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OZET

SALMONELLA’NIN LAMP YONTEMI ILE TESPITI ICIN TANI PROTOTIPI
GELISTIRILMESI VE BU PROTOTIPIN TANISAL DEGERININ
ARASTIRILMASI
Giilnur SERDAR
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Ana Bilim Dali
Doktora, Aralik/2022
Danigman: Prof. Dr. Oktay GENC

Salmonellozis, Salmonella cinsi bakterilerin neden oldugu insan ve
hayvanlarda goriilen bulasici bir hastaliktir. Hastalik tiim evcil hayvan tiirlerini
etkilemekle birlikte; geng, gebe ve laktasyondaki hayvanlar hastaliga karsi daha
duyarhidir. En sik goriilen klinik belirti enteritistir, bununla birlikte akut septisemi,
abort, artrit ve solunum sistemi hastaliklar1 da goriilebilmektedir.

Salmonella’nin neden oldugu enfeksiyonlarin tanisi i¢in ¢ok sayida molekiiler
teshis yontemi mevcuttur. Ancak kullanim kolayligi, uzun zaman gerektirmemesi ve
bir uzmana ihtiyag duyulmamasi, LAMP yontemini smirli imkanlarda One
cikarmaktadir. LAMP teknigi, reaksiyon bilesenlerinin izotermal kosullara tabi
tutuldugu ve tim amplifikasyon ve tespit islemlerinin tek bir adimda
gerceklestirildigi, basitligi ile karakterize bir yontemdir. LAMP metodu, Bsm
(Bacillus subtilis) veya Bst (Bacillus sterotermophilus) polimeraz enziminin
izotermal iplik¢ik-yer degistirme aktivitesine dayanmaktadir.

Bu caligmada, Salmonellanin niikleik asit amplifikasyon temelli yontemler
(PCR, RT-PCR) yerine; hizli, kolay ve saha kosullarinda kullanimi miimkiin LAMP
yontemiyle degerlendirilmesi i¢in tam1 prototipi gelistirilmesi amaglandi.
Salmonella'nin cins diizeyinde tanimlanmasi amaciyla yaygin olarak kullanilan
invaziv. A (invA) geni tercih edildi. LAMP testinde primer tasarimi igin,
https://primerexplorer.jp/e/ web sayfas1 PrimerExplorerVS5 yazilimindan yararlanildi.

Bu calismada, LAMP reaksiyonu 65°C sicaklikta 60dk’da gergeklestirildi ve
sonuglar hem elektroforez ile hem de SYBR Green I boyas1 kullanilarak gorsel hale
getirildi. LAMP testinin saptanabilir limiti S. Enteritidis i¢in 3.66x10% cfu/ml olarak
belirlenirken, PCR ve RT-PCR testlerinin saptanabilir limiti sirasiyla 3.66x10%
cfu/ml ve3.66x10° cfu/ml olarak tespit edildi.LAMP testinin 6zgiilliigii ise %100
olarak belirlendi.

Sonug olarak, gelecek donemde LAMP testinin standardizasyon ¢aligmalarinin
stirdiiriilmesi ve saha validasyonunun yapilarak testin diyagnostik performansinin
belirlenmesi konusunda planlama yapildi.

Anahtar Sozciikler: Salmonellozis, LAMP, PCR, tani



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A DIAGNOSTIC PROTOTYPE FOR DETECTION OF
SALMONELLA BY THE LAMP METHOD AND INVESTIGATION OF THE
DIAGNOSTIC VALUE OF THIS PROTOTYPE

Giilnur SERDAR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Microbiology
Ph.D., December/2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Oktay GENC

Salmonellosis is a contagious disease of humans and animals caused by
Salmonella bacteria. Although the disease affects all types of animals; young,
pregnant and lactating animals are more susceptible to the disease. The most
common clinical symptom is enteritis, however, acute septicemia, abortion, arthritis
and respiratory tract diseases can also be seen.

There are many molecular diagnostic methods for the diagnosis of infections
caused by Salmonella. However, the ease of use, not the requirement of a long time,
and no need for an expert, make the LAMP method stand out in limited
opportunities. The LAMP technigue is a method characterized by its simplicity, in
which the reaction components are subjected to isothermal conditions and all
amplification and detection processes are performed in a single step. The LAMP
method is based on the isothermal strand-displacement activity of the Bsm (Bacillus
subtilis) or Bst (Bacillus stereothermophilus) polymerase enzyme.

In this thesis, it was aimed to develop a method that can detect Salmonella
quickly and easily under limited conditions and also differentiate
pathogen/apathogen to investigate alternatives to nucleic acid amplification-based
methods (PCR, qPCR,). The invA gene, which is widely used for identification of
Salmonella at genus level, was preferred. For the primer design in the LAMP test, the
https://primerexplorer.jp/e/ web page PrimerExplorerV5 software was used.

In this study, the LAMP reaction was performed at 65°C for 60 minutes and the
results were visualized by both electrophoresis and SYBR Green I. The detectable
limit of the LAMP test was determined as 3.66x102 cfu/ml for S. Enteritidis, while
the limit of PCR and RT-PCR tests were determined as 3.66x10* cfu/ml and
3.66x10° cfu/ml, respectively. The specificity of the LAMP test was determined as
100%.

As a result, planning was made to continue the standardization studies of the
LAMP test in the future and to determine the diagnostic performance of the test by
performing field validation.

Keywords: Salmonellosis, LAMP, PCR, diagnosis
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1. GIRIS

Salmonellozis, Salmonella cinsi bakterilerin neden oldugu insan ve
hayvanlarda goriilen bulasic1 bir hastaliktir. Salmonella etkenleri, ishal ve sistemik
enfeksiyonlarin etiyolojik etkenleridir. Genellikle subklinik enfeksiyonlara ve
tastyic1 hayvanlarin digkisi ile sagilarak ¢evrenin kontaminasyonuna neden olurlar.
Ekonomik 6neme sahip hayvanlarda enfeksiyon genellikle et, siit yumurta ve peynir
kontaminasyonuna yol agar. Hastalik tiim evcil hayvan tiirlerini etkileyebilir; genc,
gebe ve laktasyondaki hayvanlar en duyarli olanlardir. En sik goriilen klinik belirti
enteritistir, ancak akut septisemi, abort, artrit ve solunum yolu sistemi hastaliklar: da
goriilebilir. Salmonellozisin teshisi, nekropsi materyalleri, digki, rektal svap,
cevresel ornekler, yem ve gidalardan etkenin izolasyonu ile miimkiindiir. Reprodiiktif
sistem organlarinin enfeksiyonu veya abort meydana geldiginde, fetal mide igerigi,
plasenta ve wvajinal svaplardan embriyolu yumurtaya ekim yapilarak teshise
gidilebilir (OIE, 2016). Salmonella’nin teshisinde g¢evresel &rneklerden, su ve
yemden izolasyon yapilacagi zaman bu tip 6rneklerde az sayida bakteri olacagindan
on zenginlestirme yontemi 6zellikle diger baskilayict mikroorganizmalarin iiremesini
onlemek amaciyla olduk¢a onemlidir. Etkenin teshisine yonelik Polimerase Chain
Reaction (PCR) ve Salmonella antijenlerinin immiinolojik tespiti gibi alternatif
yontemler de uygulanabilir. Elde edilen Salmonella siipheli bir izolatin kesin
identifikasyonu g¢esitli biyokimyasal, serolojik ve molekiiler testler ile
yapilabilmektedir. Salmonella, spesifik tiplendirme serumlar1 ile tanimlanabilen
somatik (O), flagellar (H) ve viriilans (Vi) antijenlerine sahiptir ve serovarlar, White-
Kauffmann-LeMinor semasindaki antijenik formiillere gore belirlenebilir. Tiim
genom dizilimine dayanan Multi-Locus Sequence Typing (MLST) dahil olmak {izere
alternatif serotiplendirme yontemleri, giderek artan bir sekilde kullanilmaktadir. Bazi
serovarlar igin faj ile tiplendirme yontemleri de mevcuttur (OIE, 2016).

Salmonellozis, diinya capinda 6nemli gida ve yem giivenligi endisesi tagiyan
onemli bir zoonozdur. (OIE, 2016). Klinik 6rneklerde ve gida matrikslerinde patojen
tespiti amaciyla PCR’a alternatif olarak [lmige Dayali Izotermal Amplifikasyon,
Loop Mediated Izothermal Amplification (LAMP) ydntemi gelistirilmistir. Bu
geligsmeler son yillarda ilgiyi ¢abuk teshis icin LAMP testlerine yoneltmistir (Yang et
al., 2018).

LAMP teknigi, reaksiyon bilesenlerinin izotermal kosullara tabi tutuldugu ve
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tiim amplifikasyon ve tespit islemlerinin tek bir adimda gerceklestirildigi, basitligi ile
karakterize bir yontemdir (Notomi et al., 2000; Nagamine et al., 2002a). LAMP,
geleneksel PCR teknolojilerine gore daha az 6zel ekipman gerektirir ve bu nedenle,
gelismekte olan lilkelerde laboratuvarlar i¢in kolaylikla erisilebilir bir yontem olarak
karsimiza ¢ikar. LAMP metodu, Bacillus subtilis (Bsm) veya Bacillus
sterotermophilus (Bst) polimeraz enziminin izotermal iplik¢ik-yer degistirme
aktivitesine dayanmaktadir. Bu enzim, dort adet hedefe spesifik primerler ile
kombine edildiginde, bir DNA kalibinda spesifik bir bdlgenin tek bir sicaklikta
amplifikasyonu sonucunda, esdeger bir PCR'dakinden daha fazla miktarlarda iiriin
elde edilmesine olanak saglar (Notomi et al., 2000; Nagamine et al., 2002b).

Bu ¢alismada, LAMP reaksiyonu 65°C sicaklikta 60dk’da gerceklestirildi ve
sonuglar hem elektroforez ile hem de SYBR Green I boyas1 kullanilarak gorsel hale
getirildi. LAMP testinin saptanabilir limiti S. Enteritidis i¢in 3.66x10% cfu/ml olarak
belirlenirken, PCR ve RT-PCR testlerinin saptanabilir limiti sirasiyla 3.66x10*
cfu/ml ve3.66x10% cfu/ml olarak tespit edildi.LAMP testinin 6zgiilliigii ise %100

olarak belirlendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Salmonellozis

Salmonellozis, Salmonella cinsi bakterilerin neden oldugu insan ve
hayvanlarda goriilen bulasic1 bir hastaliktir. Salmonella etkenleri, ishal ve sistemik
enfeksiyonlarin etiyolojik etkenleridir. Genellikle subklinik enfekte ve tasiyici
hayvanlarin digkisi ile sagilarak ¢evrenin kontaminasyonuna neden olurlar. Ciftlik
hayvanlarinda enfeksiyon siklikla et, yumurta, siit ve peynir gibi hayvansal iirlinlerin
kontaminasyonuna yol agar.

Salmonella cinsinin iyeleri, ¢cok ¢esitli konaklari enfekte etme yetenegine
sahiptirler. Taylor ve McCoy (1969), yilinda Sal/monella’larin, hemen hemen tiim
omurgali  konakgilardan izole edilebildigini g6zlemlemislerdir. Salmonella
serotiplerinin ¢ogu (Salmonella Typhi (insanlar), Salmonella Dublin (sig1r),
Salmonella Gallinarum (kiimes hayvanlar1) ve Salmonella Cholerasuis (domuz))
hari¢ genis bir konake1 araliina sahiptir (Griffith et al., 2019).

Salmonellozis, insanlarda yaygin olarak goriilen, gida kaynakli zoonotik
enfeksiyonlardan biridir. Hastalik tiim diinyada kabul edilmekle birlikte tifoidal
olmayan Salmonella'nin, hayvanlarin yogun olarak yetistirildigi ¢iftliklerde Gellikle
de domuz yetistiriciligi olmak tlizere buzagi ve kanath isletmelerinde yaygin oldugu
goriilmektedir.

Salmonella enfeksiyonlar1 tiim evcil hayvan tiirlerini etkileyebilir; geng
hayvanlar, gebe ve laktasyon donemindekiler en duyarli olanlardir. Enterik
enfeksiyonlar en yaygin olanlaridir, ancak akut septisemi, abort, artrit ve solunum
sistemi enfeksiyonlarin1 igeren ¢ok cesitli klinik belirtiler de goriilebilir.
Salmonellozis, 6zellikle domuzlar ve kiimes hayvanlar1 olmak iizere bircok hayvan
tirtinde hi¢bir klinik belirti gostermeksizin seyredebilir. Bu tiir hayvanlar,
enfeksiyonun siiriiler arasinda yayilmasindan, gida kontaminasyonundan ve

insanlardaki enfeksiyon kaynagindan sorumlu olabilirler (OIE, 2016).
2.1.1. Tarihce

Tifoid atesi Hipokrat doneminden itibaren yaygin olmasina ragmen, ilk
tanimlama Thomas Willis tarafindan 1659'da Ingiltere’de yapilmstir (Yoshikawa et
al., 1980). 1855 yilinda Theobald Smith klasik domuz atesi ile enfekte olmus
domuzlarin bagirsaklarindan Salmonella’y izole etmistir (Eng et al., 2015; Popoff et
al., 2003). 1880'de Carl Joseph Eberth, tifodan 6len hastalarin lenf diigiimleri ve
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dalak orneklerinde tifo basilini gérmiis, Prusyali bir ordu cerrahi olan Georg Gaffky
ise, bakteriyi 1884 yilinda ilk kez kiiltiire etmeyi basarmistir. 1896'da Durham,
Pfeiffer ve Kolle, organizmay:1 spesifik agliitinasyon ve immobilizasyon ile
tanimlamak i¢in hazirlanmis bir antiserum kullanmis ve 1896'da Fernand Widal,
serumun agliitinasyon reaksiyonu gosterdigini tespit etmistir. Ilk pratik Tifo asis1, Sir
Almroth Wright tarafindan 1siyla Oldiiriilen bakterilerden hazirlanmis ve 1898'de
Hindistan'da 3.000'den fazla askeri asilamak i¢in kullanilmustir.

Paratifo atesi ilk olarak Achard ve Bensaude tarafindan 1896'da tanimlanmus,
1915'te Gelibolu yarimadasinda Tifoya karsi asilanan Ingiliz birlikleri arasinda
siddetli bir salgin meydana gelmistir. Salmonella Paratyphi A ve B ile giiglendirilmis
spesifik asilarin gelistirilmesinden once bile, Tifo atesi asisi, biiyilk oranda
lyilesmelere yol agmustir. 1875'te Biiylik Britanya'da Halk Sagligi Yasasi'nin kabul
edilmesinin ardindan, Tifo atesinden 6liim orani sonraki on yilda yiizde 50'den fazla
diismiistiir (Yoshikawa et al., 1980).

Salmonella cinsinin bugiinkii adi, 1900 yilinda Lignieres tarafindan Theobald
Smith ile birlikte Salmonella Cholerasuis'i ilk kez izole eden Daniel EImer Salmon
icin Onerilmig ve bu isimlendirme resmi olarak 1933'te kabul edilmistir. White
(1925) ve Kauffman (1930) tarafindan yapilan ¢alismalar sonucu, Salmonella’larin
Kauffman-White serolojik siniflandirma semasi ortaya ¢ikmistir (Yoshikawa et al.,
1980).

2.1.2. Etiyoloji

Salmonella spp. Enterobacteriaceae familyasina ait fakiiltatif anaerobik, spor
olusturmayan Gram negatif 0.7-1.4x2.0.5-0.2um boyutlarinda basil morfolojili
bakterilerdir (Mastroeni et al., 2000; Felix and Angnes, 2018; Silva et al., 2019).
Salmonella enterica subspecies enterica Gallinarum ve Salmonella enterica
subspecies enterica Pullorum hari¢ peritrik flagellalar1 ile hareketli
mikroorganizmalardir (Sekil 2.1). Bu patojenler, gida kaynakli enfeksiyonlarda
onemli bir rol oynar ve genis bir konakg1 yelpazesine sahiptir. Salmonella enterica,
memeliler, kuslar ve siiriingenler dahil olmak {izere bir¢ok hayvan tiiriinden izole
edilmistir (Mastroeni et al., 2000; Lomborg et al., 2007; Filioussis et al., 2008;
Adhikari et al., 2009; Switt et al., 2009; Biswas et al., 2010; Nielsen, 2012; Costa et
al., 2012; Cheung and Kam, 2012; Yang et al., 2016). Cevrede yaygin olarak

bulunabilen Salmonella spp.’ler nemli ve sicak kosullarda konak¢i disinda



cogalabilir, sigir giibresi ve toprak gibi organik maddelerde uzun siire hayatta
kalabilir ve ayrica kurumus digkida yillarca yasayabilir (Taylor and Burrows, 1971;
Plym-Forshell and Ekesbo, 1996; Wray and Davies, 2000).

Sekil 2.1. Salmonella spp’nin elektron mikroskobik gériiniimii (gidalab, 2022).

Salmonella spp. genellikle serotiplendirme, biyokimyasal ozellikleri ve faj
tiplendirme yontemleriyle tanimlanmaktadir (Wattiau et al., 2011). Kauffman-White
semasi, Salmonella suslarinin ayirt edilmesi ve alt tiplendirmesi i¢in yaygin olarak
kullanilan bir serotiplendirme yontemidir (Switt et al., 2009). Uzun yillardir rutin
olarak uygulanan ve antijenik degiskenlige dayanan bu yontem, Salmonella spp.'nin
ylizey antijenlerini tanmimlamak ic¢in  spesifik antikorlarla  agliitinasyon
reaksiyonlarimin olusmasina baghdir (Switt et al., 2009; Wattiau et al., 2011).
Kaufman-White yontemi, hiicre ylizeyinde bulunan lipopolisakkaritleri (O antijeni),
flagellar proteinleri (H antijeni) ve Kkapsiiler polisakkaritleri (Vi antijeni)
tanimlayarak organizmanin antijenik yapisinin belirlenmesini saglar (Switt et al.,
2009; Wattiau et al., 2011). Salmonella serotiplerinin antijenik formiilleri, Paris,
Fransa'daki Pasteur Enstitiisii'ndeki Diinya Saglhk Orgiiti (WHO) Salmonella
Hakkinda Isbirligi ve Referans Merkezi (WHO Isbirligi Merkezi) tarafindan
tanimlanir ve korunur. Ayrica yeni serotipler, Kauffmann-White semasinda yillik
giincellemelerle listelenir. Salmonella isimlendirmesi olduk¢a karmasiktir ve bilim
adamlar1 bu cinse atifta bulunmak i¢in farkli sistemler kullanirlar. Biitiin bunlarin

yani sira Salmonella’nin isimlendirmesinde tekdiizelik gereklidir. Fakat, mevcut



kullanim genellikle Salmonella’y: tiirlere, alt tiirlere, gruplara, alt gruplara ve
serotiplere (serovarlar) boler ve bu durum da kafa karigiklifina neden olur.
Salmonella cinsinin adlandirilmasi, O (somatik) ve H (flagellar) antijenlerinin
serolojik olarak tanimlanmasi Kauffmann (Kauffman, 1966) tarafindan onerilen, bir
serotip-bir tiir kavramindan gelismistir. Buna gore, her serotip ayri bir tiir olarak
kabul edilmistir (6rnegin, S. Paratyphi A, S. Newport, S. Enteritidis). Diger
taksonomik oneriler, bir susun klinik roliine, serotipleri alt tiirlere ayiran
biyokimyasal ozelliklere ve nihayetinde genomik akrabaliga dayanmaktadir. Ilk
yayinlanan Kaufmann-White Semasi’nda (1934), 44 serovar tanimlanmis ve en son
(2007)’de yaymlanan semaya gore Salmonella tiirlinin 2500'den fazla serovar
icerdigi tespit edilmistir (Tablo 2.1) (Ewing, 1986; Le Minor ve Popoff, 1987;
Popoff et al., 1997; Farmer, 1999; Popoff et al., 2000; Brenner et al., 2000; Grimont
and Weill, 2007; Chattaway et al., 2021).

Tablo 2.1. S. enterica ve S. bongori’nin her bir alt tiirii igindeki serovar sayist (Grimont and Weill,
2007).

Tiir Alt tiir Grup Serovar miktari
Salmonella enterica
subspecies enterica | 1531
subspecies salamae 1 505
subspecies arizona Illa 99
subspecies diarizonae [11s) 336
subspecies hautenae v 73
Subspecies indica VI 13
Salmonella bongori 22
Toplam 2579

Salmonella cinsi igerisinde Salmonella enterica (S. enterica) ve Salmonella
bongori (S. bongori) adi altinda iki tiir bulunmaktadir. Tarihsel olarak S. enterica’ya
ait 6 alt tirtin (I enterica, 1l salamae, Illa arizonae, Il1b diarizonae, IV hautenae, VI
indica) tamimlanmas1 biyokimyasal ~6zelliklerine gére yapilmaktadir. Insan
enfeksiyonlarinin ¢ogu, Kaufmann-White semasina gore adlandirilan alt tiir I
igindeki serovarlar1 igermektedir. S. enterica subsp. enterica, Salmonella enterica
serovar Dublin (S. Dublin) ve Salmonella enterica serovar Typhimurium (Moore and
Feist, 2007) insanlar ve sigirlarla iliskili tiirlerdir.

S.bongori serovarlari, S. enterica subsp. enterica serovar adlariyla
karistirlmamasi igin V sembolii korunmustur. insanlarda ve ciftlik hayvanlarinda
enfeksiyonlara neden olan en yaygin serovarlar, enterica alt tiirlerine aittir. Diger alt
tiirlerin serovarlarimin sogukkanli hayvanlarda ve g¢evrede bulunma olasiligi daha

yiiksektir, ancak bazen insan hastaliklariyla da iliskilendirilebilmektedir. S. arizonae
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alt tiirii ve S. diarizonae alt tiirliniin bazi serovarlart hindi ve koyunlarda hastaliga
neden olabilir ve diger tiirler de siirlingenler ve amfibiler tarafindan tasinabilir.
White-Kauffmann-Le Minor semasina gore sadece enterica alt tiirlerinin serovarlari
bir isim tasir, 6rn. S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis veya S. enterica
serovar Enteritidis veya kisaca S. Enteritidis seklinde isimlendirilir. S. enterica ve S.
bongori'nin diger alt tiirlerinin serovarlari, yalnizca antijenik formiilleriyle belirtilir

(6rn. Salmonella IV 48:9.z51) (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).
2.1.3. Epidemiyoloji ve Klinik Bulgular

Enfeksiyonun seyri, klinik belirtiler, postmortem bulgular ve etkilenen hayvan
tirlerine gore degisir. Cogu serovar, ¢ok sayida hayvan tlirlinde hastaliga neden
olabilir (Barrow and Methner, 2013), ancak bazi serovarlar konaga Ozgldiir
(insanlarda S. Typhi ve koyunlarda S. Abortusovis). Diger serovarlar, konakg¢iya
adapte olmustur (domuzlarda S. Choleraesuis ve sigirlarda S. Dublin). Konaga 6zgii
ve konaga adapte olmus serovarlar siklikla septisemik hastaliga neden olur. Kiimes
hayvanlarinda, konakg¢iya 6zgli hastaliklar pullorum hastaligi ve kanath tifosu,
sirastyla S. Pullorum ve S. Gallinarum'un neden oldugu enfeksiyonlari tanimlamak
i¢in kullanilir (Barrow and Neto, 2011).

Insanlarda, salmonellozise kars1 en duyarli olanlar, kiigiik cocuklar, yashlar ve
bagisiklik sistemi zayif olanlardir. Hastalik tiim evcil hayvan tiirlerini etkileyebilir;
geng hayvanlar ve gebe hayvanlar hastaliga kars1 daha hassastir. Akut septisemi, akut
veya kronik diyare, solunum yolu hastaligi, abort ve artrit gibi ¢ok ¢esitli klinik
belirtiler goriilebilir. Buzagilarda, S. Dublin serovariyla septisemik enfeksiyon esas
olarak 2-6 haftalikken ortaya ¢ikar. Kanli ve mukuslu ishal meydana gelir, ilerleyen
donemlerde zatiirre meydana gelebilir ve uygun tedavi zamaninda yapilmazsa 6lim
gerceklesebilir. Gebe ineklerde S. Dublin enfeksiyonu, abortlarin en yaygmn
nedenlerinden biridir. Bir¢ok hayvan, o6zellikle kanatlilar ve domuzlar enfekte
olabilir, ancak klinik hastalik gostermez. Bu tiir hayvanlar, enfeksiyonun siiriiler
arasinda yayilmasina neden olabilirler. Salmonellozis tiim iilkelerde kabul edilmistir,
ancak tifoidal olmayan enfeksiyonlar, 6zellikle kiimes hayvanlar1 veya domuzlar
olmak tizere yogun hayvancilik alanlarinda yaygin olarak goriilmektedir (Barrow and
Methner, 2013). Salmonella enfeksiyonunun en yaygin nedeni, ¢ig veya az pismis

yumurta veya yumurta iriinleri, et, kiimes hayvanlari, kontamine taze meyve ve



sebzeler ve pastorize edilmemis siitten yapilmis yumusak peynirler dahil kontamine
gidalar olarak bilinmektedir (OIE, 2018).

Salmonella ayrica enfekte kuslar, ¢iftlik hayvanlari, siiriingenler, amfibiler,
kopekler ve kedilerle temas yoluyla insanlara bulagabilir. Bu hayvanlar, goriiniiste
saglikli olsalar bile bakterileri tasiyabilirler. S. Choleraesuis ve S. Dublin gibi
konakc¢iya adapte olanlar da dahil olmak iizere bir¢ok serovarin insanlarda ciddi
hastaliklara neden oldugu bildirilmistir. Mezbaha ¢alisanlari, hayvan bakicilar1 ve
veteriner hekimler, caligmalar1 sirasinda enfekte hayvanlarla temas halindeyken
dogrudan enfekte olabilirler. Giivenli ¢alisma ortamlarinin  saglanamamasi

durumunda laboratuvar personeli de enfeksiyona yakalanabilir. (OIE, 2018).
2.1.4. Patogenez

Salmonella enfeksiyonlari, sigir ve koyunlarda klinik enterokolit, septisemi ve
abort ile karakterizedir (Holschbach and Peek, 2017). Salmonella enfeksiyonu yaygin
olarak ¢iftlik hayvanlarindan, kemirgenlerden ve kuslardan fekal-oral kontaminasyon
yoluyla veya kontamine protein kaynakli hayvan yan {irlinleri ile bulasir. Ayrica
yapilan deneysel c¢alismalar sonucunda oral maruziyetin de faringeal lenfoid doku
(bademcikler) yoluyla enfeksiyona ve sistemik yayilmaya yol acabilecegi
gosterilmistir (Wray and Davies, 2000; Holschbach and Peek, 2017).

Salmonella enfeksiyonlarinin klinik ve patolojik 6zellikleri son derece
degiskendir. Enfeksiyonun siddeti, mikroorganizmanin virulansi, serotipi, viicuda
giris dozu ve giris yolu ve konagin bagisiklik durumu ile iligkilidir (Hardman et al.,
1991; Mohler et al., 2009; Wathes et al., 1988). Salmonella etkenleri i¢in 200'den
fazla viriilans faktorii iliskilendirilmistir, ancak ¢ok az1 tamamen karakterize
edilmistir. Genel olarak, patojenik Sa/monella’larda viriilans1 destekleyen faktorler,
adezyon, invazyon, sitotoksisite ve hiicre i¢i sagkalim ile ilgilidir ve genellikle
hastaligin ortaya c¢ikmasinda hepsinin kombinasyonu onemli rol oynamaktadir.
Hastalik, bagirsak peristaltiginde bozukluk, bagirsak florasindaki degisiklikler ve
mide pH'sinin yiikselmesi gibi faktorlerle ortaya ¢ikar (Clarke and Gyles, 1993).
Mikroorganizma viicuda girdiginde, mukozal hiicrelere yapisir ve enterositleri yok
etme yetenegine sahiptir. Organizma enterositler yoluyla distal ince bagirsagin ve
kolonun lamina propriasina niifuz eder, burada bir inflamatuar yanit olusturur veya
makrofaj ya da nétrofiller tarafindan yutulurlar (Smith, 2009). Salmonella’lar

mononiikleer fagositlerin igine girdikten sonra, viicutta hizla yayilirlar.



Salmonella'nin lenfoid dokulara invazyon egilimi vardir. Salmonella etkenlerinin
Invazyon yetenegi, patogenez i¢in bir gerekliliktir ve bu 6zellikleri serotipe 6zgii bir
plazmit tarafindan kodlanir (Helmuth et al., 1985). Bu plazmidin g¢ikarilmasi,
mikroorganizmanin istila etme yeteneginin kaybolmasimma neden olur, ancak
etkenlerin murin makrofajlari tarafindan yutulmasi veya o6ldiriilmesi, LPS iiretimi
veya serum direnci iizerinde higbir etkisi yoktur (Gulig and Curtiss 1987). Invazyon
siireci sirasinda, hiicre i¢i hayatta kalmayi artiran yeni proteinlerin sentezinin
indiiksiyonu artar (Finlay et al., 1989). Bir¢ok epitel hiicre tipi (enterositler, M
hiicreleri, goblet hiicreleri) jejunum ve ileum istila edilebilir ve mikroorganimalarin
submukozaya girisinde en dnemli basamagi Peyer plaklar1 olusturur (Meyerholz et
al., 2002; Meyerholz ve Stabel, 2003; Schauser et al., 2004). Salmonella’larin
lenfoid dokulara egilimi vardir ve tercihen kolonda Peyer plaklari ve mezenterik lenf
diigiimlerine yerlesir (Pospischil et al., 1990). Buradan organizma siklikla
lenfatiklere girer ve sonunda bakteriyemiye yol acar (Wray and Davies, 2000).
Bakterilerin  epitel reseptorlerine baglanmasi, vakuol olusumunu, hiicre
sitoplazmasinda vakuol taginmasini ve bazal membrandan ekzositoz yoluyla lamina
propriaya girisi tetikler. Epitelden gecis, hafif ve gegici enterosit hasarina neden olur.
Salmonella, makrofajlarin enfeksiyonu sirasinda segici olarak indiiklenen 30'dan
fazla protein sentezler, bu da onlarin fakiiltatif hiicre i¢i bakteriler (Brucella,
Mycobacterium ve Listeria tiirlerine benzer) gibi lamina propriada makrofajlar ve
noétrofiller i¢inde hayatta kalmasini saglar (Holschbach and Peek, 2017). Bu nedenle,
Salmonella'nin viriilans mekanizmasi igerisinde, bagirsak mukozasini istila etme,
lenfoid dokulara yerlesip cogalma ve konak savunma mekanizmalarindan kagma gibi
onemli rolleri bulunmaktadir. Salmonella'nin neden oldugu enterokolit, salgi
mekanizmalarinin bozulmasi sonucu yetersiz sindirim ve malabsorpsiyona bagh
olarak gerceklesir. Kolondaki iltihaplanma, hem yetiskinlerin hem de yeni doganlarin
diskisinda yaygin olarak gozlenen taze kana yol agar. Salmonella'nin neden oldugu
ishalin, enfeksiyona karsi konakg¢i inflamatuar reaksiyonu ile iligkili oldugu tespit
edilmistir (Wray and Davies, 2000).

Salmonella enfeksiyonunun iireme kaybina ve aborta neden olabilecegi
mekanizmalar hakkinda yeterli veriler bulunmamaktadir. Klinik olarak abortlar, B, C
veya D serotipleri s6z konusu oldugunda yaygin olarak goriilmekte ve Salmonella ile
enfekte olmus sigirlarda abortun birkag¢ farkli mekanizma yoluyla ortaya ¢ikabilecegi

tahmin edilmektedir. Septisemi, fetiisiin ve rahmin fetal enfeksiyonuna ve fetiisiin
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Olimiine neden olabilir (Wray and Davies, 2000). Aborte fetiislerin tan1 amagh
yapilan nekropsi incelemeleri sonucunda mikroorganizmanin siklikla fetal
orneklerden elde edilmesi bu olasilign desteklemektedir. inflamatuar mediator
salinimina yol agan endotoksemi, prostaglandin salinimina ve sekonder luteolize de
neden olabilir. Yiksek ates veya hipertermi ayrica prostaglandin saliniminda rol
oynayabilir veya fetal yaralanma yoluyla abortlara neden olabilir. Inekler, gebeligin
herhangi bir asamasinda abort yapabilir, ancak abort en yaygin olarak 5 ile 9 aylik
gebeliklerde goriiliir. (Wray and Davies, 2000; Holschbach and Peek, 2017).

2.1.5. Tam

Tani, mikroorganizmanin, nekropsi materyalleri, diski, rektal svap veya
cevresel Ornekler, gida ve yem maddelerinden izolasyonuna dayanir. Ayrica
hayvanlarin bazi serovarlar ile enfeksiyonu, serolojik olarak da teshis edilebilir.
Reprodiiktif sistemin enfeksiyonu veya abort meydana geldiginde, fetal mide
iceriginden, plasenta ve vajinal siirlintiilerden, kiimes hayvanlarinin enfeksiyonunda
ise embriyolu tavuk yumurtalarindan izolasyon yapilmasi gerekir (Carrique Mass and
Davies, 2008; OIE, 2018).

Salmonella etkenleri, mikroorganizmayi canlandirmak ve gogaltmak i¢in 6n
zenginlestirme besiyerleri (Tetratiyonat buyyon), rekabet¢i organizmalar1 baskilamak
icin inhibitér maddeler igeren zenginlestirme besiyerleri ve Salmonella’lar diger
enterobakterilerden ayirt etmek igin segici Ozellikteki besi yerlerini (Salmonella
shigella agar, MC agar, EMB agar et al.) igeren gesitli teknikler kullanilarak izole
edilir. Polimeraz zincir reaksiyonu ve Salmonella antijenlerinin immiinolojik
yontemler ile tespiti gibi alternatif yontemler de kullanilabilir (OIE, 2018).

Izole edilmis bir bakterinin kesin olarak tanimlanmasi saf kiiltiiriin cesitli
biyokimyasal, serolojik ve molekiiler yontemler ile gergeklestirilir (Tablo 2.2).
Salmonella etkenleri somatik (O), flagellar (H) ve viriilans (Vi) olarak adlandirilan
antijenlere sahiptir ve bunlar spesifik tiplendirme serumlariyla tanimlanir. Ayni
zamanda bu serovarlar White-Kauffmann-LeMinor semasindaki antijenik formiillerle
belirlenir. Bir¢cok laboratuvarin izolatlar1 referans laboratuvara gondermesi
gerekebilir. Tiim genom dizilimine dayali MLST dahil olmak iizere alternatif
serotiplendirme yontemleri giderek daha fazla kullanilmaktadir. Baz1 serovarlar i¢in

faj tiplendirme semalar1 da mevcuttur. (OIE, 2018).
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Salmonellozis hastaligina yakalanmig gen¢ kuslardaki belirtiler, Pullorum
hastalig1, kanatlh tifosu ve Escherichia coli dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli bakterilerin
neden oldugu diger akut septisemik hastaliklarda goriilenlere ¢ok benzer. Tiim kus
tirlerinde, Salmonella’larin neden oldugu artrit, diger enfeksiyoz etkenlerin neden
oldugu sinovit veya bursit ile karistirilabilir. Domuzlarda S. Choleraesuis'in neden
oldugu septisemik salmonellozis, domuz kolerasiyla karigtirilabilir. Buzagilarda
septisemik salmonellozis, kolibasilloz ile karistirilabilir, ancak kolibasilloz genellikle
daha geng¢ yasta ortaya c¢ikar. Buzagilarda akut enterik salmonellozis formu
koksidiyozise benzeyebilir. Koyunlarda abortlara sadece S. Abortusovis degil, ayni
zamanda Coxiella burnetii, Chlamydophila abortus, Brucella ovis veya diger
patojenler neden olabilir (OIE, 2018).

Tablo 2.2. Salmonellozisin teshisi igin mevcut test yontemleri ve kullanim amaglar1 (OIE, 2018).

Amag
Enfeksi- | Hayvan Eradikasyon Klinik Enfeksiyon | Agilama
yondan | hareketleri programlarina | vakalarin | prevalansi | sonrasi
Metod ari oncesi katki dogrulan | /siirveyans | bagigiklik
popiilas- | bireysel -masi durumu
yon enfeksiyonun
kontrolii
Etken Identifikasyonu
Salmonella +++ +++ +++ +++ +++ n/a
identifikasyo-
nu
Hizh
alternatif + + + + + n/a
metodlar
(6rn: PCR)
Immun Yanitin Belirlenmesi
SAT ++ - ++ - + ++
ELISA ++ - +++ + ++ ++
Anahtar sozciikler: +++ = onerilen yontem; ++ = uygun yontem; + = bazi durumlarda kullamlabilir,
ancak maliyet, giivenilirlik veya diger faktorler, uygulamasini ciddi sekilde sinirlandirir; — = bu amag

icin uygun degil; n/a = gecerli degil. +++ veya ++ kategorisi olarak listelenen testlerin tiimii resmi
dogrulamadan ge¢memis olsa da, rutin yapilar1 ve tatmin edici sonuglarla yaygin olarak
kullanilmalari, bazi durumlarda tekrarlanan testlerin gerekli olabilmesine ragmen, onlar1 kabul
edilebilir kilmaktadirPCR = polimeraz zincir reaksiyonu bazli testler; SAT = serum agliitinasyon
testi; ELISA = enzime bagl immiinosorbent tahlili

Serolojik testler, popiilasyonun istatistiksel olarak temsili bir 6rnegi iizerinde
yapilmalidir, ancak sonuglar her zaman aktif enfeksiyonun gostergesi degildir.

Laboratuvarda, tiip agliitinasyon testi, tiim ¢iftlik hayvanlarindan alinan numuneler
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icin ihracat ve teshis amacl tercih edilen yontemdir. Baz1 serovarlar icin enzime
bagli immiinosorbent testleri mevcuttur ve 6zellikle kiimes hayvanlar1 ve domuzlarda
serolojik tan1 ve gbzetim i¢in kullanilir. Salmonella asisi, serolojik testlerin tanisal

degerini olumsuz etkileyebilmektedir (OIE, 2018).
2.1.5.1. Bakteri Kiiltiirii

Bakteriyolojik testler icin numuneler miimkiin oldugunca aseptik kosullarda ve
klinik hastalik veya rutin izleme durumunda ise herhangi bir antibiyotik tedavisine
baslamadan 6nce alinmalidir. Klinik numuneler tercihen hastaligin akut fazi sirasinda
veya Oliimden sonra miimkiin olan en kisa siirede alinmalidir. Kiimes hayvanlari
veya diger kanath tiirleri s6z konusu oldugunda, dogal olarak biraraya gelmis diski,
¢Op, toz veya zemin yiizeylerinden siiriiklenen veya ¢izme siiriintiileri gibi ¢evresel
ornekler enfekte siiriileri tanimlamak ic¢in en uygun secenekleri olusturur (Carrique-
Mas and Davies, 2008). Daha kii¢iik hayvan tiirleri i¢in, temsili sayida hasta veya
yakin zamanda 6lmiis hayvanlarin numunelerinin laboratuvara gonderilmesi tercih
edilir (WHO, 1994). Konake1 spesifik serovarlarin diskidan izolasyonu genellikle
daha zordur, bu nedenle miimkiinse enfekte dokulardan kiiltiir yapilmalidir.

Subklinik enfekte hayvanlar bakterileri aralikli olarak ve az sayida etrafa
sactiklarindan etken izolasyonuna 6zen gosterilmelidir. Numune miktarinin fazla
olmasi, daha fazla bireyi temsil edeceginden, tanisal hassasiyetin artmasina yardimci
olabilir. Bakteriler genellikle digki orneklerinde kiimelendigi icin, kiiltiirden once
iyice karistirilmasi islemin duyarliligini artirabilir (Cannon and Nicholls, 2002).
Bakteriyolojik ve serolojik yontemler, bireysel enfekte hayvanlari tanimlama yerine
enfekte siirlileri tanimlamak ig¢in de kullanilabilir.

Salmonella'nin izolasyonu ve tespiti i¢in ¢ok sayida yontem vardir (Fricker,
1987; Harvey and Price, 1974; Reissbrodt, 1995; Lee et al 2015; Park et al., 2014).
Belirli bir tam1 icin, en iyi sekilde calisabilecek kiiltlir teknikleri ve besiyeri,
Salmonella serovari, orneklerin kaynagi ve tiirli, mensei hayvan tiirleri, segici
zenginlestirme besi yerleri ve ¢esitli faktorlere baglidir.

Salmonella’nin teshisi igin standart bir yontem yayinlanmistir ve buna gore
International Standartization Organization (ISO) ydntemi benimsenmistir (ISO,
2007). Standart yontemin temeli, tamponlu peptonlu su ig¢inde 6n zenginlestirme,
ardindan modifiye yar1 katt Modified Semi-Solid Rappaport-Vassiliadis (MSRV)

besi yeri ilizerinde zenginlestirme ve ksiloz-lisin-deoksikolat (XLD) agar ve tercih
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edilen ek bir besi yeri iizerinde izolasyondur. Bu yontemin ayrica hayvan yemi ve et
tiriinleri i¢in oldukga etkili oldugu ve tam ISO yonteminden daha basit ve daha ucuz
oldugu gosterilmistir. Asemptomatik hayvanlardan elde edilen diskida Salmonella
sayisi, cevresel Ornekler, hayvan yemi ve yiyecekleri genellikle disiiktir ve
izolasyona yardimci olmak i¢in genellikle tamponlu peptonlu su gibi 6n
zenginlestirme ortamlarinin  kullanilmas1  gerekir. Bu, aksi takdirde secici
zenginlestirme ortaminin toksik etkisi ile oldiiriilebilecek az sayidaki Salmonella nin
¢ogalmasina izin verebilir (6rn. dondurularak, 1sitilarak, kurutularak veya biyositlere
veya organik asitlere maruz birakilarak) (Harvey and Price, 1974).

Zenginlestirme ortamlari, diger bakterilerin iiremesini engellerken, segici
olarak Salmonella'nin iiremesine izin veren katki maddeleri igeren sivi veya yari kati
agar ortamlaridir. Secici zenginlestirme ortami 6rnekleri, Miiller—Kauffmann broth,
selenit sistin, Brilliant Green broth, Rappaport—Vassiliadis broth ve modifiye yari
katt MRSV agarda oldugu gibi tetratiyonattir. Bununla birlikte, baz1 katki maddeleri
ayrica belirli Salmonella serovarlari igin nispeten toksiktir; orn. selenit, S.
Choleraesuis'i inhibe ederken, S. Dublin'in birgok tiirli igin toksiktir. Seciciligi
artirmak i¢in yiiksek sicakliklar da kullanilmistir; bazi laboratuvarlarda 43°C'lik bir
sicaklik kullanilmaktadir, ancak bu bazi ortamlarda engelleyici olabilir; orn.
tetrationatli Rappaport—Vassiliadis 43°C'de o6zellikle S. Dublin’i inhibe eder bu
nedenle, Rappaport—Vassiliadis broth bazli besiyerinin inkiibasyonu igin 41,5°C
Onerilir. Ferrioksamin E gibi katki maddeleri, Salmonella'nin yumurta, su veya
toprak gibi siirli 6rneklerden veya demirden izolasyonunu arttirmak i¢in segici
zenginlestirme ortamina eklenebilir (Reissbrodt, 1995) veya ¢ogu Gram pozitif
organizmay1 veya diger Gram negatif bakterileri bastirmak i¢in novobiyosin gibi
antibiyotikler  eklenebilir. ~ Antimikrobiyal direngli ~ Salmonella  suslarinin
izolasyonunu arttirmak i¢in spesifik antibiyotikler eklenebilir.

Salmonella spp.’nin izolasyonunda selektif besiyerleri de kullanilmaktadir.
Bunlar, degisen derecelerde iiremeye izin veren kat1 ve segici agarlardir. Salmonella
disindaki bakterilerin iiremesini engellerler ve genellikle laktoz negatif fermantasyon
ve hidrojen siilfiir (H2S) iiretimi gibi baz1 temel farkli biyokimyasal o6zellikler
hakkinda bilgi verirler. Sonuglar, 37°C'de 24-48 saatlik inkubasyondan sonra okunur.
Salmonella’lar, bu tiir besiyerlerinde, Proteus, Pseudomonas, Citrobacter ve Hafnia
gibi genellikle besi yerindeki diger bakterilerin kolonilerinden ayirt edilebilen

karakteristik  koloniler olusturur. Bu ortamlarin  segiciligi  organizmanin
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hareketliligine, malasit yesili boya ve novobiyosin varligma ve yliksek
konsantrasyonda magnezyum kloriire baglidir. Ornegin S. Abortusovis yavas iireyen
bir serovar oldugu igin besiyerlerini 72 saate kadar inkiibe etmek ve segici olmayan
kanli agar kullanmak daha dogrudur. Bununla birlikte, Brilliance veya Rapid gibi
belirli kromojenik agar besiyerleri, biyokimyasal olarak atipik Salmonella'nin
saptanmasi i¢in daha verimli olabilir (OIE, 2018).

Stipheli kolonilerin, Proteus spp. gibi olasi istilacilarin bulunmadigindan emin
olmak i¢in segici ve se¢ici olmayan agarlar {izerinde subkiiltiirleri yapilir. Bol
miktarda saf biliylime varsa, siipheli koloniler polivalan Salmonella tipleme
antiserumlar1 ile agliitinasyon testine tabi tutulabilir (Ellis et al., 1976). Siipheli
kolonilerin agliitine olmadigi durumlarda biyokimyasal testlerin kullanilmasi
gereklidir. Bu testler peptonlu sekerli su besiyerleri veya kompozit ortamlar (iiglii
sekerli demir agar, triple sugar iron agar [TSI] gibi) kullanilarak gerceklestirilebilir
(Ewing, 1986).

2.1.5.2. immiinolojik Ve Niikleik Asit Tabanh Tam Yéntemleri

Salmonella’lar i¢in ¢ok sayida alternatif teshis yontemi kullanilmaktadir ve
bazilar1 ticari olarak mevcuttur. Bunlar arasinda immiinomanyetik ayirma (IMS)
(Park et al., 2011), reverse transkriptaz real time (RT)-PCR (Park et al., 2014),
enzime bagli immiinosorbent deneyi (ELISA) (Barrow, 1992; Wang et al., 2015),
gercek zamanli PCR (Malorny et al., 2004), kantitatif PCR (Piknova et al., 2005) ve
mikrodizi analizi (Porwollik et al., 2004; Rasooly and Herold, 2008) bulunmaktadir.
Bu yontemler, spesifik Salmonella serovarlarini tanimlamak (Maurischat et al.,
2015a) veya canli as1 suslarmi siirii veya siirliyli enfekte eden Salmonella
serovarlarindan ayirt etmek icin kullanilabilir (Maurischat et al., 2015b). Bu
yontemlerin bircogu, diski ve ¢evresel numuneler i¢in tam olarak dogrulanmamistir

(Eriksson and Aspan, 2007; Malorny and Hoorfar, 2005).
2.1.5.3. Serolojik Tan1 Yontemleri

Hayvanlarda Salmonella enfeksiyonlarinin teshisi i¢in bir takim serolojik
testler gelistirilmistir. Kiimes hayvanlarinda, boya ile isaretli bir antijen kullanilarak
uygulanan tam kan testi ve serum agliitinasyon testi (SAT), S. Pullorum / Gallinarum
ile enfekte siiriilerin tanimlanmasi1 i¢in 50 yili askin siiredir basariyla

kullanilmaktadir. S. Enteritidis, S. Pullorum/Gallinarum ile ayn1 D grubu somatik
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antijene sahip oldugundan (Thomson et al., 2008), S. Enteritidis tanisinda duyarlilig1
diisiik olmasina ragmen tam kan testi ve ilgili testler kullanilabilir. Son yillarda
kiimes hayvanlarinda S. Enteritidis ve S. Typhimurium enfeksiyonlarinin ve ¢iftlik
hayvanlarinda diger serovarlarin teshisi icin ELISA (Barrow, 1994) gibi baska testler
gelistirilmistir. ELISA, S. Dublin ile enfekte sigirlari serolojik olarak tanimlamak ve
siit stiriilerinin taranmast i¢in etkili bir sekilde kullanilmistir.

Serolojik yontemler kronik tasiyic1 hayvanlarin segici itlafin1 saglamak
amaciyla siirli testi olarak kullanilmasinin yani sira, enfekte olmus siiriileri
tanimlamak i¢in de kullanilmalidir. Serolojik testler normalde sinirli bir Salmonella
serovar veya serogrup aralifini tespit etmek i¢in tasarlanmistir. Yeni dogan
hayvanlar immiinolojik olarak olgunlagsmamistir ve 2-3 haftalik olana kadar somatik
LPS antijenine serolojik olarak yanit vermezler. Bununla birlikte, flagellar protein
antijenlerine karsi serolojik bir yanit iiretirler. Cogu serolojik test IgG yanitina gore
gelistirilir ve yliksek antikor seviyeleri tipik olarak enfeksiyondan 1-3 hafta sonra pik
yapar ve bu durum 2-3 ay boyunca devam eder (OIE, 2018).

Tam kan testi, ¢iftlikte kullanilabilecek kanatli tifo ve Pullorum hastaligi icin
hizli bir tan1 saglar. Tam kan testinin duyarlilig diisiiktiir ve deneyimsiz ellerde
yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglar kaydedilebilir (OIE, 2018).

Hizli aglutinasyon testinde serum, ¢ok degerlikli kristal-mor boyali antijen ile
kanistirilir. Karo 2 dakika hafifce sallanir, ardindan test okunur. Test bilesenleri
4°C'de saklanir ve kullanilmadan oOnce oda sicakligina ulasmis olmalidir. Test
serumlar1 kontaminasyon ve hemoliz icermemelidir. Herhangi bir siire boyunca
saklanan serum numunelerini santrifiijlemek faydali olabilir. Spesifik olmayan yanlis
pozitif reaksiyonlardan siipheleniliyorsa, pozitif/siipheli serumlar 56°C'de 30 dakika
stireyle 1s1yla inaktivasyondan sonra tekrar test edilebilir (OIE, 2018).

SAT, duyarlilig1 yiiksek bir test degildir ve bir¢ok yasl hayvanin serumlarinda
Salmonella disindaki enterobakterilerin neden oldugu diisiik aglutinin seviyeleri
vardir. Test nispeten ucuzdur; antijenler kolaylikla hazirlanabilir ve pahali ekipman
gerekli degildir. SAT, mikrotitre formatina uyarlanabilir ve somatik ve flagellar
titreleri belirlemek i¢in kolaylikla kullanilabilir. Bu yontem, ¢esitli Salmonella (S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Dublin, hindilerde S. diarizonae ve S. Abortusequi)
serovarlarina maruziyetin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir (OIE, 2018).

S. Enteritidis'e 6zgii IgG'nin (IgY) saptanmasi igin iki test mevcuttur: Indirek

ELISA ve 'Sandvi¢ Tipi' ELISA (Barrow, 1994). Her iki sistemin de avantajlar ve
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dezavantajlar1 vardir. Indirek ELISA testi daha basittir ve tavuklarin, hindilerin,
ordeklerin ve memeli konakgilarin tiim Salmonella serovarlari igin reaktifler
mevcuttur. Sandvi¢ ELISA testi ise tiim hayvan tiirlerine uygulanabilir ve genel
olarak daha yiiksek Ozgiilliik gosterir. Ancak reaktifler tiim serovarlar ig¢in ticari
olarak mevcut degildir. Testin ayrica bazi affinite sorunlart da vardir ve indirek
testlerden daha az duyarli olabilir. Sahada, her iki sistem de yanlis pozitif
reaksiyonlar iiretmistir ve bazi durumlarda indirek bir LPS ELISA ile taramayu,

flagellar sandvig bir ELISA ile dogrulama takip edebilir (OIE, 2018).
2.1.6. Koruma ve Kontrol

Salmonellozis, bir¢ok iilkede endemik hale gelmistir. Hastalik, daha c¢ok ates,
normalden daha sulu diskilama ve hafif tiretim kaybi ile karakterizedir. Hastalik,
gecis donemlerinde, yeni enfeksiyonlarin kazanilip kazanilmadiginda onemli bir
faktor haline gelir. Daha sonra sigirlarin hastalifa en duyarli oldugu gec¢ kuru ve
erken laktasyon doneminde klinik déneme girilmis olur (Peek et al., 2017).

Fekal-oral yolla yayilan herhangi bir mikroorganizmada oldugu gibi, kontrol
stratejilerinin genel olarak tanimlanmasi gerekmektedir, ancak bir¢ok mandira igin
uygulanmasi o kadar kolay degildir. Enfeksiyonun ana kaynagi, mikroorganizmay1
digkilartyla sagan diger sigirlardir. Diskinin Salmonella etkenleri ile kontamine olma
olasiligimin yiiksek olmasi, giibrenin kaba yemler i¢in kullanilacak tarlalara veya
giibre isleme ve yem dagitimi i¢in ortak kullanim ekipmanlarima yayilmasini
artirmaktadir. Giibrenin havalandirilmasi ve 3 giinden fazla siireyle 45°C'nin {izerine
isittlmasinin,  Salmonella  sayisint  belirgin - ve Onemli 6lgiide  azalttigini
gostermektedir. Ancak bu yontemin modern teknolojiye sahip daha biiyiik
mandiralar i¢in ne kadar pratik oldugu belirsizdir (Millner et al., 2014). Siit
ciftliklerinde Salmonella izolatlar1 arasinda artan antimikrobiyal direng igin risk
faktorlerini inceleyen bir calisma, kompost kullanimininin 6nemini ortaya
koymustur. Modern giibre isleme sistemleri ve Salmonella’larin laboratuvar
kosullarindan ziyade dogal kosullarda hayatta kalmasiyla ilgili en dogrudan
uygulanabilir arastirma, ¢oklu ilaca direngli bir Salmonella susunun bir kompostta 24
saatten daha az hayatta kaldigini1 gostermistir (Habing et al., 2012).

Bazi1 hayvanlar Salmonella’y1 subklinik olarak tasisa da, ne kadar siire tasiyici
olarak kalabilecekleri netlik kazanmamustir. Etkilenen hayvanlardaki antikor

seviyeleri hizla diisebileceginden potansiyel tasiyicilart tespit etmek zor olabilir.
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Salmonella etkenleri, abortlar meydana gelene ve hastalik teshis edilene kadar etrafa
yayilabilir, ancak kontaminasyonu azaltmak i¢in, yavru atmis hayvanlar organizmay1
sacarken izole edilmeli, abort materyali ve kontamine altliklar imha edilmeli,
fomitler dezenfekte edilmelidir. Ozel bir yavrulama alan1 olusturmak, temizlik ve
dezenfeksiyon c¢aligmalarmma yardimcr olur. Salmonella tasiyabilecek siipheli
hayvanlarin iilkeye girislerinde karantinalar ve hareketlerinin kontrolleri salginin
kontrol altina alinmasina yardimci olabilir. Asilar, endemik bdlgelerde klinik
belirtilerin kontrol edilmesine yardimc1 olur (Wray and Linklater, 2000).

Enfeksiyonun zamanlamasi, hayvanlarin abort yapma olasiligini etkileyebilir.
Bir ¢alismada, gebeligin ¢esitli donemlerinde asilanan koyunlarin tiimiiniin gebeligin
son birkag haftasinda abort yaptigi; bununla birlikte, ii¢iincli ayda enfekte olan
hayvanlarin, gebeligin ilk ayinda as1 yapilan hayvanlara kiyasla, abort olasiliklarinin
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ciftlesmeden bir ay dnce asilanan hayvanlarin
ise normal gebeliklere sahip oldugu belirtilmistir (Wray and Linklater, 2000).
Antibiyotikler, gebe koyunlarin yavru atmasini engelleyebilir, ancak bazi ¢aligsmalar
etkisiz olduklarint ve su anda yararlariin belirsiz  oldugunu bildirmistir.
Antibiyotikler ayrica plasentadan kaynaklanan komplikasyonlari tedavi etmek veya
onlemek i¢in ve ayn1 zamanda septisemik hayvanlarda kullanilir.

Salmonella etkenleri, duyarli bir gebe koyun siiriisiine girdiginde genellikle ¢ok
sayida hayvani etkiler. Abort orani, endemik bdlgelerdeki salginlara gore genellikle
%30-50 araligindadir, ancak %90'a varan oranlar da bildirilmistir. Bu siiriilerdeki pek
¢cok canli kuzu septisemik ve zayif dogar ve dogumdan hemen sonra Oliir.
Koyunlardaki oliimler genellikle metritis gibi komplikasyonlarla iligkilidir ve
bildirilen 6liim oranlar1 degiskenlik gosterir. S. Abortusovis bir siiriide endemik hale
geldiginde ise, yalnizca geng veya siirliye yeni katilan koyunlar etkilenme egilimi

gosterir ve abortuslar genellikle sporadiktir (Wray and Linklater, 2000).
2.1.7. insanlarda Salmonella Enfeksiyonlar

Salmonella spp. diinya ¢apinda 6nemi olan bir bakteridir ve non-tifoid
Salmonella etkenleri insanlarda gida kaynakli hastaliklarin 6nde gelen nedenleri
arasinda oldugu icin ciddi bir tibbi ve veterinerlik sorunu olarak karsimiza ¢ikar ve
bu da Salmonellozisi gida ve yem giivenligi i¢in 6nemli bir endise haline getirir
(Mastroeni et al., 2000; Farrell et al., 2005; Filioussis et al., 2008; Pullinger et al.,
2010; Yang et al., 2016; Silva et al., 2019). Insanlarda tifo atesine konak tarafindan
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adapte edilen ve siklikla sistemik enfeksiyonla sonuglanan S. enterica serovar Typhi
(S. Typhi) neden olur (Villarreal-Ramos et al., 2000). Gelismekte olan birgok iilkede,
fekal igerik ile bulasmis su tiiketimi nedeniyle insanlarda halen endemiktir
(Mastroeni et al., 2000).

Insanlar, bircok iilkede Salmonella spp., Campylobacter coli ve Escherichia
coli gibi gida kaynakli patojenlerin neden oldugu gastroenterite karsi oldukca
duyarhdir. Ayrica kontamine gidalar, hayvanlarda ve insanlarda ciddi hastaliklarin
yani sira gida bozulmalarini da hizlandirabilir (Eng et al., 2015; Felix and Angnes,
2018). Akut salmonellozisli bireylerde ates, kusma, ishal ve karm kramplar
geligebilir (Felix and Angnes, 2018; Wang et al., 2018). Salmonella etkenleri,
bagisikligi baskilanmis duyarli insanlarda ciddi invaziv enfeksiyonlara neden
olmakta ve hastaneye yatisla sonlanabilen ciddi durumlara yol agabilmektedir
(Nielsen et al., 2004; Mateus et al., 2008; Wang et al., 2018 ). Costa vd. (2012)
yilinda yaptiklari bir calismada, sigirlarin insan salmonellozisinde en yaygin
enfeksiyon kaynaklarindan biri oldugunu éne siirmiislerdir. Insanlarda salmonellozis
genellikle gida kaynakli bulagma ile iligkilendirilmektedir. Cummings vd. (2012), siit
sigirlartyla  yakin - temasta bulunan insanlarin  salmonellozise daha fazla
yakalandiklarin1 gdstermislerdir. Hoszowski ve Wasyl (2000), insandaki c¢ogu
salmonellozis vakasinin, Salmonella ile enfekte olmus ¢iftlik hayvanlariyla iligkili
oldugunu 6ne siirmektedir. Salmonellozisin zoonoz bir hastalik olmasi nedeniyle,
sigirlarla yakin temasta caliganlarin, uygun sekilde kontrol edilmedikleri takdirde ek
ekonomik ve refah sorunlarina yol acabilecek Salmonella bulasmasi igin daha biiyiik
bir potansiyel risk altinda olduklar: tespit edilmistir (Cummings et al., 2012; Switt et
al., 2009). Yang vd. (2016), Salmonella salginlarini azaltmak igin giftlikten sofraya
cok yonlii bir yaklagimin gerekli oldugunu belirtmektedirler.

2.1.8. Sigirlarda Salmonella Enfeksiyonlar:

Salmonella spp. genellikle hayvansal iiretimde kayiplara neden olan
enfeksiyonlarla ve zoonotik 6zellikte olmalar1 nedeniyle potansiyel insan sagligi
sorunlariyla da iligkilidir (Mateus et al., 2008). Brumel vd. (2002), enfeksiyonun
sonucunun, hem konagin hem de enfekte eden Salmonella serovarinin birbiriyle
uyumuna, mikroorganizmanin enfekte etme kabiliyetine ve konagin enfeksiyona

kars1 savunma yetenegine bagli oldugunu belirtmistir. Siiriye bagl olarak sigirlar,
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enfeksiyonun hem enterik hem de sistemik fazlarina yenik diisebilir (Wallis et al.,
1995).

Birkag farkli Salmonella serotipinin sigir salmonellozisi ile iliskili oldugu
kabul edilmektedir. Bunlardan S. Dublin ve S. Typhimurium yaygin olarak rapor
edilmektedir (Zhang et al., 2003; Nielsen et al., 2004; Costa et al., 2012; Nielsen,
2012; Ruby et al.,, 2012). Bu iki serotip ile sigir enfeksiyonlarinda farkliliklar
goriilmektedir. S. Dublin ile enfekte olan gebe diiveler genel olarak smirli klinik
belirtiler gosterirken abort yapma olasiliklar1 daha yiiksektir (Santos et al., 2001). S.
Dublin, yetigkin sigirlarda 6nemli morbiditeye neden olurken, buzagilarda yiiksek
morbidite ve mortalite goriilmektedir (Mitchell, 2019).

Buzagilardaki en 6nemli klinik bulgu, S. Typhimurium'un neden oldugu ishal
bulgusudur (Wray and Sojka, 1981; Santos et al., 2001). Ancak Santos vd. (2001),
buzagilarda S. Dublin ile poliartrit, osteomiyelit, meningoensefalit ve pndmoni gibi
cesitli  patolojik sonuglara yol agabilen daha invaziv bir enfeksiyonun
gbzlemlendigini de bildirmislerdir.

Potansiyel olarak, S. Dublin’in prevalansinin, klinik belirtilerin olmadigi
stiriilerde, enfeksiyon latent kaldigi i¢in daha diisiik oldugu tahmin edilmektedir
(Wray and Davies, 2000). Abort, asemptomatik gebe sigirlarda gézlemlenen tek
klinik belirti olabileceginden, abort arastirmalar1 sirasinda yapict etkenler arasinda S.

Dublin diisiiniilmelidir (Mateus et al., 2008).
2.1.9. Koyunlarda Salmonella Enfeksiyonlar:

Salmonellozis, ruminantlarda en yaygin goriilen hastaliklardan biri olarak ele
alinmaktadir (Ferreras et al., 2007). Salmonella enfeksiyonu, ¢ogunlukla klinik ve
subklinik formlar1 olan enterik bir enfeksiyondur. Salmonellozis, bazi hayvanlarda
klinik belirti gostermeksizin persiste enfeksiyona neden olabilir ve lenf diiglimlerine
yerleserek yillarca diskiyla sagilabilir. Bu nedenle, Salmonella siiriide var olabilir,
ancak hayvanlar stres faktorleri veya baska nedenlere maruz kaldiklarinda
enfeksiyon aktif hale gelerek salgina sebep olabilir (Acha and Szyfres, 2001,
Veterinary Record, 2017). Salmonellozisin en yaygin klinik belirtisi, ishale veya
6liimciil olabilen septisemiye neden olan enterittir. Daha az yaygin olarak, siipiiratif
epididimo-orsit, artrit, solunum sistemi enfeksiyonlari, menenjit, abort ve oli

doguma da neden olabilir (Ferreras et al., 2007; Veterinary Record, 2017).
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Salmonellozis, ishal, dliimler ve veteriner maliyetleri nedeniyle koyun ve kegi
yetistiriciliginde biiyiikk ekonomik kayiplara neden olan en ciddi sorunlardan biridir.
Salmonella enfeksiyonu, koyun ve kegi stiriilerinde ishalli hastaliklarin en yaygin
nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Shabana et al., 2017). Salmonella
enfeksiyonunun siddeti, serovar, viriilans ve antimikrobiyal duyarliligt da igeren
cesitli bakteriyel faktorlere baglidir. Ancak kiiresel olarak tanimlanmis 2600'den
fazla Salmonella serovar1 vardir ve son serovarlar her yil literatiire eklenmektedir
(Jajere, 2019).

Koyun patojeni S. enterica serovar Abortusovis, konak¢i olarak koyunlara
adapte olmus bir patojendir ve enfekte siiriilerde yliksek oranda abortlara sebep

olarak ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Amagliani et al., 2022).

S. Abortusovis, konaker spesifik bir serovardir, bu nedenle koyunlar i¢in
oldukga spesifiktir ve higbir insan enfeksiyonu bildirilmemistir. Diger Salmonella
enfeksiyonlarinin aksine, S. Abortusovis enfeksiyonu nadiren de olsa gastrointestinal
hastalikla sonuglanmis ve S. Abortusovis DNA’s1 diskida tespit edilmistir (Belloy,
2009). Diger bazi konak¢iya 6zgii serovarlar gibi, S. Abortusovis da siklikla lenfatik
organlara tropizm gosterir ve septisemik hastaliga ve abortlara neden olur (Singh,
2013). Enfekte naif siiriilerdeki baglica klinik belirtiler, diger klinik semptomlarin
yoklugunda gebe koyunlarin %30-50'sinde son trimesterde meydana gelen
abortlardir. S. Abortusovis ayrica bir ayliktan kii¢iikk kuzularin 6liimlerine de neden
olabilir. Bununla birlikte, bir¢ok hayvan klinik belirtiler gostermeden enfekte
olabilir(Uzzau, 2013). Bu hayvanlar, hastaligin yayilmasinda Onemli bir
epidemiyolojik role sahiptir. Enfeksiyon genellikle tasiyici koyunlar tarafindan
stirliye sokulur. Kuzulama mevsimi boyunca ana enfeksiyon kaynagi, aborte fetiis,
plasenta ve vajinal akintilardir (Belloy, 2009). Bulagsma fekal-oral yolla
gerceklesirken solunum salgilar1 da enfeksiyonu yayabilir (Uzzau, 2013). Endemik
bolgelerde, abort, enfekte bir siiriideki koyunlarmin %30-%50'sini etkileyebilir,
ancak koyunculugun yaygin olarak yapildig1 bolgelerde %90'a varan oranlarda ciddi

hasara neden oldugu bildirilmistir (Schiaffino et al., 1996; Spickler, 2017).

Hastaligin teshisinde, bazi1 enfekte hayvanlarin asemptomatik davraniglari
nedeniyle siirveyans bazen zor olabilir (Uzzau, 2013). Bu nedenle, S. Abortusovis
enfeksiyonlar1 bazi bolgelerde yetersiz teshis ile sonuglanabilir (Wirz-Dittus et al.,

2010). Hastaligin sagaliminda antibiyotik tedavisi uygulanirken kontrol amagli ve
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paratifoya bagli abortlar1 6nlemek amaciyla da canli ve inaktif asilar gelistirilmistir
(Cagiola et al., 2007). Bu nedenle, 6zellikle canli hayvan hareketi ve ihracati
durumunda, enfeksiyonun yayilmasin1 6nlemek i¢in siirveyans konusunda tedbirli

olmanin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.
2.2. Salmonellozisin Tanmisinda Kullanilan DNA-RNA Tabanlh Yéntemler

Molekiiler tan1 yontemleri, niikleik asit dizilerine karsilik gelen genomik
yapilarin analizine dayanmaktadir. Bakterilerin taksonomisi ve filogenetigi,
korunmus genlerin, 6zellikle ribozomal riboniikleik asitleri (rRNA) kodlayan gen
dizilerine baglidir. Bu gen dizileri her yerde bulunabildiginden ve ¢esitli mutasyon
oranlarina sahip kisimlar (bazilar1 yiiksek oranda korunmus, digerleri oldukca
degisken) igerdiginden, bir saatin kollarina benzer sekilde evrensel molekiiler
kronometreler olarak kullanilirlar. 1960'lardan itibaren ortaya ¢ikan molekiiler
teknikler, mikroorganizmalarin cinsi, tiirli, antibiyotik duyarliligt ve canlilig1
hakkinda klinik olarak gerekli bilgileri saglayan parmak izi ve karakterizasyonuna
izin vermektedir. Molekiiler tekniklerle teshis, ¢ogunlukla rRNA'nin dogrudan
karakterizasyonu, genlerin amplifikasyonu, amplikonlarin karakterizasyonu veya
ribozomal genlerin dogrudan sekanslanmasi yoluyla elde edilmektedir (Varadi et al.,
2017).

1990'larin basinda, PCR saf bakteri kiiltiirlerinin veya agar plakalarindaki
kolonilerin basit tanimlanmasi1 amaciyla kullanilmaya baslanmistir. O yillardan
giiniimiize kadar, Salmonellozisin teshisinde uygun 6rneklerden mikroorganizmanin
tespit edilmesi amaciyla; nested PCR, reverse transcription (RT)-PCR tabanli
teknikler, kantitatif PCR ve niikleik asit dizisi bazli amplifikasyon (NASBA)
yontemleri gibi alternatif amplifikasyon teknikleri gelistirilmistir. En son gelismeler,
canlt bakteri patojenlerinin haberci RNA (mRNA) tabanli tespiti, gercek zamanl
PCR (rt-PCR) ve amplifiye fragman uzunluk polimorfizmi (AFLP) gibi gelismis
tiplendirme tekniklerini igermektedir (Rupens and Herman, 2002).

2.1.1. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) teknikleri, morfolojik olarak korunmus
kromozomlar, doku veya hiicrelerde bulunan spesifik niikleik asit dizilerinin
saptanmasina dayali bir yontemdir. Bu teknik ilk olarak yaklasik 50 yil once

gelistirildiginde, sadece niikleik asitler ic¢in radyoizotop etiketleri mevcutken
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giinlimiizde dogrudan veya dolayli radyoaktif olmayan hibridizasyon yontemleri
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Kim et al., 2017).

Dolayli yontemler, bir niikleik asit probunun, sirasiyla spesifik bir antikor ve
streptavidin kullanilarak belirlenmesi sonucu olusan digoksigenin (DIG) ve biyotini
icermektedir.

Direkt yontemlerde, bir haberci molekiil (6rnegin floresein veya florokrom)
dogrudan niikleik asit probuna baglanir, boylece prob-hedef hibritleri
hibridizasyonunun hemen ardindan mikroskopi ile gorsellestirilebilir. FISH, bir
ucunda bir floresan boya ile kovalent olarak etiketlenmis DNA veya RNA problarina
baglanarak belirli bir organizmanin belirli bir dizisini tanimak i¢in tasarlanmistir.
Yukarida bahsedildigi gibi, FISH, ¢esitli 6rneklerde mikroorganizmalarin eszamanli
dogrudan gorsellestirilmesine, tanimlanmasina ve histolojik lokalizasyonuna izin
vermektedir. Bu teknik ayni zamanda floresan mikroskobu ile mikroorganizmalarin
sayimint ve/veya miktarini belirlemeyi de kolaylastirmaktadir. Bu sekilde FISH,
enfeksiyon ile mevcut histopatolojik degisiklikler arasindaki korelasyonlarin da
ortaya ¢ikmasina izin vermektedir (Kim et al., 2017).

Bu basit teknigin bir¢ok avantaji olmasina ragmen, kullanimdan once farkli
numuneler ve problar icin optimize edilmesi gerekmektedir. Ornegin, Gram pozitif
bakterilerde, bakteri hiicrelerine prob penetrasyonunu engelleyen peptidoglikan
tabakasinin ¢ikarilmast amaciyla lizozim veya lizostafin ile muamele edilmesi
gerekmektedir (Cai et al., 2014). FISH'in klinik tanidaki bir diger dezavantaji da,
¢ogu rutin tami laboratuvarinda bulunmayan floresan mikroskopisine ihtiyag

duyulmasidir.
2.2.2. DNA Mikroarray

DNA mikroarray, mikroskop lam1 gibi cam, plastik veya slikondan daha kati
diizlemsel bir yilizey tizerine spesifikligi bilinen yapilarin (DNA, protein vb)
sabitlenmesi ile elde edilen mikroarraylerin kullanildigi bir test yontemidir ve
mikroorganizmalarin tespiti ve tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir (Fukushima et al.,
2003). Mikroarraylerin tizerinde bulunan farkli spesifiklikteki noktalarin her birine
prob adi verilmektedir. Problarin her biri birbirinden farklidir. DNA Mikroarray ile
hiicre ve dokulardaki tiim gen ekspresyonlart incelenebilmektedir. Bir
mikroorganizmanin tiim genleri mikroskop lami 6lg¢eginde bir alana spotlanabilir

(yazdirilabilir) ve cok sayida genin ekspresyon seviyeleri tek seferde es zamanli
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olarak analiz edilebilir. Kii¢iik miktarlarda 6rneklerle calisildiginda bile ¢ok sayida
genin ekspresyonu saglanabildigi icin yiiksek verimli teknoloji olarak da kabul
edilmektedir (Schena et al., 1995; Yoltag and Karaboz, 2010).

Bir DNA mikroarray1 genellikle tek sarmalli DNA oligoniikleotid problarindan
olusur. Bu teknik, kullanilan prob sayisina gore diisiik ve yliksek yogunluklu DNA
mikrodizileri olmak tizere iki tipe ayrilabilir. Genel olarak, ilgilenilen bir patojenden
ekstrakte edilen toplam DNA etiketlenir (kimyasal olarak veya bir enzimatik
reaksiyonla) ve daha sonra bir DNA mikrodizisi iizerindeki ayni kokenli tanima
probuyla hibridize edilir. Spesifik olmayan hedef DNA, farkli yikama asamalari
sirasinda ¢ikarilir. Bagarili hibridizasyon sonucu olusan pozitif sinyaller bir tarayict
tarafindan otomatik olarak o6lciiliir. Patojen cesitliligi, dahil edilen yazilim
kullanilarak analiz edilir (Kim et al., 2017).

DNA mikroarray teknolojisi, genlerin ve gen polimorfizmlerinin arastirilmasi,
ekspresyon ve mutasyon analizleri, evrimsel calismalar ve sekans analizleri gibi

bir¢cok alanda kullanilabilmektedir (Bal ve Budak, 2012).
2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction, PCR)

Mikrobiyal tanida umut verici gelismeler, riboniikleik asit (RNA) ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) problarinin kullanimiyla baslamistir. Molekiiler tani
testleri, antikorlarmm kullanimina bagl 6zgiillik sorunlarinin, bir organizmanin
niikleik asidini dogrudan hedef alan RNA veya DNA problarimin kullanilarak
asilabilecegini  gostermistir. Bu nedenle, pozitif bir hibridizasyon sinyali
organizmanin mevcudiyeti ile iliskilidir. Klonlanmis problar kullanilabilse de, su
anda kullanilan problarin ¢ogu sentetik oligoniikleotidlerdir (Rupens and Herman,
2002).

PCR, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik kullanilan niikleik asit
amplifikasyon teknolojisidir. PCR tabanli teknikler, kiigiik miktarlardaki genomik
DNA'lardan veya cesitli orneklerden hazirlanan RNA'lardan tiiretilen cDNA'lara
ozgl spesifik dizilerin amplifikasyonuna dayali bir¢ok c¢alisma alaninda devrim
yaratmistir. Bu nedenle PCR, in vitro kosullar altinda izole edilmesi veya kiiltiire
edilmesi cogu zaman imkansiz olan enfeksiy6z ajanlar1 kolaylikla saptayabilir. PCR,
patojenleri tespit etmek icin oldukga spesifik ve hassas bir yontem olmasina ragmen,
karmagikligi, yetersiz PCR iiriin verimi ve karigimdaki primerler ve diger DNA'lar

arasindaki spesifik olmayan baglanmalar kullantmimi kisitlar. Bu  sorunlarin
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iistesinden gelmek icin de cesitli stratejiler kullanilmaktadir. Bu amagla Hot-start
PCR ve touch-down PCR gibi yontemler, istenen hedef dizilerin amplifikasyonunu
gelistirmek ve spesifik olmayan baglanmalar1 ve diger PCR artefaktlarini azaltmak
icin kullanilmaktadir. Diger bir secenek Nested PCR ile, DNA amplifikasyonunun
ozgulligli ve duyarliligr iki ardistk PCR reaksiyonunda iki farkli primer seti
kullanilarak artirilmaktadir. Bu yontemde, birinci reaksiyonda iiretilen iiriinler, ikinci
bir PCR reaksiyonuna tabi tutulur (ikinci reaksiyonun primer seti, birinci reaksiyon
irlinli i¢indeki bir DNA dizisini ¢ogaltir) (Kim et al., 2017).

RNA viriisleri gibi RNA’nin hedef alindig1 testlerde, bir ters primer veya
rastgele primerler kullanilarak ve tamamlayict DNA zincirinin (cDNA) sentezlendigi
bir adimindan olusan ters transkriptaz PCR (RT-PCR) kullanilarak da amplikon
tespit edilebilir (Kim et al., 2017).

Multiplex PCR, birden fazla primer ¢ifti kullanilarak, birden fazla hedefin
amplifikasyonuna ve hedef organizmalar i¢in farklt boyutlarda spesifik
amplikonlarin olugsmasini saglayan molekiiler bir yontemdir. Multipleks PCR testi,
ayni anda birka¢ patojeni tanimlayabilse de, problar ve hedef DNA arasindaki ¢apraz
reaksiyonlar ve geleneksel elektroforez ile PCR fiirlinleri arasinda boyut farklarinin
olusabilmesinden kaynaklanabilecek zorluklar nedeniyle altidan fazla hedef
patojenin dahil edilmesi sorunlara yol acabilmektedir (Warsen et al., 2004).

Gergek zamanli RT-PCR, DNA’nin PCR teknigiyle ¢cogaltilmasini ve ekranda
gercek zamanl olarak goriintiilenmesini saglayan ve floresan isaretli problarin veya
boyalarin kullanildig1 bir ¢ogaltma yontemidir. Bu yontem ile, geleneksel PCR
deneylerine goére, PCR'!n erken asamalarinda reaksiyon kinetiginin Ol¢iilmesi
sayesinde reaksiyon {irlinlerinin agaroz jel elektroforez sonuglarina gore
degerlendirildigi teknige gére onemli bir avantaj saglamaktadir. Real time PCR’da
amplikon varliginin belirlenmesinde, SYBR®Green ve Eva Green® gibi, DNA'ya
baglandiktan sonra floresan yayan ve spesifik olmayan DNA baglayict boyalar
kullanilmaktadir (Kim et al., 2017).

Gergek zamanli PCR'da iig tip etiketli prob kullanilmaktadir. Bunlar; béliinme
tabanli problar, molekiiler isaret¢iler ve FRET (Forster rezonans enerji transferi)
problaridir. TagMan® problar1 olarak da bilinen boliinme bazli problar en yaygin
sekilde kullanilanlardir ve siklikla 5' ucunda yiiksek enerjili bir boyay1 ve 3' ucunda
ise diisiik enerjili bir molekiilii (6rn. TAMRA) igerir. Taq DNA polimerazin 5' ile 3'

ucu eksoniikleaz aktivitesi ile boliindiiglinde, baslangic ile bitis arasindaki mesafe

24



artar, bu da enerji transferinin durmasina neden olur. Bdylece, baslangi¢ noktasinin
floresans1 artar ve bitis noktasinin floresansi azalir. Yiiksek maliyetine ragmen,
gercek zamanli PCR'in avantajlari, siipheli orneklerde veya dokularda etiyolojik
etkenlerin saptanmasini ve miktar tayini i¢in kullanimini miimkiin kilar. Gergek
zamanlt PCR, ¢ok ¢esitli 6rnek tiirlerinde ¢ok diisiik niikleik asit seviyelerini tespit
edebildiginden, bu alanda 6nemli bir teshis yontemi olarak varligini siirdiirecektir

(Kim et al., 2017).

2.2.4. Ilmige Dayah Izotermal Amplifikasyon (Loop Mediated isothermal
Amplification, LAMP)

LAMP teknolojisi, izotermal kosullar altinda gergeklesen bir sarmal yer
degistirme prensibine dayali, yenilik¢i, PCR tabanli olmayan bir niikleik asit
amplifikasyon yontemidir. Ornekler, primerler ve DNA polimeraz karisimimin sabit
bir sicaklikta inkiibe edilmesiyle niikleik asit dizilerinin hem amplifikasyonunu hem
de tespitini saglayan, basit ve uygun maliyetli bir yontemdir (Notomi et al., 2000).

LAMP"'!n amplifikasyon verimliligi oldukca yiiksektir ve DNA'nin ilk 1s1
denatiirasyonuna veya termal dongiiye gerek olmadigindan reaksiyon hizla ilerler.

LAMP simdiye kadar, bakteriler (Nakao et al., 2010; Yang et al., 2009; Aryan
et al., 2009), virtisler (Kaneko et al., 2005), mantarlar (Sun et al., 2009; Uemura et
al., 2008), parazitler (Chen et al., 2009; Zhang et al., 2009; Nkouawa et al., 2009) ve
insan DNA’s1 (Minnucci et al., 2012) gibi bircok farkli organizmanin DNA'sinin
tespiti i¢in yiizlerce makalede arastirilmistir. LAMP, kendine 6zgii 6zellikleri
sayesinde, molekiiler tipta kolay ve hizli bir teshis araci olarak kabul gérmiistiir.

Bununla birlikte, bu yontemin uygulama alanlarmi genisleterek, reaksiyon
karisimina bir ters transkriptaz eklenmis ve RNA'nin saptanmasi ve amplifikasyonu
icin de bir Ters Transkripsiyon (RT) LAMP gelistirilmistir (Parida et al., 2004;
Ushio et al., 2005 ).

Bu nedenle, LAMP, PCR ile kiyaslanabilir bir hassasiyet ve niceliksel
performansi ile sekans tespiti icin PCR’a bir alternatif olusturur. Hizli, kolay ve
potansiyel olarak ucuz bir molekiiler teshis platformunda farkli tespit yontemlerine,
simpleks ve multipleks reaksiyon uygulamalarina da imkan saglar (Parida et al.,
2008).
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2.2.4.1. LAMP Prensibi

LAMP, siirekli dongiilii iplik¢ik yer degistirme aktivitesine sahip Bst (Bacillus
stearothermophilus) DNA polimeraz enzimi sayesinde DNA sentezini gergeklestiren
niikleik asit temelli bir yontemdir. Bu DNA sentezinde dort tanesi zorunlu diger iki
tanesi reaksiyonu hizlandirici etkiye sahip toplamda alti primer kullanilmaktadir. I¢
primerler; forward inner primer (FIP) ve backward inner primer (BIP), dig primerler;
forward outer primer (F3) ve backward outer primer (B3) ve ilmik primerler; loop
forward (LoopF) ve loop backward (LoopB) olarak tanimlanir. Ugiincii primer ¢ifti,

genellikle testin hizin1 ve 6zgiilliiglint arttirmak i¢in kullanilmaktadir (Hassan et al.,
2022).

F3 F2 F1 Blc LB B2c B3c
s o e e e |-
s 1 N
3 e T C ] [ ] 1 s
F3c F2c LF Flc B1 B2 B3
Flc F2 F3
FIP (Forward i¢ Primer) s I 3 E3 Primer 5 [ | 3
Blc B2 B3
BIP (Backward Dis Primer) s [ B3 Primer 5’ - 3/
LF
LF (Forward Loop Primer 57 |:| 3’
LB
LB (Backward Loop Primer) 57 - 37

Sekil 2.2. LAMP primerlerinin tasarimi (Montrasio, 2016).

Her iki i¢ primer, hedef DNA'nin komplementer dizilerine karsilik gelen iki
farkli diziyi (FIP primeri i¢in Flc + F2 ve BIP primeri i¢in Blc+B2) igerir (Sekil
2.2).

» Flc

\FZ
F3 13

: __F3 " FLP
Primer |5’y 3°
F3c¢ F2c Flc Hedef DNA B1 BLP B2 B3
37 EE 0 IS s EE -
AR | = k¥
F3 F FLP Fi1 Blc B2¢ B3c
== 3 5

BLP

B3
@ Primer

Sekil 2.3: LAMP reaksiyonu i¢in gerekli olan, hedef gen iizerindeki alti farkli niikleotid dizisini
tantyan dort primerin sematik gosterimi: iki dahili primer (FIP, BIP) ve iki harici primer (F3, B3) (Xu
et al., 2013).
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LAMP amplifikasyon mekanizmasi ii¢ adimi igerir (Sekil 2.4):

L. baglangi¢ yapisinin tiretimi;
II. dongiisel biiyiitme;
I11. uzama ve geri doniisiim.

Dort primerin hepsi, reaksiyonun ilk asamalarinda calisir, sonraki dongii
asamalarinda, sarmal yer degistirme i¢in yalnizca i¢ primerler gereklidir.

Primer tasarimi goz Oniine alindiginda, FIP ve BIP’in LAMP reaksiyonunda
ana roli oynadigr goriilmektedir. Bu iki primer High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) safliginda olmalidir. FIP, Flc ve F2 dizilerinden, BIP ise
Blc ve B2 dizilerinden olusan hibrid primerlerdir. Primerlerin dizayn1 gen tizerindeki
sekiz hedef bolgeye gore yapilmaktadir. Buna gore; F3c, F2¢, Flc ve FLP primerleri
3' yoniinden, B1, B2, B3 ve BLP primerler ise 5' yoniinden secilmelidir (Sekil 2.3).
Baglangi¢ yapinin iiretimi sirasinda, DNA sentezi FIP’den baslatilir. Daha sonra F2
bolgesi hedef DNA’nin F2¢ bolgesiyle baglanir ve uzamayi baglatir. BIP ile DNA
amplifikasyonu da benzer sekilde devam eder. Dis primer F3, hedef DNA’nin F3c
bolgesiyle kaynasir ve iplik¢ik uzaklastirma islemi gergeklesir. FIP’den gelen uzamis
DNA iplik¢igi yer degistirerek serbest birakilir. Serbest kalan tek iplik¢ikli yapilar 5'
ucunda ilmige benzer bir yap1 olusturur (Notomi et al., 2000; Tomita et al., 2008).
Daha sonra, tek iplik¢ikli DNA, BIP ve B3 primerleri sablon kullanarak her iki ugta
dumbel benzeri ilmik yapiyr olusturarak DNA sentezini devam ettirir. Bu sekilde
ilmik yapilarin olusumu LAMP reaksiyonu i¢in baslangici olusturur ve bu durumda
denatiirasyon basamaklar1 da ortadan kalkar. Oysaki, PCR islemlerinde farklh
denatiirasyon sicaklik uygulamalari, tek iplikgikli DNA elde edilebilmesi igin gerekli
islemlerdir ( Notomi et al., 2000).

Sabit bir reaksiyon sicakliginda, i¢ primer FIP, hedef DNA'da F2c'ye hibritlesir
(yap1 1,2) ve tamamlayict iplik sentezi baslar (Sekil 2.4). Dis primer F3, hedefte
F3c'ye hibridize olur ve yeni DNA zincirinin (yap1 3) zincir yer degistirmesini
baslatarak, bir ugta ilmekli bir yap1 olusturan FIP-bagli tamamlayict bir zinciri
serbest birakir (yapt 4). Bu tek sarmalli DNA, BIP ile baslatilan DNA sentezi i¢in
sablon gorevi goriir (yap1 5) ve ardindan, hizla bir kok-ilmek DNA'sina doniistiiriilen
bir dambil formundaki DNA'nin iiretimine yol acan dis primer B3, B3c’ye hibridize
olur ve sarmal yer degistirme DNA sentezi gergeklesir (yap1 6,7). Dambil, LAMP
reaksiyonunun ikinci adimi olan LAMP iistel amplifikasyonu i¢in baglangic yapisi

olarak hizmet eder. Kok dongii DNA yapisi, bir 3' terminalinden ve bir dahili
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primerden (FIP veya BIP) olusan bir amplifikasyonu desteklediginden, tim LAMP
amplifikasyon siirecinin baglangi¢c noktasi olan bir ¢ift kok dongii igerir (yap1 8).
Amplifikasyon sirasinda, FIP, kok-ilmek DNA'sindaki ilmege hibridlesir ve BIP
sekans1 yoluyla kars1 ugta olusturulan diger bir ilmege dogru sarmal yer degistirme
DNA sentezini baslatir (yap1 8). Iplikcik yer degistirme DNA sentezi sonucunda
olusan iiriinler, orijinal kdk ilmek DNA'sinin bir tamamlayici yapisini ve karsi ugtaki
(yap1 9) kok ilmek DNA'sin1 (yapt 10) igerir. Bu firiinlerin her ikisi daha sonra
sonraki dongiilerde ve uzama ve geri doniisiim adiminda BIP ile iplik¢ik yer
degistirme reaksiyonu i¢in sablon gorevi goriir (yapt 11). Boylece, LAMP'de hedef
dizi, her yarim dongiide 3 kat biiyiitiiliir. Amplifikasyon, kendini gelistirerek ilerler,
her bir iplik, olusan yeni ilmeklerin uzamasiyla yer degistirir (Notomi et al., 2000).
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Sekil 2.4: LAMP reaksiyonunun agamalarinin sematik gosterimi. Bu sekil, primer FIP'den baglayan
stireci gosterir. DNA sentezi ayrica primer BIP'den de baslayabilir (Sahni et al., 2012).
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Ozet olarak, hedef amplifikasyon, i¢ primerlerden birinin (FIP) hedef diziye
baglanmasi1 ve tamamlayici ipligi polimerize etmesiyle baglar. Yukar1 yondeki dis
primer (F3) daha sonra yeni olusturulan ipligi degistirerek ve iplik uglarindan birinde
(3" ug) ilk ilmek yapisini olusturarak iplik amplifikasyonunu baslatir. Ayni iglem
diger ip ucunda da gerceklesir ve LAMP dambil yapisinin olusmasina yol agar.
LAMP dambuil yapist ve diger olusturulmus seritler, izotermal amplifikasyonun hizli
bir zincirleme reaksiyonuna izin veren ¢oklu amplifikasyon baglatma bdlgeleri igerir.
Amplifiye edilmis hedef sDNA'daki artis, magnezyum pirofosfat olusumu nedeniyle
tirbidimetrik olarak, SYBR Green veya kalsein gibi sDNA'ya 06zgii boyalar
tarafindan floresan olarak ya da fenol kirmizisi veya nétr kirmizi gibi pH'ya duyarli

bir boya kullanilarak kolorimetrik olarak tespit edilebilir (Hassan et al., 2022).

Son iiriin, ayn1 iplikcikteki hedef dizinin doniisiimlii olarak tersine ¢evrilmis
tekrarlar1 arasinda olusturulan, dambil benzeri yapilara sahip kok-halka DNA'nin bir
karigimidir (Sekil 2.5).

- L~

h v o

Sekil 2.5. LAMP reaksiyonunun ana amplifikasyon diriinleri olan tersine g¢evrilmis tekrarlt
konkatamerlerin sematik gosterimi (Montrasio, 2016).

2.2.4.2. Loop Primerler

LAMP reaksiyonunu hizlandirmak i¢in Loop Primer adi verilen ek primerler
eklemek miimkiindiir. Loop Primer LF (Loop Primer Forward) veya LB (Loop
Primer Backward), dambil benzeri yapiin 5' ucundaki tek iplikli ilmek bolgesine
(F1 ve F2 bolgeleri arasinda veya B1 ve B2 bolgeleri arasinda) tamamlayici diziler
igerir ve ayn1 zamanda DNA sentezi i¢in artan sayida baslangi¢ noktasi saglar.

Ozellikle, bir LAMP reaksiyonu sirasinda iki farkli tiir (Sekil 2.6) dambil
benzeri yapi iiretilir:

1.FIP primeri ve LB primerinin (varsa) hibritlendigi dambil: LB primeri, BIP

primerinin kendi kendine uzamasiyla olusturulan kok-ilmek yapisi {izerinde uzarken,
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FIP primeri dambil benzeri yapinin ikinci kok-ilmek yapist {izerindeki tamamlayici
diziye hibritlesir.

2.BIP primeri ve LF primerinin (varsa) hibritlestigi bir dambil: LF primeri, FIP
primerinin kendi kendie uzamasi ile olusturulan kok-ilmek yapisi iizerinde uzarken,
BIP primeri, dambil benzeri yapinin ikinci kok-ilmek yapist iizerindeki tamamlayici

diziye hibritlesir.

Sonug olarak, her ilmek primeri, i¢ primer tarafindan hibridize edilmeyen kok

ilmege hibritlesecek ve iplik degistirme DNA sentezini baglatacaktir.

LB

A FEC 21 A

FIP/ e Fl Bilc B2

LF

o F1 Blc

I

I BIP
F2 Flc Bl RIc

Sekil 2.6. Bir LAMP reaksiyonu sirasinda olusturulan iki kok halka yapisinin (“dambil” yapilar
olarak da adlandirilir) sematik gosterimi: FIP ve LB primerleri bir dambil tipinde hibritlesirken, BIP
ve LF primerleri diger dambil tipinde hibritlesir (Montrasio, 2016).

Loop primerleri, amplifikasyon reaksiyonunun katalizorleri olarak islev goriir,
clinkii onlarin varligit DNA iiretim hizim1 ve dolayisiyla yontemin duyarlhiligini
arttirir, orijinal LAMP yOnteminin reaksiyon siiresini Onemli Ol¢liide azaltir

(Nagamine et al., 2002).

Bu 06zel amplifikasyon yontemleri ile denatiirasyon adimlarina ihtiyag
duymadan DNA ipliklerinin Bst polimeraz tarafindan siirekli yer degistirmesinden
faydalanilarak, baslangic DNA miktarim1 60 dakikadan daha kisa bir siirede 1010
kata kadar yiikseltmek miimkiindiir.
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2.24.3. LAMP Reaksiyonunda Kullanilan Enzimler (Bst-Bsm DNA

polimeraz)

LAMP reaksiyonunda kullanilan DNA polimeraz enzimi, diger PCR testlerinde
kullanilan enzimden farkli 6zelliklere sahiptir. Bu enzimler, hem DNA’y1 polimerize
ederler hem de LAMP reaksiyonunda iplik¢ik yer degistirme o6zelligine sahiptirler
(Tablo 2.3).

Tablo 2.3. LAMP i¢in kullanilan polimeraz enzimleri ve 6zellikleri (Yiiksel, 2018).

Enzim Kaynak Rekombina | Calisma sicakhigi | Aktivite

nt kaynak
Bst DNA | Bacillus E.coli 30-65°C Iplikcik yer degistirme
polimeraz | stearothermophilus (Optimum 65°C) | ve DNA polimerizasyon
Bsm DNA | Bacillus smithii E.coli 30-63°C Iplikgik yer degistirme
polimeraz (Optimum 63°C) | ve DNA polimerizasyon

Bst polimeraz enzimi, Bacillus stearothermophilus bakterisinden, Bsm
polimeraz ise Bacillus smithii’den elde edilmistir. Her iki enzim de 5'-3' DNA
polimerizasyonunu katalizleyebilir. Her iki enzim de genetik ¢aligmalarda
kullanilmak iizere rekombinant olarak elde edilmektedir. Bst enzimi Bacillus
stearothermophilus’a ait DNA polimeraz geninin E.coli bakterisinin maltoz baglayan
protein (MBP) genine aktarilmasi sonucu elde edilmektedir. Bsm enzimi ise Bacillus
smithii’ye ait polA geninin E.coli’ye klonlanmasi sonucu rekombinant olarak elde
edilmektedir. Her iki enzim de 80°C’de 10dk bekletildiginde inaktive olur. Bu
enzimler ekzoniikleaz aktivitesi gostermedikleri i¢in klasik PCR testlerinde

kullanilmamaktadirlar (Chander et al., 2014; Fischbach et al., 2015).
2.2.4.4. LAMP Reaksiyonu Asamalari

LAMP reaksiyonunda, dumbel benzeri yapilarin olusmasi izotermal
amplifikasyonun gerceklesmesi i¢in en dnemli basamaktir (Sekil 2.7). Ciinkii ilmik
yapilar1 genellikle tek iplik¢iktir ve bu yapilar cogunlukla FIP/BIP tarafindan
olusturulmaktadir. Bu sekilde ilmik yapilarin olugmast da denatiirasyon
basamaklarim ortadan kaldirmaktadir. Ilk dumbel benzeri yapilar olustuktan sonra
devaminda bu yapilar ve i¢ primerlerle dongiiler devam eder. Sonug olarak elde
edilen iriinler farkli uzunluktaki temel ilmiklerden ve c¢oklu ilmiklerle birlikte

karnabahar benzeri yapilardan olusur (Montrasio, 2016).
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$ekil 2.7. LAMP Reaksiyonu (Montrasio, 2016).

LAMP ile hedef DNA’nin ¢oklu kopyalarini iceren yiiksek miktarlarda DNA
iplik¢ikleri meydana gelir. Bu reaksiyon sirasinda magnezyum pirofosfatlar meydana
gelir ve bunlar bulanik ¢ozelti seklinde presipitatlar olustururlar. Reaksiyon
sonlandiginda ise bu presipitatlar gozle goriilebilir hale gelir. LAMP sonucunda
amplifikasyonun meydana gelip gelmedigini anlayabilmek i¢in ¢ok ¢esitli yontemler
vardir (Montrasio, 2016).

2.2.4.5. LAMP Amplifikasyon Uriinlerinin Tespiti

LAMP iirlinleri amplifikasyon gerceklestikten sonra dogrudan veya dolaylh
olarak belirlenebilmektedir. Bunlardan geleneksel jel elektroforez, ELISA ve
molekiiler floresansa dayali testler dogrudan; bulaniklik (turbidity), DNA
interkalasyon boyalar1 gibi teknikler ise dolayli belirleme yontemleridir. LAMP
amplifikasyon iirlinlerini saptamak, pozitif ve negatif numuneleri ayirt etmek icin
yaygin olarak iki temel yontem (tiirbidimetri ve floresan) kullanilmaktadir

(Montrasio, 2016).

Bulanikligin olusmasi, LAMP reaksiyonunun yiiksek amplifikasyon verimliligi
ile miimkiin olmaktadir (Mori et al., 2004; Mori et al., 2001). Bu saptama yontemi,
magnezyum pirofosfatin  ¢okelmesine bagli olarak reaksiyon karisiminin

bulanikliginin 6l¢iilmesinden olusur. Bu ¢oziinmeyen tuz, ¢ozeltide bulunan Mg2+
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ile dNTP'lerin dahil edilmesi sonucu iiretilen inorganik pirofosfatlar arasindaki
etkilesim ile olusturulur. Bu nedenle magnezyum pirofosfat miktari, amplifiye DNA
miktar1 ile orantilidir. Bulaniklik ¢iplak gozle goriilebilir ve bir tlirbidimetre tizerinde
bir gecirgenlik sinyali olarak ol¢iilebilir, nitel bir analiz i¢in u¢ noktada veya gergek

zamanli olarak kantitatif uygulamalara izin verir (Montrasio, 2016).

LAMP reaksiyon {iriinlerinin tespitinde, ¢ift sarmalli DNA'y1 baglayan floresan
interkalasyon boyalar1 da kullanilmaktadir. Bunlar, LAMP amplikonlarinin sentezi
sirasinda, reaksiyon boyunca floresandaki artisi dlgerek izotermal amplifikasyonun
gercek zamanli olarak dogrudan gorsellestirilmesine izin verir. Bununla birlikte,
tiirbidimetri ve floresan interkalasyon boyalari, spesifik ve spesifik olmayan tirlinler
arasinda kolay ve hizli bir ayrim yapmadan cift sarmalli DNA'y1 tespit etmeye izin
verdikleri i¢in ¢ok spesifik tespit yontemleri degildir. Floresan etiketli hedefe 6zgii
problarin kullanimi, 6zgiilliik ve duyarliligin artmasi ile sonuglanir. Ek olarak, farkli
hedeflere 6zgii farkli floroforlarin kullanimi, bir¢ok diziyi ayni anda potansiyel

olarak amplifiye etmeye izin verir (Montrasio, 2016).
2.2.4.6. LAMP Primer Dizayni

Dogru ve giivenilir bir niceleme, verimli primerler ve problarin kullanilmasina
bagli oldugundan, primerlerin ve problarin tasarimi, 6zellikle kantitatif testler igin
molekiiler tan1 tekniklerinin bagarisini ve kalitesini etkileyen en énemli faktdrlerden
biridir.

LAMP'in yaygin olarak kullanilan uygulamasi, toplam alti primer
gerektirdiginden (her biri iki primer baglama bolgesini kapsayan FIP ve BIP
primerleri ile), LAMP teknigi i¢in primer tasarimi, bir hedef niikleik asit dizisinin
sekiz farkli bolgesinin se¢imini gerektirir. Buna ek olarak, LF ve LB, sirasiyla FIP
primerinin F2 ve F1 bdlgeleri ile BIP primerinin B2 ve B1 bdlgeleri arasinda
kesinlikle konumlandirilmasi gerektiginden, dongii primerlerinin
konumlandirmalarinda onemli kisitlamalara sahiptir. Bu nedenle, LAMP primer
tasarimi, Ozellikle polimorfik belirtecleri, karmasik ikincil yap1 igeren dizileri
hedeflerken ve ayni zamanda translokasyonlari veya mutasyonlar tespit etmek igin

belirli bir bolge iizerinde tasarim yaparken son derece zor olabilir (Gandelman et al.,

2011).
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Ayrica, her biri belirli bir reaksiyon sicaklifinda gerceklesen ti¢ farkli adimin
(denatiirasyon, baglanma, uzama) tekrarlanan dongiileri ile meydana gelen PCR'in
aksine, LAMP deneylerinin sabit bir sicaklikta gerceklestigi de dikkate alinmalidir.
Bu ozellik, primer tasarimi asamasinda daha fazla karmasikliga sebep olur.
Primerlerin erime sicakliklarinin  (Tm) dogru bir sekilde segilmesi basarili
reaksiyonlar icin 6nemlidir ve ¢ok sayida primerin hedef iizerinde baglanmasinin
uygun reaksiyon sicakliginda hassas bir sekilde diizenlenebilmesi icin Onemlidir.
Ayrica, reaksiyonda kullanilan primerler arasinda, 6zellikle genellikle yaklasik 40
niikleotid uzunlugundaki FIP ve BIP primerleri arasinda dimer olusumunu 6nlemek
icin 6nemli 6zen gosterilmelidir. Bunu yapmak i¢in, primer tasarim yaziliminin,
LAMP deneysel kosullarina miimkiin olan en kesin ve en yakin olan ikincil yapilarin

olusumu hakkinda tahminlerde bulunmasi gerekebilir (Montrasio, 2016).

LAMP primerlerinin tasarimi, 5' ucundan F3, F2, F1, B1, B2 ve B3 olarak
belirlenen hedef dizideki alt1 bolgeye dayanmaktadir. FIP, F2c¢ bolgesini tamamlayan
F2 dizisinden (3'ucunda) ve 5'ucundaki Flc bolgesi ile ayn1 diziden olusur. BIP, B2¢
bolgesini tamamlayan B2 dizisinden (3' ucunda) ve 5' ucundaki Blc bolgesi ile aynm
diziden olusur. LF, F1 ve F2 arasindaki bolgeye karsilik gelen tamamlayici iplik
kullanilarak tasarlanirken, LB, Bl ve B2 arasindaki bolgeye karsilik gelen
tamamlayici iplik kullanilarak tasarlanmistir (Sekil 5) (Notomi et al., 2000).

Yiiksek verimle spesifik amplifikasyon saglayan en iyi primerleri potansiyel
olarak se¢mek icin tasarim asamasinda dikkate alinmasi gereken birka¢ Onemli
tasarim kriteri vardir (Alvarez-Fernandez, 2013; Hillier and Green, 1991; Hyndman
et al., 1996; Rodriguez et al., 2015; Rychlik and Rhoads, 1989). Secim siireci, ilk
once her bir primer i¢in ve daha sonra primerlerin kombinasyonu (astar seti) i¢in
gerceklestirilmelidir, ¢iinkii tiim primerler, sanki bir 'senkronize ekip'mis gibi hedef

tizerinde birlikte 1yi ¢alismak zorundadir.

Primerlerin optimal uzunlugunun 18-22 baz ¢ifti (bp) oldugu genel olarak
kabul edilir. Bu uzunluk yeterli 6zgiilliik i¢in yeterince uzun ve primerlerin baglanma
sicakliginda kalip DNA’ya kolayca baglanmasi igin yeterince kisadir. Primer
uzunlugu, primerin erime sicakligini dogrudan etkiler. Bu nedenle, hedef dizinin baz
ciftleri bilesimine bagh olarak, bir LAMP reaksiyonunun sicakligiyla (genellikle 63-

65°C) uyumlu Tm degerleri elde etmek i¢in primerin uzunlugu optimal olandan daha
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kisa (GC zengin bolge varliginda) veya daha uzun (AT zengin bdlge varliginda)
olabilir (Gandelman et al., 2011, Rychlik and Rhoads, 1989).

Primer guanin sitozin (GC) igerigi, toplam bazlarin yiizdesi olarak primerdeki
G'ler ve C'ler niikleotidlerinin sayisina karsilik gelir ve %40-60 arasinda olmalidir.
Ozellikle, %50 ile %60 arasinda GC igerigine sahip primerler, nispeten iyi primerler
olma egilimindedir. GC igerigi, primer Erime Sicakligt (Tm) hesaplamasini ve
primer uzunlugu araligin1 dogrudan etkiler. GC igerigi ile iligkilendirilebilecek baska
bir parametre, GC kiskacidir, yani primerlerin 3' ucundan itibaren son alt1 baz i¢inde
ardisik G veya C bazlarinin varligidir. GC kelepgesi, G ve C bazlarinin daha giiclii
bag1 nedeniyle 3' ucta spesifik baglanmay1 kolaylastirir. Ancak, primerin 3' ucunda
3'ten fazla ardisik G veya C'den kagmilmalidir (Gandelman et al., 2011; Peyret,
1999; Rychlik and Rhoads, 1989).

Optimal primerler, reaksiyonun ozgilliigiinii tehlikeye atabilecek alternatif
amplifikasyon trilinlerinin olusumundan kaginarak yalnizca hedef diziye hibridize
edilmelidir. Bu nedenle tasarim asamasinda homoloji bélgelerinden kaginmak
gerekir. Spesifikligi test etmek icin, primerler yaygin olarak tasarlanir ve daha sonra
ilgili genomun tamami1 BLAST’a yiiklii primerler ile karsilastirlir. Ayrica, primerin
spesifik olmayan baglanma riskini potansiyel olarak azaltmak igin primerin 3' ucu ile
sablon arasindaki kismi homoloji bolgelerini belirlemek ve bunlardan kaginmak da

onemlidir (Gandelman et al., 2011).

Primerlerin sonu (terminal kismin son 6bp'si olarak disiiniilmiistiir) DNA
sentezinin baslangi¢ noktasi olarak hizmet eder ve bu nedenle belirli bir stabilite
derecesine sahip olmalidir. F2/B2, F3/B3 ve LF/LB'nin 3'uglar1 ve Flc/Blc'nin S'ucu
(F1/Bl'in 3'ucuna karsilik gelir) serbest enerjideki degisim (AG degeri) -4kcal/mol
veya daha az olacak sekilde tasarlanmistir. Negatif AG degerleri, primer baglanma
bolgesinin daha yiliksek termodinamik stabilitesini saglar ve 3' uglardan primer
baglanmasin1 ve DNA polimerizasyonunu destekler. Bununla birlikte, AG ne kadar
negatif olursa, primer sablona o kadar sik baglanir ve bu durum yanlis baglanma

riskini artirir (Gandelman et al., 2011; Montrasio, 2016).

Primerlerin, 6zellikle FIP ve BIP i¢ primerlerinin, ikincil yapilarin olusumunu
onlemek i¢in tasarlanmig olmast Onemlidir. Aslinda, molekiiller arasi veya

molekiiller aras1 etkilesimler tarafindan {iretilen primer ikincil yapilarin mevcudiyeti,
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iiriin  veriminin diisiik olmasina veya hi¢ olmamasina neden olabilir, bu da
primerlerin baglanmasini ve amplifikasyonunu olumsuz etkiler ve reaksiyon igin
primerlerin mevcudiyetini biiyiik 6l¢iide azaltir (Gandelman et al., 2011; Montrasio,
2016).

Primer Erime Sicakligi tanimi1 geregi, DNA dupleksinin bir yarisinin tek iplikli
hale gelmek iizere ayrisacagi sicakliktir. Bir primerin Tm'si, bir primer-kalip DNA
dupleksinin stabilitesinin bir indeksidir ve amplifikasyonun duyarliligini ve
Ozgiilliigiini etkiler. Tm, ger¢ege en yakin degeri veren yaklasiklik yontemi olarak
kabul edilen ve En Yakin-Komsu yontemi kullanilarak hesaplanan hem primer
uzunlugundan hem de GC igeriginden, ayrica tuz ve oligo konsantrasyonlari gibi
deneysel kosullardan da etkilenebilen bir yontemdir. Bu nedenle, Tm'nin en dogru
tahminleri, bir LAMP reaksiyonunun deneysel kosullari da dikkate alinarak
hesaplanmaktadir. Primer Explorer V4 kilavuzuna (https:/primerexplorer.jp/e/
v4_manual/) gore, her LAMP bolgesi i¢cin Tm, Flc ve Blc i¢in yaklasik 65°C (64-
66°C); F2, B2, F3 ve B3 i¢in yaklasik 60°C (59-61°C); ve dongii primerleri i¢in
yaklasik 65°C (64-66°C) olacak sekilde tasarlanmistir. Daha yiiksek erime
sicakliklarma (66°C'nin iizerinde) sahip olan primerler, ikincil baglanma egilimine

sahiptir (Gandelman et al., 2011; Montrasio, 2016).

Primerler, F2'nin sonundan B2'nin sonuna kadar olan mesafe 120 ile 160 baz
arasinda olacak sekilde tasarlanmistir. Bu bolge LAMP amplikonuna (LAMP
yontemiyle amplifiye edilen bolge) karsilik gelir ve dambil yapisinin boyutuyla
yakindan iligkilidir. Primerler ayrica F2'nin S'ucundan Fl'in S'ucuna (ve B2'nin
S'ucundan Bl'in 5S'ucuna) olan mesafe 40 ila 60 baz arasinda olacak sekilde
tasarlanmistir. Bunlar da ilmek primerlerinin hibritlestigi ilmekleri olusturan
bolgelerdir. F2 ile F3 arasindaki mesafe 0 ile 60 baz arasinda olmalidir (Sekil 2.8)
(https://primerexplorer.jp/ e/v4_manual/). (SantaLucia, 1998).
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Sekil 2.8. Bir LAMP primer tasariminda primerler arasindaki mesafe (Montrasio, 2016).

Genellikle bir LAMP reaksiyonunda hedef gen miktarmma kiyasla biiyiik
miktarda primer kullanilir. Primerler molekiiller arasi dimerleri, hedef DNA'ya
hibridize etmekten daha kolay bir sekilde olusturduklarinda, {irin verimini
diisiiriirler. Bu, 6zellikle primerin 3' ucunda meydana geldiginde problemlidir. 3' ug,
primer dimer artefaktlarina yol agacak sekilde kolayca uzayacaktir. Bu nedenle,
primerlerin, 6zellikle FIP ve BIP i¢ primerlerinin ikincil yapilar olusturmamasi ve
primer 3' uclarmin tamamlayici olmamasi 6nemlidir. ikincil yap1 olusumunu
tiretebilen iki tiir molekiiller arasi etkilesim vardir: self dimerler ve ¢apraz dimerler.
Self dimerler, primerin iki kopyasi birbirine baglandiginda olusur, burada primer
kendi kendine homologdur. AG'si -5 kcal/mol olan bir 3'uglu self dimer ve AG'si -6
kcal/mol olan bir dahili self dimer genellikle tolere edilir. Capraz dimerler, homolog
olduklar farkli primerler arasindaki molekiiller arasi etkilesim ile olusturulur. AG'si -
5 kcal/mol olan bir 3' uglu ¢apraz dimer ve AG'si -6 kcal/mol olan bir dahili ¢apraz
dimer genellikle tolere edilir (Gandelman et al., 2011; Montrasio, 2016).

Tm, primer tasarimi i¢in Onemli bir parametredir. Bir primer seti
diisiiniildiiginde, Tm dengesi de esastir: 6zellikle, her primer ¢iftinin (F3/B3, F2/B2,
Flc/Ble, LF/LB gibi) iki primeri, LAMP'in {irlin verimini maksimize etmek i¢in Tm

ile yakindan uyumlu olmalidir (Gandelman et al., 2011; Montrasio, 2016).
2.2.4.7. Reverse Transcriptase-Qualitative LAMP (RT-Q-LAMP)

Baslangicta Notomi tarafindan agiklanan 'geleneksel' LAMP teknigi, DNA'nin
hizli amplifikasyonu i¢in PCR’a alternatif bir izotermal yontemdi ve 4 ila 6 primer ve
iplik yer degistirme aktivitesine sahip bir DNA polimeraz kullanimima dayaliyd:
(Notomi et al., 2000). Amplifikasyon reaksiyonu, araya giren boyalarin bulaniklig

veya floresansi Olgiilerek izlenebilirdi ancak her iki durumda da, reaksiyon

37



karisiminda genellikle ilgili tek bir gen saptanabiliyordu. Yillar i¢inde bu yontemle
ilgili degisiklikler yapilmis ve uygulanmaya calisilmistir. DiaSorin tarafindan
gelistirilen RT-Q-LAMP (“Reverse Transcriptase-Qualitative-LAMP”) teknigi,
'geleneksel' LAMP reaksiyonunun daha da gelistirilmesini temsil etmistir (Spinelli et
al., 2014). Floresan problarina, hem ters transkriptaz hem de DNA polimeraz
aktivitelerine sahip yeni bir polimerazin eklenmesi, tek bir tiipte, tek bir enzimle, tek
bir sicaklikta ¢oklu hedef genlerin amplifikasyonuna ve ger¢ek zamanli tespitine
olanak saglamistir. Bu uygulamalar, '"geleneksel' LAMP yontemi ile

karsilastirildiginda ¢esitli avantajlar saglar.

Birincisi, hem ters transkriptaz hem de DNA polimeraz aktivitelerine sahip bir
polimerazin kullanilmasi, reaksiyon karisimina dahil edilen hedef RNA'nin tek
asamal1 bir prosediirde hizli ve dogrudan amplifikasyonuna izin vererek, genellikle
uzun ve zahmetli olan daha fazla ters transkripsiyon adimindan kaginilmis olur.
Ayrica, ilgili transkriptlere 6zel etiketli oligoniikleotit problarmnin kullanimi, ayni
reaksiyon tiipli i¢inde ¢ok yiiksek verimlilikle birden fazla hedef genin amplifiye
edildigi bir LAMP multipleks teknolojisinin gelistirilmesine olanak saglamistir.
Ornegin, 6zel fliioresans kanallar tarafindan ortaya cikarilan farkli dalga boylarinda
floroforlarin kullanilmasiyla, iki veya ii¢ genin ayni anda amplifiye edildigi ve
gercek zamanl olarak izlendigi dupleks ve tripleks reaksiyonlar1 gerceklestirmenin
miimkiin olabilecegi tespit edilmistir (Gandelman et al., 2011; Montrasio, 2016;
Spinelli et al., 2014;).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Referans Suslar

Calismada kullanilan bakteri suslar1 (Salmonella Thyphimirium (NCTC74) ve
Salmonella Enteritidis (NC4444) izolatlar1) ile Eschericia coli (ATCC35218),
Yersinia pseudotuberculosis (ATCC29833), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853),
Klebsiella pneumonia (NCTC13465), Enterococcus faecalis (ATCC29212) ve
Staphylococcus aureus (ATCC29213) Ondokuz Mayis Universitesi Mikrobiyoloji
ABD’den S.Gallinarum ve S.Pullorum saha suslart Samsun Veteriner Kontrol

Enstitiisii Kanatli Hastaliklar1 Laboratuvari’ndan temin edildi.
3.1.2. Primerler

Salmonella'nin cins diizeyinde tanimlanmasi amaciyla invA geni tercih edildi.
LAMP testi i¢in primer tasarimi https://primerexplorer.jp/e/ web sayfasindan
PrimerExplorer V5 software'i kullanilarak gerceklestirildi. Arastirmada herbir gen
icin 1 dis ve 1 i¢ olmak tizere 2 ¢ift primer (forward ve reverse olarak), se¢imi
National Center for Biotechnology Information NCBI genbankdaki niikleotid
dizilimi temel alinarak belirlendi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. S. Enteritidis LAMP optimizasyonu i¢in planlanan primerler

Primerler(5’- Primer Primer Primer dizisi

3’) lokalizasyonu uzunlugu

F3 600-618 19 GCGAAGCGTACTGGAAAGG

B3 808-826 19 TCAACAATGCGGGGATCTG

FIP 42 ATGATGCCGGCAATAGCGTCAC-
AAAGCCAGCTTTACGGTTCC

BIP 39 GTGGGGATGACTCGCCATGG-
ACCATCACCAATGGTCAGC

Tablo 3.1. de, belirtilen primerlerle yapilan optimizasyon denemelerinde
beklenen sonug elde edilemediginden, Yang vd. (2018)’nin 6nerdigi primerler ile
optimizasyon ¢alismalarina devam edildi. Yang vd. (2018)’nin tasarladig1 primerler

Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.2. S. Enteritidis LAMP optimizasyonu i¢in kullanilan primerler (Yang vd., 2018)

Hedef / Referans Primer Sekans (5'-3")
FIP FIP (F1c+F2): GCGCGGCATCCGCATCAATA-
TCTGGATGGTATGCCCGG
Salmonella spp. BIP BIP (Flc+F2): GCGAACGGCGAAGCGTACTG-
Yang vd. (2018) TCGCACCGTCAAAGGAAC
F3 F3: GAACGTGTCGCGGAAGTC
B3 B3: CGGCAATAGCGTCACCTT
LF LF (5°-3"): TCAAATCGGCATCAATACTCATCTG
LB LB (5’-3"):AAAGGGAAAGCCAGCTTTACG

F3: Forward inner primer; B3: Backward inner primer; FIP: Forward inner primer; BIP: Backward
inner primer; LF: Loop forward primer; LB: Loop Backward primer

Tablo 3.3’ de Yang vd. (2018), tarafindan onerilen dis primerler ile PCR ve

real-time PCR test sonuglarinin karsilastirilmasi yapildi.

Tablo 3.3. S. Enteritidis PCR, Q-RT PCR uygulamalar1 i¢in kullanilan primerler (Yang vd., 2018)

Hedef / Referans Primer Sekans (5'-3")

Salmonella spp. F3 F3 (5°-3’): GAACGTGTCGCGGAAGTC

Yang vd. (2018)

B3 B3 (5’-3"):CGGCAATAGCGTCACCTT

3.1.3. qRT-PCR Reaktifleri

gqRT-PCR uygulamalar1 igin iTaq universal SYBR®Green reaction mix (2x)
(SIGMA, S9430-5ml) gRT-PCR karisimi kullanilds.

3.1.4. Konvansiyonel PCR Bilesenleri

Konvansiyonel PCR karisiminda, Taq DNA polymerase (5u/ul), MgCl,
(25uM), 10X Taq (Mg-free) reaksiyon tamponu, dNTP (deoksiniikleotid trifosfat)
(2Mm), 100pmol Forward Primer, 100pmol Reverse Primer karisimi yer almaktadir
(Tablo 3.3).

3.1.5. Jel Yiikleme Tamponu

10X TBE Buffer (Tris-borat-EDTA) 1X kullanimlik hazirlanarak
elektroforezde kullanildi.
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3.1.6. Agaroz Jel

PCR firiinlerinin belirlenmesi amaciyla %1’lik agaroz jel hazirlandi. Bu
amacla, 40ml 1X TBE igerisine 0.40g agaroz ilave edildi ve mikrodalga firinda
homojen hale gelinceye kadar eritildi. Daha sonra agaroz sogumaya birakildi,
ihidiktan sonra etidium bromide (0,5 pg/ml) ilave edildi. Elektroforez tankina

yerlestirildi ve amplifiye tirlinlerin elektroforezi amaciyla kullanildi.
3.1.7. Ornek Yiikleme Boyas1 (DNA gel Loading Dye)

PCR fiiriinlerinin, agaroz jele yiiklenmesi amaciyla kullanildi. Bu amagla 6ul
PCR iirlinii 1 ul yiikleme boyasi ile karistirilarak agaroz jeldeki ilgili kuyucuklara
aktarildi.

3.1.8. Belirtecler (DNA Ladder)

Olusan amplikonlarin boyutlarin1 belirlemeye yonelik, Gene Ruler (100bp
DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, SM0241) kullanildu.

3.2. Metot
3.2.1. Bakteri Standart Suslarinin Canlandirilmasi

LAMP, PCR ve real time PCR testlerinde test tespit limitlerinin belirlenmesi
amaciyla S. Thyphimurium ve S. Enteritidis referans suslarinin kanli agara ekimleri
yapildi. Kanli agarda iireyen suslarin konfirmasyonu i¢cin MacConkey ve EMB
agarda da degerlendirilmesi yapildi. Inkubasyondan sonra Salmonella referans suslari
fenotipik olarak incelendi. Kiiltiirden yapilan Gram boyama ile bakterilerin
mikroskobik morfolojileri incelendi ve saf olarak tlireyen Gram negatif bakteri
kiltirlerinden McFarland standartlarina gore diliisyonlar hazirlandi. Bakteri

diliisyonlar1, McFarland No:7 yogunluguna denk gelecek sekilde hazirlandi.
3.2.2. DNA Ekstraksiyonu

DNA eldesi i¢in Salmonella kiiltiirleri, kuru blok 1siticida 100°C’de 10dk
kaynatildiktan sonra 10000 devirde 10dk santrifiij edildi. Siipernatant toplandi ve
PCR, RT-PCR ve LAMP’te kullanilmak iizere -20°C’ye kaldirild1.

3.2.3. Konvansiyonel PCR Optimizasyonu

Yang vd. (2018) tarafindan tasarlanan primerler kullanilarak konvansiyonel

PCR optimizasyonu yapildi. Optimizasyon sonrasi S.Enteritidis’in saptanabilir limiti
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belirlendi. Bununla birlikte testin spesifitesinin belirlenmesi amaciyla Eschericia coli
(ATCC35218), Yersinia pseudotuberculosis (ATCC29833), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853), Klebsiella pneumonia (NCTC13465),
(ATCC29212) ve Staphylococcus aureus (ATCC29213) bakteri suslarindan DNA

Enterococcus faecalis

ekstraksiyonlar1 hazirlandi.
3.2.3.1. Konvansiyonel PCR Uygulamasi

PCR karisimi, 10X Taq buffer (1X), 2mM dNTPs (200 uM), 25mM MgCL,
(1,5-2 mM), Forward ve Reverse primerler (20pmol), Tag DNA Polimeraz (1 {inite),
distile su, kalip DNA reaksiyon hacmi ve final konsantrasyonu Tablo 3.4°te belirtilen
sekilde ilave hazirlandi. Hedef gen invA i¢in Tablo 3.4’deki miktarlarda karigim
hazirlandi ve PCR cihazina (Bio-rad/T100) yerlestirildi.

Tablo 3.4. Konvasiyonel PCR Bilesenleri ve Konsantrasyonlari

PCR Bilesenleri Reaksiyon hacmi Final konsantrasyon
10X Standart Tag (Mg-free) | 2,5 ul 1X
reaksiyon buffer
25 uM MgCl, 2 ul 1,5-2mM
2 mM dNTPs 2,5 ul Miks [-200uM
100 pmol Forward (F) Primer 1 pl 20pmol
100 pmol Reverz (R) Primer 1 pl 20pmol
Taq DNA Polimeraz 5u/pl 0,5 ul 1 unite
Distile su 20 ul
Kalip DNA 3ul <lpg

Hedef DNA’larin ¢ogaltilmasi amaciyla asagida belirtilen kosullarda test
uygulandi (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Konvansiyonel PCR Protokolii

Adim Siire Sicakhik Aciklama

Baglangic PCR | 95°C 10 dakika Taqg DNA polimeraz
aktivasyonu aktivasyonu

Dongii

Denatiirasyon 95°C 15 saniye

Baglanma 57°C 1 dakika 30 saniye Toplam 35 dongl
Uzama 72°C 1 dakika 40 saniye
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3.2.3.2. PCR Uriinlerinin Analizi

Amplifiye iriinlerin analizi %1°lik agaroz jel elektroforeze uygulanarak
incelendi. Ilk olarak etidyum bromid ile boyanmis %1°lik agaroz jel hazirlandi. Bu
amagla 40ml 1X TBE igerisine 0,40gr agaroz ve 2ul etidyum bromiir eklendi. Yatay
elektroforez tankina kuyucuklarin olugsmasi icin bas kisminda tarak olacak sekilde
hazirlanan agaroz jel dokiildii. Agaroz jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikarilarak
jelin tizeri tamamen kaplanana kadar 1X TBE soliisyonu dokiildii. Her bir 6rnege ait
PCR iiriinii 1ul boya (6X Loading Dye; Thermo Scientific) ile boyandi. Her 6rnek 7
pl miktarinda, 1 pl loading dye igerecek sekilde yiiklenip elektroforezde 120 voltta
30 dakika siireyle vyiiriitildi. Bu islem sonunda olusan amplikonlar, UV-

transilluminator yardimiyla goriintiilenerek fotograflandi.
3.2.4. Real Time (RT)-PCR Uygulamasi

gRT-PCR ile hedef DNA’larin saptama limitleri belirlendi. Bu amagla referans
Salmonella Enteritidis serotipinin koloni sayimi ile KOB degeri hesaplanarak 10
katli dilusyonlar1 hazirlandi. Elde edilen genomik DNA’lar kalip DNA olarak
kullanilarak qRT-PCR ile hedef genleri ¢ogaltildi. qRT-PCR’da elde edilen son
dilusyondaki Threshold Cycle (Ct) degeri minimum KOB olarak tespit edildi.

3.2.5. LAMP Optimizasyon Denemeleri

3.2.5.1. Primer Se¢imi ve Hazirhg:

Calismada primer tasarimi PrimerExplorer V5 programi kullanilarak
gerceklestirildi. Ik hedef olarak secilen primerlerin Salmonella’y: tespit etmeye
yonelik optimizasyonu planlandi. Asagida 6zetlenen islemlerde agiklandigi tizere
hedeflenen optimizasyon sonuglari elde edilemediginden benzer islemler Yang vd.

(2018)’nin bildirdigi primerler (Tablo 3.2) referans alinrak degerlendirildi.

LAMP yonteminde mastermiks i¢in kullanilan primer karisim oranlar1 Tablo
3.6°da belirtildi. Primer konsantrasyonu toplam reaksiyon hacmi 25pul olacak sekilde
optimize edildi. 25ul reaksiyon hacminde S. Enteritidis i¢in son hacim 1.1ul olacak

sekilde primer karigimi hazirlandi.

Tablo 3.6. LAMP Reaksiyonu I¢in Primer Karisim Oranlar1

Primer Hacim (ul) Hazirlama

FIP 0.4
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BIP 0.4
F3 0.05 Her primerden (100pmol/l) belirtilen hacimlerde alinip
B3 0.05 LAMP reaksiyon bagina primer karigim 1.1ul olacak
LoopF 0.1 sekilde optimizasyon yapilmistir.
LoopB 0.1
Toplam 1.1pl

3.2.5.2 LAMP Icin Mastermiks Hazirlanmasi

LAMP testi i¢cin mastermiks hazirlanmasi islemleri Parida vd. ( 2004; 2005 )
bildirdikleri yontemler modifiye edilerek yapildi. Bu amagla;

a. Testin sensitivitesinin tespiti

b. Spesifitesinin tespiti

c.Florometrik ve turbidimetrik yontemlerin duyarliliklarinin belirlenmesi

islemleri gerceklestirildi (Tomlinson and Boonham 2008; Parida et al., 2008).

Salmonella'nin cins diizeyinde tanimlanmasi amaciyla invA geni tercih edildi.
LAMP testi i¢in primer tasarimi https://primerexplorer.jp/e/ web sayfasindan
PrimerExplorer V5 software'i kullanilarak gerceklestirildi. Arastirmada herbir gen
icin 1 dis ve 1 i¢ olmak iizere 2 ¢ift primer (forward ve reverse olarak), ve reaksiyonu
hizlandirmak amaciyla loop primerler (LF/LB) NCBI genbankdaki niikleotid dizilimi
temel alinarak tasarlandi. Bu primerlerden dis primer olarak adlandirilanlar, test
duyarhiliklarinin  karsilagtirilmast amaciyla PCR ve real-time PCR testlerinden
yararlanildi. Tez ¢alismasinda kullanilan primerlerin tamami PrimerExplorer VS5'e
gore online olarak belirlendi. LAMP test sonuglarinin konvansiyonel PCR ve real
time PCR yontemleriyle karsilastirmasi yapildi. LAMP analizi sonucunda elde edilen
tirlinlerin belirlenmesi amaciyla elektroforez ve florometrik olarak SYBR Green I

boyasi1 kullanildi.

LAMP reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlar1 Tablo 3.7°de

gosterildi.

Tablo 3.7. LAMP protokolii, bilesenler ve konsantrasyonlari

Bilesen Hacim (25ul/Reaksiyon)
1X DNA Buffer 2.5ul

100mM MgSO4 1.5ul (6uM)

10mM dNTPs 3.5ul (1.4uM)
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Primer mix

2.5pul(1.6uM FIP/BIP,0.2uM F3/B3,0.4uM LF/LB)

Betain (5M)

5 ul (0.5M)

Bst DNA polimeraz (8,000 U/ml)

i

Template DNA

Sul

Distile su

Distile su ile 25ul’ye tamamlanmugtir
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3. BULGULAR

4.1. Genomik DNA Konsantrasyon Tayini

Testlerin spesifitelerinin belirlenmesi amaciyla referans suglara ait DNA
konsantrasyonu nanodrop spektrofotometrede ng/ul olarak asagida belirtilen
miktarlarda hesaplandi. Buna gore, Eschericia coli (ATCC35218) igin 5.7, Yersinia
pseudotuberculosis (ATCC29833) 9.6, Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 0.8,
Klebsiella pneumonia (NCTC13465) 1.2, Enterococcus faecalis (ATCC29212) 0.3 ve
Staphylococcus aureus (ATCC29213) 35.3 olarak belirlendi. PCR, real-time PCR ve
LAMP test duyarliliginin belirlenmesi amaciyla S. Enteritidis ve S. Typhimurium
referans serotiplerinin kob degerleri sirasiyla 3.66x10° ve 5.37x10'° olarak

belirlenerek tespit limitleri belirlendi.

4.2. Referans Salmonella invA Geninin Konvansiyonel PCR ile Saptanmasi

Salmonella referans suslari (S. Typhimurium ve S. Enteritidis) ile klinik S.
Pullorum ve S. Gallinarum suslarmin PCR test duyarliligi %100 olarak belirlendi
(Sekil 4.1).

Sekil 4.1. invA geninin amplifikasyonunu hedefleyen PCR firtinlerinin agaroz jelde goriinimii. M:
marker 100-1200bp. 1: No DNA 2: Staph.aureus (ATCC29213) 3: S. Typhimirium (NCTC74)
5.37x10%° 4:S. Enteritidis (NC4444) 3.66x10%° 5:S. Pullorum, 6: S. Gallinarum

Konvansiyonel PCR testinde Salmonellanin tespit limiti, S. Enteritidis’in
3.66x10'° kob/ml kiiltiiriinden 10 katl diliisyonlar yapilarak Sekil 4.2°de goriildiigii
lizere 3.66x10* olarak tespit edildi. Bu deger, S. Typhimurium igin de 5.37x10*

olarak belirlendi.
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Sekil 4.2. S. Enteritidis identifikasyonunda Konvansiyonel PCR testinin duyarliliginin belirlenmesi
(cfu/ml) M: marker 1: S. Enteritidis 3.66x107 2: S. Enteritidis 3.66x10% 3: S. Enteritidis 3.66x10° 4:
S. Enteritidis 3.66x10* 5: S. Enteritidis 3.66x10° 6: S. Enteritidis 3.66x10%> 7: S. Enteritidis
3.66x10!

4.3. Real Time (RT)-PCR Ile Duyarlih@in Belirlenmesi

Referans suslarin (S. Typhimurium ve S. Enteritidis) koloni sayisi temelinde
real-time PCR ile test optimizasyonlar1 gergeklestirildi. Bu amagla referans S.
Enteritidis serotipinin koloni sayrm ydntemi ile koloni sayis1 3.66x10%° kob/ml olarak
belirlendi. 10 katli dilusyonlar1 hazirlanan kiiltiirlerden DNA’lar hazirlanarak kalip
DNA olarak qRT-PCR ile hedef genleri ¢ogaltildi. Tablo 4.1 de gosterilen qRT-
PCR’da belirlenen 3.66x10° bakteri konsantrasyonu testin tespit limiti olarak
hesaplandi.

Tablo 4.1. Pozitif kontrol olarak kullanilan S. Enteritidis referans susunun 10 katl alt dilisyonlarina
gore DNA konsantrasyonlari ve invA genine gore SYBR Green CT degerleri

Dilusyonlar cfu SyberGreen CT
S. Enteritidis

1 3.66x10 20,78
10™ 3.66x10° 20,26
107 3.66x10° 2585
10° 3.66x10' 29,75
10" 3.66x10° 31,63
10° 3.66x10° 30,56
10° 3.66x10° 30.25
10" 3.66x10° 29,86
10° 3.66x10° N/A
10° 3.66x10 N/A
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Testin spesifikligini belirlemek amaciyla erime egrisi (melting curve) analizi

ile CT degerlendirmesi yapild1 ve sonuglar grafikle ifade edildi.

Amplifikasyon
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S04
w
©
021
0,0 N =
70 75 iklus sooc 85 90 g5

Sekil 4.3. Salmonella primerlerinin erime 1s1 diizeylerinin tespiti

00 .Ihmhnl[{!
5 10 15 20 25 30 35 40
Siklus

Sekil 4.4. Salmonella CT degerlerinin belirlenmesi
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4.4. Salmonella Enteritidis invA Geni LAMP Optimizasyonu

S. Enteritidis invA genine dayali LAMP optimizasyonu i¢in Yang vd.

(2018)’nin kullandig1 primerler ile optimizasyonlar yapildi.

S. Enteritidis’in invA genine dayali LAMP optimizasyonu i¢in hazirlanan
mastermiksler thermalcycler’da, 65°C’de 60dk boyunca amplifikasyon islemine tabi
tutuldu. Son olarak reaksiyonun durdurulmasi i¢in 80°C’de 2dk bekletildi. Sonuglar

Sekil 4.5°te gosterilmistir.

Sekil 4.5. LAMP testinin S. Enteritidis identifikasyonu i¢in duyarliliinin belirlenmesi M: marker 1:
No DNA 2: S. Typhimurium (NCTC74) 3: S. Enteritidis (NC4444) 4: S. Gallinarum 5: S. Pullorum

Optimizasyon isleminde, daha 6nceki optimizasyon g¢alismalarinda yasanilan
aksakliklar nedeniyle enzim degisikligi dikkate alinarak baslandi. Daha sonra
mastermikse 1M ilave edilen betain’in konsantrasyonu 0.5M’a indirgendi. Son olarak
da Template DNA miktar1 2ul’den Sul’ye ¢ikarildi. Sonug olarak Sekil 4.5°te

goriildiigl gibi istenilen spesifiklik saglanmis oldu.

Mastermiksler amplifikasyon isleminden sonra %0.1 oraninda sulandirilan
SYBR Green I ile muamele edilerek Sekil 4.6’daki sonuglar elde edildi. SYBR
Green | ile 1s1ma rengi boyanin orijinal rengi olan turuncu renkte kalirsa sonug
negatif olarak degerlendirildi. Amplifikasyon sonucunda SYBR Green | boyasi

floresan yesil 151k verdiginde ise sonug pozitif olarak yorumlandi.
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Sekil 4.6. LAMP testinin S. Enteritidis identifikasyonu i¢in duyarlihginin SYBR Green 1 ile
belirlenmesi. 1: No DNA 2: S. Typhimirium (NCTC74) 3: S. Enteritidis (NC4444) 4: S. Gallinarum
5:S. Pullorum

LAMP testinin 6zgiilliiglinii belirlemek amaciyla 5 farkli mikroorganizma
(Escherichia coli, Yersinia pseudotuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonia, Enterococcus faecalis) kullanildi. Sonuglar Sekil 4.7 ve 4.8’de

gosterilmigtir.

Liadiad o5 0 .1

! »V

-
N NNNNNUP

W

Sekil 4.7. LAMP testinin S. Enteritidis identifikasyonu i¢in 6zgiilligiiniin belirlenmesi. M: marker 1:
No DNA 2: Escherichia coli (ATCC35218) 3: Yersinia pseudotuberculosis (ATCC29833) 4:
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 5: Klebsiella pneumonia (NCTC13465) 6: Enterococcus
faecalis (ATCC29212) 7: Salmonella Enteritidis (NC4444)

50



Sekil 4.8. LAMP testinin S. Enteritidis identifikasyonu igin 6zgilligiinin SYBR Green 1 ile
belirlenmesi. 1: No DNA 2: Escherichia coli (ATCC35218) 3: Yersinia pseudotuberculosis
(ATCC29833) 4: Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 5: Klebsiella pneumonia (NCTC13465) 6:
Enterococcus faecalis (ATCC29212) 7: Salmonella Enteritidis (NC4444)

LAMP testinin duyarliligini tespit etmek amaciyla S. Enteritidis suslari 1/10 alt
dilisyonlar1 yapilarak degerlendirmeye alindi. S. Enteritidis’in klasik kiiltiirel
metotla elde edilmis susunun koloni olusturan birim, (coloni forming unit, cfu) sayisi
3.66x10' olarak hesaplanmustir. Yapilan alt dilisyonlar sonucunda LAMP testinin
duyarlilig1 3.66x102 olarak tespit edildi. Sonuglar Sekil 4.9 ve 4.10°da gdsterilmistir.

Sekil 4.9. S. Enteritidis’in LAMP testi ile 1/10 alt diliisyonu yapilarak duyarliliginin belirlenmesi
(cfu/ml) M: marker 1: S. Enteritidis 3.66x10” 2: S. Enteritidis 3.66x10° 3: S. Enteritidis 3.66x10° 4: S.
Enteritidis 3.66x10* 5: S. Enteritidis 3.66x10% 6: S. Enteritidis 3.66x102 7: S. Enteritidis 3.66x10*
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Sekil 4.10. S. Enteritidis LAMP testi sonucunun 1/10 alt diliisyonu yapilarak SYBR Green I ile
duyarliliginin belirlenmesi. 1: S. Enteritidis 3.66x107 2: S. Enteritidis 3.66x10° 3: S. Enteritidis
3.66x10° 4: S. Enteritidis 3.66x10* 5: S. Enteritidis 3.66x10% 6: S. Enteritidis 3.66x10% 7: S.
Enteritidis 3.66x10!
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5. TARTISMA

Salmonellozis bilindigi tlizere kanathilar, yabani ve memeli hayvanlar,
stirlingenler, soguk-kanli hayvanlar1 igeren bir¢ok hayvan tiirlinde intestinal ve
ekstraintestinal enfeksiyonlara neden olan zoonotik bir enfeksiyondur. Enfeksiyonun
direkt teshisi amaciyla altin standart yontem olan kiiltiir ile birlikte veya bagimsiz
olarak PCR, RT-PCR, PCR-ELISA gibi molekiiler yontemler teshisin dogrulugunu
artirmak amaciyla kullanilmaktadir. Ancak son 15 yilda LAMP ve uygulamalar1 hizl
ve ekipman gerektirmeyen yontemler olmasi sebebiyle tercih edilmektedir. LAMP,
sabit sicaklikta (izotermal reaksiyon), iplik¢ik yer degistirme polimeraz enzimi
yardimiyla, 4-6 farkli primerin kullanilmasindan olusan PCR'ye alternatif yenilik¢i
bir gen amplifikasyon teknigidir (Montrasio, 2016). Salmonellozisin teshisi amaciyla
LAMP ilk kez Notomi vd. (2000), tarafindan kullanilmis ve miiteakip donemlerde
gLAMP, RT-LAMP, multipleks LAMP gibi farkli uygulamalar1 ile
mikroorganizmalarin tespiti amaciyla cesitli alanlarda bir¢ok caligmalar yapilmistir.
LAMP amplifikasyonu, hedef DNA {izerindeki i¢ primerlerin (FIP ve BIP)
baglanmasi ve uzatilmasi ile baglar; yeni sentezlenmis iplik¢ik daha sonra dis
primerlerin (F3 ve B3) baglanmasi ve uzatilmasi ile yer degistirir. Yer degistiren
iiriin, LAMP amplifikasyonu i¢in baslangi¢c yapisini temsil eden dambil adi verilen
bir "kok-ilmek yapis1" olusturur. Dongii Primerleri (LF ve LB) olarak adlandirilan iki
ilave primer ile DNA sentezi i¢in artan sayida baslangic noktasi olusur, boylece
amplifikasyonun verimi artar. LAMP'in yaygin olarak kullanilan uygulamasi, toplam
alt1 primer gerektirdiginden (her biri iki primer baglama bolgesini kapsayan FIP ve
BIP primerleri ile), LAMP yontemi i¢in primer tasarimi, bir hedef niikleik asit
dizisinin sekiz farkli bolgesinin se¢imini gerektirir. Ayrica, ii¢ farkli sicakliktaki
tekrarlanan dongiilerle meydana gelen PCR''n aksine, LAMP yonteminin sabit bir
sicaklikta gerceklestigi de dikkate alinmalidir. Bu 6zellik, primer tasarimi
asamasinda daha fazla karmasiklik meydana getirmektedir. Primerlerin erime
sicakliklar1 (Tm), hedef iizerindeki ¢ok sayida primerin uygun reaksiyon sicakliginda
senkronize baglanmasini tesvik etmek i¢in dogru bir sekilde secilmelidir. Tiim bu
nedenlerden dolayi, primer tasarim asamasinin bir LAMP yontemi gelistirmede ¢ok
onemli bir adim oldugu ve dogru bir primer tasarim yazilimi uygulamasinin
kullanilmasimin son derece O©nemli oldugu sonucuna varilmaktadir. LAMP

gelismekte olan bir amplifikasyon teknigi oldugundan, LAMP primer tasarim
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sistemleri olduk¢a simirlidir (Aryan et al., 2009; Montrasio, 2016). LAMP
yonteminde konvansiyonel PCR’da oldugu gibi ¢ok sayida geni igeren uygulamalar
cok smirhidir. En fazla 2 geni igeren uygulamalar mevcuttur. Bu sebeple ¢ok farkli
ajanlar1 veya farkli genleri ayni anda tanimlamak miimkiin olamamaktadir. Ancak
endemik veya epidemik seyirli olgularin saha kosullarinda izlenmesi, kanath
isletmelerinde veya ciftliklerde takibin gerekli oldugu durumlar i¢in Onerilebilmesi,
kullanimini kisitli ¢evreler i¢in 6n plana ¢ikarir. Salmonellozis teshisi amaciyla gerek
konvansiyonel PCR uygulamalarinda gerekse LAMP uygulamalarinda patojen
suglarin belirlenmesi amaciyla en ¢ok invazini kodlayan invA geni (Wang and ark.
2008;2022; Wang and Wang 2013; Kreitlow et al., 2021; Ou et al., 2021), ender
olarak da bcfD, phoP, siiA, hilA, 62181533 ve ttrRSB genleri (Mei et al., 2019;
Kreitlow et al., 2021) tercih edilmistir.

Bu arastirmada invA geni baz alinarak ¢aligsmalar yiiriitiilmistiir. Testin, tespit
limitinin bakteri konsantrasyonuna gore >2.2-4.8-6.0 cfu/ml, DNA konsantrasyonuna
gore 13.5fg-1pg-1.4pg/ul oldugu cesitli arastirmalarda bildirilmistir (Hara Kudo et
al., 2005; Mei et al., 2019; Ou et al., 2021; Tang et al., 2012; Wang et al., 2008). Bu
calismada testin saptanabilir limiti 10%cfu/ml olarak belirlenmistir. Sekil 4.8’de bu
birimin S. Enteritidis i¢in 3.66x10? kob/ml oldugu gosterilmektedir. Bu sonuglar
tespit limitinin diger ¢caligmalara benzer hatta daha duyarli oldugunu gostermektedir.
Konvansiyonel PCR ve Real time PCR Karsilastirmalarida sirasiyla 3.66x10*
cfu/ml, 3.66x10% cfu/ml ile tespitin yapildig1 belirlenmistir. Bu sonuglar LAMP’in
diger yontemlerden daha hassas oldugunu gdstermektedir. Benzer sonuglar hem
konvansiyonel hem de QRT-PCR g¢alismalarinda elde edilmistir. Ancak tespit
limitleri saha kosullarinda degisiklik arz edebilmektedir (Kreitlow et al., 2021; Ou et
al., 2021; Tang et al., 2012; Wang et al., 2022; Yiiksel, 2018).

Ornegin Tang vd. (2012), Salmonella spp.'yi tespit etmek icin enfekte
oldugundan siiphelenilen Ordeklerde, LAMP yontemini degerlendirdikleri bir
caligmada, saf kiiltiir kosullarinda, 0,01 g ordek karacigeri veya dalak varliginda
sirastyla 6.0 cfu/test ve 4.8 cfu/test S. Enteriditis ve S. Anatis'i saptayabildiklerini
bildirmiglerdir. Yine klinik Orneklerin tespiti amaciyla toplam 115 Salmonella
stipheli 6rnek, geleneksel kiiltiir yontemi, LAMP ve PCR ile analiz edilmistir. Bu
calisma sonucunda, LAMP ve kiiltiir yontemleri ile 11 6rnegin, konvansiyonel PCR

ile sadece 8 Ornegin pozitif oldugu gosterilmistir. Klinik orneklerdeki yiiksek
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duyarlilik ve hizli tarama hizi g6z Oniline alindiginda, LAMP ydnteminin saha
uygulamalar1 ve epidemiyolojik arastirmalar yoniinden daha uygun oldugu

belirtilmistir.

Mei vd. (2019), LAMP testinin saptama limitini 13,5 fg/ul ve 6,7 cfu/mL
olarak tespit etmisler ve bunun geleneksel PCR'dan 1000 kat ve ger¢ek zamanli
PCR'dan ise 100 kat daha hassas oldugu kanisina varmislardir. Mei vd. (2019)’nin
sonuglar1 tespit edilebilir koloni sayisinin bizim elde ettigimiz sonuglardan daha az
duyarli ve konvansiyonel PCR ve RT-PCR sonuglar1 ile 10 kat bir uyumsuzlugu
gostermektedir. Bu durum arastiricilarin  saha ve klinik ornekler ile ilgili
calismalarindan kaynaklanabilir. Benzer olarak yapilan bir ¢alismada, Wang ve
Wang (2013), gida kaynakli olgularda Salmonella tespiti icin LAMP yodnteminin
performansini degerlendirmisler ve konvansiyonel PCR’dan 10 kat daha duyarh

sonug elde ettiklerini bildirmislerdir.

Testin spesifitesi, Salmonella iceren materyalin Salmonella ile ayni familya
icerisinde yer alan ve benzer ortamlarda bulunan mikroorganizmalarin diger
Salmonella suslar1 veya serotipleri ile kontamine edildigi durumlarda test
sonuclarinin Sl¢iimii ile belirlenebilmektedir. LAMP sonuglari testin spesifitesinin
konvansiyonel PCR ile benzer oldugunu gostermistir. Hara-Kudo vd. (2005), 39
Salmonella serotipini (32’ Salmonella supsp. enterica, 7 Salmonella enterica subsp.
arizonae) ve 62 Salmonella olmayan bakteri susunu degerlendirdikleri bir ¢aligmada,
testin duyarhiliginin klasik PCR testinden daha yiiksek (>2.2 cfu/test tiipii),

Ozgiilliigiiniin ise klasik PCR yontemiyle benzer oldugunu belirlemislerdir.

Kreitlow vd. (2021), LAMP teknigi ile identifikasyon i¢in Salmonella’ya 6zgii
alt1 hedef diziyi (invA, bcfD, phoP, siiA, 62181533 genleri ve ttrRSBCA lokusu
icinde bir bolge) kullanmiglardir. Tek niikleotid polimorfizmini igeren primerler,
dejenere primerler olarak tespit edilmis ve tasarlanan primer setlerinin 6zgilliigi, 46
Salmonella ve 32 gida ve su kaynakli bakteri referans suslari ile belirlenmistir.
ttrRSBCA lokusunu hedefleyen primerler ile bu testin %100 duyarli bulundugu
bildirilmistir. Bu sonuglar primer se¢iminin testin spesifikligini belirlemede 6nemli
oldugunu gostermistir. Bu c¢alismada 4 adet referans Salmonella susu ve
krosreaksiyon potansiyeli yiiksek E.coli, Y.pseudotuberculosis, P. aeruginosa,
K.pneumonia ve E.faecalis referans bakteri suslart LAMP testinin spesifitesinin

belirlenmesi amaciyla kullanildi. Incelenen suslarin tamammin LAMP testi ile
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negatif sonug¢ verdigi hem elektroforez (Sekil 4.7) hem de SYBR Green 1 boyasi
uygulanarak (Sekil 4.8) gosterildi. Arastirmada sensitivite ve spesifite mastermiks
bilesimine ilaveler yapilarak %100 olarak belirlendi.

Bu c¢alismada primer se¢imi PrimerExplorer V5 programi kullanilarak
gerceklestirildi. Ancak optimizasyon islemlerinde basarili sonu¢ elde edilemedi.
Bunun iizerine FIP ve BIP primerleri poli T linker ile birlestirilerek calismalar
siirdiiriildii. Ancak yine beklenen performansda amplikon (liriin) elde edilememesi
tizerine Yang vd. (2018), tarafindan bildirilen primerler temin edilerek ¢alismalara
devam edildi. Mastermiks bilesimi Tablo 3.7’de belirtilen konsantrasyonlarda
hazirlanarak test optimizasyonlari gerceklestirildi. Optimizasyon islemiyle ilgili
olarak Tablo 3.7°deki oranlara erisim i¢in ¢ok sayida parametre degisikligi
gerceklestirildi. Bu islemlerden bazilari, primer degisikligi, FIP ve BIP primerlerine
poli T linker ilavesi, primer konsantrasyonlarinin tespiti, spesifiteyi artirmak
amaciyla betain konsantrasyonunun ayarlanmasi, template DNA miktarinin
ayarlanmas1 ve reaksiyon 1s1 ve siliresinin ayarlanmasidir. Mastermiksler
amplifikasyon isleminden sonra {irlin, %0.1 oraninda SYBR Green I ile muamele
edilerek Sekil 4.6’daki sonuglar elde edildi. LAMP test sonuglari, elektroforez ve
gorsel olarak degerlendirildi. SYBR Green I ile 1s1ma rengi boyanin orijinal rengi
olan turuncu renkte oldugunda reaksiyon negatif, floresan yesil 151k verdiginde ise
reaksiyon pozitif olarak yorumlandi (Sekil 4.6). S. Enteritidis’in invA genine dayali
LAMP optimizasyonu i¢in hazirlanan mastermiksler thermalcycler’da, 65°C’de 60dk
boyunca amplifikasyon islemine tabi tutuldu. Son olarak reaksiyonun durdurulmasi
icin 80°C’de 2dk bekletildi. Test prensip olarak kolay goériinmekle birlikte LAMP
optimizasyonu i¢in; primer se¢imi, konsantrasyonu, reaksiyon bilesenleri, reaksiyon
181 ve siiresi, tespit yontemi gibi ¢ok sayida kritik parametre bulunmaktadir. Bu
sebeple testde kullanilacak parametre sayisini azaltmaya yonelik mastermiks
soliisyonlarinin tercih edilmesi, farkli enzimlerin tercihi, en az 3 ¢ift primer tercihi
olas1 olumsuzluklart minimuma indirmede yardimci olacaktir. Primer se¢imi ile ilgili
cok sinirli software mevcut olup bunlar arasinda WinEpiscope 5.0 en yaygin
kullanilanidir. Bu program ile National Center For Biotechnology Information
(NCBI)’dan secilen gen dizisi txt formatinda WinEpiscope programina yiiklenerek
cok sayida primer secenegi olusturulmaktadir. Primer se¢iminde belirtilen kriterlere
gore en uygun (AG) degerine sahip primerler secilmektedir. Ancak burada da

alternatifler mevcut olup en uygun olanlardan en az 3 adedinin seg¢ilmesi test
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geligtiriciler tarafindan Onerilmektedir. Bizim ilk uygulamada basar1 elde
edemememizin nedeninin programdan sadece bir ¢ift primer se¢imimizle ilgili
oldugu anlasildi. Nitekim, Yang vd. (2018)’nin Onerdigi primerin WinEpiscope.5
programinda sunulan alternatiflerden olmasi bizi bu degerlendirmeye yoOneltti.
Brusella ve Leptospira ¢alismalarinda yeterli amplikon elde edilememesinin nedeni
olarak; yeterli sayida primer tercihinin ve testinin yapilmamasi ve primerlerin (FIP-
BIP) HPLC saflastirilmasindaki yetersizlik sonucu olabilecegi diisiintilmiistiir.

Bu calismada optimal 1s1 ve siire 65°C de 60 dakika olarak tespit edildi. Bu
sonuclar Mei vd. (2019) ile Zhang vd. (2019)’nin yaptiklar1 ¢aligmalar ile benzerlik
gostermektedir. Diger arastiricilarin bazilar1 da 60-65°C arasinda benzer stirelerde 60
dakikaya kadar siirelerde bazilar1 da 30 dakika igerisinde LAMP testini optimize
ettiklerini bildirmislerdir. Bu testlerin kisa siirede tamamlanmasindaki en onemli
ozellik 2 cift primere ilave olarak 3’lincii ¢ift primer olarak loop primerlerin
kullanimidir. Bu faktorlere ilave olarak primer segimi ve arastiricilarin DNA
ekstraksiyon yontemleri, siire ve 1s1 tercihi gibi birgok parametre testin spesifitesinde

onemli rol oynamaktadir.

Mei vd. (2019), yaptiklar ¢alismada, Salmonella hilA geninin saptanmasi i¢in
dongii aracili izotermal amplifikasyonu yanal akis 6lgiim ¢ubugu (LAMP-LFD) ile
birlestiren hizli ve verimli bir yontem gelistirmislerdir. LAMP-LAFD yontemini,
PCR ve ger¢ek zamanli PCR yontemleriyle karsilastirdiklarinda, LAMP-LFD testi
ile aym oOzgilliige ancak daha yiiksek duyarliliga sahip olduguna kanaat
getirmislerdir. LAMP yontemi ile 65°C'de yalnizca 40 dakikada reaksiyon
gerceklesmis ve 52 Salmonella susunun timii, LAMP-LFD testi ile pozitif sonuglar
vermistir. Sonug olarak, hilA genini hedefleyen gelistirilmis LAMP-LFD yonteminin
hizli, spesifik, hassas oldugunu ve Salmonella tespiti i¢in islem kolayligi sagladigini
gostererek, bu yontemin geleneksel test yontemlerine alternatif olarak kullanilma

potansiyeli oldugunu ve uygulanabilecegini géstermislerdir.

Wang ve Wang (2013), yaptiklart calismada gida kaynakli patojen
Salmonella’y1 saptayabilen LAMP yonteminin performansini degerlendirmislerdir.
Ug c¢ift primer, hedef invA genindeki sekiz farkli diziyi tammak igin dzel olarak
tasarlanmistir. Salmonella'nin amplifikasyonu i¢in zaman ve sicaklik kosullarini,

61°C'de 40 dakika olacak sekilde optimize etmisler ve tespit limitini LAMP
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yonteminde 142cfu/ml olarak tespit ederken, konvansiyonel PCR testinde ise

103cfu/ml olarak belirlemislerdir.

Ou vd. (2021), yaptiklar1 calismada, LAMP teknolojisine dayali olarak
Salmonella i¢in hizli bir tespit yontemi olusturmayir amaglamiglardir. Primerleri,
Salmonella’nin spesifik iNnVA geni i¢in tasarlayarak, primer tarama ve reaksiyon
kosullarinin optimizasyonu yoluyla ve ger¢ek zamanli floresan ve gorsel gézlem
sonuglartyla Salmonella'yr saptamak icin bir LAMP yontemi olusturmuslardir.
Yontemin duyarliligini ve 06zgiilliigiinii degerlendirmek amaciyla kontamine ve
kontamine olmayan klinik numuneleri test etmislerdir. LAMP'in optimal reaksiyon
sicakligi 60-65°C ve optimal reaksiyon siiresi 25-30 dakika olacak sekilde
uygulamislar ve sonug olarak ger¢ek zamanli floresan ve gorsel gozlem ile 1,4 pg/uL
oldugunu belirlemiglerdir. Salmonella olmayan 22 tiirle ¢apraz reaksiyon
gozlemlenmedigine ve testin 6zgiilliigiiniin %100 olduguna kanaat getirmislerdir. Ek
olarak, Salmonella ile kontamine olmus 30 numune, Salmonella ile kontamine
olmayan 30 numune/bakteri kiiltiirii ve mikrobiyal kiitle spektrometrisi ile pozitif
olarak tanimlanan 8 klinik numune test edilmistir. Yontemin pozitiflik oran1 gercek
zamanlt floresan ile %97.4 ve gorsel gozlem ile %89,5, negatiflik orant %100 ve

toplam oranlart %98.5 ve %94.1 olarak belirlenmistir.

Wang vd. (2022), gidalarda Salmonella'nin hizli tespiti amaciyla LAMP
yontemini  gelistirmis ve Salmonella’nin invA genini hedefleyen primerler
tasarlamiglardir. Standart rekombinant invA-plazmit numuneleri ve 100 adet et
numunesini LAMP ile test etmisler ve sirasiyla konvansiyonel PCR ve rutin (Cin
Ulusal Gida Giivenligi Standardi-Gidalarin Mikrobiyolojik Incelemesi) Salmonella
incelemesi ile test edilen ornekleri karsilastirmislardir. Sonug olarak sekiz farkli
serotipe ait Salmonella suslarinin, gelistirilen LAMP testi ile basarili bir sekilde
amplifiye edildigini ve bu yontemin standart invA-plazmit numunesinin pL'si basina
8x102 kopya analitik hassasiyetle geleneksel PCR'dan 1000 kat daha duyarl
oldugunu gostermislerdir. Sonuclari, LAMP reaksiyon tiipline kalsein ve MnCl2
ekleyerek dogrudan gorsellestirmisler ve pozitif olarak amplifiye edilen iiriinlerin 2
dakikalik bir inkiibasyondan sonra yesile dondiiglinii gozlemlemislerdir. Paralel
saptamada, LAMP testi ile pozitif Salmonella oraninin, rutin Cin ulusal standart tani

yontemiyle yiiksek oranda benzer olduguna kanaat getirmislerdir. Gelistirilen LAMP
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testinin Salmonella’nin tespiti igin basit, hizli, giiclii bir sekilde spesifik, oldukca

hassas ve gorsel bir tespit yontemi oldugunu gostermislerdir.

Abdullah vd. (2014), Malezya’da S. Typhi izolatlarinin varligmi saptamak,
testin duyarhillk ve Ozgiilliigiini belirlemek amaciyla LAMP yontemini
degerlendirmislerdir. S. Typhi genlerinin saperon PapD STBHUCCB_38510
lokusuna dayali olarak iki dis ve 4 icten olusan iic primer seti tasarlamiglardir.
Reaksiyon, sablon olarak S. Typhi ATCC7251'in genomik DNA's1 kullanilarak
optimize edilmis ve iriinler, reaksiyonun renk degisiklikleri ile dogrudan
gorsellestirilmigstir. Pozitif sonuglar yesil fluoresansla ve negatif sonuglar turuncu
renkle gosterilmigtir. Test, O6zgiillik, duyarlilik ve saha orneklerinde uygulama
acisindan ayrica degerlendirilmis ve sonuclar, altin standart kiiltiir yontemi ve PCR
ile elde edilenlerle karsilastirllmistir. LAMP’in optimize edilmis konvasiyonel
PCR’a kiyasla S. Typhi'yi saptamada oldukca spesifik ve 10 kat daha hassas bir

.yontem oldugunu tespit etmislerdir.

Wang vd. (2008), gida kaynakli patojen Salmonella'nin invA geninin hizlh
tespiti i¢in dongli aracili izotermal amplifikasyon (LAMP) yonteminin 6zgilliiglinii
ve duyarliligimi degerlendirmigler ve bu tespit sistemi ile 241bp’lik hedef DNA’y1
amplifiye ederek, 65°C'de izotermal kosullar altinda 60 dakika i¢inde agaroz jel
tizerinde merdiven benzeri bantlari gorsellestirmislerdir. LAMP testinin saptama
limitinin reaksiyon hacminde 100fg DNA/tiip,  klasik konvansiyonel PCR
yonteminde ise 1pg/tiip oldugu tespit edilmistir. Testin hassasiyeti goz Oniine
alindiginda, Ipg Salmonella hedef DNA’s1 icin, LAMP reaksiyonunda 100ng
Salmonella olmayan genomik DNA'nin mevcudiyetinin amplifikasyon verimliligini
olumsuz yonde etkilemedigi belirtilmistir. Ayrica LAMP yonteminde izotermal
kosullarin gergeklestirilebilmesi i¢in su banyosu veya 1sitict blogun yeterli oldugu ve
testin ozellikle hizliligi, basitligi ve diisiik maliyeti nedeniyle laboratuvar ortaminda

kolaylikla uygulanabilecegi vurgulanmistir.

Yiiksel (2018), yilinda Tiirkiye’de yaptigi bir ¢aligmada tavuk etlerinde
Salmonella spp. ve Campylobacter spp.’nin teshisinde klasik kiiltiirel metod, LAMP
ve Real time PCR’1 karsilastirmis ve sonug¢ olarak LAMP testinin bu metodlarla
uyumlu oldugunu, hizli, spesifik, hassas ve diisilk maliyetli olmas1 gibi 6zellikleri

sayesinde Real Time PCR’a alternatif olabilecegini belirlemislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Salmonella tiirleri basta enterik enfeksiyonlar olmak tizere sistemik septisemik
enfeksiyonlara, sigir ve koyunlarda abortlara, kanatlilarda pullorum ve kanath
tifosuna neden olan zoonotik etkenlerdir. Salmonella etkenlerinin geleneksel kiiltiirel
yontemlerle teshisi uzun siirmekte ve olduk¢a zahmetlidir. Giiniimiizde altin standart
olarak kabul edilen kiiltiirel yontemler kadar giivenilir olan, hem zaman hem de
ekonomik acidan tasarruf saglayan, sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek yeni
yontemlerin 6nemi giderek artmaktadir. Bu nedenle, molekiiler yontemlerden klasik
konvansiyonel PCR, Real Time PCR ve LAMP’in kullanimi1 daha fazla 6nem
kazanmaktadir. Hizli amplifikasyon, basit kullanim ve kolay tespit avantajlar1 gz
ontine alindiginda LAMP, gelismis ekipman veya kalifiye personel gerektirmeden
ozellikle imkanlarin daha kisith oldugu gelismekte olan iilkelerde bulasic
hastaliklarin izlenmesinin yani sira klinik teshis icin potansiyel uygulamalara
sahiptir. Son yillarda LAMP yontemiyle ilgili cok sayida ¢alisma yapilmis olup bu
avantajli diyagnostik Ozellikleri nedeniyle PCR’ye alternatif bir yontem olarak

gosterilmektedir.

Bu ¢aligmada, klasik konvansiyonel PCR, RT-PCR ve LAMP yontemleriyle
invVA genine ait spesifik DNA sekanslari ile Salmonella spp. varlig1 tespit edilmeye
calisilmigtir. Tez galismasi ile testin duryarliligi ve 6zgiilliigii sinirli sayida referans
suglar ile degerlendirilmis olsa da, Salmonella spp. invA geninin varhigi yiiksek

ozgiilliik ve hassasiyetle tespit edilmistir.

Salmonella spp.’nin kiiltiir yontemiyle tespitinde ¢ok sayida biyokimyasal ve
serolojik testlerden kaynaklanan sarf malzeme maliyetleri ve zaman kaybina sebep
olan durumlar, LAMP ve PCR testlerini 6n plana ¢ikarmistir. LAMP yontemi igin
yiikksek maliyetlere sahip termal siklus cihazina ihtiya¢ duyulmamasi, izotermal
sicaklikta DNA iirtinlerinin basit bir sicak su banyosu ya da kuru blok 1siticilarda 60-
65°C’de elde edilebilmesi, sonucun SYBR Green I boyasi gibi indikatorlerle ¢iplak
gozle bile goriilebilir olmas1 bu testin PCR’a alternatif bir yontem haline geldigini
kanitlar niteliktedir. Bu calismada, LAMP reaksiyonu 65°C sicaklikta 45dk’da
gerceklestirilmis ve sonucglar hem elektroforezle hem de SYBR Green 1 boyasi

kullanilarak gorsel hale getirilmistir.

Konvansiyonel PCR uygulamalarinda hedef DNA’ya 6zgii 2 adet primer

kullanilirken, Real-time PCR’da bunlara ilave olarak problar ve boyalar
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kullanilmaktadir. LAMP’te ise hedef DNA’daki 8 bdlgeyi taniyan 6 adet primer
kullanilir. Bu durum LAMP reaksiyonunun hedef mikroorganizmaya 6zgiilliigliniin
PCR’dan daha yiiksek olmasini saglar. Calismamizda da elde edilen sonuglara
bakildiginda LAMP reaksiyonunun oOzgilliigii ve duyarliligt %100 olarak
belirlenirken, testin tespit limiti PCR ve real-time PCR ile karsilagtirildiginda en
diisiik 3.66x10? olarak belirlenmistir. Diger ¢alismalarda da tez ¢alismasinda tespit
ettigimiz oranlarla benzer limitler belirlenmistir. Bu durum 6zellikle incelenen

materyalde bulunan DNA miktar1 diisiik oldugunda 6nem tagimaktadir.

Sonug olarak, LAMP testin Salmonella’nin tespitine yonelik optimizasyonu ile
ilgili Olgiitler belirlenerek testin tani performansinin belirlenmesi asamasina
gelinmigtir. Bu asamada LAMP’in prototip olarak kullanimin1 hedefleyen proje
hazirliklar1 ile tam1 ve saha validasyonlarina yonelik c¢aligmalarin siirdiiriilmesi

hedeflenmistir.
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