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OzZET

Bu calismada, Turkiye'de izole edilen duyarli ve ¢oklu direngli Salmonella serotip Typhimurium suslarinin plazmit profillerinin ve
RAPD-PZR (randomly amplified polymorphic DNA-PCR) modellerinin arastiriimasi amaciyla Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mik-
robiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Enterobakteri Laboratuvarrnin kiiltiir koleksiyonlarindan secilen 55 S. Typhimurium
Klinik izolati incelenmistir. incelenen suglarin 45'inin (%82), biyiklikleri 1.0 ile 100 kilobaz cifti (kbg) arasinda degisen 1 ile 3
plazmiti vardi. En yaygin plazmit 90 kbg¢ buyukligindeki plazmitti ve bu plazmiti 35 sus (%64) tek basina veya baska plazmitlerle
birlikte tasiyordu. AA/CCSSuT-direng tipindeki suslarin 20’sinde (%80), benzer plazmit profili vardi: 90 kbg¢ buyikliglinde tek bir
plazmit. RAPD y&nteminde, OPB-17 primeri kullanildiginda suslarin higbirisinde herhangi bir bant olusmadi. Primer p-1254 ile, 46
sus (%84), onsekiz RAPD-PZR kimesine ayrildi. AA/CCSSuT-direng tipindeki suslar (25) yedi farkli RAPD-PZR modeli gdsterirken,
bu suslarin yedisinin kime analiz programi ile %100 benzerlik gosterdigi anlasildi. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda S.
Typhimurium suglarinin incelenmesinde primer p-1254 kullanilarak yapilan RAPD-PZR analizi, kolay, hizli, ayirdedici ve
antibiyogram ile plazmit profillerini tamamlayici bir yontemdir ve halen Tirkiye’'de salginlara yol agabilen S. Typhimurium’un arasti-
rilmasina katkida bulunabilir. Bu galismada, Turkiye'de, duyarli ve ¢oklu direngli (AA/CCSSuT-direng tipindeki izolatlar da kapsa-
yan) S. Typhimurium suslarinin plazmit profilleri ve RAPD-PZR ydntemleri ile elde edilen ilk bulgular sunulmaktadir.

SUMMARY

The aim of this study was to investigate the characteristics of susceptible and multiresistant Salmonella serotype Typhimurium
strains isolated in Turkey by plasmid profiles and randomly amplified polymorphic DNA (RAPD-PCR) patterns. Totally 55
S. Typhimurium clinical strains were selected from the culture collection of the Enterobacteria Laboratory of the Department of
Microbiology and Clinical Microbiology, Medical School, Ankara University, for molecular analysis using plasmid profiles and the
RAPD method. Forty-five isolates (82%) harbored one to three plasmids ranging in size from 1.0 to 100 kilobase pair (kbp). 90 kbp
plasmids were the most common plasmids, and thirty-five strains (64%) carried 90kbp plasmids alone or together with other
plasmids. Twenty strains (80%) of the isolates with AA/JCCSSuT-R type carried the same plasmid profile: a single plasmid sized at
90 kbp. None of the strains analyzed displayed any RAPD-PCR bands with the primer OPB-17. By using primer p-1254, 46 strains
(84%) were divided into 18 RAPD-PCR patterns. While the isolates with AA/CCSSuT-R type were divided into 7 RAPD patterns, 9
of these strains showed 100% similarity by the cluster analysis program. Analysis of RAPD-PCR with primer p-1254 can be used as
an easy, rapid and discriminative method complementing antibiogram and plasmid profiles, and may contribute to the investigations
of S. Typhimurium, which still cause outbreaks in Turkey. This study presents the first report on susceptible and multiresistant
(including ones with AA/CCSSuT-R type) S. Typhimurium isolates in Turkey investigated by plasmid profiles and RAPD methods.
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GIRIS
Salmonella infeksiyonlari en 6nemli halk saghgdi prob-
lemlerinden biridir (1). Son yillarda tifo-digi Salmonella
infeksiyonlarinda ¢ok belirgin bir artis gortlmektedir.
Turkiye'de Salmonella enterica subsp. enterica serotip
Typhimurium, gida kaynakh infeksiyonlara sik yol agan
serotiplerden biri oldugu gibi bagirsaklar disinda da
invazif infeksiyonlara yol agan en 6nemli serotiplerden
biridir (2). Tum dinyada, antibiyotiklere direngli
Salmonella suslarinin insidansindaki artis dnemli bir halk
sagligr problemi olusturmaktadir. Turkiye’den de coklu
direngli S. Typhimurium suglar bildirilmektedir. Ozellikle
ampisilin ~ (A) amoksisilin/klavulanik  asit  (A/C),
kloramfenikol (C), streptomisin (S), sulfisokzasol (Su)
ve tetrasiklin (T)e direngli olan ve direng modeli
AA/CCSSuT seklinde gobsterilen c¢oklu direngli S.
Typhimurium suglarinin Turkiye'de pek ¢ok sehirde izole
edildigi daha 6nce bildirilmistir (2, 3). Bununla birlikte,
Tarkiye’de S. Typhimurium suslarinin epidemiyolojisi
Uzerine daha fazla bilgi bulunmamaktadir.

Bakterilerin kaynaklarini ve bulasma zincirlerini belirle-
mek igin epidemiyolojik tiplendirme yontemleri kullanil-
maktadir. Turkiye’de, Salmonella suslari, mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda genellikle serotiplendirme ve antibiyo-
tik duyarlilik testleri ile fenotipik olarak tanimlanmaktadir.
Oysa, dlinyada vyaygin olan bazi Salmonella
serotiplerinde, faj tiplendirmesi, suslarin ayirrminda ve
alt tiplendirmesinde epidemiyolojik bir ydntem olarak al-
tin standart degerinde kabul edilen fenotipik bir yontem-
dir. Ancak Salmonella faj tiplendirmesi diinyada birkag
referans merkezinde yapilabilen bir yéntemdir ve Turki-
ye’de rutin olarak uygulanamamaktadir. Ayrica faj tiplen-
dirme yontemi, belirli bolgelerden izole edilen sinirli sa-
yidaki lokal suslarin gogunlukla belirli birkag faj tipi iginde
yogdunlastigi durumlarda suslarin ayirminda ¢ok yararli
olamamaktadir (4). Bu nedenle epidemiyolojik ¢alisma-
larda, Salmonella izolatlarini birbirinden ayirdetmek ve
suslar arasindaki iligkiyi (benzerlik ve farkliliklari) deger-
lendirmek icin pratik bir teknige gereksinim vardir.

Bu galismada; S. Typhimurium epidemiyolojisini daha
anlagilir kilmak igin, Turkiye’de izole edilen S.
Typhimurium suslarini plazmit profil analizi ve randomly
amplified polymorphic DNA (RAPD) analizi ile incelemek
Uzere molekdler bir arastirma planlanmistir.

GEREG VE YONTEM

Suglar: Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
ve Kilinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Enterobakteri
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Laboratuvari’'nin kiltir koleksiyonlarinda bulunan 55
Salmonella Typhimurium susu ¢alismaya alinmigtir. Bu
suslar, daha 6nceki bir galisma kapsaminda (2), gesitli
illerdeki [Ankara (23), Antalya (1), Bursa (7), Edirne (6),
Eskisehir (2), izmir (1), Kayseri (10), Konya (4), Trabzon
(1)] klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, 2000 yilindan
itibaren, klinik 6rneklerinden [kan (9), digki (41), idrar (4)
ve katater (1)] standart yontemlerle izole edilmis; Anka-
ra Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mik-
robiyoloji Anabilim Dalr’nda serotiplendirilmis; National
Committee for Clinical Laboratory Standards’in kilavu-
zunda aciklandidi sekilde agar dilusyon yontemiyle
antimikrobiyal ~ duyarliliklari  belirlendikten  sonra,
mikrobank kiiltir saklama tipleri iginde -80° C'de sak-
lanmakta olan izolatlardir. Calismaya alinan her bir
izolatin mikrobank kiiltiir saklama tuplerindeki boncukla-
rindan birer érnek alinarak Mac Conkey agar plaklarina
ekilip 37° C'de etiivde 24-48 saat inkiibe edilerek yeni-
den Uretilmesi saglanmistir.

Plazmit eldesi ve plazmit profil analizi: Plazmitler,
Kado ve Liu ydénteminde (5) kiiglk degisiklikler yapilarak
elde edildikten sonra, 0.5 X Tris-borik asit-EDTA (TBE)
solusyonundaki 0.5 pg etidiyum bromit ml”’ iceren
%0.7’lik horizontal agaroz jelde (Serva, Heidelberg, Al-
manya) 100 V'da iki saat yiritiilerek ayrilmistir. incele-
nen suslarin plazmit blyulklikleri, plazmit buyuklikleri
bilinen E.coli V517 susu, Salmonella Typhimurium
020255-Ankara susu (90 kbg), Salmonella Enteritidis
006956-Ankara (57, 5.8, 4.8 kbg) susu ve bir molekiler
blyUklik markeri (gene ruler 1kbp DNA Ladder,
Fermentas Life Sciences, Vilnius, Lituanya) ile birlikte
elektroforez uygulanarak belirlendi. Plazmit DNA bantla-
ri, UV transiluminatérde (TFX 20M-Vilber Lourmat, Mar-
na la Vallee, Fransa) gorintilendi. Kontrol suslar (S.
Typhimurium 020255-Ankara ve S. Enteritidis 006956-
Ankara) Refik Saydam Hifzisihha Merkezi Bulagici Has-
taliklar Arastirma Bélimi’nden saglandi.

RAPD-PZR yoéntemi igin bakteriyel genomik DNA
eldesi: Ling ve ark.(6)nin uyguladidi fenol-kloroform
yontemi kucuk degisikliklerle uygulandi. Her sus igin
agar plak kaltirlerinden alinan tek bir koloni, 3 ml brain-
heart infiizyon broth besiyerine (LAB M, Lancashire, in-
giltere) pasajlanarak, bir gece 37° C'de inkiibe edildi.
Bakteri hicreleri ¢oktirtldi ve 1 ml 50mM Tris-HCI —
20mM EDTA (pH:8) ile yikandi. Daha sonra ¢dken hiic-
reler 555 pl, 50mM Tris HCI-10mM EDTA (pH 8), 12 ul
RNAse (10mg/ml), 30 pl %10 sodyum dodesil sulfat
(SDS) ve 10 pl proteinaz K (20mg/ml) iginde yeniden
stispanse edildi. Karigim 55° C'de iki saat inklibe edildi
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ve DNA eldesi dokudan genomik DNA ekstraksiyon Kkiti
(Macherey-Nagel, Diren, Almanya) ile Uretici firmanin
onerileri dogrultusunda gergeklestirildi. DNA miktari ve
nicelidi cyber green (Roche, Mannheim, Almanya) ile
inkibasyondan sonra standart DNA egrisi ile kiyaslana-
rak spektroflorometre (Jasco FP777, New Jersey, ABD)
kullanilarak hesaplandi.

Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD-PZR)
analizi: Lin ve ark. (7)’'nin yontemi kiicik degisikliklerle
uygulandi. Isi  doénglleri  thermocycler (Techne,
Cambridge, Ingiltere) kullanilarak uygulandi. Reaksiyon,
50 pmol primer, 200 um dNTP mix (Larova, Teltow, Al-
manya), 3.5 mM MgCl, , 10X reaksiyon buffer (160 mM
(NH4)2S04, 670 mM Tris HCI pH 8.8, % 0.1 Tween-20),
2 U Taq DNA polimeraz (Bioron, Ludwigshafen, Alman-
ya) ve 50 ng kalip DNA iceren toplam 50 pl hacim igeri-
sinde gerceklestirildi. Dongl kosullari p-1254 primeri icin
4 dongl 4 dakika 94° C, 4 dakika 35° C ve 4 dakika 72° C,
takiben 30 déngl 30 saniye 94° C, 60 saniye 35° C, 2
dakika 72° C ve son uzama 72° C de 5 dakika olacak
sekilde ayarlandi. OPB-17 primeri igin dongl kosullari
p-1254 primerininki ile ayni olmakla birlikte déngl sayisi
35 olacak sekilde uygulandi. Her dénglide kalip DNA
icermeyen master miks tlpleri kontrol tibul olarak dene-
ye alindi. Tekrarlanabilirlik igin her deney iki kere yapildi.
PCR drtnleri 0.5 X TBE buffer icinde 0.5 ug ethidium
bromide ml” iceren %Z2lik agaroz jelde (Serva,
Heidelberg, Almanya) elektroforez uygulandi ve UV
transilluminator (TFX 20M-Vilber Lourmat, Marna la
Vallee, Fransa) ile gorintilendi.

Goruntiileme: Elektroforez sonrasinda jel fotograflari
DigiGenius goruntlileme sistemi (Syngene-UK) kullanila-
rak cekildi.

Degerlendirme: RAPD-PZR yodnteminde izolatlara ait
bant sayilari ve iligkileri GeneDirectory (Syngene-UK) jel
analiz programi kullanilarak incelendi. Kiime analizinde
Dice benzerlik katsayisi ve UPGMA (unweighted pair-
group method average) iliski kurali parametreleri kulla-
nildi. Agik, net olmayan ve deneylerin tekrarinda gosteri-
lemeyen bantlar ¢calisma digi birakildi.

BULGULAR

Bulgulari degerlendirmek i¢in, calisma icin segilen suslar
dort sinifa ayrildi: antimikrobiyallere duyarl izolatlar
(s: 13); bir antimikrobiyale direngli izolatlar (s: 8); iki veya
daha ¢ok antimikrobiyale direngli izolatlar (s: 9) ve
AA/CCSSuT direng modeli olan izolatlar (s: 25).
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Salmonella Typhimurium izolatlarinin plazmit DNA igerik-
leri kilobaz cifti (kbg) seklinde molekil agirliklarina uygun
olarak tanimlanmigtir. incelenen suslarin 45'inin (%82),
buyuklikleri 1.0 ile 100 kilobaz cifti (kbg) arasinda degi-
sen 1 ile 3 plazmiti vardi, kalan 10 sus (%18) plazmit ta-
simiyordu. En yaygin plazmit 90 kbg¢ buyukligindeki
plazmitti ve bu plazmiti 35 sus (%64) tek basina veya
baska plazmitlerle birlikte tasiyordu. AA/CCSSuT-direng
(ampisiline, amoksisilin/klavulanik asite, kloramfenikole,
streptomisine, sulfisoksazole, tetrasikline direng) tipinde-
ki 25 susun 20’sinde (%80), benzer plazmit profili vardi:
90 kbg buyikliginde tek bir plazmit. Dort sinifta deger-
lendirilen S. Typhimurium izolatlarinin plazmit profilleri
Tablo 1, 2, 3 ve 4’te goérulmektedir.

RAPD ydnteminde OPB-17 primeri kullanildiginda, ince-
lenen 55 S. Typhimurium suslarinin higbirisinde ayirimi
saglayabilecek herhangi bir bant olusmadi.

Primer p-1254 ile amplifikasyondan sonra, suslarin do-
kuzu (%16) higbir bant olusturmadidi halde, kalan 46 sus
(%84), blyuklikleri 100 ile 1500 baz cifti (b¢) arasinda
degisen bantlarla onsekiz RAPD-PZR bant modeline
(kiimesine: Kl - KXVIII) ayrildi. Dort sinifta degerlendiri-
len S. Typhimurium izolatlarinin p-1254 primeri ile elde
edilen RAPD bant modellerinin kime dagihmlari Tablo 1,
2, 3 ve 4'te; bant modellerinin dendogramlari ise Sekil 1,
2, 3 ve 4’'te gorilmektedir.

Bu yontemle elde edilen bantlar, % 2 tolerans degeri ile
molekuler agirlik belirtecine gore, Dice katsayisi ve
UPGMA iligki kurali ile degerlendirildi (Sekil 1, 2, 3 ve 4).

Duyarli S. Typhimurium suslarindan altisi (no. 8-13)
p-1254 primeri kullanildijinda da herhangi bir bant olug-
turmadi. Onu¢ duyarl izolatin yedisi (%54), olusturdukla-
ri bantlarin kiime analiz programi ile bilgisayarda ince-
lenmesinden sonra dort kimeye (Kl, Kll, KIll ve KIV)
ayrildi. Kime I'deki (Kl) ¢ izolat (no.1-3), %92'nin Gze-
rinde benzerlik gostermekteydi ve bu izolatlarin ikisi
(no. 1 ve 2) ise birbirinin tamamen aynisiydi. Kime I'deki
(KI) yedi izolat (no. 1-7) kiime analiz programinda birlikte
degerlendirildiginde, birbirleriyle %50’den ¢ok benzer
bulundu (Tablo 1 ve Sekil 1).

Bir antimikrobiyale direng gosteren S. Typhimurium
izolatlarindan yedisi birbirlerine %70’den ¢ok benzerlik
gosteren ¢ kiimede toplandi (KV, KVI ve KVII). Kiime
V'teki iki sus (no. 14 ve no. 15) %100 benzerlik goster-
mekteydi ve kiime VI'nin iki susu (no.18 ve no.19) da
tamamen benzerdi. Geri kalan tek izolat (no. 21) bant
olusturmadi (Tablo 2 ve Sekil 2).
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Tablo 1. Antimikrobiyallere duyarh S. Typhimurium izolatlarinin plazmit profilleri ve RAPD kiimeleri

izolat izolasyon . L Plazmit profili RAPD modeli
no. tarihi Sehir Klinik ek (kbg) (p-1254)
1 10.10.2000 Edirne Digki 90 Kl
2 07.12.2000 Kayseri Digki 90 Kl
3 21.12.2000 Bursa Kan 90 3.0 Kl
4 18.09.2000 Ankara Digki 90 2.5 Kl
5 29.10.2001 Edirne Digki 90 2.5 Kl
6 13.08.2001 Ankara Kan - Kl
7 27.08.2000 Ankara Digki 3.33.0 1.7 KV
8 10.05.2001 Ankara idrar 90 -
9 01.11.2001 Kayseri Digki - -
10 01.04.2002 Edirne Digki 90 -
11 10.04.2002 Konya Kan - -
12 13.10.2001 Bursa Diski 4.0 3.0 -
13 13.12.2000 Ankara Digki 3.33.0 17 -

Tablo 2. Bir antimikrobiyale direngli S. Typhimurium izolatlarinin plazmit profilleri ve RAPD kiumeleri.

. . . - RAPD
'z:(':t 'z‘:?:r"'im Sehir ::'n";:: Direng modeli Plazr('l'(';;mf"' modeli
(p-1254)

14 24.03.2002 Ankara Digki T 90 KV
15 23.10.2000 Edirne Digki C 90 30 2.2 KV
16 19.09.2001 Ankara idrar Cc - KV
17 21.05.2001 Ankara Digki T 90 25 KVI
18 12.09.2001 Ankara Digki A 90 5.8 2.0 K VI
19 24.10.2001 Ankara Digki A - K VI
20 17.05.2000 Antalya idrar T/S 100 26 1.7 K VII
21 03.12.2001 Ankara Digki C - -

A: Ampisilin, A/C: Amoksisilin/Klavulanik asit, C: Kloramfenikol, T: Tetrasiklin, G: Gentamisin, T/S: Trimetoprim/Sulfametoksazol

Tablo 3. iki ve daha gok antimikrobiyale direngli S. Typhimurium izolatlarinin plazmit profilleri ve RAPD kiimeleri

izolat izolasyon . Klinik . . Plazmit profili RAPD modeli
no. tarihi Sehir ek Direng modeli (kbg) (p-1254)
22 27.07.2001 Ankara Digki ACT - K VI
23 26.03.2001 Ankara Diski AAICC 1.0 K VI
24 12.09.2001 Ankara Digki AT 90 58 2.0 K VI
25 22.12.2001 Ankara idrar AC - KIX
26 23.08.2001 Ankara Diski AT - K IX
27 27.10.2001 Ankara Digki AA/C 85 6.0 15 K IX
28 04.09.2001 Ankara Kan AT - K X
29 19.01.2002 Trabzon Kan AA/C 70 K XI
30 04.09.2001 Bursa Digki AT 90 -

A: Ampisilin, A/C: Amoksisilin /Klavulanik asit, C: Kloramfenikol, T: Tetrasiklin
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Tablo 4. AA/CCSSuT-direng tipindeki S. Typhimurium izolatlarinin plazmit profilleri ve RAPD kiimeleri

izolat izolasyon . Klinik . . Plazmit profili RAPD modeli
ho. tarihi Sehir Srnek Diren¢ modeli (kbe) (p-1254)
31 30.12.2000 Kayseri Digki A A/CCSSuT 90 K XII
32 10.11.2000 Kayseri Digki A A/CCSSuT 90 K XII
33 04.09.2000 Ankara Katater A A/ICCSSuT 90 K XII
34 11.07.2000 Kayseri Digki A A/ICCSSuT 90 K XII
35 20.12.2000 Bursa Digki A A/ICCSSuT 90 K XII
36 10.10.2000 Kayseri Digki A A/CCSSuT 90 K XII
37 07.09.2000 Ankara Digki A A/CCSSuT 90 K XII
38 13.07.2000 Ankara Digki A A/CCSSuT 90 K XII
39 24.09.2000 Kayseri Digki A A/ICCSSuT 90 K XII
40 10.02.2001 Edirne Digki A A/ICCSSuT 90 K XIl
41 14.08.2001 Konya Digki A A/CCSSuT 90 K XII
42 16.10.2001 Bursa Kan A A/CCSSuT 90 K XIV
43 24.11.2000 Eskisehir Digki A A/CCSSuT 90 K XIV
44 25.05.2001 Kayseri Digki A A/CCSSuT 50 2.7 K XIV
45 10.11.2000 Eskisehir Digki A A/ICCSSuT 90 K XV
46 12.02.2001 Kayseri Digki A A/ICCSSuT 90 K XV
47 07.01.2001 Konya Digki A A/ICCSSuT 90 K XV
48 08.01.2001 Kayseri Digki A A/CCSSuT 70 15 K XVI
49 05.02.2001 Izmir Kan A A/ICCSSuT 90 K XVI
50 10.10.2001 Bursa Kan A A/CCSSuT 90 K XVI
51 14.12.2001 Konya Digki A A/ICCSSuT 90 K XVII
52 23.02.2001 Bursa Digki AA/CCGSSUTT/S 100 40 1.0 K XVIlI
53 03.07.2000 Ankara Kan A A/CSSuUTT/S 90 6.0 2.5 K XVIII
54 05.02.2001 Ankara Digki A A/CCSSuTT/S 90 7.0 K XVII
55 01.12.2000 Edirne Digki A A/CCSSuT 90 -
A: Ampsilin, A/C: Amoksisilin/Klavulanik asit, C: Kloramfenikol, G: Gentamisin, S: Streptomisin, Su: Sulfisoksazol, T: Tetrasiklin,
T/S: Trimetoprim/Sulfametoksazol
‘0 10 ‘20 ‘30 ‘40 ‘50 ‘60 ‘70 ‘80 ‘90 ‘100
izolat RAPD
no modeli
1 K1
2 Kl
3 Kl
| 4 Kl
5 Kl
6 Kl
7 KIV
8 -
9 -
10 -
11 -
12 -
13 -

Sekil 1. Antimikrobiyallere duyarli S. Typhimurium izolatlarinin p-1254 primeri ile elde edilen RAPD bant modellerinin dendogrami
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Sekil 2. Bir antimikrobiyale direngli S. Typhimurium izolatlarinin p-1254 primeri ile elde edilen RAPD bant modellerinin
dendogrami
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Sekil 3. Iki ve daha gok antimikrobiyale direngli S. Typhimurium izolatlarinin p-1254 primeri ile elde edilen RAPD bant modellerinin
dendogrami
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Sekil 4. AA/CCSSuT-direng tipindeki S. Typhimurium izolatlarinin p-1254 primeri ile elde edilen RAPD bant modellerinin dendogrami

iki ve daha cok antimikrobiyale direngli sekiz S.
Typhimurium izolati dért kimede gruplandi (KVIII, KIX,
KX ve KXI). Bu sekiz izolat kiime analiz programi ile
%50’nin Uzerinde benzer bulundu. Kime VIII'in iki susu
(no. 22 ve no. 23) birbiriyle ve kiime IX’'un suslari da bir-
birleriyle tamamen benzer bulundu. iki ve daha gok
antimikrobiyale direncli olan S. Typhimurium’lardan biri
bant olusturmadi (Tablo 3 ve Sekil 3).

AA/CCSSuT-direng tipindeki suslardan biri p-1254
primeri ile amplifikasyondan sonra higbir bant olugtur-
mazken, kalan 24 izolat olusturduklari bant modelleri ile
yedi kiime iginde gruplandi (K XlI, K XIlI, K XIV, K XV, K
XVI, K XVII ve K XVIII). Kime XlI'nin dokuz susun
(n0.31-39) RAPD-PZR bantlarinin kime analiz programi
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ile tamamen benzer oldugu gorilda. Kime XIV’in iki
susu (no. 43 ve 44) %100 benzerdi ve kiime XV’in de iki
susu (no. 46 ve 47) tipatip benzemekteydi. Ayrica kiime
XVInin iki susu (no. 49 ve 50) tamamen benzer bulundu
(Tablo 4 ve Sekil 4).

TARTISMA

Bu makalede, Tirkiye’de 2000 yilindan sonra izole edi-
len S. Typhimurium suslarinin genotipik iligkisini arasti-
sunulmaktadir.

ran molekiler g¢alismanin sonuglari

Antimikrobiyallere  duyarh ve ¢oklu direngli S.
Typhimurium suslarinin alt tiplendirimi i¢in plazmit profil-

leri ve RAPD-PZR yonteminin kullaniimigtir.
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Son yillarda Turkiye’de ¢oklu direngli S. Typhimurium’a
bagl infeksiyonlar ve hatta salginlar dikkati gekmeye
baslamistir. Bu nedenle klinik mikrobiyologlar, S.
Typhimurium izolatlarinin birbiriyle ilgisini belirleme ge-
reksinimi duyarlar. Turkiye’de S. Typhimurium’un klinik
izolatlarinin cogu en az bes antimikrobiyale direncli olan
ACSSuT- diren¢ modelinde olan suslardir (2, 3, 8). Bu
direng tipi, genellikle S. Typhimurium’un DT104 faj tipin-
deki suslarda bulunur. Coklu direncli S. Typhimurium faj
tip 104 (DT104), 1990’larda hizla yayginlasarak birgok
Avrupa Ulkesinde, Kuzey Amerika'da, Orta Asya'da, Gu-
ney Afrika'da ve Uzak Dogu'da, insan ve hayvanlarda
¢ok bulyuk oranda infeksiyonlara neden olan énemli bir
halk saghgi problemi haline gelmistir. Salmonella
Typhimurium DT 104 suslari, ampisiline, kloramfenikole,
streptomisine, sulfonamitlere ve tetrasikline direngli
(ACSSuT) suslardir (9). Ancak Turkiye'de faj tiplendir-
mesi yapilamadigindan bu diren¢ modeline sahip S.
Typhimurium izolatlarinin faj tipi bilinmemekte ve suslar
arasindaki yakinhk tam olarak aydinlatlamamaktadir.
Ote yandan Tirkiye'de S. Typhimurium’un klinik
izolatlarinin gogu ACSSuT- direng modelinde olan suslar
oldugundan (2) antibiyogram, S. Typhimurium
izolatlarinin alt tiplendiriminde yararli degildir. Ancak, S.
Typhimurium izolatlarinin, epidemiyolojik bulgular elde
edilmesi i¢in etkin ve duyarli molekiler yontemlerle ayi-
rimi son derece 6nemlidir.

Plazmitler, codunlukla kovalan olarak kapall, dairesel
yapida, Gift iplikgikli kromozom digi DNA molekiilleridir.
Bakteri kromozomundan bagimsiz olarak replike olurlar.
Epidemiyolojik amaglar igin uygulanan plazmit tiplendir-
me yoOntemi (plazmit profil analizi), suslardaki plazmit
DNA’sinin ekstraksiyonundan sonra her bir susun tasi-
didi plazmitlerin sayi ve molekuler agirliklarinin belirlen-
mesi temeline dayanir. Son yillarda bakteri suslarindan
plazmit DNA’sinI elde etmek, agaroz jel elektroforezinde
molekiler agirliklarina gére ayirmak, etidiyum bromit ile
boyamak, kisa dalgali ultraviyole 1s1§1 altinda inceleyip
fotografini gekmek igin kismen basit, ucuz ve ¢abuk yon-
temler gelistiriimistir. Cesitli Salmonella salginlari bu
yontemin kullaniimasi ile aydinlatiimistir. Ancak bu metot
plazmit  tasiyan suslarla  simirhdir.  Salmonella
serotiplerinin alt tiplendiriminde, suslarin plazmit tagsima-
didi; suslarin sadece serotipe 6zgi plazmit tasidigi ya
da suslarin ¢ok azinin plazmiti oldugu durumlarda,
plazmit profili faydali olamamaktadir (4, 10).

Salmonella Typhimurium suslarinin ¢ogunlugu, 90 kbg
(60-62 megadalton-MDa) biyukliginde serotipe 6zgl
bir plazmit tasimaktadir (10, 11). Buna ragmen, suslar
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arasindaki epidemiyolojik iligkiyi tanimlamakta plazmit
profil analizinin en az faj tiplendirme yontemi kadar spe-
sifik oldugu kabul edilir (4, 12).

Bu galismada, 45 (%82) izolatin bir ile i¢ plazmit tasidigi
gOsterilmigtir. En yaygin plazmitin 90 kbg¢ buyukligunde
bir plazmit oldugu ve S. Typhimurium izolatlarinin
35’inde (%64) bu 90 kbg¢'lik plazmitin tek basina veya
diger plazmitlerle birlikte; 26 (%47) izolatta bu plazmitin
tek basina bulundugu gdésterilmigtir. AA/CCSSuT-direng
tipindeki 25 S. Typhimurium susunun 20’sinin (%80),
benzer plazmit profiline sahip oldugu gosterildi: 90 kbg
blyukliginde tek plazmit. Bu bulgulara gore, Turkiye’de
insanlardan izole edilen S. Typhimurium izolatlarinin go-
gunda serotipe 6zgi plazmit olan 90 kbg blyikligindeki
plazmit bulundugundan, S. Typhimurium suslarinin
plazmit profil analizi, izolatlarin ayirimi igin yeterli go-
rinmemektedir. Plazmit profilleri, 6zellikle, AA/CCSSuT-
direng tipindeki S. Typhimurium suslarinin ayiriminda
tatmin edici bulunmamaktadir. Turkiye’de ¢cogu suslarin
benzer plazmit profili (90 kbg¢’lik serotipe 6zgli tek
plazmit) olmasi nedeniyle, S. Typhimurium epidemileri-
nin izlenmesinde, plazmit profilleri kesinlikle bagka bir
yontem ile birlikte kullaniimalidir.

RAPD yontemi son zamanlarda Salmonella suslarinda
molekller genotipik benzerlik veya farkhliklarin ortaya
konulmasi icin kullanilan yontemlerden biridir. Bu yon-
tem polimeraz zincir reaksiyonu yéntemi ile Guanin +
Sitozin igerigi ylksek olan ve spesifik bir gen boélgesini
degdil de genomik DNA Uzerinde bircok gen bdlgesine
komplementer 10-15 bazlik kisa primerler kullanilarak
genomik DNA’nin c¢ogaltimasi ve agaroz jel
elektroforezinde gorintilenmesi temeline dayanir. PCR
urlinlerinin elektroforezinden sonra elde edilen bant mo-
delleri, suslarin parmak izini ¢gikarmada basariyla kulla-
nilmaktadir. Genetik parmak izi sonuglari epidemiyolojik
deger tasiyabilmektedir (13, 14). Bu yontem 1990l yilla-
rin basindan beri, olusan bantlarin sayi ve dizilislerindeki
benzerlik ve farkliliklara bakilarak, cesitli Salmonella
serotiplerinin birbirinden ayriimasinda veya serotipler
icindeki suslarin alt tiplere ayrilmasinda kullaniimaktadir
(15). Ozellikle S. Dublin (16), S. Panama (17),
S.Typhimurium (7), S. Typhi (19) ve S. Enteritidis (20)
serotiplerinde iyi ayinm sagladigi gosterilmistir. Yoénte-
min tekrarlanabilirligi ile ilgili bazi gérisler 6ne surdlmis
(13, 21, 22), ancak yéntemin uygun primerler kullanildi-
ginda, amplifikasyon ve saptama basamaklarinin her
zaman ayni kosullar altinda yapildiginda hizli, tekrarla-
nabilir ve ayirim gucu yliksek bir yéntem oldugu ortaya
konulmustur (7, 23-25).
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Bu calismada RAPD analizi igin, daha 6nce diger aras-
tirmacilar tarafindan yararh oldugu bildirilen OPB-17 ve
p-1254 primerleri segilmistir (7). OPB-17 primeri ile ince-
lenen 55 susun higbirinde bant olusmamasina karsin, p-
1254 primeri ile, 55 S. Typhimurium susunun 46’si (%84)
degerlendirmeye uygun bantlar olusturmustur. RAPD-
PZR ile elde edilen DNA pargaciklarinin olusturdugu
RAPD-PZR modelleri degerlendirilirken, DNA’nin nokta
mutasyonlari, delesyonlari ve insersiyonlari gibi tama-
men rastlantisal olarak gelisebilen genetik olaylarinin
RAPD parmak izi modellerini degistirebilecedi gercegi
go6zardi edilmemelidir (26). Bu ¢alismada, RAPD bantla-
rindaki farkliliklar, bir veya birden fazla genetik olayin
sonucu olabilecedi nedeniyle, RAPD parmak izleri kiime
analiz programi ile inceledikten sonra %50 ve Uzerinde
benzerlik gdsteren izolatlar bir kiime iginde toplanmis ve
sonuglarin degerlendiriimesini kolaylastirmak Uzere her
bir RAPD modeli i¢in kiime adlari KI -KXVIII seklinde kul-
lanilmigtir.  Bu c¢alismada degerlendirilen 55 S.
Typhimurium susunun RAPD-PZR modelleri Tablo 1, 2,
3, ve 4’'te gorilmektedir. Bu bulgularla S. Typhimurium
izolatlarinin ayirrminda RAPD yéntemi ile goézle bile
ayirdedilebilen ¢ok sayida bantlar elde edilmesi, bu y6n-
temin bu serotiplerin tiplendiriimesinde kullanilabilecegi
kanisini olusturmustur.

Benzer antibiyotik direng¢ modelini tasiyan S.
Typhimurium suslarinin RAPD ile incelenmesiyle tim
antimikrobiyallere  duyarli olan S.  Typhimurium
izolatlarinin dért bant modeli olusturdugu (KI — KIV) ve
bu izolatlarin arasinda %50 benzerlik oldugu (Tablo1 ve
Sekil 1); her biri birer antimikrobiyale direngli olan S.
Typhimurium izolatlarinin ¢ farkli bant modeli olustur-
dugu (KV — KVII) ve izolatlar arasinda %66’nin uzerinde
benzerlik oldugu (Tablo 2 ve Sekil 2); iki veya daha gok
antimikrobiyale direncli olan S. Typhimurium izolatlarinin
dort farkli bant modeli olusturdugu (KVIII — KXI) ve bu
izolatlarin %50’nin Gzerinde benzer oldugu (Tablo 3 ve
Sekil 3); AA/CCSSuT- diren¢ modeli olan S.
Typhimurium izolatlarinin yedi farkh bant modeli olustur-
dugu (KXII — KXVIII) (Tablo 4 ve Sekil 4) belirlenmistir.
Bazi suslar herhangi bir bant olusturmamis olsa bile,
RAPD ydntemi ile benzer antibiyotik diren¢c modelleri ta-
slyan suslarin ¢ok sayida bant olusturmasi, yani RAPD
ile kendi iclerinde tiplere ayrilabilmesi, yontemin bu
serotipler Uzerideki ayirirm gucinin yiksek oldugunu;
Turkiye’de ayni direng modelini tasiyan suslarin farkl
klonlara ait olabilecegini gostermektedir. Calisma sonug-
larinin sunuldugu tablolar incelendiginde, antibiyotik di-
ren¢ modelleri, plazmit profilleri ve RAPD modelleri birlik-
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te degerlendirildiginde neredeyse tim suslarin birbirin-
den farkli nitelikler tagidigi gorilebilmektedir.

Tablo 1’de gorildigi gibi, antibiyotiklere duyarli 13 S.
Typhimurium izolati, altn farkh plazmit profili gdsterirken
RAPD ile bes farkli kiimeye ayrilmaktadir. Bu bulgu,
suslar arasindaki genetik farklilig isaret etmektedir. Ote
yandan, tamamen ayni Ozelliklere sahip olduklarindan
benzer klonal iliskili kabul edilen iki sus (no. 4 ve 5) Tir-
kiye'nin farkli sehirlerinde bir yil ara ile izole edilen
suslardir.

Antibiyotik direnci, plazmit profilleri ve RAPD modelleri
birlikte degderlendirildiginde Tablo 2’de bir antimikrobiyale
direngli sekiz susun her birinin ayri bir klona ait oldugu;
Tablo 3'teki iki ve daha ¢ok antimikrobiyale direngli do-
kuz susun ise dokuz ayri klondan geldigi gortlmektedir.
Yalnizca bu veri bile, yontemlerin birlikte kullaniimasiyla
ayirim glicinin nasil yukseldigini gostermektedir.

Turkiye'de yapilan daha 6nceki ¢calismalarda, surveyans
verileri Kayseri’de ylksek oranda izolasyon sayilari ile S.
Typhimurium DT104 suslarinin antibiyotik direncine ben-
zer suglarla gelisen bir salgin belirlenmisti (2). Turkiye'de
de bes ilaca direngli olan suslar, ciddi halk sagligi prob-
lemi olusturacagindan izolatlar epidemiyolojik agidan
tam olarak degerlendiriimelidir. Bu calismada,
AA/CCSSuT- direng tipindeki 25 susun alti farkli plazmit
profili tagidigi ve 7 RAPD-PZR kiimesine ayrildigi goste-
rildi. Tablo 4'te kiime XII'nin dokuz susunda 90 kbg'lik
tek plazmit plazmit vardi ve bu susglar 2000 yilinin ikinci
yarisinda farkli sehirlerde [Kayseri (5), Ankara (3) and
Bursa (1)] izole edilen suslardi.

Bu calisma, RAPD-PZR'nin, antibiyogram ve plazmit
profilleri ile birlikte kullanildiginda, hem farkli diren¢g mo-
delleri olan suslar arasindaki genetik iligkiyi ortaya koy-
mada hem de ayni direng fenotipini gosteren suslarin
ayiriminda yararl olabildigini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, rutin laboratuvarlarinda antibiyogram ve
plazmit profillerini tamamlayici bir ydontem olarak az sa-
yida izolatin deg@erlendiriimesinde, p-1254 primeri ile
RAPD-PZR yoéntemi, kolay, hizli ve ayirt edici bir yon-
temdir ve Tirkiye’de halen epidemilere yol agabilen S.
Typhimurium suslarinin incelenmesine katkida bulunabi-
lir.

Bu galismada, Turkiye'de insanlardan izole edilen, du-
yarli ve c¢oklu direngli (AA/CCSSuT-direng tipindeki
izolatlari da kapsayan) S. Typhimurium suslarinin
plazmit profilleri ve RAPD-PZR ydntemleri ile elde edilen
ilk bulgular sunulmaktadir.
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TESEKKUR

Bu galisma, TUBITAK (Proje no: 1035181 SBAG-AYD-
440) tarafindan desteklenmistir.

Calismada kullanilan izolatlari saglayan Salmonella Ca-
hsma Grubu'nun (Koordinatér: B. Erdem, Ankara Uni-
versitesi) lyelerine ( AD Aysev, Ankara Universitesi; G
Hascelik, D Gir ve S Ercis, Hacettepe Universitesi; S
Gedikoglu, Uludag Universitesi; B Siimerkan, Erciyes
Universitesi; | Tuncer, Meram Universitesi; M Tugrul ve

M Tatman-Otkun, Trakya Universitesi; Y Akgin,
Osmangazi Universitesi; A Tiinger, Ege Universitesi; G
Séyletir, Marmara Universitesi; M Giiltekin, Akdeniz Uni-
versitesi; | Koksal, Karadeniz Teknik Universitesi); ve
Refik Saydam Hifzisihha Merkezi Bulagici Hastaliklar
Arastirma Boéliumi’'nden kontrol suslarini [Salmonella
Typhimurium (020255-Ankara) ve Salmonella Enteritidis
(006956-Ankara)] saglayan B Esen ve B Levente
tesekkir ederiz.

KAYNAKLAR

1.

Toreci K, Ang 0. Turkiye’'de saptanmis olan Salmonella serovarlari ve salmonellozlarin genel degerlendirilmesi. Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 1991,
21:1-18.

2. Erdem B, Ercis S, Hasgelik G, et al. Antimicrobial resistance patterns and serotype distribution among Salmonella enterica strains in Turkey,
2000-2002. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2005; 24: 220-5.

3. Aysev AD, Giiriz H, Erdem B. Drug resistance of Salmonella strains from community infections in Ankara, Turkey, 1993-99. Scand J Infect Dis
2001; 33: 420-2.

4. Erdem B, Threlfall EJ, Schofield S, Ward LR, Rowe B. Plasmid profile provides a method for the differentiation of strains of Salmonella
enteritidis phage type 4 isolated in Turkey. Lett Appl Microbiol 1994; 19: 265-7.

5. Kado Cl, Liu ST. Procedure for detection of large and small plasmids. J Bacteriol 1981; 145: 1365-73.

6. Ling JM, Lo NWS, Ho YM, et al. Molecular methods for the epidemiological typing of Salmonella enterica serotype Typhi from Hong Kong and
Vietnam. J Clin Microbiol 2000; 38: 292-300.

7. Lin AW, Usera MA, Baerrett TJ, Goldsbye RA. Application of Random Amplified Polymorphic DNA analysis to differentiate strains of Salmonella
enteritidis. J Clin Microbiol 1996; 34: 870-6.

8. Tatman-Otkun M, Ozkan E, Oztiirk D, Diindar V, Tugrul M. 1995-1997 yillarinda diskidan izole edilen Salmonella serotiplerinin dagilimi ve anti-
biyotik duyarlliklari. infek Derg 1998; 12: 181-5.

9. Threlfall EJ. Epidemic Salmonella typhimurium DT104 - a truly international multiresistant clone. J Antimicrob Chemother 2000; 46: 7-10.

10. Helmuth R, Stephan R, Bunge C, Hoog B, Steinbeck A, Bulling E. Epidemiology of virulence-associated plasmids and outer membrane protein
patterns with seven common Salmonella serovars. Infect Immun 1985; 48: 175-82.

11. Barrow PA, Lovell MA. Functional homology of virulence plasmids in Salmonella gallinarum, S. pullorum, and S. typhimurium. Infect Immun
1989; 57: 3136-41.

12. Holmberg SD, Wachsmuth IK, Hickman-Brenner FW, Cohen MI. Comparison of plasmid profile analysis, phage typing, and antimicrobial
susceptibility testing in characterizing Salmonella typhimurium isolates from outbreaks. J Clin Microbiol 1984; 19: 100-4.

13. Liebana E, Garcia Migura L, Breslin MF, Davies HR, Woodward MJ. Diversity of strains of Salmonella enterica serotype Enteritidis from
English poultry farms assessed by multiple genetic fingerprinting. J.Clin Microbiol 2001; 39: 154-61.

14. De Cesare A, Manfreda G, Dambaugh TR, Guerzoni ME, Franchini A. Automated ribotyping and random amplified polymorphic DNA analysis
for molecular typing of Salmonella enteritidis and Salmonella typhimurium strains isolated in Italy. J Appl Microbiol 2001; 91: 780-5.

15. Williams JGK, Kubelik AR, Liviak KJ, Rafalsky JA, Tingey SV. DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic
markers. Nucleic Acids Res 1990; 18: 6531-5.

16. Kerouanton A, Brisabois J, Grout J, Picard B. Molecular epidemiological tools for Salmonella Dublin typing. FEMS Immunol Med Microbiol
1996; 14: 25-9.

17. Soto SM, Guerra A, Del Cerro A, Gonzalez-Hevia MA, Mendoza MC. Outbreaks and sporadic cases of Salmonella serovar Panama studied by
DNA fingerprinting and antimicrobial resistance. Int J Food Microbiol 2001; 71: 35-43.

18. Carraminana JJ, Humbert F, Ermel G, Colin P. Molecular epidemiological investigation of Salmonella typhimurium strains related to an egg-
borne outbreak. Res Microbiol 1997; 7: 633-6.

19. Shagkuan YH, Lin HC. Application of random amplified polymorphic DNA analysis to differentiate strains of Salmonella typhi and other
Salmonella species. J Appl Microbiol 1998; 85: 693-702.

20. Laconcha |, Lopez-Molina N, Rementeria A, Audicana A, Perales |, Garaizar J. Phage typing combined with pulse-field gel electrophoresis and
randao amplified polymorphic DNA increases discrimination in the epidemiological analysis of Salmonella Enteritidis strains. Int J Food Microbiol
1998; 40: 27-34.

114 infeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection)



S. Typhimurium suslarinin plazmit profilleri ve RAPD analizi

21. Landeras E, Gonzalez Hevia MA, Mendoza MC. Molecular epidemiology of Salmonella serotype Enteritidis: Relationship between food, water
and pathogenic strains. Int J Food Microbiol 1998; 43: 81-90.

22. Tyler KD, Wang G, Tyler SD, Johnson WM. Factors affecting reliability and reproducibility of amplification-based DNA fingerprinting of
representative bacterial pathogens. J Clin Microbiol 1997; 35: 339-46.

23. Betancor L, Schelotto F, Martinez A, et al. Random amplified polymorphic DNA and phenotyping analysis of Salmonella enterica serovar
Enteritidis isolates collected from humans and poultry in Uruguay from 1995-2002. J Clin Microbiol 2004; 42: 1155-62.

24. Mare L, Dicks LMT, van der Walt ML. Characterization of South African isolates of Salmonella enteritidis by phage typing, numerical analysis of
RAPD-PCR banding patterns and plasmid profiles. Int J Food Microbiol 2001; 64:237-45.

25. Ruiz M, Rodriguez JC, Sirvent E, Eseribano |, Cebrian L, Royo G. Usefulness of different techniques in the study of the epidemiology of
salmonellosis. APMIS 2003; 111: 848-56.

26. Tenover FC, Arbeit RD, Goering RV. How to select and interpret molecular strain typing methods for epidemiological studies to bacterial
infections: a review for healthcare epidemiologist. Molecular typing working group of the Society for Healthcare Epidemiology of America. Infect
Control Hosp Epidemiol 1997; 18: 426-39.

ILETiSIM

Prof. Dr. Birsel ERDEM

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal
Dekanlik Binasi, 3. kat

06100 Sihhiye, ANKARA

e-posta: birselerdem@yahoo.com

tekeli@dialup.ankara.edu.tr

Cilt 21, Sayi 3, Temmuz 2007 115





