Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2015; 49(4): 502-512

Tiirkiye’de insanlardan izole Edilen Salmonella
enterica serovar Typhimurium Suslarinin Molekiiler
Ozellikleri

Molecular Characterization of Salmonella enterica Serovar
Typhimurium Strains Isolated from Humans in Turkey

istar DOLAPCI', Alper TEKELI", Fikret SAHIN', Birsel ERDEM'

" Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.
! Ankara University School of Medicine, Department of Medical Microbiology, Ankara, Turkey.

Gelis Tarihi (Received): 21.04.2015 e Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 27.07.2015

0z

Coklu ilac direnci (CIiD) olan suslarla gelisen Salmonella enfeksiyonlari, ozellikle de Salmonella
Typhimurium DT104 faj tipi suslarinin neden oldugu enfeksiyonlar, diinyanin pek ¢ok bdlgesinde yayihm
gosteren ve ciddi halk saghigi sorunu olusturan enfeksiyonlardir. S.Typhimurium, Tiirkiye’de salmonel-
lozlu olgulardan en sik izole edilen serotiplerdendir, ancak bu suslarin faj tipleri hakkinda yeterli bilgimiz
yoktur. Bu calisma, Tiirkiye’de insanlardan izole edilen CiD olan S.Typhimurium suslarinin DT104 (defi-
nitive faj tipi 104) suslari olup olmadigini; sinif 1 integron tasiyip tagimadiklarini; bu 6zelliklerin plazmid
profilleri ve degdisken alanl (pulsed-field) jel elektroforezi (PFGE) profilleri ile iliskisini arastirmak icin plan-
lanmustir. Calismada, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Enterobakteri
Laboratuvarinin kiltir koleksiyonlarindan secilen 66 S.Typhimurium susu, plazmid profil analizi (PPA); Xbal
ve Spel enzimleri kullanilarak PFGE; DT 104 faj tipi ve sinif 1 integron varligi icin standart polimeraz zincir
reaksiyonu ile incelenmistir. Calismaya alinan izolatlar, 2000 yilindan sonra, yedi ilde, sporadik olgularin
cesitli klinik orneklerinden izole edilmis olan ACSSuT (n: 63), ACGSSUTT/S (n: 1), ACSSuTT/S (n: 1) ve
ASSUTT/S (n: 1) direng tipine sahip suslardir [ampisilin (A), kloramfenikol (C), gentamisin (G), streptomisin
(S), stilfonamid (Su), tetrasiklin (T), trimetoprim/siilfametoksazol (T/S)]. Suslarin 65’inin (%98.5) DT104 faj
tipinde oldugu bulunmustur. S.Typhimurium DT104 suslarinin 43’lniin (%66.2), biytklikleri 350-1600
baz cifti (bg) arasinda degisen bes farkli bant olmak tizere, sinif 1 integron tasidiklari; tim suslarin 1.0-180
kb arasinda degisen biytkliiklerde 1-4 plazmid tasidiklari; ayrica serotipe 6zgti ve virllansla iligkili olan 90
kbg¢ buyiklugindeki plazmidin 62 izolatta (%95.3) bulundugu belirlenmistir. S.Typhimurium DT104 susla-
ri, Xbal enzimi ile bes (X1-X5) ve Spel ile de yedi (51-S7) profile ayrilmaktadir. Her iki enzim profilleri birlikte
degerlendirildiginde, 65 izolatin 58’inin (%89.2) benzer PGFE profili (X1.51) gosterdigi belirlenmistir. Sinif
1 integron, plazmid ve PFGE profilleri birlikte degerlendirildiginde, calismada incelenen S.Typhimurium
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suslarinin blyiik cogunlugunun benzer molekiler profillerde toplandigi gorilmektedir. Bu calisma ile
Tirkiye’de izole edilen ve bes antimikrobiyal ilaca (ACSSuT) direncli S.Typhimurium suslarinin neredeyse
timdndn DT104 suglar oldugu gosterilmistir. Sporadik olgulardan elde edilen bu izolatlarin PFGE profilleri,
epidemiyolojik olarak birbiriyle iligkili suslar oldugunu dustindiirmektedir.

Anahtar sézciikler: Salmonella serotip Typhimurium; DT104, integron; plazmid profil analizi; PFGE; Ttirkiye.

ABSTRACT

Multidrug resistant (MDR) Salmonella infections, especially infections due to Salmonella Typhimurium
DT104 phage type strains are an important public health issue in many parts of the world. S.Typhimurium
is the most common serotype isolated from clinical samples in Turkey but we have limited data about the
phage types of these isolates. The aims of this study were to find out whether these MDR S.Typhimurium
isolates are DT104 phage type isolates and have class 1 integrons and to investigate the relationships
of these characteristics between plasmid and pulsed field gel electrophoresis (PFGE) profiles. A total of
66 S.Typhimurium stock strains selected from Enterobacteria Laboratory culture collections of Ankara
University School of Medicine, Department of Medical Microbiology were investigated by plasmid profile
analysis (PPA) and PFGE with the use of Xbal and Spel enzymes. The presence of class 1 integrons and
the phage type 104 were investigated by polymerase chain reaction (PCR). The strains used in the study
were sporadically isolated cases from seven provinces after year 2000 with ACSSuT (63), ACGSSuTT/S
(1), ACSSuTT/S (1) and ASSuTT/S (1) resistance types [ampicillin (A), chloramphenicol (C), gentamicin
(G), streptomycin (S), sulphonamide (Su), tetracycline (T), trimethoprim/sulfamethoxazole (T/S)]. Of the
isolates 65 were found as DT104 phage type. Forty-three S.Typhimurium DT104 isolates that carry class
1 integrons had five different bands between 350-1600 base pairs (bp); all of the isolates harbored 1-4
plasmids with sizes ranging from 1.0-180 kbp and 62 isolates had 90 kbp plasmid which was serotype
specific and virulence related. S.Typhimurium DT104 isolates were grouped into five (X1-X5) and seven
(81-S7) profiles with Xbal and Spel enzymes, respectively. When the profiles of the two enzymes were
evaluated, 58 of the 65 (89.2%) isolates showed similar (X1.51) profile. The molecular characteristics
of the most S.Typhimurium isolates were clustered in similar groups when class 1 integron, plasmid
and PFGE types were analyzed together. In this study we showed that nearly all S.Typhimurium isolates
with five drug resistance pattern (ACSSuT) were DT104 isolates. PFGE profiles of these sporadic isolates
suggested that they were epidemiologically related.

Keywords: Salmonella serotype Typhimurium; DT104; integron; plasmid profile analysis; PFGE; Turkey.

GiRiS

Salmonella enfeksiyonlari, diinyanin pek cok bolgesinde oldugu gibi Turkiye’de de
yaygin olarak gorulen ve ciddi halk saghgi sorunu olusturan enfeksiyonlar olarak bilin-
mektedir' . Salmonella enterica subsp. enterica serotip Typhimurium, klasik gida kaynakl
gastroenterit etkeni olarak tanimlanmakla birlikte bagirsak disi invazif enfeksiyonlara da
yol acabilmektedir. Genis bir hayvan rezervuarina sahip oldugu icin yayilim kapasitesi
cok yiiksektir; ayrica cevre sularinda canli kalabilme &zelligindedir'~*. Salmonella’larda
antimikrobiyal direncin, ozellikle ¢coklu ilag direncinin (dort ya da daha fazla ilaca direng)
artmasi, tim diinyada énemli bir halk saghgi sorunu olarak kabul edilmektedir'23>.
Salmonella Typhimurium, Turkiye’de klinik enfeksiyonlu insanlardan en sik izole edilen
serotiplerdendir ve bu izolatlarin 6nemli bir kismi cok ilaca direncli suslardir'-6. Salmonel-
la serotiplerinin alt ayinminda temel yontem faj tiplendirmesidir, ancak Turkiye’de izole
edilen $.Typhimurium suglarinin faj tipleri hakkinda yeterli bilgimiz yoktur.
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S.Typhimurium DT104 [tanimlayici (definitive) faj tipi 104] suslar;; 1990’ yillarda
ingiltere ve bircok Avrupa ilkesinde, Amerika Birlesik Devletleri'nde ve Kanada’da yay-
gin olarak gorilen, hayvan kaynakli enfekte gidalarla insanlara bulasan, virlilan ve beg
antimikrobiyal ilaca [ampisilin (A), kloramfenikol (C), streptomisin (S), stilfonamid (Su)
ve tetrasiklin (T)] direncli suslar olarak taninirlar>°. Antimikrobiyallere coklu direncin ya-
yilmasi, esas olarak antibiyotik diren¢ genlerinin, 6zellikle plazmidler ve integronlar gibi
hareketli genetik elemanlar yoluyla horizontal transferi sonucunda gerceklesmektedir. ic
degisken bolgelerinde antimikrobiyal direng genleri iceren klinik izolatlar arasinda en sik
bulunanlar sinif 1 integronlardir’-. Antibiyotik direnc gen kiimesi iceren sinif 1 integ-
ronlar, S.Typhimurium serotipinin Salmonella genomik adasi 1 (SGI1)’in 3’ ucunun yaki-
ninda bulunur®. DT104 izolatlari siklikla, hareketli genetik eleman SGI1’in kazanilmasiyla
iliskili, coklu antibiyotik direnci tasirlar'®.

Salmonella alt tiplendirmesinde kullanilan biyotiplendirme, faj tiplendirmesi, serotip-
lendirme ve antimikrobiyal duyarlilik testleri gibi konvansiyonel yontemler, genellikle
sinirl ayinm glicti gosterirler. Bu nedenle, son yillarda fenotipik tiplendirme yontem-
lerini tamamlamak lizere DNA temelli diger ayirici teknikler siklikla kullanilir olmustur.
Bu tekniklerden, degisken alanh (pulsed-field) jel elektroforezi (PFGE) uygulamasinin
Salmonella enterica serotiplerinin epidemiyolojik 6zelliklerinin arastiriimasi ve serotiple-
rin alt ayinmlari icin yararl oldugu kanitlanmistir®®. Bu calisma, Tiirkiye’de insanlardan
izole edilen, coklu ilag direnci (CIiD) olan S.Typhimurium suslarinin DT104 faj tipine ait
suslar olup olmadigini; sinif 1 integron tasiyip tagimadiklarini ve bu 6zelliklerin plazmid
ve PFGE profilleri ile iliskisini arastirmak icin planlanmistir. Molekiler yaklagimlar kulla-
nilarak, Turkiye’de izole edilen S.Typhimurium suslarinin epidemiyolojilerinin daha iyi
anlasiimasina isik tutulmaya calisiimugtir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri Suslari

Calismaya, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Entero-
bakteri Laboratuvar kiltir koleksiyonundan, 66 S.Typhimurium susu alindi. Bu suslar,
daha onceki calismalar kapsaminda, 2000 yilindan sonra, farkli illerden [Kayseri (n: 35),
Ankara (n: 14), Bursa (n: 4), Eskisehir (n: 4), izmir (n: 4), Konya (n: 3), Edirne (n: 2)], spo-
radik olgulardan ve farkli klinik 6rneklerden [diski (n: 55), kan (n: 9), kateter (n: 1), plev-
ral sivi (n: 1)] izole edilen, serotiplendirilen ve gliserollii buyyonda, -80°C’de saklanan
suslardir. Calisma icin secilen 66 S.Typhimurium susunun antimikrobiyal duyarllik testleri
Mueller-Hinton agarda (Difco, 0252-170, ABD), CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) dnerileri'’ dogrultusunda disk difiizyon yéntemiyle yapilmis olup, hepsi CiD’e
sahiptirler [ACSSuT (n: 63), ACGSSuUTT/S (n: 1), ACSSUTT/S (n: 1) ve ASSUTT/S (n: 1)
direnc tipinde; (A: ampisilin, C: kloramfenikol, G: gentamisin, S: streptomisin, S: stilfona-
mid, T: tetrasiklin, T/S: trimetoprim/stilfametoksazol].

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) i¢cin Kalip DNA'nin Hazirlanmasi

DNA ekstraksiyonu Invisorb Spin Tissue Mini Kit (Invitec, Almanya) ile Uretici firmanin
onerileri dogrultusunda gerceklestirildi.
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DT104 Faj Tipinin Saptanmasi

Suslarin DT104 faj tipine ait olup olmadigi, 6zgil primerler [104F: 5'-ATG CGT TTG
GTC TCA CAG CC-3' ve 104R: 5'-GCT GAG GCC ACG GAT ATT TA-3’; beklenen Griin
boyutu 102 baz cifti (bg)] kullanilarak PCR ile arastirildi'2. PCR, 25 uL Dream Taq Green
PCR Master Mix (Fermentas, Litvanya), 1 yL (25 pmol) her bir primerden, 5 pL kalip DNA
ve 18 pL dH20 olacak sekilde hazirlanan PCR karisimi ile 50 pL son hacimde gercekles-
tirildi. PCR kosullar; baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 3 dk, sonrasinda 95°C’de 30 sn,
48°C’de 30 sn ve 72°C’de 30 sn’den olusan 30 dongi ve 72°C’de 5 dk’lik son uzama
olacak sekilde ayarlandi.

integronlarin Arastiriimasi

Suslarda sinif 1 integronlarin varlgi, literatiirde daha 6nce tarif edildigi lizere 5'CS ve
3'CS primerleri kullanilarak PCR yéntemiyle arastirildi”. Hot start PCR ile, 25 pL son hacim-
de, 1x PCR tamponu, 2 mM MgCl, 200 uM her bir dNTP’den, 25 pmol her bir primerden,
3 pL BSA, 5 pL kalip DNA ve 2.5 U Taq DNA polimerazdan (Fermentas, Litvanya) olusan
PCR karisimi caligildi. On inkiibasyon 94°C’de 12 dk olarak gerceklestirildi. PCR su kosullar-
da 30 dongi olarak uygulandi: Denatiirasyon 94°C’de 30 s, baglanma 58°C’de 30 sn ve
uzama 72°C’'de 2 dk, son uzama; 72°C’de 7 dk. Amplifikasyon reaksiyonuna, hedef DNA
hari¢c tim bilesenleri iceren bir negatif kontrol konuldu. Elektroforez ile %0.7’lik agaroz
jelde (Vivantis, Malezya), 10 pL reaksiyon Griint 1.5 pL 6x yiikleme boyasi (Fermentas, Lit-
vanya) ile 1 saat 100 V'da yurGtilda. PCR drinleri etidyum bromiir ile boyandiktan sonra
UV transiliminatorde (TFX 20M-Vilber Lourmat, Fransa) gorintilendi.

Plazmid Eldesi ve Plazmid Profil Analizi (PPA)

Plazmidler Kado ve Liu’'nun'® yénteminde
kuictik degisiklikler yapilarak elde edildi ve PPA, M 1 2 3 4 5 B
Dolapgi ve arkadaglarinin'* acikladigi bicimde
uygulandi.

PFGE

700bg

PFGE, Diinya Saglik Orgiitii protokolle-
rine'® gére ve Dolapgl ve arkadaslarinin'
acikladigi bicimde gercgeklestirildi. Genomik
DNA, Spel ve Xbal (Fermentas, Litvanya) rest- 100bg
riksiyon endontikleazlari ile kesildi.

BULGULAR

25hg

Calismaya alinan 66 S.Typhimurium su-
sunun 65‘inin (%98.5) DT104 faj tipi suslar
oldugu saptanmistir. PCR ile biri hari¢ tim
suslarin 102 bg¢ buyuklugindeki 6zgul bant
tagidigr gosterilmistir (Sekil 1). Ozgul bant  sekil 1. DT104 pozitif ve negatif susiar. M hatt:
tasimayan, yani DT104 faj tipinde olmayan  Molekiiler belirteg (Gene ruler DNA ladder Low

sus, ASSuUTT/S direng profili olan bir sustur. range, Fermentas, Litvanya), Hat 1-4 ve 6:
DT104 pozitif suslar; Hat 5: DT104 negatif sus.
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integron Analizi

S.Typhimurium DT104 susu oldugu belirlenen 65 izolatin 43’lUnln (%66.2) sinif
1 integron tasidigi gosterilmistir. Sinif 1 integronlarin PCR amplifikasyonu, 350-1600
b¢ arasinda bes farkh bant varligini ortaya koymustur. Toplam 8 integron profili ta-
nimlanmistir. Biri hari¢ tim suslarin 850 bg¢
blylkligindeki integronu tasidig saptan-
mistir (Tablo I, Sekil 2).

Tablo I. S.Typhimurium DT104 Suslarinin Sinif
1 Integron Profilleri

PPA integron profilleri (bg) Sus sayisi (%)
S.Typhimurium DT104 susu oldugu belir- 850 22 (33.8)
lenen 65 izolatin plazmid DNA'si kilobaz cifti 350; 850 3 (4.6)

(kbg) olarak molekiler agirliklarina gore ta-

.. RN . 850; 1400 7 (10.7
nimlanmigtir. Tim suslarin buyklikleri 1.0- (107
180 kbg arasinda degisen 1-4 adet plazmid 600; 850 1(1.5)
tasidiklari saptanmugstir. Buyukligu 90 kbg 350; 600; 850 1(1.5)
lan plazmidin en In gortlen plazmi
ol Vpa din e ’yfay'g goruien pia ,,d 350; 850; 1400 7(10.7)
oldugu, suslarin 62’sinin (%95.3) 90 kb¢'lik
plazmidi tek basina ya da diger plazmidlerle | 330; 600; 1400 10.5)
birlikte; 37’sinin (%56.9) ise tek basina ta- 850; 1400; 1600 1(1.5)
sidig .gosterl.lm|§.t|r. S:.Typhlmurlum suslari Negatif 22 (33.8)
plazmid profillerine gore 9 grupta toplan- Too! 65
maktadir (Tablo II). oplam
Tablo II. S.Typhimurium DT104 Suslarinin " ! = 2
Plazmid Profilleri
Plazmid Profilleri (kbg) Sus sayilar (%)
90 37 (56.9)
180, 150, 90 14 (21.5)
150, 90 6(9.2)
1500 bp
90, 2.0 3(4.6)
1030 bp
180, 150, 90, 20 1(1.5)
800 bp
100, 4.0,1.0 1(1.5)
90, 7.0 1(1.5) 200 be
50, 2.7 1(1.5)
7.0,1.5 1(1.5)
Sekil 2. Sinif 1 integron bant 6rnekleri. M
Toplam 65 hatti: Molekiiler belirteg (Mass Ruler, Fermentas,
Litvanya); Hat 1: 850-1400 bg; Hat 2: 850 bg;
Hat 3:350-850-1400 bg biiyiikliigiinde bantlar.
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PFGE

S.Typhimurium DT104 suslari PFGE'nde Spel kesim enzimi ile 7 (§1-S7) ve Xbal kesim
enzimi ile 5 (X1-X5) profile ayrilmistir (Sekil 3 ve 4). Kime analizi sonucunda, Xbal enzi-
miyle ve Spel enzimiyle 65 susun 59’unun (%90.7) tek bir profilde yer aldigi (X1 ve S1)
gosterilmistir. X2 profilinde 3; X3, X4 ve X5 profillerinde ise birer susun yer aldigi; S2,
S3, S4, S5, S6 ve S7 profillerinin her birinin birer sug icerdigi saptanmistir. Xbal ve Spel
kesim enzimleri ile elde edilen sonuclar birlikte yorumlandiginda, toplam 8 farkl profile
ulasiimistir; 65 susun 58’inin (%89.2) X1.51 profilinde yer aldigi bulunmustur (Tablo Il1).

S.Typhimurium DT104 suglarinin PPA, PFGE ve sinif 1 integron profilleri birlikte deger-
lendirildiginde, izolatlarin cogunun belirli molekuler profillerde toplandigi gorilmekte-
dir. iki ve daha fazla izolatin toplandigi molekiiler profillerin (A-K) sayisi dokuzdur. Kirk

XN B 6 M 8 68 77 8% 9 10

S2
S4
s3
S1
S5
S6
s7

Sekil 3. S.Typhimurium DT104 suslarinin Spel enzimi ile elde edilen PFGE profillerine ait, Gene Directory
Software programi kullanilarak, %0.5 bant toleransi ile elde edilen dendogramlari.

]

0 28 ¥ 4 B 60 66 76 84 92 100

X3
X1
X4

X5
X2

—
“

Sekil 4. S.Typhimurium DT104 suslarinin Xbal enzimi ile elde edilen PFGE profillerine ait, Gene Directory
Software program kullanilarak, %0.5 bant toleransi ile elde edilen dendogramlari.
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Tablo Ill. Typhimurium DT104 Suslarinin Xbal ve Spel Enzimleri ile Elde Edilen PFGE Profilleri
Xbal Spel Xbal ve Spel
No Profil  Sus sayisi (%) Profil  Sus sayisi (%) Profil Sus sayisi (%)
1 X1 59 (90.7) S1 59 (90.7) X1.51 58 (89.2)
2 X2 3 (4.6) S2 1(1.5) X4.52 1(1.5)
3 X3 1(1.5) S3 1(1.5) X2.583 1(1.5)
4 X4 1(1.5) S4 1(1.5) X2.54 1(1.5)
5 X5 1(1.5) S5 1(1.5) X2.56 1(1.5)
6 S6 1(1.5) X5.51 1(1.5)
7 S7 1(1.5) X3.55 1(1.5)
8 X1.87 1(1.5)
Toplam 5 65 7 65 8 65

alti izolat, dokuz profilde toplanmistir. Molekdler profil A (90; X1.S1; integronsuz), en
fazla sayida izolatin (n: 15; %23) toplandigi gruptur (Tablo IV).

TARTISMA

Salmonella enfeksiyonlari, diinyanin hemen her boélgesinde oldugu gibi Turkiye icin
de devam eden bir halk saghgi sorunudur. Tirkiye’de klinik 6rneklerden Uretilen her
Salmonella izolatr ayrintili olarak incelenememektedir. Referans merkezlerine gonderilen
az sayidaki izolatlar, Ulusal Enterik Patojenler Laboratuvar Stirveyans Agi (UEPLA) ve ben-
zeri 0zel projeler cercevesinde serotiplendirildikten sonra antibiyotik duyarlilik testleri ile
birlikte rapor edilmektedir'#. Diinyada yaygin olan bazi Salmonella serotiplerinde, faj
tiplendirmesi, suslarin ayirrminda ve alt tiplendirmesinde epidemiyolojik bir yontem ola-

Tablo IV. S.Typhimurium DT104 Suslarinin Molekdiler Profilleri*
Molekiiler PFGE profili
profil PPA profili Xbal- Spel Sinif 1 Integron profili  Sus sayisi (%)

A 90 X1 -S1 - 15 (23)
B 180, 150, 90 X1 -S1 - 5((7.7)
C 90 X1-81 850 7 (10.8)
D 180, 150, 90 X1-81 850 5(7.7)
E 90 X1-81 850, 1400 5(7.7)
F 90 X1-81 350, 850, 1400 3 (4.6)
G 180, 150, 90 X1-81 350, 850, 1400 2(3.0)
H 150, 90 X1-581 350, 850, 1400 2(3.0)
K 150, 90 X1-81 850 2(3.0)

* iki ve daha fazla izolatin yer aldigi molekiiler profiler tabloda yer almaktadir.
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rak altin standart degerinde kabul edilir'®. Ancak Salmonella faj tiplendirmesi diinyada
birkac referans merkezinde yapilabilen bir yontemdir ve Tirkiye’de uygulanamamakta-
dir. Bu nedenle izole edilen Salmonella serotiplerinin faj tipleri ve molekiler ozellikleri
konusunda cok sinirli olan bilgilerimiz, birka¢ 6zel calismaya dayanmaktadir ve 6zellikle
CID S.Typhimurium suslarinin faj tipleri ve molekiiler 6zellikleri konusunda yeterince bilgi
bulunmamaktadir'”.

Bu calismada, Tiirkiye’de insanlardan izole edilen CID 66 S.Typhimurium susunun PCR
ile DT104 faj tipine ait suslar olup olmadigs; sinif 1 integron tasiyip tasimadiklar arastiri-
larak, bu 6zelliklerin plazmid ve PFGE profilleri ile iligkisi belilenmeye caligilmistir. Mole-
kiler yontemlerin gelismesi ve primerlerin daha kolay elde edilmesi ile, Salmonella sero-
tiplerinin bazi dnemli faj tipleri icin 6zel uygulamalar gelistirilmistir'2'®1?. Bu calismada,
DT104 suslari icin 6zgiil kabul edilen 102 bg buyikligtindeki bant tastyip tasimadigi PCR
ile arastinlmistir. CID [ACSSuT (n: 63), ACGSSUTT/S (n: 1), ACSSUTT/S (n: 1), ASSUTT/S
(n: 1) direng tiplerindeki] S.Typhimurium suslarinin sadece birinin 102 b¢ buyikliguin-
deki 6zgul bant tasimadigr anlasilmis ve bu susun DT104 faj tipinde olmadigina karar
verilmistir. Bu izolat ASSuTT/S diren¢ profili olan, ampisilin, streptomisin, siilffonamid,
tetrasiklin ve trimetoprim/siilfametoksazol (T/S)’e direncli, ancak kloramfenikole duyarli
olan bir sustur. DT104 faj tipindeki S.Typhimurium suslarinin genellikle ampisilin, kloram-
fenikol, streptomisin, siilfonamid ve tetrasikline (ACSSuT) direncli olduklar bilinmekte-
dir*1819 DT104 suslarinin invazifligi ile ilgili birbiriyle celisen sonuglar sunan arastirmalar
bulunmaktadir. Bir calismada, DT104 suslarinin septisemi ile iligkili oldugu bildirilirken;
bir bagka calismada, diger Salmonella suslar kadar invazif oldugu belirtilmistir®. Bu ca-
ismada, suslanimizin blytk cogunlugu diski izolatidir (n: 55; %83.3) ve gastroenterit
olgulari ile iliskilidir. Cahismamiz, Tiirkiye’de insanlardan elde edilen ACSSuT direng tipin-
deki S.Typhimurium izolatlarinin DT104 suslari oldugunu gostermektedir. Bu sonuglarin,
baska calismalarla uyum icinde oldugu gériilmektedir®2%2!, S Typhimurium icinde 6ne
cikan baska faj tipleri de bildirilmistir. Slovakya’da ACSSuT direnc tipi prevalansi ile ilgili
yapilan bir calismada, Majtanova ve arkadaslar'® DT104 faj tipi prevalansinin azalmakta
oldugunu, buna karsin U302 faj tipinde artig oldugunu ortaya koymuslardir. Epidemiyo-
lojik veriler icin S.Typhimurium izolatlarinin faj tiplerinin belirlenmesinin yararli olacag
goristindeyiz.

integronlar, coklu antibiyotik direncinin yayilmasinda en biiyiik etkenlerden biridir.
iclerinde sinif 1 integronlar en sik izlenenlerdir ve genellikle iki korunmus segment (5'CS
ve 3’CS) tarafindan sarilan degisken bir bolge tizerinde bir ya da daha fazla diren¢ gen
kaseti icerirler’?. Guerra ve arkadaslarina®® gére, 1000-1200 bg biiyiikligiinde degis-
ken bélgeye sahip integronlar, CID DT104 S.Typhimurium’lar arasinda oldukca yay-
gin gorilmektedir. Bu calismada, integron analizi sinif 1 integronlar icin yapilmis; 65
S.Typhimurium DT104 izolatinin 43’Gnin (%66.2) sinif 1 integron tasidigi gosterilmistir.
integron biiyiikliikleri 350-1400 b¢ arasinda degismektedir. Biri haric, diger izolatlarda
850 bg biyukligunde integron saptanmustir (n: 42; %97.6). Toplam sekiz integron pro-
fili tammlanmistir. Bu integronu tasimayan izolatin molekuler profilinin (90; X1.51; 350,
600, 1400) oldugu gorulmustir. Calismamizin kisitlamalarindan biri, integron icerikleri-
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nin dizi analizlerinin olmamasidir. Bazi sinif 1 integronlar araya giren gen kasetleri icer-
memektedirler. Bu bog integronlar, integre gen kasetlerini hic edinmemis olabilecekleri
gibi, ilgili antimikrobiyalin yoklugu durumunda diren¢ geni iceren bolgelerin degisken
bélge lizerinden ayrilmasiyla bosalmis da olabilirler?*. Bu calismadaki suslarin tamaminin
plazmid icermesi ve bazilarinin integron icermemesi nedeniyle, direncin hem plazmid
hem de integron tarafindan yonetilen mekanizmalarla gerceklestigi yorumunda buluna-
biliriz.

Calismamizda, S.Typhimurium DT104 izolatlarinin 43’Gnun (%66.2) sinif 1 integron
tasidigi bulunmustur. Ulkemizde Salmonella suslari arasinda integron tasiyiciigi ve an-
timikrobiyal diren¢ paternleri arasindaki iliskiyi degerlendiren ¢ok az calisma bulunmak-
tadir. Bu nadir calismalardan biri olan Aktas ve arkadaslarinin calismasinda®>, ACSSuT
direnc tipindeki sadece dort S.Typhimurium sugu sinif 1 integron varligi agisindan ince-
lenmis ve 1.2 ve 1 kb biiyiikligiinde parcalar amplifiye edilmistir. CID S.Typhimurium
suslar arasinda sinif 1 integron pozitifligi oranlar farklilik géstermektedir. Perez-Moreno
ve arkadaslarinin?® calismasinda, CID S.Typhimurium suslarinda sinif 1 integron pozitif-
ligi %78.9 olarak bildirilmistir. Bir baska calismada bu oran %39.1 olarak verilmistir?’.
Bu durum, muhtemelen farkli cografi bolgelerde farkli direng mekanizmalarinin etkin
olmastyla agiklanabilir. integron analizi ve takibi, bakterilerin antimikrobiyal direnci ile
ilgili degerli bilgi saglayacad icin, enfeksiyon kontroliinde bir arag olarak kullanilabilir.

Plazmid profiline dayali analiz, 6zellikle de direncli suslardaki plazmidlerin istikrarsizlig
g6z 6niine alindiginda, kesin bir tiplendirme metodu olarak nitelendirilmemektedir?®. Bu
calismada PPA, suslarin timdnin, biytkltkleri 1.0-180 kbg arasinda degisen 1-4 adet plaz-
mid tasidigini ortaya koymustur. S.Typhimurium suslari plazmid profillerine gére dokuz
grupta toplanmaktadir. Serotipe 6zgu ve virtilans ile iligkili plazmid (90 kbg), DT104 susla-
rinin 62'sinde (%95.3) gosterilmistir. Sirasiyla (100, 4.0, 1.0); (50, 2.7); (7.0, 1.5) plazmid
profilleri olan ve serotipe 6zgii plazmid icermeyen Uc izolatin, iki farkli sehirde, gastroente-
ritli hastalarin digki 6rneklerinden izole edilen DT104 suslar olduklar saptanmistir.

Calismamizda trimetoprime direncli izolatlar, ACGSSuTT/S (n: 1), ACSSuTT/S (n: 1) ve
ASSUTT/S (n: 1) direng tipindeki suslardir. ASSUTT/S direng tipindeki sus, DT104 faj tipin-
de olmayan; sinif T integron tasimayan ve 90, 6.0 ve 2.5 kbg¢ buytkligiinde plazmidleri
olan izolattir. ACGSSuTT/S izolatinda 100, 4.0 ve 1.0 kbg¢ ve ACSSuUTT/S izolatinda ise 90,
7.0 kb¢'lik plazmidler bulunmaktadir. Cooke ve arkadaglan'® 13 S.Typhimurium DT104
susunu incelemisler; suslarin tg¢ farkli direnc tipine karsilik dokuz farkh plazmid icerdikleri-
ni gostermigler ve trimetoprime direncli suslarin (n: 4), direnci kodlayan dfrA14 bolgesini
iceren 6.8 kb¢'lik plazmidi oldugunu belirlemislerdir. Bu calismayla uyumlu olarak, bizim
calismamizdaki T/S direncli iki izolat, 6.0 ve 7.0 kb¢'lik plazmid icermektedir.

PFGE, yontemin ayinm guctini artirmak amaciyla iki ayri kesim enzimiyle gerceklesti-
rilmistir. DT104 suslari Xbal enzimi ile bes, Spel enzimi ile yedi profil olustururken, her iki
enzimde de suslarin %90.7'si ayni grupta toplanmistir [X1 (n: 59) ve S1 (n: 59)]. Her iki
kesim enzimi ile elde edilen sonuclar birlikte yorumlandiginda, toplam sekiz farkli profile
ulagilmig ve 65 susun 58’inin (%89.2) X1.S1 profilinde yer aldigi bulunmustur. Suslarin
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izole edildikleri tarih, sehir, klinik 6rnek ve direnc profillerine gore bir farklilik olusturma-
diklari gozlenmistir. Bu veriler, farkli sehirlerden elde edilen suslarin klonal olarak birbirle-
riyle iliskili olduklarini ortaya koymustur.

Salmonella suglarinin tiplendirilmesinde yiiksek ayirim giicine ulasmak icin PFGE ve
PPA gibi farkli ydntemlerin birlikte kullanimi &nerilmektedir®'#. Calismada PPA, dokuz
farkl grup vermekle birlikte, 90 kbc¢'lik plazmidi tek basina tasiyan suslari birbirinden
ayirmada yetersiz kalmistir. Oysa, PFGE’de suslar Xbal ve Spel enzimleriyle sirasiyla bes ve
yedi farkli gruba ayrilmiglardir.

Bu arastirma, lilkemizde farkli sehirden izole edilen S.Typhimurium DT104 suslarinin
oOzelliklerini arastiran ilk calismadir. Arastirmada elde edilen PFGE profilleri, DT104 susla-
rinin epidemiyolojik olarak birbirleriyle iliskili izolatlar oldugunu gdstermektedir. Epide-
miyolojik suslar, belirli bir cografi bolgede bir siire baskin olabilir ve sonrasinda farkli bir
sus ile degisim gozlenebilir. Dolayisiyla suglarin klonal 6zelliklerinin ortaya konulmasinda,
molekiler yontemler ile muhtemel degisimlerin strekli olarak izlenmesine ihtiyag vardir.
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