan Yapıcıer2, Kaan Müştak3, İnci Başak Müştak3, Arda Arman1, 
Gültekin Ünal4, Mustafa Kolukırık4

1.Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü-Kanatlı Hastalıkları Teşhis Laboratuvarı, Ankara, Türkiye
2.Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Burdur, Türkiye

3.Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Ankara, Türkiye
4.Bioeksen-Ar-Ge Teknolojileri Ltd. Şti., İstanbul, Türkiye

Geliş Tarihi / Received: 09.10.2019, Kabul Tarihi / Accepted: 06.12.2019

Özet: Konak spesifik ve biovar olan Salmonella Gallinarum ve Salmonella Pullorum başta tavuk olmak üzere hindi, 
bıldırcın, güvercin, serçe ve papağanlarda önemli hastalıklara sebep olmaktadır. Bu nedenle kanatlı hayvanlarda bu 
serotipleri saptamak için hızlı ve güvenilir tanı yöntemleri hastalığın etkin kontrolü için gerekli olmaktadır. Bu amaçla 
biovarları saptamak ve birbirinden ayrımını sağlamak için eş zamanlı olarak S. Gallinarum/Pullorum ve internal kont-
rol hedefli reaksiyonları içeren hızlı qPCR tanı kiti geliştirildi. S. Gallinarum/Pullorum referans ve VKMAE Kanatlı 
Hastalıkları Laboratuvarı’ndan temin edilen S. Gallinarum suşlarına qPCR metodu uygulandı. Çalışmada qPCR anali-
zinin duyarlılığı ve özgüllüğü değerlendirildi. Sonuçlar geliştirilen qPCR yönteminin S. Gallinarum/Pullorum’u  kesin 
olarak saptayabildiğini gösterdi. qPCR yönteminin kullanım kolaylığı, güvenirliliği, teknik olarak basit, tam otomasyon, 
spesifik, hassas, hızlı olmasından dolayı bu biovarların teşhisi ve ayrımında daha fazla avantaj sağlayacağı sonucuna 
varıldı.
Anahtar kelimeler: qPCR, Salmonella, tanı

Development of qPCR Diagnostic Kit for Salmonella Gallinarum and Salmonella Pullorum
Abstract: Salmonella Gallinarum and Salmonella 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.
Key words: Diagnosis, qPCR, Salmonella

Giriş

Kanatlı hayvanlarda Salmonella enterica subs-
pecies enterica serovar Gallinarum/ Pullorum (S. 
Gallinarum/Pullorum) nedenli infeksiyonlar, ka-
natlı tifosu ve pullorum hastalığı olarak tanımlan-
maktadır (OIE 2018). Bu hastalıklar tavuk, hindi, 
bıldırcın, güvercin, serçe, papağan ve diğer süs kuş-
larında görülmektedir. Pullorum hastalığı gençlerde 
görülmesine rağmen erginlerde de ortaya çıkmak-
tadır. Bulaşma kaynağını infekte kanatlılar oluştur-
makta ve vertikal bulaşma görülmektedir (Berchieri 

ve ark. 2001). İnfekte civcivler kısa sürede ölürler 
ve klokalar kirli ve beyaz renklidir, bazı durumlarda 
ölümlere daha sonraki haftalarda, genellikle de 2. 
ve 3. haftada rastlanır. Ergin hayvanlarda genellikle 
semptom görülmez ancak akut olgularda halsizlik, 
düşkünlük, yumurta veriminde düşüş, ilk günlerde 
ateş, iştahsızlık ve 10 gün içinde ölüm izlenebilir. 
Kronik olgularda bu semptomları izlemek müm-
kün değildir. Buna karşın lokalize formları görü-
lür. Etkenin virulansına ve sürünün direncine göre 
pullorumda mortalite %0-100, tifoda ise %10-93 
arasında değişmektedir (Akan 2008). Bu hastalık-
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lar uygulanan ulusal kontrol programları sayesin-
de Kanada, Avustralya, Japonya, Kuzey Amerika, 
Birleşik Krallık ve bazı Batı Avrupa ülkelerinden 
eradike edilmesine rağmen Afrika, Asya, Kuzey ve 
Orta Amerika ülkelerinde halen önemli ekonomik 
kayıplara neden olmaktadır (Jones ve ark. 2001). 

White-Kauffmann-Le Minör şemasının D se-
rogrubunda (O antijenleri 1, 9, 12 sahipken; flagel-
lar antijeni bulunmaz: -,-) yer alan S. Gallinarum/
Pullorum aynı serovarın biyotipleri olarak kabul edi-
lirler ve serotiplendirme ile birbirinden ayrılamazlar 
(Barrow ve ark. 2011). Günümüzde bu iki biovarın, 
dulsitol ve ornitin dekarboksilaz gibi biyokimyasal 
testleri temel alan biyotiplendirme yöntemi ile ay-
rımı gerçekleştirilmektedir (Trabulsi ve Edwards 
1962; Christensen ve ark. 1992; Shivaprasad 2008).

Moleküler çalışmaların yanında günümüzde 
hala ISO 6579-1:2017 Salmonella izolasyon ve 
identifikasyon prosedürü altın standarttır (Le Minör 
1992; ISO 2007, 2012). Tüm prosedürün tamam-
lanması için geçen süre yaklaşık 11 gündür ve yo-
ğun emek ve tecrübeli personel isteyen bu yöntemi 
kısaltmak için moleküler tabanlı birçok hızlı tanı 
yöntemi geliştirilmiştir (Bohaychuck ve ark. 2007; 
Soria ve ark. 2012). Yüksek sensitivite, spesifite ve 
zamanı kısaltmasından dolayı tercih edilen metot-
lar konvansiyonel PCR ve real-time PCR teknikleri 
olmuştur (Ellingson ve ark. 2004; Malorny ve ark. 
2004; Hein ve ark. 2006; Josefsen ve ark. 2007). 
Bu testler arasında yer alan kantitatif real-time PCR 
(qPCR) yöntemi ise bu iki biovarın teşhisinde kul-
lanılan hızlı, güvenilir, ucuz ve duyarlı yöntemlerin 
başında gelmektedir (Kisiela ve ark. 2005). Bu ça-
lışmada, S. Gallinarum/Pullorum biovarlarının hem 
tanısını koymak hem de birbirinden ayırt etmek için 
qPCR tabanlı hızlı tanı kiti geliştirilmesi ve optimi-
zasyonu amaçlandı.

Gereç ve Yöntem
Standart bakteri suşları: Çalışma kapsamın-
da Salmonella Gallinarum NCTC 13346, 
Salmonella Pullorum NCTC 10704 pozitif kontrol; 
Salmonella Enteritidis NCTC 12694 ve Salmonella 
Typhimurium NCTC 74 negatif kontrol suşu olarak 
kullanılmak üzere Ankara Üniversitesi Veteriner 
Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Ulusal 
Salmonella Referans Laboratuvarı’ndan temin edil-
di.

Genomik DNA izolasyonu: DNA ekstraksi-
yonları ticari DNA ekstraksiyon kiti ile DNeasy 
Blood & Tissue Kits (Qiagen, USA) üreticinin açık-
lamalarına göre yapıldı. Elde edilen DNA’lar ana-
lize tabi tutulana kadar derin dondurucuda (-20°C) 
muhafaza edildi.

Primer ve prob tasarımı: Standart suşlara ait 
National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) GenBank’dan elde edilen tüm genom dizi-
leri Clustal-O (Clustal-Omega) yazımıyla hizalana-
rak Salmonella enterica türüne ait tüm serotiplerde 
bulunan korunmuş bölgeler belirlendi (Kang ve ark. 
2011). S. Gallinarum ve S. Pullorum’u ayrımı için 
glgC ve speC gen bölgelerine spesifik primer, prob 
ve inhibitörlere bağlı yanlış negatifliği ortadan kal-
dırmak için internal kontrol primerleri (IAC) tasar-
landı (patent aşamasında). Spesifik dizi hedeflene-
rek primer ve prob tasarımları manuel olarak yapıldı 
(Dorak 2007). Tasarlanan primer ve problar in-sili-
co olarak BLAST tarama motorunda (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) incelenerek spesifiteleri 
belirlendi.

qPCR Koşulları: Real-time PCR analizlerin-
de primer ve problar kullanılarak yer alan PCR 
karışımı (patent aşamasında) hazırlandı (Tablo 1). 
Nükleik asit amplifikasyonları FAM-HEX kanallı 
Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) cihazı kullanıla-
rak 95°C 5 dak ön denatürasyon, 40 döngü 95°C 15 
sn denatürasyon, 65°C 50 sn bağlanma ve uzama 
olacak şekilde gerçekleştirildi. Analiz eş zaman-
lı olarak FAM kanalında S. Gallinarum/Pullorum, 
HEX kanalında ise IAC hedefli reaksiyonların oldu-
ğu qPCR yapılarak geliştirildi.

Real time PCR analizi sonunda örneklerdeki 
pozitiflikler, amplifikasyon eğrileri ve Ct (eşik de-
ğer siklusu) verilerine göre hesaplanarak değerlen-
dirildi. Sigmaoidal eğriye sahip ve Ct ≤ 37’de belir-
gin logaritmik faz gösteren amplifikasyon doğrudan 
pozitif olarak değerlendirildi.

FAM kanalında gerçekleştirilen reaksiyon-
ların her ikisi de pozitif sonuçlanırsa; DNA’nın 
S. Gallinarum biovar Gallinarum, S. Pullorum/
Gallinarum (SP/SG) hedefi pozitif, nonspesifik he-
def negatif sonuçlanırsa; DNA’nın S. Pullorum’a 
olduğu sonucuna varıldı. Her iki reaksiyonun da 
negatif sonuçlanması halinde, negatif örneğin S. 
Pullorum veya S. Gallinarum olmadığı sonucuna 
varıldı.
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Tablo 1. qPCR amplifikasyon kurulum bileşenleri
qPCR Bileşenleri

IAC G/P non-spesifik negatif kontrol pozitif kontrol

Renksiz 2X qPCR mix 5 µL 5 µL 5 µL 5 µL 5 µL

Oligomix (S.Gallinarum/Pullorum) - 3 µL 3 µL 3 µL

Oligomix (non-spesifik) - - 3 µL - -

Oligomix (IAC) 3 µL - - - -

Negatif kontrol - - - 2 µL -

Non-spesifik DNA 2 µL 2 µL 2 µL - -

S. Gallinarum - - - - 2 µL

IAC 1 µL - - - -

Toplam reaksiyon hacmi 11 µL 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL

qPCR: Kantitatif real-time PCR; IAC: İnternal kontrol; G/P: Gallinarum/Pullorum

Spesifite ve sensitivitenin tespiti: Metodun 
spesifite ve sensitivitesi iki aşamada yapıldı; Birinci 
aşamada S. Gallinarum ve S. Pullorum standart 
suşlara ait DNA’ların 10 katlı dilüsyonları yapıldı. 
İkinci aşamada 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 
Mycoplasma synoviae, M. gallisepticum, Pasteurella 
multocida, Citrobacter freundii, Escherichia coli, 
Avibacterium paragallinarum suşlarına ait DNA’lar 
ile İnfeksiyöz Bronşitis (IB) ve Newcastle hastalığı 
(ND) viruslarına ait RNA’lar kullanıldı. Her iki aşa-
mada kullanılan tüm DNA(sulandırmalar dahil) ve 
RNA’lara qPCR tekniği uygulandı.

qPCR tekniğinin validasyonu: Validasyon 
çalışması için Etlik Veteriner Kontrol Merkez 
Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü, Kanatlı Hayvan 
Hastalıkları biriminin katılmış olduğu uluslararası 
yeterlilik-karşılaştırma testlerinde(ring test) kulla-
nılan 10 adet S. Gallinarum suşu kullanıldı.

Bulgular
qPCR metodu: Standart suşların tamamı qPCR 

PCR ile de S. Gallinarum ve S. Pullorum olarak 
doğrulandı. Reaksiyonda negatif kontrol olarak kul-
lanılan S. Enteritidis, S. Typhimurium ile yapılan 
qPCR’de amplifikasyon eğrisi göstermedi. Yapılan 
testler sonucunda internal kontrol primerlerinin in-
hibitörleri ortaya koymada başarılı olduğu belirlen-
di.

Spesifite ve sensitivitenin belirlenmesi: 
Metodun ilk aşamasında, DNA konsantrasyonların-
daki azalmayla birlikte Ct değerlerinde de kademeli 
olarak azalma belirlendi. qPCR sonucunda elde edi-
len Ct değerleri tablo 2’de gösterildi.

İkinci aşamada test edilen ve hedef dışı olan 
bakteri suşları ve viruslara ait DNA/RNA’lar ile 
yapılan qPCR çalışmasında sigmoidal eğriye rast-
lanılmadı. 

Tablo 2. qPCR sonucunda elde edilen Ct değerleri

Biovar adı Sulandırma 
oranı G/P Non-spesifik IAC

S. Gallinarum

100 17,53 15,75 +

10-1 21,03 19,49 +

10-2 24,7 22,73 +

10-3 27,94 26,05 +

10-4 31,01 29,33 +

S. Pullorum

100 18,43 N/A +

10-1 21,88 N/A +

10-2 25,25 N/A +

10-3 28,59 N/A +

10-4 31,52 N/A +

Negatif Kontrol - N/A N/A +

Geliştirilen qPCR metodunun validasyonu: 
Ring testte kullanılmış olan S. Gallinarum 10 adet 
suşla optimizasyon çalışması yapıldı. Hem SP/SG 
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hedefi hem de nonspesifik hedefinde sigmoidal eğ-
riler görüldüğü için 10 adet suşun S. Gallinarum ol-
duğu belirlendi.

Tartışma ve Sonuç

S. Gallinarum ve S. Pullorum hareketsiz, konak spe-
sifik ve genetik olarak birbiriyle yakın ilişkili olan 
biovarlardır (Löfstrom ve ark. 2010; Feng ve ark. 
2013). Bu iki patojenin neden olduğu hastalık tab-
losu ve salgın nedenli oluşan hayvan ölümleri, eko-
nomik kayıplar ve diğer ülkelere yayılma riski ne-
deni ile ile Salgın Hastalıkları Ofisi (OIE) bildirimi 
zorunlu hastalıklar içerisindedir (OIE 2018). Tüm 
bu nedenler gözönüne alındığında S. Gallinarum/
Pullorum’un teşhisinin ve biovarların birbirinden 
ayrımının erken dönemde ve doğru yapılabilmesi, 
ticari kanatlı işletmelerindeki uygulanacak kontrol 
stratejilerinin ortaya konması açısından önemli ola-
caktır(Rubio ve ark. 2017). 

S. Gallinarum/Pullorum’un moleküler tanı-
sı için PCR temelli birçok çalışma bulunmaktadır 
(Christensen ve ark. 1993; Kisiela ve ark. 2005; 
Xiong ve ark. 2017). Günümüzde modern tanı me-
totları içerisinde değerlendirilen real-time PCR, 
kolaylıkla araştırmacılar ve rutin tanı laboratuvar-
larında ulaşılabilir olmuştur. Bununla birlikte, bu 
teknik için spesifik probların ve primerlerin tasarı-
mı, genomik dizilerinin varlığına ve biyoinformatik 
analizine bağlı olduğundan dolayı uzmanlık gerek-
tirmektedir (Rubio ve ark. 2017). 

Bu çalışmada, geliştirilen real-time PCR tek-
niğinin ilk aşaması hedef genlerin seçilmesidir. Bu 
amaçla S. Gallinarum/Pullorum için GenBank’ta 
bulunan gen diziler incelendi. Son yıllarda yapılan 
çalışmalarla da paralellik gösteren ornitin dekar-
boksilaz (speC) ve glikojen biyosententez (glgC) 
hedefli genler belirlendi (Kang ve ark. 2011, 2012). 
Bu gen bölgeleri haricinde farklı çalışmalarda fimH 
(Kisiela ve ark. 2005), fliB ve fliC (Paiva ve ark. 
2009), flhB (Xiong ve ark. 2017), ipaJ (Xu ve ark. 
2018) genleri hedefleyen moleküler metotlar kulla-
nılarak S. Gallinarum/Pullorum tanısı yapılmıştır. 
Çalışmada geliştiren qPCR metodunda kullanmak 
üzere biovarlara ve internal kontrol primerlerinin 
öncelikle in-silico analizleri daha sonra laboratuvar 
ortamında in-vitro etkinlik testleri gerçekleştirildi. 
Bu durum her bir biovarın spesifik teşhisi için kulla-

nılan metottan elde edilen sonuçların kapsamlı ana-
lizini ve validasyonunu göstermektedir.

Ülkemizde kanatlı hayvanlarda (tavuk, hindi 
ve kafes kuşları) Salmonella’ların moleküler teşhi-
si için geliştirilen tanı yöntemleri çoğunlukla pato-
jenin cins düzeyi için tercih edilmiştir. Yapılan bu 
çalışmalarda invA, iroB genlerinin hedef alındığı 
PCR, multipleks PCR ve qPCR metotları geliştiril-
miş ve bu teşhis metotlarının hız, sensitivite, spe-
sifite, tekrarlanabilirlik açısından önemli avantajlar 
sağladığı sonuçlarına varılmıştır(Çarli ve ark. 2001; 
Eyigör ve Çarli 2003, 2007; Sareyyüopoğlu ve 
Cantekin 2009). 

Bu çalışmada geliştirilen S. Gallinarum/
Pullorum qPCR tanı kiti hem teşhise hem de bio-
varlar arasında ayrımı yapabildi. qPCR metodu iki 
gene dayandırıldı ve yöntemin özgüllüğü ve duyar-
lılığı belirlendi. Çalışmanın validasyonu amacıyla 
Etlik Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü 
Müdürlüğü, Kanatlı Hayvan Hastalıkları birimin-
den temin edilen 10 adet S. Gallinarum’un ampli-
fikasyonunda hem SP/SG hedefi hem de nonspe-
sifik hedefinde sigmoidal eğriler görüldü. Standart 
S. Pullurom suşlarıyla yapılan çalışmalarda SG/SP 
hedefinde sigmoidal eğriler görülürken nonspesifik 
hedefinde sigmoidal eğrilere rastlanılmayarak suş-
ların bu yöntemle de S. Pullorum olduğu belirlen-
di. Bu çalışma benzer primer dizileri kullanılan S. 
Gallinarum/ Pullorum ayrımına yönelik yaptıkları 
konvansiyonel dupleks PCR çalışmalarıyla paralel-
lik göstermiştir (Kang ve ark. 2011, 2012). Bu ça-
lışma için tasarlanmış olan probun özgül bir şekilde, 
standart eğrilerle, geniş bir dinamik aralıkta doğru 
bir şekilde S. Gallinarum/ Pullorum ayrımını ger-
çekleştirdiği ve ölçülebildiği sonucuna varıldı.

Sonuç olarak, S. enterica subsp. enterica se-
rovar Gallinarum biovar Gallinarum ve biovar 
Pullorum’un tanısını koymak ve birbirinden ayır-
mak için glgC ve speC gen bölgeleri hedef alan 
qPCR tanı kiti geliştirildi. Geliştirilen kit, biovar 
Gallinarum ve biovar Pullorum’u (%100 duyarlılık) 
doğru bir şekilde tanımladı ve hedef dışı olan suşlar 
(% 100 özgüllük) negatif olarak tespit etti. Bu tanı 
kiti ile veteriner tanı laboratuvarlarında Kanatlı ti-
fosu ve Pullorum hastalığının hızlı şekilde ayırıcı 
tanısı yapılabilecektir.
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