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OZET

fzmir, Manisa ve Usak illerindeki kanathlardan elde edilen Salmonella
izolatlarinda  viriillans faktorlerinin, antimikrobiyal ve dezenfektan
duyarhhiklarmin ve klonal yakinhgin arastirilmasi

Bu c¢aligmada kanatli Salmonella suslarinda, ¢esitli antibiyotik ve
dezenfektanlarin etkileri, antibiyotik direnci tespit edilen suslarda antibiyotik direng
genlerinin tespit edilmesi, ¢esitli virlilans genlerinin saptanmasi ve suslar arasinda
klonal iliskinin arastirilmas1 amaclanmistir.

Tiirkiye Cumbhuriyeti Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 biinyesinde yer
alan Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii’'ne bagli Kanatli Hastaliklar1 Teshis
Laboratuvari’nda 2014 - 2015 yillarinda izole edilen ve serotiplendirme i¢in Etlik
Merkez Arastirma Enstitiisii Bakteriyoloji Laboratuvari (Salmonella Ulusal Referans
Laboratuvari )’na gonderilen 45 kanatli susu ¢alismaya alindi.

Ilk olarak 10 degisik antibiyotik kullanilarak Kirky Bauer disk difiizyon
yontemi ile Clinical and Laboratory Standard Institute kriterlerine gore suslarin
antibiyotik duyarlilik profilleri belirlendi. Daha sonra yaygin kullanilan
dezenfektanlarin suslar iizerine etkileri sivi mikrodilisyon yontemi ile incelendi.
Disk difiizyon testi sonuglarina gore B-laktam ve tetrasiklin direnci goriilen suslarda
bes diren¢ geni Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile arastirildi. Ayrica,
infeksiyon olusumunda kritik rolii olan alti viriilans geni de PZR ile saptandi.
Calismanin sonunda suslar arasindaki klonal iliski Pulsed Field Jel Elektroforez
(PFGE) yontemi yardimiyla degerlendirildi.

B-Laktam (ampisilin, amoksisilin ve amoksisilin+klavulanik asit) ve
tetrasiklin (doksisiklin ve oksitetrasiklin) grubu antibiyotiklere karsi toplam 20
Salmonella susunda direng tespit edildi. Diger test edilen antibiyotiklere (sefepime,
levofloksasin, siprofloksasin, sefotaksim, kolistin siilfat) kars1 direng gézlenmedi. B-
Laktam direnci tespit edilen suslarda Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL)
varligi blarem blacrxmve blasav ile aragtirildi ancak bu genler bulunamadi. Tetrasiklin
direnci gosteren suslarda tetA ve tetB direng genleri arastirildi ve 7 susta sadece tetA
bulundu.

Sivi mikrodiliisyon yontemi ile 45 Salmonella spp. susunun dort ayri
dezenfektana olan duyarliliklari ¢alisildi. 25 Salmonella susunda Virkon-S® ‘e direng

tespit edildi.



Viriilans genlerinden invA, sopB, sopE, sifA, pefA, ve pipD arastirildi. Bu
genlerden invA suslarin tiimiinde bulunurken, sopB (%93.3), sopE (%37.7), sifA
(%31.1), pefA (%35.5) ve pipD (%95.5) oranlarinda belirlendi.

Molekiiler tiplendirme yontemi olan PFGE ile 45 sus arasindaki klonal iligki
arastirildi. Calisilan suslarin dordiinde yontem tekrar edilmesine ragmen patern elde
edilemedi. Ortaya ¢ikan 13 ayr1 Salmonella serotipi igeren 41 susa ait dendogramda
39 ayr1 pulsotip tespit edildi. Suslar arast klonal yakinlik % 30 ile % 100 arasinda
bulundu. Ayrim / simir degeri, % 53 olarak alind1 ve suslar arasinda sekiz ayr1 kiime
olusumu gozlendi. Kiimelerin sahip oldugu sus sayilarin genetik benzerliklerine
dayanarak ¢ ile 12 arasinda degistigi belirlendi.

Calismamiz iki yillik bir dénemde Izmir, Manisa ve Usak illerindeki
kanathilardan izole ve identifiye 45 Salmonella susunda, B-Laktam ve tetrasiklin
grubu antibiyotiklere karsi direng oldugunu ve dezenfektan direncinin goriildiigiini
ortaya koymaktadir. Antibiyotik direncli suslarda GSBL tespit edilmemesine ragmen
bazi suslarda tetrasiklin direng geni olan tetA saptanmistir. Farkli viriilans genleri
degisik serotiplerde belirlenmis ve galisilan suslar arasinda yiiksek oranlarda klonal
yakinlik goriilmistiir. Salmonella antibiyotik direng ve viriilans genleri ile ilgili
iilkemizde daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler : Kanatli, Salmonella spp., dezenfektan, direng, viriilans



ABSTRACT

Investigation of antimicrobial and disinfectant susceptibility, virulence factors
and clonal relatedness of winged animals Salmonella isolates from Iizmir,
Manisa and Usak.

The aim of this study was to investigate the effects of different antibiotics and
disinfectants, antibiotic resistance genes in resistant strains, different virulence genes
and clonal relationships in Salmonella isolates of winged animals.

The 45 strains of winged animals isolated in 2014-2015 from Poultry
Diseases Diagnostic Laboratory of Bornova Veterinary Control Institute related to
Turkish Republic Food, Agriculture and Livestock and serotyped in Etlik Central
Research Institute Bacteriology Laboratory  (Salmonella National Reference
Laboratory) were taken into study.

At first, Kirky Bauer disc diffusion method with 10 different types of
antibiotics was applied in order to determine the antibiotic suspectibility profiles of
the strains in accordance with Clinical and Laboratory Standard Institute’s criteria.
Then, the effects of frequently used disinfectants were examined on strains using
broth microdilution method. According to the results of disc diffusion method, five
antibiotic resistance genes were investigated using Polimerase Chain Reaction (PCR)
in the strains which were resistant to B-lactams and tetracyclines. Furthermore, six
virulence genes which have crucial role in occurence of infection were detected by
using PCR. At the end of the study, clonal relationships between the strains were
evaluated with the help of Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) method.

The 20 Salmonella strains were found resistant to B-lactam (ampicillin,
amoxicillin and amoxicillin+clavulanic acid) group and tetracycline (doxycycline
and oxytetracycline) group antibiotics. No resistance were observed in strains to
other tested antibiotics (cefepime, levofloxacin, ciprofloxacin, cefotaxime and
colistin sulphate). The presence of Extended Spectrum Spectrum Beta Lactamase
(ESBL) were investigated by using blarem, blacrxvm and blasnv in  strains which were
found resistant to 3-lactams but none of the genes were detected. Also tetA and tetB
resistance genes were examined in strains which were resistant to tetracyclines and
only tetA was found in seven strains.

The suspectibilities of 45 Salmonella strains to four different disinfectants
were studied by using broth microdilution method. 25 Salmonella strains were
detected resistant to Virkon-S® .

\



The virulence genes, invA, sopB, sopE, sifA, pefA, and pipD were
investigated. InvA was found in all strains and others were determined at the rates of
sopB (93.3%), sopE (37.7%), sifA (31.1%), pefA (35.5%) and pipD (%95.5).

The clonal relatedness between 45 strains were researched using PFGE which
is a molecular typing method. Although the test was repeated, no patterns were
gained in four strains. According to the dendogram which revealed including 41
strains and 13 different serotypes, 39 distinct pulsotypes were detected. The clonal
relatedness between strains was in the range of 30% and 100%. The cut-off value
was taken as 53% and the formation of eight different clusters were observed.
Depending on the genetical relatedness, the number of strains which belonged to
clusters was determined as three and 12.

Resistance to B-lactam and tetracycline group antibiotics and a disinfectant
was revealed by our study in 45 Salmonella strains which were isolated and
identified from winged animals located izmir, Manisa and Usak in a two year
period. Although ESBL wasn’t observed in resistant strains, tetA was detected in
some of them. Different virulence genes were found in various serotypes and high
clonal relatedness levels were seen between the studied strains. More investigations
are needed about Salmonella antibiotic and virulence genes in our country.

Keywords : Winged animals, Salmonella spp., disinfectant, resistance,

virulence
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BOLUM I
GIRIS ve AMAC
1.1. Giris

Salmonella’lar Gram (-) enterik bakteriler olup, sahip olduklar1 2600’1 askin
serotip araciligiyla insan ve hayvanlarda diinya geneline yayilan infeksiyonlara ve
gida zehirlenmelerine neden olmaktadir (1-4, 7). Salmonella’lar zoonotik 6zellikte
etkenlerdir ve yirminci ylizyilin ikinci yarisindan itibaren giderek artan sayida
salginlara yol agmiglardir. Salginlarin artmasinin temel sebepleri altyapr yetersizligi
ile kirli, atik sularin icme ve kullanim sularina karismalaridir. insanlarin ve vahsi
kuslar, evcil hayvanlar ve kemiriciler gibi bir¢ok hayvan tiirlinlin barsaklarinda
bulunurlar (5, 6, 8, 9, 10). Dere, irmak, diger su kaynaklarinda ve toprakta da tespit
edilebilirler. Insandan tavuga, yilandan kaplumbagaya kadar bircok farkli canli
tirtinii etkileyebilecek patojenite potansiyeline sahiptirler (8-11, 14, 15).

Salmonella’lar dogada ¢ok yaygin  bulunan etkenler olup, insan ve
hayvanlara ¢esitli yollarla bulasma egilimi gosterirler. Bulagmada en kritik hastalik
kaynaklari, hasta ve tastyict insan ve hayvanlar, insanlar i¢in kontamine hayvansal
kokenli gidalar (et, yumurta, siit vb.), hayvanlar i¢in kontamine yemler, bitkiler,
insan ve hayvan diskisi ile kontamine olmus sular ve vahsi hayvanlardir (11, 12, 14).
Basta kanatli hayvanlar olmak iizere sigir, koyun ve kegi gibi hayvanlardan elde
edilen iiriinler insanlarda goriilen salmonelloz vakalari yoniinden 6nemlidir (11, 12,
14, 15). Yetiskinlerde ¢ogunlukla kontamine gidalarin tiikketilmesi sonucu infeksiyon
ortaya ¢ikarken, yenidogan ve gocuklarda kisiden kisiye ¢apraz bulas ile infeksiyon
gelisimi daha 6n plandadir (1, 6, 7, 11, 12, 14, 15). 2009 yilinda yayimnlanan Avrupa
Birligi (AB) verilerine gore Salmonella’lar en sik et ve yumurta tiretimi amaciyla
yetistirilen tavuklarda, saptanmistir (16). Bu  kanath isletmelerinde uygulanacak
Salmonella kontrol programlari, primer infeksiyon kaynagmi en aza indirme

noktasinda hem insan hem kanatli saglig1 agisindan kritik 6neme sahiptir (15, 17).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) 2016 yili raporlarinda gida kaynakli
hastaliklara 6zel bir dnem verilmistir. Orgiit tarafindan yapilan ¢alismalar sonucunda
diinya ¢apinda her yil diinya niifusunun onda birinin gida kaynakli infeksiyonlara
maruz kaldiginin alt1 ¢izilmis ve bu maruziyetin yillik ortalama 33 milyon saglikli
yasam yilinin heba olmasina ve yiiksek miktarda maddi kayba yol agtig1 belirtilmistir
(18). Ayrica, sagliksiz gidadan kaynaklanan diyare ile seyreden hastaliklarin en
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yaygin goriilen hastaliklar oldugu ve yilda yaklasik 220 milyonu 5 yas alt1 ¢ocuk
olmak iizere yaklasik 550 milyon insami etkiledigi aciklanmistir. Buradaki esas
onemli nokta ise diyare ile seyreden hastaliklarin dortte birinin Salmonella tiirleri

tarafindan olusturulmasidir (18).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) merkezli Hastalik Kontrol ve Korunma
Merkezleri’nin (Centers for Disease Control and Prevention - CDC) 2000-2008
yillarini igeren verilerine gore her yil tahmini 1 milyon Salmonella olgusu rapor
edilmektedir (19, 20). Bu olgularin yaklagik 19.000 tanesi hastanede tedavi altina
alinmakta ancak olgularin 380’den fazlasinin mortalite ile sonug¢landigi
belirtilmektedir. Yine ABD’de bulunan Center for Science in the Public Interest’in
(CSPI) 1990-2003 yillarint kapsayan verilerinde, ABD’de bakteri kaynakli 554
salgmin 111’inde sorumlu patojenin Salmonella tiirleri oldugu bildirilmis ve yine
ayni verilerde salginlarin agirlikli oraninin kanatli et tirinleri ve yumurta tiikketimi

kaynakli oldugu vurgulanmistir (15, 19, 20).

Son yillarda Avrupa Birligi’ne iiye iilkelerde yapilan ¢aligmalarda, kanath
trtinleri tiiketimi sonucu gelisen zehirlenmelerde bir artis oldugu ve Salmonella
Infantis serotipinin dzellikle yumurta kaynakli bulasim konusunda 6n plana ¢iktig
belirlenmistir (21, 22). Buna ek olarak hastane infeksiyonlarinda S. Infantis’in izole
edildiginin ve bu tip infeksiyonlarin da inat¢i1 bir seyir izlediginin alti ¢izilmistir

(22).

Ulkemizde Salmonella’larm yol actign infeksiyonlar diger salgm hastaliklar
icerisinde Onemli bir yerde bulunmakta ve ciddi bir halk sagligi sorunu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (6). Ozellikle, son yillarda diinyanin bir ¢ok bolgesinde ulusal
ve uluslararasi hayvansal iiriin ve gida ticaretinin artmasi, gida iiretim ve tiiketim
aligkanliklarinin degismesi ve toplumumuz bazinda kanatl iirlinlerinin tiiketiminin
son 10 y1l i¢erisinde katlanarak artmasi sonucunda Salmonella infeksiyonlar: Tiirkiye

icin daha da 6nem kazanmustir (23, 24).

Beyaz Et Sanayicileri ve Damizlik Birligi Dernegi 2014 yili verilerine gore
Tiirkiye pili¢ eti liretiminde diinyada 8. Sirada bulunmaktadir. Ayn1 verilere gore
1990 yilindan 2014 yilina kadar olan siirecte pili¢ eti iiretimi 2.95 kat, hindi eti
tiretimi ise 2.25 kat artmistir. 2001 yilinda 9.7 kilogram olan kisi basi kanath eti

tikketimi, 2014 yilinda 22.3 kilograma ulagmistir. Giinlimiizde ulusal kanatl sektorii



yaklasik 600.000 kisi istihdam etmekte ve yillik ciro bazinda 5.25 milyar Amerikan

dolar1 seviyesine ulasmis bulunmaktadir (25).

Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitlisii 2016 yil1 verilerine gore ,
tilkemize ait yumurta iretim, tiiketim, ihracat ve ithalatina dair bir projeksiyon
sunulmustur. Caligmaya gore 1991 yilinda 7.7 milyar adet diizeyindeki yumurta
tiretimi, 2014 yilinda 17.1 milyar adete yiikselmistir. Ayrica, 2005 yilinda 115 adet
olarak seyreden kisi basi tikketim 2014 yilinda 194 adet olmustur (26).

2011 y1l1 sonu itibariyle ilkemizde 129 Salmonella serovar: izole edilmistir.
Bu serovarlarin 53’ii insandan, 38’1 insan ve insan dis1 kaynaklardan, 38’inin yalniz

insan dis1 kaynaklardan izole edildigi bildirilmistir (23, 27).

Kanatli hayvanlarin 6nemli bakteriyel infeksiyonlarindan birisi olan
Salmonelloz’in teshisinde kanatli i¢ organlarindan izole edilmesi biiyiik 6nem
tagimaktadir. Alinan kontrol ve eradikasyon onlemlerine karsin hastalik halen bir ¢ok
tilkede ticari isletme kiimeslerinde goriilmektedir (3, 5, 8). Kanatlilarda Salmonella
infeksiyonlarindan gerek korunma gerekse tedavide antibiyotikler sik ve yaygin
olarak kullanilmaktadir (5, 8, 9, 10). Ancak bu tip uygulamalar gecici gareler
tiretmekte tam manasiyla bir sagaltim ne yazik ki saglanamamaktadir (2, 5, 8).
Ayrica, gereksiz ve bilingsiz antibiyotik kullanimi sonrasi Salmonella direng
gelismekte ve bu kazanilan direng¢ insan ve hayvan suslarina aktarilabilmektedir .
Antibiyotik direnci gelisiminde diger 6nemli bir nokta ise insan infeksiyonlarinin
tedavilerinde goriilen benzer hatali uygulamalardir. Insan ve hayvan
infeksiyonlarinda bu tip yanlis tedaviler sonrasi direngli suslarin artmasi ile birlikte

tedavi ve korunmada sorunlarla karsilasilmasi ka¢inilmazdir (11, 14, 15, 27).

1.2.  Genel Bilgiler
1.2.1. Salmonella
1.2.1.1. Tarihce

Salmonella, ilk defa tifoid basili olarak 1880 yilinda Alman bakteriyologlar
Koch ve Ebert tarafindan tanimlanmis ve 1884 yilinda Gaffky bu bakterinin
kiiltirini  yapmay1 basarmistir (3, 4, 6). 1885 yilinda Amerikali bakteriyolog
veteriner hekim Daniel E. Salmon domuz vebasma yol agan kolera basilini

karakterize etmis ve Bacterium uipestifer olarak adlandirmistir. Adi1 gecen bakteri
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sonradan Salmonella Cholerasuis olarak yeniden tamimlanmustir (5, 7, 8). Paratifoid
basil 1896’da Achard ve bensaud tarafindan izole edilmistir. Salmonella genusu ise
Daniel E. Salmon’a ithafen Lignieres tarafindan 1900 yilinda adlandirilmistir.
Salmonella etkeninin laboratuvar kosullarinda izolasyonu 1888 yilinda Gaertner

tarafindan gergeklestirilmistir (27, 28).

1.2.1.2. Taksonomi ve Nomenklatiir

Salmonella cinsinin siniflandirilmasit ve adlandirilmast son 100 yiizyil
igerisinde defalarca degismis ve heniiz netlik kazanmamistir. Salmonella’larin ad ve
antijenik formiillerini belirli antijenlere gore gruplandiran Kauffman-White semasi
ilk olarak 1929 yilinda White tarafindan yaymlanmis ve 20 serovar tanimlanmistir
(29). Daha sonralari bu sema Kauffman ile Le Minor tarafindan gelistirilmis ve
binlerce yeni serovar eklenmistir. ~White-Kauffman-Le  Minor (WKL)

serotiplendirme semas1 2010 yilinda 2610 serovar igermekteydi (29, 30).

Giiniimiizde fenotipik benzerlikler, biyokimyasal oOzellikler ve molekiiler
temelli yontemlerle yapilan siiflandirmalar sonucunda Salmonella cinsi Salmonella
enterica ve Salmonella bongori olarak iki alt tiire ayrilmaktadir (29, 30). Salmonella
enterica ise alt1 alt tiire ayrilmaktadir. Salmonella enterica subsp. enterica’daki
serovarlar 6zel adlar ile, diger alt tiirlere ait serovarlar alt tiir sayisina isaret eden

Romen rakamlari ve antijenik formiilasyon ile ifade edilir (30) (Tablo 1).

Tablo 1. Salmonella tiirlerinin ve alttiirlerinin klasifikasyonu

SEROVAR
SAYISI ORANI
Salmonella enterica subsp. enterica m 1547 % 59.3
Salmonella enterica subsp. salamae (1 513 % 19.7
Salmonella enterica subsp. arizonae (1a) 100 % 3.8
Salmonella enterica subsp.  diarizonae (1b) 341 % 13.1
Salmonella enterica subsp. houtenae (V) 73 % 2.8
Salmonella enterica subsp. indica (V1) 13 % 0.5
Salmonella bongori V) 23 % 0.9
Toplam 2610




Bilinen Salmonella serotiplerinin ¢ogu Salmonella enterica (I) alt tiiriinde
yer alir ve bu alt tiire ait etkenlerin % 99°u insanlarda ve sicak kanli hayvanlarda
Salmonella infeksiyonlarina yol agmaktadir. Diger alt tiirlere ait serotipler soguk
kanli hayvanlardan, ¢evreden ve seyrek olarak da insanlardan izole edilmektedir(30,
31).

CDC, Salmonella enterica (lI)’da yer alan serotipler i¢in adlandirma
yapmaktadir. Bu adlandirmaya gore cins adi italik yazilir ve biiyiik harf ile baslar.
Serotip adi italik yazilmaz ve biiylik harf ile baglar. CDC’ye ait nomenklatiir Tablo
2’de gosterilmistir. Ayrica, Salmonella’/ar ilk izole edildikleri sehrin veya canlinin
adi ile tamimlanirlar (S. enterica subsp. enterica serovar Kentucky veya S. enterica
subsp. enterica serovar Gallinarum). Ancak bu tip adlandirmalar pek
kullanilmamakta, Salmonella etkenleri i¢in ¢ogu bilimsel yaymn ve kitapta kisaltma
yoluna gidilmektedir (Salmonella Kentucky — Salmonella Gallinarum vb.) (29, 30,
31).

Tablo 2. CDC tarafindan olusturulan nomenklatiir

TAKSONOMIK DURUM GUNCEL NOMENKLATUR

Cins (italik) Salmonella
Tiir (italik) e enterica (I, II, Ia, b, IV, VI)
e bongori (6nceden alttiir V olarak

adlandirilird)
Serotip (ilk harf biiyiik — italik e Serotip yazimda ilk defa
degil) kullani1ldiginda; serotip adi ‘serotip’
veya ‘ser’ kisaltmasindan sonra
kullanilir

e Alttiir I’de bulunan serotipler adlan ile, alttiir II, III, IV, VI ve S.
Bongori’ye ait serotipler antijenik formiilasyonla gosterilir.




1.2.1.3.  Mikrobiyolojik Ozellikler
1.2.1.3.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesinin genel Ozelliklerini tasiyan Salmonella’lar,
fakiiltatif anaerop, hareketli (Salmonella Gallinarum ve Salmonella Pullorum harig),
0,7 — 1,5 um eninde ve 2 — 5 um boyunda Gram negatif olarak boyanan peritris
flagellaya sahip gubuk seklinde patojen bakterilerdir (1, 4, 6, 7, 8, 27, 28, 32). Spor
ve kapsiil (bazi Paratyphi B2 suslart hari¢) olusturmazlar. Gram negatif boyanma
ozelliginde olup, metilen mavisi ve karbol fuksin gibi boyalarla da boyanirlar (3, 4,

6, 32).

Salmonella suglarinin ¢ogu fimbria sentezlemektedir. Suslarin genelinde Tip
1 fimbria yapimi goriillmekle beraber, Tip 2 ve Tip 3 fimbria sentezine de
rastlanmaktadir. Simdiye kadar Salmonella genomunda 35 farkli fimbriyal gen
kiimesi tespit edilmistir (1, 4, 6, 27).

1.2.1.3.2. Kiiltiir Ozellikleri

Salmonella’lar 2 - 47°C sicaklik araliginda ve pH 4 - 9 araliklarinda
tireyebilirler ancak optimal ireme sartlari; 1s1 37°C ve pH 7.4’tiir. Flagella ve
fimbriyalarin1 olumsuz sicaklik ve pH kosullarinda kaybedebilirler (28, 33, 34, 36).
Tuz oranmnmn % 2’den yukari oldugu ortamlarda Salmonella’larin {iremesi inhibe

olmakla beraber, artan 1s1 ile tuza karsi direnglerinin yiikseldigi saptanmistir (33, 35).

Salmonella suslarinda, ¢ogunlukla diger Enterobacteriaceae iiyeleri gibi
diizgiin (smooth, S) koloni morfolojisi goriilmesine ragmen mukoid (M) koloni
gelisimi de saptanabilmektedir (27, 33). M koloni olusturma olasiligi Salmonella
Paratyphi B gibi baz1 serovarlarda diisiik 1s1, nem ve yiiksek ozmolarite kosullarina

bagli olarak artmaktadir (33, 34).

Ozel gelistirme faktorlerine ihtiyag duymadan kolay ve g¢abuk iirerler. Rutin
caligmalarda kullanilan bir ¢ok besiyerinde iireme yetenekleri vardir (1, 6, 7, 33-36).
Nutrient agar’da (NA) 37°C’de / 24-48 saat inkiibasyon sonrasi 2-4 mm ¢apinda,
yuvarlak, S tipi, hafif siskin ve parlak koloniler olustururlar (1, 4, 28, 33). Mac
Conkey (MC) agar’da kenarlar1 diizgiin, renksiz; kanli agarda (KA) ise gri ve nemli
goriiniimlii koloni saptanmasi Salmonella’lar igin tipiktir . Buyyonda homojen bir

yapida olan hafif bir bulaniklik meydana getirirler (33-35).



1.2.1.3.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Salmonella’lar oksidatif ve fermentatif bakterilerdir ve laktoz negatif,
hidrojen siilfiir (H,S), sitrat ve lizin dekarboksilaz pozitif nitelik tasirlar. Glukoz,
mannitol ve bazen sorbitolden asit ve gaz olusturarak (Salmonella Gallinarum ve
Salmonella Typhi tiirleri gaz olusturmazlar) fermentasyon yaparlar (4, 5, 7, 33).
Sitrat1 tek karbon kaynagi olarak kullanirlar, ti¢ sekerli demirli besiyerinde (Triple
Sugar Iron Agar — TSI Agar) H,S meydana getirirler (Salmonella Choleraesuis’in
bazi suslar1 ve Salmonella Paratyphi A’nin bir¢ok susu harig), lizin ve ornitini
dekarboksile ederler (15, 33, 35). Ureaz enzimlerine sahip olmadiklar1 icin iire

hidrolizi ger¢eklestiremezler ve indol olusturmazlar (32).

1.2.1.3.4. Antijenik Yap1

Salmonella’lar sahip olduklar1 O, H ve Vi antijenlere gore serogruplara ve

serovarlara ayrilmaktadir (1, 4, 7, 27, 32).

1. O antijeni : Isiya ve alkole dayanikli, formole dayaniksiz hiicre duvar
polisakkaritidir. O antijenleri; O grup antijenleri ve yardimci O antijenleri olarak
ikiye ayrilmaktadir. O grup antijenleri, rfb gen bolgesi tarafindan kodlanan biitiin
Salmonella’larda bulunan ve serotiplendermede kritik rolii oynayan antijen alt tipidir.
O antijeni yardimiyla Sa/monella lar 60’dan fazla serogruba ayrilmiglardir (28, 33).
2. H antijeni : Flagellin ad1 verilen protein yapisindaki alt birimlerden olusan 1siya
duyarli ve formole direngli Kirpik antijenidir. Faz -1 ve Faz -2 olarak nitelenen iki
degisik antijenik yapiya sahip oldugu icin difazik antijen olarak adlandirilir (27).
Faz-1 antijeni diger enterik bakterilerle benzerlik gosterirken, Faz-2 antijenini
kodlayan gen Salmonella genomuna spesifiktir. Salmonella’lar H antijenlerinin
yardimiyla serovarlara ayrilir (33, 35).

3. Vi antijeni : Yiizeysel bir antijen olan Vi antijeni polisakkarit yapida olup O
antijeninin disinda bulunur. Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A ve
Salmonella Dublin suslarinda bulunur (6, 34). Bu antijen, O antijenini maskeledigi
icin bakteri anti-O serumlar1 ile agliitine olmaz. Bundan dolay1 Vi antijeni tasiyan

suglar 60°C’da 1sitilir ve Vi antijenin ortamdan uzaklagmasi saglanir (32, 33).



1.2.1.3.5. Kimyasal ve Fiziksel Ajanlara Duyarhhk

Salmonella’lar, %70’lik etanol, %2’lik gluteraldehid, iyot bazli
dezenfektanlara ve formaldehite karsi olduk¢a duyarlidir. Nemli 1sida 121°C’de 15
dakikada ve kuru 1sida ise 160-170 °C’de 1 saatte aktivitesini kaybeder.
Salmonella’lar % 8 tuz konsantrasyonuna sahip sularda canli kalabilir ancak sularin

dezenfeksiyon amacli klorlanmasi sonucu yok olurlar (28, 32, 37).

1.2.1.3.6. Salmonella’larin Baz1 Cevresel Kosullarda ve Gidalarda Canh Kalma

Siireleri

Salmonella’larin gida kaynakli infeksiyonlarda ilk siralarda yer almasinin en
basta gelen sebeplerinden birisi, etkenin gevresel kosullara kars1 gosterdigi yiiksek
diizeydeki direnctir. Bakteriler, toprakta 360-480 giin, kanath althiginda 150-160 giin,
kanatli giibresinde 30-40 giin, ¢esme suyunda 60-70 giin ve atik sularda 500-1000
giin canliligint muhafaza edebilmektedir (6, 32).

Salmonella etkenleri, 1siya duyarli (55°C de 20 dakikada o6liir) olmasina
karsin soguga kars1 direnglidirler. Salmonella’larin taze ette 14 giin, donmus ette
(-20°C) yaklagik 1500 giin, kurutulmus yumurtada yaklasik 4700 giin ve
dondurulmus tavuk govdelerinde ise 400 giinden fazla siireyle aktivitelerini
koruduklar1 saptanmistir (28, 32, 36).

1.2.1.4. Epidemiyoloji

Epidemiyolojik olarak smiflandirildiginda Salmonella’lar ¢ smifa ayrilir.
Birinci sinifta sadece insanlarda patojen olan S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi C
ve S. Sendai bulunur. ikinci sinifta bulunan konaker spesifik etkenler S. Pullorum /
Gallinarum (tavuk, hindi, bildircin, giivercin, serge, papagan vb.), S. Abortusequi
(atlar), S. Abortusovis (koyunlar), S. Dublin (sigir) ve S. Cholerasuis (Domuz)’ten
olusur . Ugiincii siif ise aralarinda S. Typhimurium ve S. Enteritidis’in de iginde
bulundugu konak¢i bagimsiz ve gida zehirlenmelerinde 6n plana ¢ikan etkenleri
kapsar (1, 7, 33). Insanlara bulasta baslica yol fekal-oral yoldur ancak son yillardaki
aragtirmalar nadir de olsa insandan insana bulasin oral-anal yol ile de olabilecegini
ortaya ¢ikarmistir (4, 6). Salmonellozlu hastalar ve tastyicilar diski, idrar ve diger

salgilariyla ortama bol miktarda etken birakirlar (33, 34). Hastaligin temel bulasma
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mekanizmas1 hasta ya da tasiyicilarin  digiklariin  bulastigit gida ve sularla
gerceklesmektedir (1, 7, 34). Alt yapmin yetersiz ve sagliksiz oldugu yerlerde,
kanalizasyon sularinin igme ve kullanma sularina karigmasi neticesinde salginlar
gozlenir (1, 7, 32, 33). Kontamine sularin i¢ilmesi, kullanilmasi, bu tip sulara maruz
kalan meyve, sebze ve kabuklu deniz iirlinlerinin yenilmesi, kirli sularin siitlere
katilmasi ile de bulasma goriiliir (4, 7, 11). Amerikan Federal Ila¢ ve Yiyecek
Dairesi (Federal Drug and Food Administration-FDA) tarafindan yapilan son
arastirmalar sonucunda ithal edilen baharat ¢esitlerinde % 4,3 - 31 arasinda degisen

oranlarda Salmonella tespit edilmistir (12, 15, 19, 34).

Infekte olmus bireylerin kisisel esyalarina dokunmak, ortak kullanmak ve
ellerine temas sonucu hastalik ortaya cikabilir. Sinekler ve bdcekler etkenleri
mekanik olarak yiyecek ve igeceklere bulastirabilir (3,5). Hastane kaynakli
salmonelloz olgular1 olduk¢a nadirdir ancak laboratuvar ¢alisanlari igin etkenler

onemli bir risk olusturmaktadir (6, 34).

Salmonella serotiplerinin  biiyilk bir ¢ogunlugu hayvanlar arasinda
infeksiyonlara neden olur. Etkenler en sik ¢iftlik hayvanlarimi etkilerler ve ciddi
Klinik tablolara yol agarlar (2, 3, 5, 28, 45, 46) . Kiimes hayvanlarinin siiriiler
halinde beslenmesi, kontamine yemler ve sular, mezbaha artiklari, hastalik tagiyan
yabani hayvanlar, kuslar, kemiriciler, sinekler ve bocekler hayvanlarda infeksiyon
olusma siklusunun ana basamaklari ve nedenleridir. (11, 12, 14, 43, 44, 47).
Salmonella’larin  kanatli etlerine ve yumurtalarina bulagsmasinda digk1 ile
kontaminasyon onemli bir yer tutar (32, 38, 39, 40, 42, 45). insanlara bulasmada
kanatl iiriinleri diinya ¢apinda primer kaynak olarak kabul edilmesine ragmen sigr,
koyun ve domuz iiriinlerinin de diger onemli infeksiyon kaynaklari olabilecekleri
gbzoniinde bulundurulmalidir (41, 44). Bunlara ek olarak evlerde beslenen kedi,
kopek, kus, kemirgen ve siiriingenlerin insanlara etkenleri bulastirmada alternatif

rezervuarlar olabilecegi tespit edilmistir (1, 6, 11, 15, 28, 48, 49).

1.2.1.5. Patogenez

Salmonella tiirleri fakiiltatif hiicre igi aktivite gosteren bakterilerdir ve diger
enterik patojenlerin aksine tiim tiirleri virulan olarak kabul edilir (1, 6, 7, 33, 34).
Suslar; gastroenteritten, tifo, bakteriyemi, fokal infeksiyonlar ve yasam boyu

tastyicilik durumuna kadar farklilasabilen genis bir hastalik spektrumuna yol
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acabilmektedir (33, 34, 37, 49). Insanlar ve hayvanlar i¢in en 6nemli bulas yolu
fekal-oral yoldur. Salmonella infeksiyonu insanlarda ve diger canlilarda 30 ile 10°
bakterinin viicuda alinmasi ile baslar. Infeksiyonun tipi ve derecesi, susun
viriilansina, baslangi¢c dozuna, konagin duyarliligmma ve infeksiyon kaynagina gore
degisebilmektedir (6, 7, 49, 50). Susun viriilansi, etkenlere ait olan viriilans faktorleri
tarafindan belirlenir. Son arastirmalar Salmonella cinsi igerisinde 40’mn tizerinde
viriilans faktoriiniin oldugunu gostermistir (50, 51, 53, 54). Insanlarda konakg1
duyarliligini belirleyen en 6nemli etmenler yas ve bagisiklik durumudur. Infeksiyon
siddetinin, bagisiklig1 baskilanmis olgularda, yenidoganlarda, bebeklerde ve
yaslilarda artma egiliminde oldugu gozlenmistir (1, 6, 33, 34). Hayvanlarda ise yasin
hastalik iizerine etkisi olduk¢a fazladir. Ozellikle kanatli hayvanlarin yasaminin
erken donemlerinde (1-3 giin) Salmonella infeksiyonlar1 ¢ok kotii bir prognoza
sahiptir (8-10, 53, 54).

Salmonella’lar ¢ok cesitli infeksiyonlara neden olmakla birlikte en sik
rastlanan tablo gastroenterittir (52, 53, 54). Her serotip gastroenterit olusturma
potansiyeline sahiptir ve viriilans faktorleri serotipler arasinda farklilik gosterir (52,
53). Viriilans faktorleri hem bakteriyel kromozomda hem de plazmidde bulunur.
Salmonella kromozomunda bulunan 3000°den fazla genin 150-200 adedinin etkenin
virtilansinda rol aldig1 diisiiniilmektedir (52, 53, 54, 55, 57).

Salmonellozun canlilarda sebep oldugu sistemik ya da sistemik olmayan
infeksiyon tablolarinin molekiiler diizeyde arastirilmasinda model organizma olarak
gida zehirlenmelerinin en 6nemli etkeni olan Salmonella Typhimurium kullanilirken,

en yaygin kullanilan konak ise fare model sistemleri olmustur (5, 9, 10, 50, 51).

Salmonella cinsinin patojenitesi temel olarak etkenlerin 6zellikle makrofajlar
gibi fagositik hiicreler i¢inde gogalma ve yasamini devam ettirebilme kapasitesine
baglidir (49, 51). Hiicre i¢i ¢cogalma, gastroenterit ve sistemik infeksiyonlarin baglica
tetikleyicisi olup, 6zellikle hayvanlarda hastaligin ilerleyen sathalarinda daha yaygin
olarak gbze ¢arpmaktadir (49-51, 58, 60).

Kontamine gida veya sularin alinmasindan sonra bakteriler ilk olarak ince
barsagin ileogekal valve yakin boliimii olan ileuma spesifik bakteriyel adhezinler
araciligiyla tutunur ve mukozal hiicreler iizerinde kolonize olurlar (3, 49, 50). Bu

asamay1 Peyer plaklar1 boélgesindeki M hiicrelerinin ve enterositlerin bakteriyel
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invazyonu takip eder. Invazyon ile intestinal igerigin akiskanlig1 ve elektrolit dengesi

degisir. Bu degisimler sonrasi diyare ortaya ¢ikar (49-51, 60).

Invazyon sonrasi etken ileumun apikalinden bazolateral béliimiine ilerler.
Daha sonra ekzositoz ile lamina proprianin hiicreler arasi bosluguna girer ve burada
farkli fagositik hiicreler (makrofaj, dendritik hiicreler ve polimorf niiveli 16kositler)
tarafindan hiicre i¢ine alinarak, mezenterik lenf nodiilleri arasinda bulunan eferent
lenf damarlar1 ile yayilir (50, 51, 53). Yangi ve fagositozu takiben B ve T
lenfositlerin bolgeye migrasyonu gerceklesir. Infekte olan fagositler lenf ve kan
dolasimui ile bakterinin karaciger ve dalaga kadar gitmesine ve bazi durumlarda safra
kesesi, mezenterik lenf nodiillerinde ve kemik iliginde de yasamasina ve ¢ogalmasina

olanak verir (36, 49, 53, 60).

Salmonellozda  doku  hasarlari, noétrofiller  araciligiyla  proteaz,
miyeloperoksidaz ve NADPH oksidaz enzimlerinin salgilanmasi sonucunda
olugmaktadir. Cok seyrek goriilmekle birlikte, etkenler makrofaj yanitt olusumundan

once kan dolasimina gecebilmekte ve bdyle bir durumda septik sok ve Oliimle

karsilasilabilmektedir (28, 32, 58-60).

1.2.1.6 Viriilans

Salmonella tiirlerinde invazyondan, hiicre i¢i yasamdan, barsak disi

yayilimdan ve klinik tablodan viriilans faktorleri sorumludur (52-56) .

1.2.1.6.1. Viriilans Faktorleri
1.2.1.6.1.1. Salmonella Patojenite Adalar

Salmonella Patojenite Adalar1  (SPA) , bakteri kromozomlari iizerinde
yerlesik 10-200kb arasinda degisen biiyiikliiklere sahip genomik alanlar olup, etkene
ait viriilans faktorlerini kodlayan ¢ok sayida gen kiimesi ihtiva eder (52-54, 56). Bu
gen kiimelerinin horizontal gen transferi ile Salmonella disi cinslerden kazanilmis
oldugu diistintilmektedir. Gram (-) ve Gram (+) bakterilerde bulunabilirler (60, 61).
SPA’lar kromozom veya plazmitler iizerinde yerlesirler. Insersiyon sekanslari,
transpozonlar ve faj genleri gibi hareketli genetik yapilardir (54, 56, 60). SPA’larin

genellikle guanin + sitozin igerigi (% 37 - 47 arasinda) geriye kalan bakteriyel
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kromozomun guanin + Sitozin igeriginden (% 52) disiiktir ve tRNA genlerinin
igerisine yerlesmis durumdadir (61, 62). Bu yiizden SPA’larin kdkeni bilinmeyen faj
veya plazmitlerden horizontal gen tranferi ile edinilmis olmasi muhtemeldir (61).
Boylece diger etkenlerden gelen kompleks virlilans Ozelliklerini kolaylikla
kazanarak; daha genis bir konak spektrumuna sahip olur ve farkli dokularda kolonize
olabilirler. Bu adalar yardimiyla bakteriler makrofajlar, dendritik ve epitelyal
hiicreleri infekte ederler (61, 62).

SPA’lar yapilarinda ve gorevlerinde bir ¢ok farklilik gosterseler de temelde
bir ¢ok Ozellikleri ortaktir. Adalar, ¢ogunlukla genetik anlamda dengesizdir ve bu
durum integrazlar, transpozazlar ve bakteriofaj genleri gibi DNA hareketliligine
neden olan genomik birimlerle iliskilidir (61). SPA’larin varligi yada yoklugu
Salmonella serotipleri arasinda degiskenlik gosterir. Bazi SPA’lar cins iginde
korunurken, bazi adalar serotip spesifikligi gosterir. Bugiine kadar 16 adet SPA
[SPA 1, 2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, Salmonella Genomik Ada (SGA) ve
Yiiksek Patojenite Adasi (YPA)] varligi tanimlanmustir (61-63) .

1.2.1.6.1.2. Salmonella Patojenite Adasi-1 (SPA -1)

En iyi karakterize edilmis patojenite adasidir ( marcus ) Salmonella Bongori
ve enterica’nin tiim alt tiirlerinde mevcuttur. SPA-1 yaklagik 43 kb biiyiikliiglindedir,
herhangi bir tRNA geni ile iskili degildir ve diger patojen etkenlerden horizontal gen
tranferi yoluyla kazanilabilmektedir (61,62).

Tip 1l Sekresyon sistemi (T3SS), SPA-1 tarafindan kodlanan, temelde
konakgida intestinal infeksiyonunun baslatilmasindan ve invazyondan sorumlu
20’den fazla efektor protein igeren kompleks bir sistemdir (61). T3SS, sekresyon
sistemi olarak adlandirilmasina ragmen adeta molekiiler bir siringa gibi hareket
ederek bakteriye ait viriilans faktorlerini direkt konakei hiicrelerine transfer eder (55,
61). Bu sistem ATP’den bagimsizdir ve Gram (-) bakterilere 06zgiildiir.
Salmonella’larda bulunmasmin yanisira Escherichia coli, Shigella spp. ve Yersinia

spp. gibi bakterilerde de bulunur (62).

T3SS kompleksinin temel yapist Salmonella’nin hiicre membrani ve duvart
boyunca uzanir ve igne benzeri bir yap1 meydana getirerek bakterinin konak hiicre ile

etkilesimini saglar. Temel ve igne yap: igerisinde yer alan ve PrgH ile PrgK
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proteinlerinden olusturulan i¢ halka kismi, bakteriyel sitoplazma ve konak hiicre
membrani arasinda bir oluk meydana getirir (28, 62). T3SS yapisinin sitoplazma
tarafinda ATPaz kompleksi igeren ve InvA, InvC, SpaP, SpaQ, SpaR ve SpaR
protein alt linitelerinden olusan bir diga-atim makinesi bulunur ve bu makine i¢ halka
kismui ile baglantilidir (62). Bu makinenin fonksiyonu i¢ halka kismi yoluyla efektor
proteinleri konak hiicre membraninda bulunan translokaz yapisina nakletmektir.
Ayrica bakteri hiicresinin dis membraninda yer alan ve InvG — InvH proteinlerinden
olusan dis halka kismi, i¢ halka kismi ile baglantilidir. Di1s halka kismi regiilator
protein InvJ yardimu ile stabilize edilir (61). Tamamlanan temel yapi, sirasiyla Prg]
ve Prgl protein alt {initelerinden olusan igne ve ig¢sel oluklarin bir araya gelmesini
saglar. T3SS’in ana regiilator proteini, salinimi bir ¢ok cevresel etmen tarafindan
regule edilen ve hiicre sag kalimi i¢in 6nemli olan HilA’dir (56, 62, 63). Bakteriyel
sitoplazmada saperon molekiilleri efektor proteinlere baglanir ve onlara disa-atim
makinesine kadar eslik ederler. Daha sonra ATPaz saperon molekiillerden efektor
proteinleri ayirir ve proteinlerin konak hiicre igine transferini saglayacak olan oluk
icerisine yerlesmesini saglar (55, 56, 63). Inositol fosfataz yapisinda olan ve
salmonellozun karakteristik bulgusu olan diyareye yol acan SopB proteini, konak
hiicre iskelet yapisini degistirerek bakterinin hiicreye girmesini kolaylastirir. Sop
B’ye ilave olarak SipA, SipC ve SopE efektdr proteinleri hiicre iskeletinde bulunan
aktinlerle etkileserek membranda yeni diizenlemeler yaparlar. Diizenleme sonrasi
membranda gelisen kivrilmalar ve katlanmalar sonucunda olusan vezikiiler yapi
bakteriyel etkenleri sarar ve konak hiicre i¢ine alinmasina 6nciiliik eder (54, 61, 62).
Olusan bu vezikiiler yapt Salmonella i¢eren vakuol (Salmonella containing Vacuol-
SCV) olarak tanimlanir (63). Bunlara ek olarak SPA-1 tarafindan kodlanan ve
T3SS’de bulunan InvA ve InvE genleri de konak hiicrenin isgalinden sorumludurlar.
(52, 53, 61). T3SS’nin dis membraninda yer alan InvG, protein salinimi ve etkenin
hiicre i¢ine alimmda Onemli bir yere sahiptir. Bakterilerin konak hiicresine
tutunmasinda non-fimbriyal adezinler gorev alir ve bu yapilar1 da InvH kodlar (56,
61, 63).

13



1.2.1.6.1.3. Salmonella Patojenite Adasi-2 (SPA -2)

Salmonella konake1 hiicreleri igerisinde, SCV’lerde yasar ve replike olur.
Bakteri hiicre igine alindiktan sonra SPA-2 gorevi baslar (61). SPA-2, 40 kb
biiyiikliigiinde olup kodlama sistemi 32 gen igerir. (62-64). Temel gorevi sistemik
enfeksiyonu gercgeklestirmek ve konakgi hiicrelerinde c¢ogalabilmesini saglamaktir
(61). Bu ada en az iki alt boliim igerir, bunlardan ilki sadece Salmonella Enterica’da
mevcuttur, 25kb biiyiikligiindedir ve sistemik patogenezden sorumludur. Ayrica, bu
bolim tarafindan kodlanan ikinci bir Tip Il sekresyon sistemi, Salmonella efektor
proteinlerin konak¢1 hiicresine yerlesmesini aktive eder ve etkeni konak immun
sisteminin etkilerinden korur (64,65). Ikinci alt béliim ise 15 kb biiyiikliigiindedir,
Salmonella Bongori ve Enterica’da bulunur. Bu alt boliimiin sistemik viriilansa
katkis1 belirgin degildir ve anaerobik solunum igin elzem olan tetrathionate
rediiksiyonunda gorev alan genlere sahiptir (64, 66). Sif A, Sif B, SpiC, PipB, SseF,
SseG gibi degisik fizyolojik gorevlere sahip bir ¢cok efektdr protein ada yapisinda
bulunur (67). Bu efektorlerin, vakuol taransportunu engellemek, apoptosis benzeri
hiicre 6liimiinii geciktirme, makrofajlar tarafindan gerceklestirilen NADPH’a dayali
saldirilardan kaginma, hiicreler arasi aligverisi engelleme ve SCV membran

dinamiklerini regule etme gibi gorevleri vardir (66, 67).

1.2.1.6.1.4. Salmonella Patojenite Adasi-3 (SPA - 3)

SPA-3, 17 kb biiyiikligiinde Salmonella’ya 6zgii bir insersiyondur (53, 54,
61). Mozaik bir yapiya sahiptir ve Salmonella Bongori, Salmonella Typhi ve
Salmonella Typhimurium tiirlerinde bulunur (55, 56, 61). SPA-3 temel viriilans
faktorii mgtc geni tarafindan kodlanan yiiksek afiniteli magnezyum transport sistemi
(MgtS)’dir. Bu sistem sayesinde bakteriler beslenme sinirlamalart olan
intrafagozomal habitata adapte olabilmekte ve bu sekilde Okaryot hiicreler ve

makrofajlar igerisinde hayatta kalabilmktedir (56, 61, 63).

1.2.1.6.1.5. Salmonella Patojenite Adasi-4 (SPA -4)

SPA-4, yaklasik 27 kb biiyiikliigiindedir ve tRNA’ya benzerlik gosteren ssb
genine bitisik olarak yer almaktadir. SPA-4 mozaik bir yapiya sahiptir ve Salmonella

Bongori ve S. Enterica’nin alttiirlerinde bulunur (56). Bu ada epitelyal hiicrelere

14



adezyona aracilik eder ve Salmonella barsak infeksiyonu genlerini (SiiA, SiiB, SiiC,
SiiD, SiiE ve SiiF) kodlar (63). Bu genler tarafindan kodlanan proteinlerin toksin
sekresyonuna aracilik fonsiyonu bulunan Tip I sekresyon sistemini olusturduklar
tespit edilmistir (62). Ayrica, sentezlenen proteinlerin bakterilerin makrofajlar iginde
hayatta kalmasini sagladiklar1 goriilmiistiir. SPA-4’lin primer islevleri ise sitotoksin

sekresyonu ve hiicreyi apoptoz siirecine sokmasidir (61,62).

1.2.1.6.1.6. Salmonella Patojenite Adasi-5 (SPA-5)

SPA-5 yaklasik 7,6 kb’lik kiigiik bir lokustur. SPA-5 mozaik bir yapidadir ve
Salmonella Bongori ve Enterica’nin alttiirlerinde bulunur (56, 62). Bu ada, SPA-1 ve
SPA-2’nin aracilik ettikleri Tip III sekresyon sisteminin etken proteinleri olan SopB

ve SigD’yi kodlar. SPA-5’in enteropatojeniteden sorumlu oldugu belirlenmistir
(61,63).

1.2.1.6.1.7. Viriilans Plazmidleri

Bu plazmidler 6nemli viriilans genlerine tastyicilik yaparlar. Bu plazmidlerin
virillansa en biliylik etkisi, bakterilerin dalak ve karacigerde iireme oranlarini
yiikselterek, sistemik infeksiyonlart meydana getirmeleridir (57). Virilans
plazmidleri bir ¢ok farkli Salmonella serotipinde bulunur ancak temel ayirim sahip
olduklar: farkli biiyiikliiklerdir (53). Ornek olarak Salmonella Typhimurium 95 kb,
Salmonella Enteritidis 80 kb, Salmonella Dublin 80 kb, Salmonella Cholerasuis 50-
110 kb biiyiikliigiinde plazmidlere sahiptir (54,57). Viriilans plazmidlerinin 8 kb’lik
spv (Salmonella plazmid viriilans1) lokusu tiim plazmidlerde bulunur ve bes gen
ihtiva eder. Bu genler; spv R, spv A, spv B, spv C ve spv Ddir. Spv R regiilator
gendir ve diger genlerin ekspresyonundan sorumludur (53, 56, 57). Spv A geni, spv
A-D 'nin i¢inde organize olduklar1 operonun negatif diizenleyecisidir. Spv B geni ise
ADP ribozil transferazi sentezler ve konak¢i hiicreye ait hiicrelerin  iskeletini
deforme eder . Son yapilan aragtirmalar, septisemi gibi ge¢ gelisen infeksiyonlarda

spv genlerinin kritik bir role sahip oldugunu gostermistir (57).
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1.2.1.6.1.8. Sideroforlar

Bakteriyel etkenler iiremek ve hayatta kalmak igin mikromolar diizeyde
demire ihtiyag gosterirler. Salmonella’lar demir gereksinimlerini, enterobaktin ve
salmochelin adinda iki ayr tip siderofor (Demir baglayict diisiik molekiil agirlikta
bilesikler) tireterck giderirler (68). Sideroforlar yalnizca demir baglama kapasitesinin
cok diisiik oldugu hallerde eksprese edilirler. Makrofajlar tarafindan salgilanan
interlokin-1, demir baglama kapasitesi olan protein iretimini attirir (69).
Salmonella’larin demir molekiillerini baglama istekleri arttikga, konakg1 hiicrelerine

daha yogun invaze olurlar ve buna baglh olarak etkenin viriilans1 yiikselir (68, 69).

1.2.1.6.1.9. Toksinler

Salmonella tiirleri endoktoksin ve ekzotoksin olmak tizere iki farkli tipte

toksin tiretirler (33, 34).

Endotoksinler, salmonella’larin dis membraninda bulunan lipopolisakkarit
(LPS) yapisindan koken alan toksinlerdir (34, 56). LPS yapisina toksik o6zellik
kazandiran Lipid A boliimii, nétrofilleri uyararak integrinleri, endotel hiicrelerini
uyararak selektinleri, makrofajlar1 uyararak sitokin olusumunu aktive ederler (33).

Bu aktivasyon mekanizmalari immun yanitin temel taslarini olustururlar (56).

Ekzotoksinler, sitotoksinler ve enterotoksinler olmak tizere iki gruba ayrilirlar
(34). Sitotoksinler 1siya dayanikli toksinler olup, protein iiretiminin inhibisyonunda
gorev alirlar ve barsak hiicrelerinde dejenerasyona neden olurlar (56,74).
Enterotoksinler ise 1s1ya duyarli protein yapisinda olan enzimlerdir. Barsak epitelyal
hiicrelerinde salgisal tepkiyi arttirir ve barsak icerisinde sivi toplanmasina yol agarlar

(74).

1.2.1.6.1.10. Fimbria

Fimbria (Pilus) 2-8 nm genisliginde 0.5-10 nm uzunlugunda bakteri
hiicresinin yilizeyinde bulunan ve temelde fimbrin adi verilen proteinlerin tekrarlayan
helikal diizenlenmesiyle olusan filament6z uzantilardir (70, 71). Yiizeyde tiim

yonlere 1sinsal uzanim gosterirler ve sayilar1 yiizlerle ifade edilir. Bu organeller
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bakterinin mukozlara tutunmasini saglar ve bu asama bakterinin konak hiicreye

yerlesmesindeki temel basamaktir (71).

Tip 1 Fimbria: Mannoz duyarli fimbria olarak tanimlanir. Salmonella’larin biyofilm

olusturmasinda rol oynadiklar1 belirlenmistir (70).

Plazmid Kaynakli Fimbria (Pef): Plazmid tarafindan kodlanan bu fimbria
enterositlerin mikrovillilerine etkenlerin baglanmalarina aracilik eder. Yapilan fare
modelli arastirmalarda yavru farelerde ince barsaklarda sivi birikmesinden sorumlu

oldugu tespit edilmistir (70).

Thin Aggregatif Fimbria (Curli): Etkenlerin villilere ve birbirlerine
baglanmalarina yardimci olur. Baz1 ¢alismalar sonucunda Salmonella Enterititidis

serotiplerinin biofilm olusturma yetenegini arttirdiklar goriilmiistiir (70, 71).

Diger fimbrialar - Lpf 14, SEF 14 ve Tip IV

1.2.1.6.1.11. Flagella

Etkenlerin hareketinden sorumlu olan ¢oklu protein yapisinda olan filament6z
organellerdir. Bazal yapi, kanca ve filament olarak tanimlanan 3 alt bolimden
olusurlar (72). Salmonella’larin patogenezinde, hiicrelere invazyonunda ve

adhezyonlarinda rol oynadiklari belirlenmistir (72,73).

1.2.1.7. Salmonella’larin Neden Oldugu infeksiyonlar
1.2.1.7.1. insanlarda Neden Oldugu infeksiyonlar:
Salmonella’lar viicuda alindiktan sonra 4 tip klinik tablo ortaya ¢ikar (1, 6, 7, 34) :

1. Tifo veya paratifo (Enterik Ates)

2. Gastroenterit

3. Septisemi veya lokal organ infeksiyonlari
4

. Tastyrcilik
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1.2.1.7.1.1. Tifo ve Paratifo (Enterik Ates)

Salmonella Typhi’nin olusturdugu infeksiyon tifo, Salmonella Paratyphi A,
B ve C’nin neden oldugu infeksiyon paratifo olarak adlandirilir (6, 76). Benzer klinik
tablolar olusturmalarina ragmen, paratifo tifodan daha hafif seyirlidir. Tifo
komplikasyonlarla seyreden agir ve uzun siiren bir hastaliktir (1, 33, 34, 75, 76).

A1z yoluyla alinan kontamine olmus gidalar ve sular ile infeksiyon baglar.
Etkenler ince barsaga ulasir ve buradan kan ve lenf dolasimina ,gegerek bir¢ok
organa dagilirlar (6). Bakteriler, barsak lenf dokusunda c¢ogalarak diski ile
cikartilirlar. Tifonun inkiibasyon siiresi 10-14 giindiir, ancak alinan bakteri miktar1 ve
konagin durumu inkiibasyon siiresini etkiler (1, 34, 76).

Kulugka siiresi sonrast birinci haftada grip benzeri semptomlar goriliir.
Infeksiyonun ikinci haftasi ile birlikte ates yiikselerek bir noktada sabitlenir, dalak ve
karaciger biiyiir (1). Lokopeni tipik bulgudur ve sedimentasyon hizi yiikselir. Bazi
olgularda karin ve gogiiste rose lekeleri goriiliir. Genel durum kotiilesir, biling
bulaniklasir. Agir durumlarda ruhsal bozukluklar, delirium ve ajitasyon goriiliir (34,
75). Yiiz soluk, dudaklar kuru, catlak ve dil pasli bir gériiniimdedir. Diskida kan
saptanabilir. Rolatif bradikardi tespit edilir. Bu haftada herhangi bir komplikasyon
gelismezse liclincii ve dordiincii haftalarda klinik seyir hafifler ve iyilesme donemine
girilir (1, 7).

Tifoda paratifodan daha sik komplikasyonlar goriiliir. En siklikla kargilagilan
komplikasyonlar relaps, barsak perforasyonu, barsak kanamasi ve infeksiyon
tastyiciligidir (1, 7, 34, 75). Etkili antibiyotikler kesfedilmeden once % 10-15

oraninda seyreden 6liim orani, giiniimiizde %1’in altina dismiistiir (1).

1.2.1.7.1.2. Gastroenterit

En sik karsilasilan Salmonella infeksiyonu tablosudur. Gastroenterit
tablosuna en sik Salmonella Enteritidis ve Salmonella Typhimurium neden olur.
Bulasta et, siit ve yumurta gibi hayvansal iiriinler baslica kaynaktir. Inkiibasyon
stiresi 2 — 48 saattir (1, 6, 34, 35). Ani basglar ve ilk goriilen semptom kusmadir.
Kusmay: tipik belirti olan ishal takip eder. Ishalin yanisira ates goriiliir. Hastaligin
prognozu iyidir ve kendi kendini sinirlayan bir infeksiyon halinde ilerler (35, 75).

Bagisiklik yetmezligine neden olan bir rahatsizlik olmadig takdirde hastalar igin
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sivi- elektrolit tedavisi yeterli olmaktadir. Kesin tan1 diskida Salmonella tiirlerinin

izole ve identifiye edilmesiyle konur (1, 6, 7, 35).

1.2.1.7.1.3. Septisemi ve Lokal Organ Infeksiyonlar

Agiz yoluyla aliman etkenlerin, hizla kana karigsmasi, cesitli organlara
yayilmas1 ve yerlesmesi ile gelisen infeksiyon tipidir. Gastroenterit sonrasi bireylerin
yaklasik % 5’inde goriilen ve oldiiriicti seyir izleyebilen bir tablodur (22). En sik
izole edilen serotipler Salmonella Paratyphi C, Salmonella Cholerasuis ve
Salmonella Typhimuriumdur. Etkenlerin serotipi, viriilansi ve bireylerin immun
durumu infeksiyonun gelisiminde rol oynar (1, 7, 33, 75). Uzun siireli ates gortiliir
(1, 6). Bakterilerin invazasyonuna maruz kalan organa veya sisteme gore belirtiler
ortaya ¢ikar. Pyelit, pyelonefrit, artrit, menenjit, peritonit, perikardit, endokardit ve
karaciger abseleri sekillenebilir (7, 75, 78). Yetigkinlerde ekstraintestinal yerlesime
bagli gelisen infeksiyonlar ¢ocuklara kiyasla daha ciddi ve yaygin seyreder.
Yetigkinlerde septisemiye bagli olarak gelisen en korkulan komplikasyon abdominal
aortayl tutan infeksiyoz endarterittir. Septisemi ve lokal organ infeksiyonlarinda
Onerilen tedavi siiresi 4 ile 6 haftadir (78, 79). Ancak, orak hiicre anemisi olan

hastalarda osteomiyelit ve eklem infeksiyonlarinin tedavisi oldukga giictiir (22).

1.2.1.7.1.4. Tasiyicithk

Ishal belirtisi olmadan digkida Salmonella izole edilmesi tasiyicilik olarak
tanimlanir. Tasiyicilik, gegici veya nekahat tasiyicihigr ile kronik veya kalici
tastyicilik olarak siniflandirilir (1, 6, 27, 79). Bir yildan kisa siireli tagiyicilik gegici
tasiyicilik olarak nitelendirilirken, kronik tasiyicilikta bireyler bir yildan daha uzun
sireyle diski ve idrar ile bakterileri atarlar. Tifo vakalarmmin % 3 iinde kronik
tasiyicilik tespit edilir. Tasiyicilik 40-60 yas arasinda ve kadinlarda daha sik

rastlanan bir durumdur (27, 75).

1.2.1.7.2. Hayvanlarda Neden Oldugu Infeksiyonlar:

Hayvanlarda Salmonella infeksiyonlar1 serotipe ve hayvan tiirlerine gore
degiskenlik gosterir. Inkiibasyon siireleri Salmonella tiirlerine ve alinan bakteri
miktarma gore farklilasir (3, 5, 77). En yaygin tablo sindirim sistemi infeksiyonlari

ile septisemidir. Konakg1 spesifik etkenler tarafindan meydana gelen infeksiyonlarin
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yanisira konakg1 spesifik olmayan 6zellikle Salmonella Enteritidis ve Salmonella

Typhimurium kaynakli hastaliklara da rastlanmaktadir (5, 8,10).

Infeksiyonun enterik formu akut seyreder ve primer olarak ates, istahsizlik ve
ishal ile kendini belli eder. Bu form geng¢ hayvanlarda 6liime, gebe hayvanlarda ise
aborta kadar gidebilen tablolara yol agabilir (5, 10, 77). Akut enterik form sonrasi
hastalik kroniklesebilir. Infeksiyonun septisemik formu biitiin yas gruplarinda
goriilmesine karsin, 6zellikle yeni dogan ve geng¢ hayvanlarda 6liimciil bir tabloya
neden olabilir. Ishal, pnénomi, artrit, osteomyelit, perikardit ve peritonit saptanabilir
(3,6,8,9, 10).

1.2.1.7.2.1. Kanathlarda Salmonella infeksiyonlar: :

Kanatlilarda salmonella infeksiyonlarina diinya genelinde oldukc¢a sik
rastlanmaktadir (3, 5, 8, 10, 15, 77). Infeksiyonlarin kanatlilarda sekillenmesinde
yem, su, digki, kemiriciler, insektler, yabani kuslar, evde beslenen kedi ve kopekler,
diger evcil kanatlilar, kiimes ekipmanlari, tiiy ve toz gibi etkenler vertikal bulasta rol
oynarkan, horizontal bulasta yumurtanin oviduktta gelisirken infekte olmasi rol

oynamaktadir (3, 8, 10, 32, 36).

Salmonella infeksiyonlarinin kanatlilarda (6zellikle tavuklarda) olusturdugu
hastalik tablolar1 kanatli endiistrisi ve zoonoz karakteri nedeniyle halk sagligi
acisindan biiyiik 6nem arzetmektedir (1, 6, 8, 9, 10, 39, 77).

Kanatlilarda Salmonella etkenleri baslica iki gruba ayrilir. Gruplarin
birincisinde konake1 spesifik olan ve tifo benzeri semptomlara yol agan S. Pullorum
ve S. Gallinarum bulunurken, digerinde konak¢i spesifikligi gostermeyen S.
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Hadar, S. Virchow gibi etkenler
bulunmaktadir (3, 5, 8, 13, 77).

S. Gallinarum tavuk tifosuna, S. Pullorum pullorum hastaligina neden olur.
Her iki tablo basta tavuklar olmak iizere hindi, bildircin, giivercin, serge, keklik ve
stis kuslarinda tespit edilebilir (2, 5). S. Gallinarum 6zellikle ergin tavuklarda kronik
ve septisemik bir klinige sahipken, S. Pullorum geng tavuklari etkilemekte, akut ve
sistemik seyir gostermektedir. Pullorum hastaligi bazi durumlarda %100 mortaliteye
neden olmakta, tavuk tifosunun mortalite oranlar1 ise siirii bazinda %10-93 arasinda

olabilmektedir (2, 5, 6, 8, 9, 10). Tavuk tifosu ve pullorum hastaliklar1 kanatlilarda
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en c¢cok karacigerde, barsaklarda ve dalakta patolojiye neden olur. Karaciger
bliylimiis, yumusak, konjesyone ve bronz rengindedir. Bazi olgularda karaciger
yiizeyinde nekrotik odaklar goriiliir. Dalak hafif biiyiimiis, konjesyone, gevrek
yapida ve bazi durumlarda yiizeyinde toplu igne tarzinda hemoraji odaklart vardir.
Barsaklarda ise kanli peynirimsi bir igerik, kataral yangi ve peritonit gézlemlenir.
Kalpte, bobreklerde, akcigerlerde ve ovaryumlarda da patolojilere rastlanir (2, 3, 5,
9).

Pullorum ve tavuk tifosu kanatli endiistrisi i¢in biiyiik ekonomik kayiplara
sebep olurlar ancak halk sagligi agisindan pek Onem teskil etmezler. Adi gecen
hastaliklar Tirkiye Cumhuriyeti Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan

tilkemizde ihbar1 zorunlu hastaliklar arasinda bulunmaktadir (6, 77).

Konakg1 spesifik olmayan Salmonella ’larin olusturdugu infeksiyonlar
paratifo olarak adlandirilir ve etiyolojisinde bir ¢ok farkli tiir rol alir. Paratifo
infeksiyonlarinda asemptomatik seyir on plana ¢ikar. Ozgiil konakgilara sahip
olmadiklar1 i¢in epidemiyolojik olarak karmasik bir yapi gosterirler ve insan gida
kaynaklarma kontamine diski-karkas ve kontamine diski-yumurta bulasimi ile
girerler (32, 36, 39). Gida kaynakli zehirlenmelerde en sik izole edilen tiirler S.
Enteritidis ve S. Typhimurium’dur (6, 32, 36). Gida iiretimine yonelik teskilatlanan
kanatli endiistrisi tarafindan uygulanan yogun yetistirme ve kesim prosediirleri
Salmonella infeksiyonlarmin kontroliinii ve tedavisini gii¢lestirmektedir (2, 3, 5, 18,
36, 77).

1.2.1.8. Tedavi
1.2.1.8.1. insanlarda :

Salmonella kaynakli gastroenteritlerde infeksiyon yayilim gostermedigi
takdirde antibiyotik kullanim endikasyonu yoktur. Bu gibi durumlarda infeksiyon
siurlidir ve 5-7 giin igerisinde kendi kendi diizelir . Ancak bu siire zarfinda siv1 ve
elektrolit replasmani gerekebilir (1, 6, 7, 33, 75, 78, 79). Basit gastroenterit
olgularinda antibiyotik kullanimi tasiyicilik siiresini uzatir ve antibiyotige direngli
suslarin olugsmasina yol acar (34, 79).

Gastroenteritin 5 glinden uzun siirmesi, ileri yas, bagisikligin baskilanmasi,

diyabet ve kalp hastaligi gibi altta yatan etmenlerin bulundugu durumlarda
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antimikrobiyal tedavi uygulanir (33, 34, 78, 79). Yeni doganlarda Salmonella
gastroenteritlerinin tedavisi biiyiik 6nem tasir (7, 75, 76).

Tifo, paratifo, septisemi ve lokal organ hastaliklarinda antibiyotik tedavisi
hasta yasami agisindan kritik bir 6neme sahiptir. Uygulanabilecek antibiyotikler
sirasiyla ampisilin, trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMX)’dir (34, 75, 76).
Eriskinlerde diger segenekler siprofloksasin ve ofloksasindir. Cocuklarda ise
sefaperazon, sefotaksim ve seftriakson kullanilmaktadir (6, 7, 34, 35, 76). Ancak
yillar icinde adi gecen ilaclara karst direng gelismis ve tedavide giicliiklerle
karsilasilmistir (78,79). Bu yiizden antibiyotik duyarlilik testleri uygulanmadan
tedavi siireci basglatilmamalidir (6, 7, 34, 35).

Antimikrobiyal tedavi siiresi tifo ve paratifo infeksiyonlar: i¢in 2 haftadir.
Lokalize infeksiyonlarda bu siire 4-6 haftaya kadar uzamaktadir (1, 6, 7, 33, 27).
Kronik tasiyicilik gosteren bireylerde 4-6 hafta siireyle ampisilin veya kinolon
tiirevlerinin kullanimi endikedir. Safra sisteminde bir patoloji varsa kolesistektomi

uygulanmasi gerekir (7, 18, 33, 34, 35, 79).

1.2.1.8.2. Hayvanlarda :

Kanatlilarda ve diger hayvanlarda goriilen Salmonella infeksiyonlarinda
antimikrobiyal kullanimi tartismali bir konudur (15). Sinirlayici bir prognozu olan
vakalarda antibiyotik kullanilmasi direng gelisimine neden olacagi ve intestinal
floray1 olumsuz etkileyecegi igin 6nerilmez (3, 5, 8, 10,11). Ancak sistemik formda
olan ve septisemi ile seyreden durumlarda kanathlar ve diger havyanlar igin
ampisilin, TMP-SMX, kinolonlar, tetrasiklinler ve florfenikol kullanilabilir (2, 3, 5,
8). Ilaglar tasiyiciligi onlemezler, ancak mortaliteyi diisiiriirler. Antimikroyallerin
ozellikle kanatlilarda kullanimlarina bagli olarak son yillarda yogun direng gelisimi
goriilmekte ve bu durum, {rlinleri insan gidasi1 olarak kullanilan hayvansal

isletmelerde biyogiivenlik tedbirlerini 6n plana ¢ikarmaktadir (15, 17, 39, 77).

1.2.1.9. Salmonella infeksiyonlarinda Antimikrobiyal Direnc
Direng; bir bakteriyel etkenin bir antimikrobiyalin bakteriyostatik veya
bakterisidal etkilerine karsi koyma kapasitesidir. Antibiyotiklerin bakteriyel

infeksiyonlarin sagaltiminda ilk kullanima girdikleri zamanlardan bu yana bakteriyel
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etkenlerde direng gelisimi ve yayilmasi giderek artan bir sorun olusturmaktadir

(Tablo 3) (80, 81, 84, 87).

Tablo 3. Baz1 Antimikrobiyal Ajanlar ve Kesif, Uretim, Klinik Kullanim ve Direng
Gelisim Tarihleri (80, 81, 83, 89).

Antimikrobiyal Kesif ve Uretim Klinik Kullamima i1k Direnc Gelisim

Ajan Tarihi ilk Giris Tarihi Tarihi

Streptomisin 1944 1947 1956
Tetrasiklin 1948 1952 1956
Eritromisin 1952 1955 1956
Vankomisin 1956 1972 1987
Nalidiksik asit 1960 1962 1966
Gentamisin 1963 1967 1970
1978 1982 1985

Florokinolonlar

Bu sorunun temel kaynagi yillar icinde yogun, uygunsuz ve gereksiz bir
bicimde antimikrobiyal maddelerin beseri ve veteriner hekimlikte kullanilmasidir
(81, 83-85, 87). Bunun disinda hayvanlarda ve insanlarda sagaltimda yer alan
antibiyotiklerin genelde ayni Siniftan olmasi, kimyasal yap1 ve etki mekanizmalarinin
¢ok benzer olmasi direng sorunlarinin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (84-86).
Antibiyotik  kullanim1 bakteriyel etkenlerde direng gelisimine yol agmalarinin
yanisira hayvansal kaynakli iirlinlerde kalinti birakma riski tagimaktadir. Bu tip
kalintilar tiiketim sonrasi insanlarda zehirlenmelere, alerjilere ve intestinal flora
bozukluklarina neden olabilmektedir (80, 83, 85, 86).

Hem insanlarda hem hayvanlarda salmonellozun erken teshisi ve uygun
antibiyotik tedavisi salginlarin ve kayiplarin 6nlenmesi agisindan ¢ok énemlidir (79).
Son yillarda yapilan c¢alismalar sonucunda  Salmonella  serotiplerinin
antimikrobiyallere karsi direng gelistirdikleri gozlemlenmistir (79, 82, 85, 87).
Direngli suslarin dagilimi serotiplere, yillara, antimikrobiyalin etki sekline ve cografi
konumlara gore farklilasabilmektedir (83, 85, 88, 91).

Salmonella antibiyotiklere kars1 kazandigi direngte bir ¢ok mekanizma rol
oynamaktadir. Bu mekanizmalar, bakteri hiicre duvari gegirgenliginde azalma,

antibiyotigin hedef molekiiliinde modifikasyon, aktif disa-attm pompa sistemleri
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(Efluks Pompalar1) ve antibiyotigin molekiil yapisini inaktive eden enzimlerin
bakteri tarafindan salgilanmasi olarak agiklanmaktadir (83, 85, 87, 88).

Salmonella’larda goézlenen tetrasiklin, kloramfenikol ve florfenikol direnci
aktif diga-atim pompa sistemleri (Efluks Pompalan) ile iligkilidir. Bu mekanizma
enerji bagimli bir sistemdir, antimikrobiyal ajan bakteriyel hiicre disina pompalanir
ve hiicre iginde birikemez (88). Bazi pompalar ilag spesifik 6zellik gostermelerine
ragmen, ¢ogu coklu ila¢ direncine aracilik ederler. Bu diren¢ sekli plazmid veya
kromozom kontrolii altindadir. Ancak direng belirleyicileri ¢ogunlukla transpozabl
elemanlar tizerinde bulunurlar (88, 89, 90).

Disa-atim pompalarina bagh olarak sekillenen direng tetrasiklinler icin tet
genleri ile, kloramfenikol ve florfenikol i¢in flo ve cml genleri ile baglantilidir (88,
91, 93).

Salmonella bakterilerinde goriilen plazmit veya kromozomal kaynakli TMP —
SMX direnci antibiyotiklerin etki ettigi hedefin yapisinin degismesi ile kazanilir (80,
81, 87). Folik asit sentez basamaklarinda gorev alan ve antimikrobiyallerin hedefi
olan dihidrofolat rediiktaz ve dihidropteroik asit sentetaz enzimlerinin yerini
antimikrobiyallerin etkileyemedigi molekiiller alir. Ad1 gegen direncte, trimetoprim
icin dhfr ve dfr genleri, sulfametoksazol igin sull ve sulll genleri rol oynar (85, 92,
93).

Kinolonlara karsi gelisen direngte hedef enzimler olan DNA giraz ve
topoizomeraz IV’te mutasyonel degisimler goriiliir. Bu direng sekli, DNA girazi
kodlayan gyrA / gyrB genleri, topoizomeraz IV’i kodlayan parC ve parE genleri ile
iliskilidir (92, 93, 94).

Salmonella’larda tespit edilen diger bir diren¢ mekanizmasi B-laktamaz
enzimlerinin tretimidir. Bu enzimler gram negatif bakterilerin peptidoglikan tabakasi
ile sitoplazma membrani arasinda yer alan periplazmik boslukta yer almaktadir (80,
85, 96). B-laktamaz sentezi enterik Gram negatif bakteriler arasinda en yaygin
antimikrobiyal direng tipidir. Bu enzimler B-laktam sinifindaki antibiyotiklerin, [3-
laktam halkasindaki siklik amid bagmi hidrolize ederek etki gosterirler (85, 87, 96,
98).

TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 tiirevi B-laktamazlar ilk tespit edilen B-
laktamazlardir. B-laktamazlar plazmid kokenli olup, Enterobacteriaceae ailesinde
siklikla bulunurlar ve diger bakterilere aktarilabilirler (85, 95 96). TEM-1, TEM-2

ve SHV-1 gibi enzimler baslarda dar bir spektrum igerisinde penisililinleri ve 1.
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Kusak sefalosporinleri inaktive edebilen bir yapida iken, bu enzimleri kodlayan
genlerde zaman igerisinde gelisen mutasyonlar sonucu 3. Kusak sefalosporinleri de
kapsayacak sekilde daha genis bir direng olusturma kapasitesine ulagsmiglardir (85,
87, 96, 98). Bu yeni tip B-laktamazlar, genislemis Spektrumlu B-laktamazlar
(GSBL) olarak tanimlanmiglardir (96, 97, 99, 100). Genislemis sSpektrumlu B-
laktamazlar arasinda TEM ve SHV tiirevi olmayan CTX-M , OXA, PER, VEB gibi
yeni enzimler ortaya c¢ikmistir (85, 87, 99, 101). Salmonella tiirlerinde en sik
bildirilen GSBL tipleri CTX-M-15 ve SHV-12"dir (97, 98, 101, 102). Simdiye kadar
200’in tizerinde GSBL tipi bildirilmistir (87, 95, 96, 98, 103).

1.2.1.10. Tam

Salmonella infeksiyonlarinin tanisinda énemli nokta laboratuvar sonuglart ile
klinik bulgularin birarada degerlendirilmesidir. infeksiyonlarin kesin tanisi, etkenin
uygun klinik O6rneklerden, uygun zamanda izolasyon ve identifikasyonu ile
gergeklesir (104, 105, 107,108).

Tifo ve paratifo infeksiyonlarinda kan, kemik iligi, diski, safra, duodenal
igerik ve idrar ornekleri incelenebilir (107, 108). Kemik iligi aspirasyonu referans
standard metod olarak kabul edilmekte ve duyarliligi % 80 olarak bildirilmektedir.
Kemik iligi kiiltiiriiniin, kan kiiltiirline nazaran daha duyarli olmasi, sahip oldugu
daha yiiksek bakteri konsantrasyonu ile agiklanmaktadir (108). Duodenal drenaj
kiiltiirlerinin pozitif olarak tespit edilmesi, Salmonelloz tasiyiciligi gostergesidir (33,
35, 108).

Septisemi ve lokal infeksiyonlarda kan ve etkenin yerlestigi organa gore
(BOS, plevra, eklem sivisi vb.) ornekler alnir. Gastroenterit durumlarinda diski
ornekleri kullanilir (104, 107, 108, 110).

Kiiltiirde MacConkey Agar (MC), Hektoen Enterik (HE) Agar, Eozin Metilen
Blue (EMB) Agar, Salmonella Shigella (SS) Agar, Xylose Lysine Deoxycholate
(XLD) Agar kat1 besiyerleri ile GN buyyon ve Selenit F sivi besiyerleri
kullamlmaktadir (104-109, 111, 112, 117). Kiiltiir sonrasi/Identifikasyonda
bakterinin laktoz kullanimi1 ve H,S iiretimi basta olmak {izere diger biyokimyasal
ozellikleri tanimlanir. Triple Sugar Iron (TSI) Agar, Lysine Iron (LI) Agar, lireaz
testi, indol testi, oksidaz testi, lizin dekarboksilaz testi biyokimyasal identifikasyon
amacl olarak kullanilmaktadir (107, 108, 113, 114). Salmonella’lar glikoz pozitif,

laktoz negatif, H,S iiretimi pozitif, oksidaz negatif, sakkarozdan gaz olusumu
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negatif, iire negatif, indol negatif, ve lizin dekarboksilaz negatiftir (104, 105, 107,
108, 115, 116).

Salmonella tanisinda kiiltiiriin yanisira serolojik testlerin de uygulanmasi
gerekmektedir. Tifo ve paratifo tanisinda uzun zamandir Gruber-Widal tiip
agliitinasyon testi kullanilmaktadir (1, 35, 79, 108, 110). Bu test serumda Salmonella
Typhi’nin  O(somatik) ve H(Flagellar) antijenlerine karsi olusan antikorlari
saptamaya yarayan agliitinasyon testidir . Test sonucunda zaman zaman yalanci
negatif ve pozitif sonuglar elde edilmesine ragmen, ucuz ve uygulamasmin kolay
olmasi nedeniyle halen bir ¢ok iilkede kullanilmaktadir (108, 109, 115). Bu teste ek
olarak tifo ve paratifo tanisinda Ezyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ve
diger bir ¢ok ticari hizli serolojik test kiti kullanim alani bulmustur (105, 108, 111).

Salmonella’larin biiyiik bir cogunlugu A, B, C, D, E, F ve G somatik antijen
grubunda yer alirlar. Etkenlerin biyokimyasal 6zellikleri identifiye edildikten sonra
Kauffman-White-Le Minor semasina goére serotiplendirme yoluna gidilir (108).
Salmonella poli O antiserumu ile pozitiflik gosterildikten sonra monovalan yapidaki

serumlarla serotip tayini yapilir (108, 110).

1.2.1.10.1. Fenotipik ve Genotipik Tiplendirme Yontemleri

Tiplendirme islemleri bakterileri tiir seviyesinin Otesinde ayirmak icin
kullanilan herhangi bir metodu ifade eder. Tiplendirme metodlarinin temelde
amaclari suslan birbirleriyle karsilagtirmak ve benzer tiplendirme sonuglar1 gosteren
tiirleri ayn1 grup altinda toplamaktir (118).

Bakterilerde giiniimiizde kullanilan tiplendirme yontemleri, epidemiyolojik
aragtirmalarla siki bir igbirligi igerisine girmis bulunmaktadir. Klasik fenotipik
tiplendirme yontemlerine zamanla molekiiler tiplendirme yontemleri eklenmistir
(118, 119, 120). Gelisen teknoloji ve buna bagl olarak yenilenen metodlar 6zellikle
epidemiyolojik caligmalarda farkli imkanlar ortaya koymustur. Salgin hastaliklarin
kaynaklarinin belirlenmesi, yayilma yollarinin tespit edilmesi, hastalik takip
programlarinin olusturulmasi, direngli suslarin tanimlanmasit ve yayginliklarinin
belirlenmesi, olgularin birbirleriyle olan iliskilerinin saptanmasi ve patogenezden
sorumlu genlerin ortaya ¢ikarilmasi gibi konular molekiiler tiplendirme metodlarinin
baslica kullanim amaglarini olusturur (118, 119, 121, 123). Bir tiplendirme
metodunun ideal olarak tanimlanabilmesi icin tekrarlanabilirlik, ayirt edicilik, kolay

uygulama, hizli sonug¢ verme ve ekonomik olma gibi kriterleri karsilamasi
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gerekmektedir (118, 119, 122, 123). Belirtilen tiim kriterlere uyan bir metod

giiniimiizde yoktur ancak arayislar devam etmektedir (119).

1.2.1.10.1.1. Fenotipik Yontemler

1. Serotiplendirme: Bu yontemde Salmonella’lar sahip olduklar1 somatik (O) ve
flagellar (H) antijenlere kars1 gelisen antikorlar kullanilarak uygulanan agliitinasyon
yontemi ve Kaufmann-White-Le Minor semasi temel alinir. Uzun yillardan beri ve
yaygin olarak kullanilmaktadir (119). Yanlis pozitif sonuglar elde edilebilmesi,
hassas olmamasi, laboratuvarlar arasi karsilastirmanin giicliigii, 150°den fazla
antiserum ve yetismis personel gerektirmesi metodun referans laboratuvarlarla sinirh
kalmasina yol agmistir (119, 120).

2. Antibiyotiplendirme: Bakterilerin antibiyotik duyarliliklarint ve direng
durumlarini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan bir yontemdir (124). Ucuz ve kolay bir
yontem olmasina ragmen salginlarin takip edildigi epidemiyolojik ¢aligmalarda
suslar arasindaki iligskiyi belirlemede yeterli degildir. Ayrica, suslarin biiylik bir
¢ogunun benzer direng paternini tasidigi kosullarda saglikli sonuglar elde edilemez.
Diger tiplendirme yontemleriyle birlikte kullanilmasi Onerilmektedir (118, 125,
126).

3. Faj Tiplendirmesi: Fajlar tiire 6zgii bakteri virusleridirler. Salmonella’ lar fajlara
karst duyarhidirlar ve karsilagtiklarinda lize olurlar. Klinik yonden 6nemi olan bazi
Salmonella alt tiirleri i¢in kullanilirlar (118). Uygulanmasi kolay ve ucuz bir
yontemdir. Ancak, faj tip sayisinin Salmonella igin smirli olmasi ve tek bir faj
tipinin hakim oldugu durumlarda ayrim giiciiniin azalmasi1 dezavantajlaridir (118,

119).

4. Biyotiplendirme: Bakterilerin biyokimyasal o6zelliklerine goére ayriminin
yaptlmasidir. Zahmetli bir yontem olmasi ve ayrim giiciiniin diisiikligii kullanim
sahasini sinirlandirmaktadir. S. Typhimurium suslarinin klonal yakinligin1 gosterme
amagh baz1 calismalarda Faj tiplendirme ile birlikte kullanilmasinin iyi sonuglar

verdigi belirlenmistir (118).
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1.2.1.10.1.2. Genotipik Yontemler

Klasik fenotipik yontemler epidemiyolojik amaclar icin yeterli veri
saglayamamaktadir. Molekiiler genotiplendirme yontemleri bakteri suslarinin parmak
izlerinin belirlenmesinde devrimsel nitelikte gelismelere yol agmiglardir (122). Bu
yontemlere her gecen gilin bir yenisi eklenmekte ve farkli amaclarla yliriitiilen
bilimsel ¢alismalarda genis ¢apl yararlar saglamaktadirlar (123, 127, 130).

Genotiplendirme yontemleri ile temel olarak belirli bir genetik kriter
kullanilmak suretiyle, suslarin DNA parmak izleri tanimlanmaktadir. Bu tanimlama
islemiyle ve epidemiyolojik veriler 1s18inda ayni tiir igerisinde yer alan suslarin
klonal agidan birbiriyle iligkileri saptanmakta, suslarin ayni veya farkli kaynaktan
gelip gelmedigi degerlendirilmektedir (123, 127, 128). DNA parmak izi ayn1 oldugu
tespit edilen suslar, klonal olarak iliskili ve ortak bir kaynaga sahip olduklar
yoniinde diistintilmektedir (123, 128). Ayrica, bu tipte suslarin neden olduklar
infeksiyonlar arasinda epidemiyolojik olarak baglarin bulundugu Ongdriilmekte,
salginlarin kapsami, kaynaklar1 ve tasiyicilar1 hakkinda veriler edinilebilmektedir
(121, 123).

Klonal anlamda aymi mikroorganizmalar arasinda nesilden nesile
kromozomlarin oldugu gibi aktarildigi diisiiniilmektedir. Bu aktarimlar sirasinda
saptanan degisimlerin nedeni DNA bazinda ortaya ¢ikan mutasyonlardir (123).
Mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan genetik degisimler yeni nesillere toplu halde
yansitildigindan, belirli bir genetik kriter yardimiyla takip edilebilir ve suslarin
arasinda var olan genetik benzerlikler belirlenebilir (123, 127, 128).

1.2.1.10.1.2.1. Amplifikasyona Dayal Yontemler
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

- Enterobacterial Repetetive Intergenic Consensus PZR (ERIC - PZR)
- Arbitrary Primed PZR (AP - PZR)

- Restriction Fragment Lenght Polymorphism PZR (RFLP - PZR)

- Infrequent Restriction Site PZR (IRS - PCR)

- Random Amplified Polymorphic DNA PZR (RAPD - PZR)

- Repetetive Extragenic Palindromic PZR (REP - PZR)

- Variable Number Tandem Analysis (VNTR)

- Multiple Locus VNTR Analysis (MLVA)
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PZR Yontemi :

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction — PCR), molekiiler
caligmalarda kullanilan ve bir DNA segmentinin bir veya birka¢ kopyasindaki belirli
bir diziyi binlerce veya milyonlarca defa ¢ogaltmaya yarayan, ilk olarak 1980’lerde
kullanima giren, yiiksek duyarliliga ve 6zgiinliige sahip bir tekniktir (119, 121, 123,
128, 129). PZR’nin temelinde DNA polimeraz enzimi sayesinde, enzimin karsisinda
yeni bir komplementer DNA zinciri sentezlenmekte ve spesifik DNA bolgelerinin
cogaltilmasi saglanmaktadir (123, 128, 129, 130).

PZR reaksiyonunun gergeklesebilmesi i¢cin DNA kalibi, DNA polimeraz
enzimi, primerler ve niikleotidler gerekmektedir (123, 127, 128, 129).

a) DNA kalib1 : Hedef bolgeyi bulunduran DNA 6rnegidir.

b ) DNA polimeraz : En sik ve yaygin olarak Taq DNA polimeraz enzimi

kullanilir. DNA kalibin1 ve primerleri kullanarak yeni DNA zincirleri

sentezlerler ve 1s1ya olduk¢a dayaniklidirlar.

c ) Primerler : Hedef DNA’ya 6zgii, yeni DNA sentezinde ilk basamagi

olusturan, tek zincirli ve kisa ( 4-10 niikleotid ) DNA molekiilleridir.

d ) Niikleotidler (dNTP’ler): A, T, C, ve G bazlarindan olusur ve yeni DNA

sarmalinin tamamlanmasinda kullanilirlar.

DNA’nin PZR ile ¢ogaltilmasi; zaman, 1s1 ve dongii sayilar1 diizenlenerek, 3
asamada gergeklesir (123, 128, 129).

1. Denatiirasyon : Cift iplikli DNA’nin birkag saniye 94-96°C 1s1ya maruz

birakilarak tek iplikli DNA haline gelmesidir.

2. Baglanma (Annealing): 50-60°C’de primerlerin tek iplikli halen gelen
kalip DNA’ya spesifik olarak baglanmalar1 agsamasidir.

3. Uzama (Extension): 70-75 °C’de DNA polimeraz enziminin, primerler
ve kalip DNA’y1 kullanarak DNA dizisinin  komplementerini
sentezlemesidir.

PZR hizli ve 6zgiil bir yontemdir. Mikrobiyolojide, adli tipta, epidemiyolojik
aragtirmalarda, genetik ¢alismalarda ve gida igeriklerinin uygunlugunu kontrol etme
gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir (129). Az miktarda DNA igeren beklemis
orneklerde uygulanabilir ve iiretilmesi, izolasyonu gii¢ etkenlerin tanisinda yararlidir.

Optimizasyonda ve uygulamada deneyimli personel gerektirir (118, 119, 128-130).
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1.2.1.10.1.2.2. Sekans Temelli Yontemler
- Multilocus Sequence Typing (MLST)
- Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

1.2.1.10.1.2.3. DNA’nin Kesim Analizine Dayanan Yontemler

- Plazmid Analizi

- Ribotiplendirme

- IS-RFLP

- Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

PFGE Yontemi :

Restriksiyon enzimi (RE) ile DNA’nin kesim analizine dayali bir yontem
olan PFGE, giiniimiizde molekiiler tiplendirme yontemleri arasinda altin standard
olarak 6n plana ¢ikmistir. Yontemde; bakteri genomu RE ile kesilir ve daha az sayida
ama daha biiyiik boyutta DNA pargalar elde edilir (123, 131, 132). Bu pargalar,
klasik jel elektroforez tekniginden farkli olarak yonii devamli olarak degisen bir
elektriksel alana maruz birakilir ve birbirlerinden ayristirilir. Bu yontem kullanilarak
boyutlar1 800 kb’a varan DNA pargalar1 ¢oziinebilir. Uygulama sonunda ortaya ¢ikan
kesim profilleri sayesinde, bakterinin tiim genomik DNA dizilimini yansitan bir
DNA parmak izi ortaya ¢ikar ve suslar arasinda genotipik karsilagtirmalar yapilmasi
saglanir (123, 130, 132, 133).

Biiyiik DNA parcalarinin agarozda ayristirilmasi sirasinda agaroz ve tampon
konsantrasyonu, sicaklik, pulse siiresi, voltaj ve elektroforez siiresi gibi faktorler
dikkatlice ayarlanmalidir (123, 131, 133, 134).

PFGE, ilk defa 1982 yilinda kullanima girmis ve bu tarihten glinlimiize kadar
olan siiregte biiyiik DNA molekiillerini restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucu
ortaya ¢ikan DNA pargalarinin degisken elektriksel alanda ayrigtirilmasi prensibini
esas alan bir ¢ok cihaz gelistirilmistir (123, 128, 130). Bu cihazlarin ayirma hizi ve
elde edilen goriintillerinde farkliliklar bulunmaktadir. Giiniimiizde en yaygin
kullanilan cihaz, Contour Clamped Homogenous Electric Field (CHEF)'tir.
Kullanilan sistemler Sekil 1°de gosterilmistir (130 - 132, 135).
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Sekil 1. Pulsed Field Gel Electrophoresis sistemlerinin gosterimi

PFGE yontemi ile bakteri suslart arasinda genetik iliskilerin ortaya
konulmasinda kullanilmak iizere 1995 yilinda bazi kriterleri igeren bir sistem
gelistirilmistir onerilmistir. Bu sistem Kriterler ile bant profilleri incelenerek, suslarin

birbirleriyle olan iliskileri saptanabilmektedir (Tablo 4) (136).

Tablo 4. PFGE Profilleri Degerlendirme Kriterleri.

Salgin susu ile Salgin susu fark Epidemiyolojik

Kateqori arasindaki gosteren bant yorum
g genetik fark sayisi sayisi
Ornek, salgmin
Aym 0 0 parcasi
_ Ornek, salgmla
Yakin fliskili 1 2-3/1-3 yakin iliskili
) Ornek, salgimla olasi
Olas: iliskili 2 4-6 iliskili
Ornek, salgmla
Farkli >3 =7 iliskisiz
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PFGE, ayrim giicii ve tekrarlanabilirligi yliksek bir yontemdir. Elde edilen
verileri diger laboratuvarlarla karsilastirmak i¢in standard bir protokoliin izlenmesi
biiyiilk 6nem tasir.  Yontem, yogun is giicli gerektirir ve zaman alicidir. Ayrica,

uygulamada kontaminasyonu 6nlemek igin dikkatli olunmahidir (121-123, 130, 136).

1.2.1.10. Korunma ve Kontrol

Tifo ve paratifo vakalar1 gelismis iilkelerde diisiik diizeyde stabil bir seyir
izlemekte iken, gelismekte olan ve geri kalmig {ilkelerde epidemilere yol
acabilmektedir. Enterik ates geri kalmis iilkelerde % 5-30 arasinda degisen
mortaliteye neden olabilmektedir (137, 138). Diinya Saglik Orgiitii tahminlerine
gore yilda 16-17 milyon enterik ates olgusu goriilmekte ve mortalite oranlar1 diinya
genelinde % 5-7 arasinda degismektedir (138). Enterik ates, Afrika’da Asya’da, Orta
dogu’da, bazi dogu ve giiney Avrupa llkelerinde, orta ve giiney Amerika’da
endemiktir. Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da ise c¢ogunlukla endemik
bolgelere seyahat eden bireylerde tespit edilmektedir (14, 15, 137).

Non-tifoidal salmonelloz vakalari son 20-25 yillik siire¢ igerisinde tiim
diinyada yaygin bir hale gelmistir. Salmonella serotip dagilimi yillara ve iilkelere
gore degismekle birlikte en sik karsilasilan suslar sirasiyla S. Enteritidis ve S.
Typhimurium’dur (137, 139). Ulkemizde 1990’11 yillara dek en sik izole edilen sus
S. Typhimurium iken, 2000°1i yillardan sonra ise S. Enteritidis olmustur (143).

Tifo ve paratifo infeksiyonlarinda baslica kaynak enfekte insan diskist ve
idrart iken, diger klinik tablolarda kontamine hayvansal iriinler ve sular baglica role
sahiptir. Salmonella infeksiyonlarmin kontroliinde, iki Onemli strateji
bulunmaktadir. Birincisi, bulagma yollar1 ve kaynaklariin kontrol altina alinmast,
digeri ise konakgilar ile ilgili uygulamalardir (6, 15,141).

Enterik ates klinigi gosteren bireyler, hastalik i¢in tek kaynak olmalari
nedeniyle yakindan izlenmeli, erken teshis ve etkili tedavileri konusunda gereken
0zen ve dikkat gosterilmelidir. Bu konuda saglik ¢alisanlarina periyodik egitimler
verilmelidir (6, 139).

Salmonella igeren sularla bulagsmayr Onlemek i¢in uygun ve saglikli bir
altyap1, diizglin bir atik prosediirii ve sanitasyon tedbirleri sarttir. Konuyla ilgili
olarak halk ve ilgili kurumlar bilgilendirilmelidir (140, 141). Ayrica gidalarla
bulasimi 6nleme konusunda; gidalarin tiiketim oncesi 1s1l isleme tabi tutulmasi,

tiretimde gorev alan personel ve kullanilan ekipman baglaminda gereken hijyen
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tebirlerinin alinmasi, uretimdeki kritik noktalarin belirlenerek ve bu noktalara dikkat
ederek iiretim prosediirlerinin gelistirilmesi infeksiyonlari 6nleme a¢isindan yarar
saglayacaktir (139, 141, 142).

Kanatli endiistrisi agisindan, isletmeler diizeyinde biyogiivenlik ve hijyen
tedbirleri alinmalidir (142). Kanath siiriileri bakteriyolojik ve serolojik metodlarla
salmonelloz yoniinden diizenli olarak takip edilmelidir. Etken tasiyicilari olan Kirli ve
kirik yumurtalar imha edilmeli, ¢evre ve ekipman dezenfeksiyon iglemleri yapilmali,
dogru bir atik politikast uygulanmali, c¢alisan personel kisisel hijyen konusunda
egitilmeli ve kemirici kontrolleri dikkatli bir sekilde yerine getirilmelidir (140,142).
Bu onlemlere ek olarak, kanatli beslenmesinde peletleme ve organik asitlerin
kullanilmasi Salmonella eliminasyonunda diger etkili yontemlerdir (142-144).

Konakgilar ile ilgili uygulamalarda asilama 6n plana ¢ikmaktadir. Insanlar
icin kullanilan iki tip as1 vardir. Bunlardan ilki, Ty2la olarak tanimlanan ve oral
yolla uygulanan mutant S.Typhi’den hazirlanan canli asidir. Digeri ise Vi
polisakkariti igeren parenteral uygulanan inaktif tifo asisidir (6, 138). Kanatlilarda ise
S. Gallinarum susundan imal edilen canli asilar yumurtact siiriilerde
uygulanmaktadir. Damizlik stiriiler i¢in inaktif S. Enteritidis ve S.Typhimurium
asilar1 bulunmaktadir (144,145).
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BOLUM II

GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Bakteri Kokenleri

Veteriner Kontrol Enstitiisii’'ne bagli Kanatli Hastaliklar1 Teshis Laboratuvari’nda
2014 - 2015 willarinda izole edilen ve serotiplendirme i¢in Etlik Merkez Arastirma
Enstitiisii Bakteriyoloji Laboratuvari1 (Salmonella Ulusal Referans Laboratuvart )’na
gonderilen 45 kanathi hayvan susu kullanildi. Suslar ¢alismalarin baslamasina kadar

gecen siiregte saklama tiiplerinde (Protect) -80°C’de muhafaza edildi. Kontrol susu

T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi biinyesinde yer alan Bornova

olarak S. enterica ATCC 04059 kullanildi.

2.1.2. Besiyerleri

© © N o g bk~ w0 DR

[
= O

MSRYV ise bir litrelik siselerde teslim alindiktan sonra, su banyosunda ¢ozdiiriilerek
ve otoklavda steril edildi. Daha sonra sivi haldeki MSRV petrilere dokiildii ve

sogumaya birakildi. Elde edilen besiyerleri H,S olusturan suslarin dogrulanmasi

Buffered Pepton Water ( BPW) (Liofilchem) — 225 ml

Buffered Pepton Water (BPW) (Liofilchem) — 10 mi

Rappaport Vasiliadis Soy Broth (RVS) (Liofilchem)

Mueller Kauffmann Tetrathionate Novobiocin Broth (MKTTn) (Liofilchem)
Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD) (Liofilchem)

Xylose Lysine Tergitol 4 Agar (XLT-4) ( Liofilchem)

MacConkey Agar (MC) (Liofilchem)

Mueller-Hinton Broth (MHB) (Liofilchem)

Mueller-Hinton Agar (MHA) (Liofilchem)

. % 5 Koyun Kani1 olan Columbia Agar1 (CA) (Liofilchem)
. Modified Semisolid Rappaport Vassiliadis Medium (MSRV) (Liofilchem)

MSRYV disindaki tiim kat1 ve sivi besiyerleri sertifikali olarak hazir alindi.

amaciyla kullanildi.



2.1.3. Antimikrobiyaller
Disk diflizyon testinde kullanilan antibiyotik diskleri:
1. Ampisilin (AMP) 10 pg (Oxoid)

2. Amoksisilin+ Klavulanik Asit (AMC) 30 pg (Oxoid)
3. Amoksisilin (AML) 25 pg (Oxoid)

4. Sefepime (FEP) 30 ug (Oxoid)

5. Sefotaksim (CTX) 30 pg (Oxoid)

6. Siprofloksasin (CIP) 5 ug (Oxoid)

7. Doksisiklin (DO) 30 pg (Oxoid)

8. Oksitetrasiklin (OT) 30 pg (Oxoid)

9. Levofloksasin (LEV) 5 ug (Oxoid)

10. Kolistin Siilfat (CT) 10 pg (Oxoid)

2.1.4. Dezenfektanlar

1. Virkon - S® (Antec) (Potasyum peroksomonosiilfat, sodyum alkil benzen

siilfonat ve stilfamik asit)

2. Benaldecid® (Medicavet) (Benzalkonyum kloriir, glutaraldehid ve nonil fenol
etoksilat)

3. Biodes - S® (Apex) (Kuarterner amonyum bilesigi, nonil fenol etoksilat,

izopropanol ve non-iyonik surfaktanlar)

4. Terminator® (Topkim) (Gluteraldehit ve kokobenzildimetilamonyumklorit)

2.1.5. Ayraclar Ve Cozeltiler
1. TBE 5X
Tris base 53919
Borik asit 27.52 g

EDTA 3.72 ¢
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Karisim, distile su ile 1000ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavda
sterilzasyonu gergeklestirildi ardindan +4°C’de saklandi. Calismalar sirasinda 1X

TBE eldesi i¢in uygun oranda distile su eklendi.
2. dANTP Karisimi (Fermentas R0181)
(2,5 mM/her biri, toplam 10mM)
dATP (100 mM) 25 ul
dCTP (100 mM) 25 pl
dGTP (100 mM) 25 ul
dTTP (100 mM) 25 pl
Distile su 400 pl
-20°C’de sakland.
3. Tag DNA Polimeraz (Invitrogen) 5 U/ ul
10X Taq buffer
50 mM MgCI2
4. Marker (Fermentas)
Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus
Gene Ruler 50bp DNA Ladder
5. CSB (Cell Suspension Buffer — Hiicre Siispansiyon Tamponu)
100 mM Tris, 100mM EDTA,

pH 8.0 olacak sekilde hazirlandi.

10mM Tris, ImM EDTA karistirildi ve pH 8.0 olacak sekilde hazirlandi.
7.% 1.5 Low Melt Agaroz
8. Lysis Buffer (Lizis Tamponu)

IM Tris, 0.5 M EDTA, % 2 ‘lik Sarcosyl karistirildi ve pH: 8.0 olacak sekilde

hazirlandi.

9. Proteinaz K (Fermentas) 20mg /ml
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10. Inkiibasyon Tamponu
10 pul -10x Tango Buffer ve 90 ul distile su karistirildi.
11. Xbal Restriksiyon Enzimi (GMbiolab) 20 U/ ul
12. Kesim Tamponu
5 ul Xbal, 10 ul -10x Tango Buffer ve 85 ul distile su karistirildi.

13. % I’lik PFGE Grade Agaroz Jel

2.1.6. ELEKTROFOREZ ICIN JEL ve GORUNTULEME BOYALARI
1. Safe View (ABM G108)

2. Agaroz (Sigma)
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2.1.7. PZR’de Kullamilan Primerler

Tablo 5. PZR protokollerinde kullanilan genlere ait primer c¢iftleri, amplikon

biiyiikliikleri ve kaynaklar.

Primer

Dizi (5" — = 3

Amplikon
Biiyiikliikleri
(bp)

Kaynak

InvA Reverse
InvA Forward
SopB Reverse
SopB Forward
PipD Reverse
OPipD Forward
SopE Reverse
SopE Forward
SifA Reverse
SifA Forward
PefA Reverse
PefA Forward
CTX-M Reverse
CTX-M Forward
SHV Reverse
SHV Forward
TEM Reverse
TEM Forward
TetA Reverse
TetA Forward
TetB Reverse

TetB Forward

TCATCGCACCGTCAAAGGAACC

GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAAA

TAGTGATGCCCGTTATGCGTCAGTGTATT

CGGACCGCCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG

CGTTATCATTCGGATCGTAA

CGGCGATTCATGACTTTGAT

TCCAAAAACAGGAAACCACAC

TCAGTTGGAATTGCTGTGGA

GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT

TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG

CAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG

GCGCCGCTCAGCCGAACCAG

TGGGTRAARTARGTSACCAGA

ATGTGCAGYACCAGTAARGT

TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA

CGCCGGGTTATTCTTATTTGT

GGTCTGACAGTTACCAATGC

GAAGACGAAAGGGCCTCGTG

CATAGATCGCCGTGAAGAGG

GCTACATCCTGCTTGCCTTC

GTAATGGGCCAATAACACCG

TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG

285

220

399

642

449

157

550

795

1080

210

659

Dione ve ark. (170),
Skyberg ve ark. (172)

Dione ve ark. (170),
Skyberg ve ark. (172)

Dione ve ark. (170),
Skyberg ve ark. (172)

Dione ve ark. (170),
Skyberg ve ark. (172)

Dione ve ark. (170),
Skyberg ve ark. (172)

Dione ve ark. (170),
Skyberg ve ark. (172)

Ahmed ve ark. (169)

Ahmed ve ark. (169)

Ahmed ve ark. (169)

Chuanchuen ve ark.

(160)

Chuanchuen ve ark.
(160)
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2.2. Yontem
2.2.1. Salmonella spp.’lerin izolasyonu ve identifikasyonu
2.2.1.1. 1SO 6579 Yontemi

Gelen ornekler (Kloakal ve drag siiriintii, kanatli digkist ve nekropsi
esnasinda alinan kanath i¢ organlar1), Ornegin say1 veya hacmine gore 10 veya 225
ml’lik tamponlanmis peptonlu su eklendi ve 37°C’de 18 - 24 saat inkiibe edilerek 6n
zenginlestirme islemi gerceklestirildi. On zenginlestirmeye tabi tutulan numuneler
pisetler yardimiyla selektif sivi zenginlestirme besiyerleri olan MKTTn ve RVS’ye
alind1 ve vortekslendi. Ardindan MKTTn igeren tiipler 37°C’de ve RVS igeren tiipler
42°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilerek selektif zenginlestirmeye tabi tutuldu.
Inkiibasyon sonrasinda tiiplerden Enterobacteriaceae icin selektif kat1 besiyeri olan
XLD veya XLT-4’e pasaj yapildi ve plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Plaklar
H.S olusumu yoniinde makroskobik olarak incelendi ve siyah renkteki koloniler
tespit edildi (Sekil 2) (107).

Ayrica, siyah renkte koloni olusturdugu goriilen numunelere ait, inkiibe
edilen tamponlanmig peptonlu su drneklerinden MSRV Agar’in merkezine 100 pl
damlatildi ve 42°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, agarlar merkezden
kenarlara dogru yayilan beyaz renkli swarming (yayilma) hareketi agisindan kontrol
edildi (Sekil 4) (107).

Siyah renkteki tek kolonilerden MC besiyerine pasaj yapildi ve 37°C’de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda MC’de (Sekil 3). Seffaf kolonilerden TSI
(Sekil 4), Vitek 1T Compact cihazi ve Microgen GN — ID / teshis kiti kullanilarak
Salmonella spp. diizeyinde alt tiir izolasyonu gergeklestirildi (Sekil 6, 7) .

Izole edilen Salmonella spp. suslari CA veya MC’de ¢ogaltildiktan sonra
bakteri saklama tiiplerinde -80 °C’de saklandi. Bakteri saklama tiiplerinden biri
Tiirkiye ¢apinda Salmonella serotip identifikasyonunda Referans Enstitii olarak
kabul edilen Etlik Merkez Veteriner Arastirma Enstitiisi Bakteriyoloji
Laboratuvari’na gonderildi. Bu merkezden serotipin belirtildigi akredite rapor

tarafimiza ulastirildi.
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Sekil 3. MC besiyerinde seffaf koloni olusumu
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Sekil 4. MSRV besiyerinde Salmonella spp. stipheli numunelerde goriilen

beyaz renkli swarming (yayilma) hareketi

Sekil 5. TSI’de Salmonella spp. izolasyonu
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Sekil 6. Vitek II Compact cihaz1 ve GN kartuslari
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Sekil 7. Microgen GN — ID / Teshis Kiti

2.2.2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri
2.2.2.1. Disk Difiizyon Yontemi

Suslarin antimikrobiyal duyarliliklari, Clinical Laboratory Standarts Institute
(CLSI) onerileri dogrultusunda modifiye Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile
tespit edildi (CLSI). MC besiyerinde canlandirilan suslar MHA besiyerlerinde
37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi ve olusan kolonilerden serum fizyolojik igerisinde
0.5 MacFarland bulanikliginda siispansiyonlar hazirlandi. Bu siispansiyonlar steril

ekiivyon yardimi ile MHA besiyerlerine inokiile edildi. Inokiilasyon sonrasi
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antibiyotik diskleri yerlestirildi. 37°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra, disklerin
etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplar1 olglilerek CLSI kriterlerine gére suslarin

antibiyotik duyarliliklar1 belirlendi (146).

Tablo 6. Test edilen antibiyotiklerin duyarlilik sinirlari

Antibiyotikler Direngli (R) Orta Duyarh (I)  Duyarh (S)
FEP <14 mm 15-17 mm >18 mm
LEV <13 mm 14-16 mm >17 mm
CIp <15 mm 16-20 mm >21 mm
CTX <14 mm 15-22 mm >23 mm
AMP <14 mm 14-16 mm >17 mm
AML <14 mm 14-16 mm >17 mm

AMC <13 mm 14-17 mm >18 mm
DO <14 mm 15-18 mm >19 mm
oT <14 mm 15-18 mm >19 mm
cT <10 mm - >11 mm

FEP: Sefepim, LEV: Levofloksasin, CIP: Siprofloksasin, CTX: Sefotaksim, AMP: Ampisilin, AML:
Amoksisilin, AMC: Amoksisilin/Klavulanik asit, DO: Doksisiklin, OT: Oksitetrasiklin, CT: Kolistin Siilfat.

2.2.3. Dezenfektan Duyarhhik Testleri
2.2.3.1. Siv1 Mikrodiliisyon Yontemi

Disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarliliklar1 belirlenen 45 susun,
dezenfektanlara ait MIK degerleri sivi mikrodiliisyon ydntemi ile belirlendi. Suslarin
taze kolonilerinden steril serum fizyolojik ile hazirlanan bakteri slispansiyonlarinin
bulanikligi dansitometre (Biosan) ile 0.5 MacFarland olacak sekilde ayarlandi.
Mikrodiliisyon plagindaki son inokiilum konsantrasyonunun 1-2x10°CFU/ml olmasi
icin kullanmadan Once bakteri siispansiyonlart MHB besiyeri ile 1/100 oraninda

diliie edildi. Steril mikroplaklardaki kuyucuklara 50 pul MHB dagitildi. ilk siradaki
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kuyucuklara 50 pl dezenfektan ¢ozeltisi eklendi ve yan kuyucuklara ayni hacimde
aktarilarak, cift katli seri diliisyonlar elde edildi. Son olarak 50 pl bakteri
siispansiyonu tiim kuyucuklara ilave edildikten sonra, bu islem her sus i¢in {i¢ defa
tekrar edildikten sonra mikroplak 35°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda iireme goriilmeyen en diisiik dezenfektan konsantrasyonu MIK degeri olarak
kabul edildi. Her mikroplakta, besiyeri ve bakteri tireme kontrollerine yer verildi
(146).

2.2.4. PZR ile Antibiyotik Direng ve Viriilans Genlerinin Saptanmasi
2.2.4.1. DNA Ekstraksiyonu

Bakteri kiiltiirlerindeki taze kolonilerden, steril ependorf tiipler kullanilarak
400 pl steril ultra distile su (UDS) ile siispansiyon hazirlandi ve siispansiyon 10
dakika siireyle vortekslendi. Ardindan 95°C’lik 1s1 blogunda 10 dakika bekletildi.
Daha sonra siispansiyon +4°C’de 13.000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij edildi.
Elde edilen supernatant, steril bos mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilerek, -20°C’de
muhafaza edildi.

2.2.4.2. PZR ile blacrxm, blarem, blaswv, tetA ve tetB Antibiyotik Diren¢ Genlerinin

Belirlenmesi

Bu yontem disk difiizyon testi ile beta laktam ve tetrasiklin direnci saptanan
suslara uygulandi. Her bir sus i¢in hazirlanan ependorf tiiplerinin toplam hacmi 50 pl
olacak sekilde asagida liste halinde sunulan bilesenler eklendi. Reaksiyonlarda

primer olarak Tablo 5°te belirtilen primer ¢iftlerinden kullanildi.

Steril distile su 353 ul
10X Taq buffer Sul
50 mM MgClI2 1,5 pul ( 1,5 mM/final )

dNTP ( 5 mM/herbiri )

Primer F ( 50 pmol/ul )
Primer R ( 50 pmol/ul )
Taq polimeraz ( 5U/ul)

Ekstraksiyon {iriinti

2 ul (200 pM/final )
0,6 ul ( 30 pmol/final )
0,6 ul ( 30 pmol/final )
0.25 ul ( 1,25 Uffinal )
Sul
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PZR Protokolii : Reaksiyon igin hazirlanan karisimlari igeren tiipler, 1s1
dongili cihazina (Techne) yerlestirildi ve daha sonra asagida belirtilen asamalar
uygulanda.

. T
95°C’de 7 dakika 6n denatiirasyon
94°C’de 50 saniye denatilirasyon
50°C’de 40 saniye birlesme — 35 Déngii blacTx-m

72°C’de 1 dakika uzama

72°C’de 5 dakika son uzatma

95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon )
94°C’de 1 dakika denatiirasyon
55°C’de 1 dakika birlesme ~——30 Dongii blarem

72°C’de 1 dakika uzama

72°C’de 10 dakika son uzatma

-
95°C°de 5 dakika 6n denatiirasyon R
94°C’de 30 saniye denatiirasyon
68°C’de 30 saniye birlesme ~— 30 Déngii blasnv
72°C’de 50 saniye uzama
72°C’de 10 dakika son uzatma
-

95°C’de 3 dakika on denatiirasyon ~—
95°C’de 30 saniye denatiirasyon
63°C’de 30 saniye birlesme —— 35 Dongii tetA

72°C’de 25 saniye uzama

72°C’de 1 dakika son uzatma
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95°C’de 3 dakika on denatiirasyon )
95°C’de 30 saniye denatilirasyon
63°C’de 30 saniye birlesme = 35 Dongii tetB
72°C’de 25 saniye uzama

72°C’de 1 dakika son uzatma

2.2.4.3. Multipleks PZR ile Viriilans Genlerinin Tespit Edilmesi

Her bir sus icin ependorf tiipline, buz iizerinde toplam hacim 50 pl olacak
sekilde asagida liste halinde sunulan bilesenler eklendi, reaksiyonlarda primer olarak

Tablo 5’te belirtilen primer ¢iftlerinden yararlanildi.

SopB ve sifA viriilans genleri icin :

Steril distile su 31,15 ul

10X Taq buffer 5ul

25 mM MgCl2 5 ul (2,5 mM/final )
dNTP (5 mM/herbiri ) 2 ul (200 pM/final )
Primer F sop B ( 50 pmol/ul) 0,2 ul ( 20 pmol/final )
Primer R sop B ( 50 pmol/ul ) 0,2 ul ( 20 pmol/final )
Primer F sif A (50 pmol/ul) 0,2 ul ( 20 pmol/final )
Primer R sif A (50 pmol/ul ) 0,2 ul ( 20 pmol/final )
Taq polimeraz ( 5U/ul ) 0.25 ul ( 1,25 U/final )
Ekstraksiyon tirlinii S5ul

PZR Protokolii : Reaksiyon icin hazirlanan karisimlart igeren tiipler, 1s1
dongili cihazina (Techne) yerlestirildi ve daha sonra asagida belirtilen program

uygulandi.
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94°C’de 3 dakika 6n denatiirasyon ‘
94°C’de 2 dakika denatiirasyon
66,5°C’de 30 saniye birlesme — 30 Dongii

72°C’de 1 dakika uzama

72°C’de 5 dakika son uzatma

PipD, pefA ve sopE viriilans genleri icin :

Her bir sus icin ependorf tiipline, buz iizerinde toplam hacim 50 pl olacak
sekilde asagida liste halinde verilen bilesenler eklendi, reaksiyonlarda primer olarak

Tablo 5’te belirtilen primer giftlerinden yararlanildi.

Steril distile su 30,75 wl

10X Taq buffer Sul

25 mM MgCl: 5 ul (2,5 mM/final )
dNTP (5 mM/herbiri ) 2 ul (200 uM/final )
Primer F pip D ( 50 pmol/ul ) 0,4 ul (40 pmol/final )
Primer R pip D (50 pmol/ul ) 0,4 ul (40 pmol/final )
Primer F sop E ( 50 pmol/ul ) 0,4 ul (40 pmol/final )
Primer R sop E ( 50 pmol/ul ) 0,4 ul (40 pmol/final )
Primer F pef A (50 pmol/ul ) 0,2 ul ( 20 pmol/final )
Primer R pef A (50 pmol/ul ) 0,2 ul (20 pmol/final )
Taq polimeraz ( 5U/ul ) 0.25 ul ( 1,25 Uf/final )
Ekstraksiyon tirlinii 5ul

PZR Protokolii : Reaksiyon i¢in hazirlanan karisimlar iceren tiipler, 1s1
dongii cihazina (Techne) yerlestirildi ve daha sonra asagida belirtilen program

uygulanda.
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94°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon
94°C’de 1 dakika denatiirasyon
52°C’de 1 dakika birlesme
72°C’de 2 dakika uzama

72°C’de 10 dakika son uzatma

INVA geni icin :

_

— 30 Dt')ngﬁ

Her bir sus icin ependorf tiipline, buz iizerinde toplam hacim 50 pl olacak

sekilde asagida liste halinde verilen bilesenler eklendi ve reaksiyonlarda primer

olarak Tablo 5°te belirtilen primer ¢iftleri kullanildi.

Steril distile su

10X Taq buffer

25 mM MgCl:

dNTP ( 2 mM/herbiri )
Primer F InvA ( 10 uM )
Primer R InvA (10 uM )
Taq polimeraz ( 5U/ul )

Ekstraksiyon tirlinii

25,5 ul

Sul

5 pl (2,5 mM/final )
5 ul (0,2 mM/final )
2 ul (40 pmol/final )
2 ul (40 pmol/final )
0.5 ul (2,5 Uffinal )

Sul

PZR Protokolii : Reaksiyon icin hazirlanan karisimlari iceren tiipler, 1s1 dongii

cithazina (Techne) yerlestirildi ve daha sonra asagida belirtilen program uygulandi.

95°C’de 3 dakika 6n denatiirasyon
95°C’de 30 saniye denatiirasyon
58°C’de 30 saniye birlesme
72°C’de 50 saniye uzama

72°C’de 5 dakika son uzama

—_

—30 Déngii
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2.2.5. Suslar Arasi Klonal Yakinhk Tespiti i¢in Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) Yonteminin Kullanimi

45 kanatli Salmonella susunun klonal yakinliklar: bir molekiiler tiplendirme
yontemi olan PFGE ile belirlendi. Analiz, Xbal (GMbiolab, Taiwan) restriksiyon
enzimi kullanilarak CDC PulseNet protokollerine gore yapildi (147).

1 Saklanan suslar MHA’da canlandirildi.

2 [k olarak CSB hazirland.

3. 10 ml lik santrifiij tiiplerine 4’er ml olacak sekilde CSB dagitildi.

4 Taze kiiltiirlerden ekiivyon kullanilarak CSB igeren tiipler icerisinde siispanse
edildi.

5.  Sispansiyonlar dansitometre cihazi ile MacFarland 4.5-5 araliginda
(spekrofotometre 610 nm de 1.00) olacak sekilde ayarlandi.

6.  Hazirlanan siispansiyonlardan 1 ml’lik bir hacim numaralandirilmis 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi

7. Mikrosantrifiij tiipleri 13000 g’de 2 dakika siireyle + 4° C’de santrifiij edildi ve
tiiplerin diplerinde pellet olusumu goézlemlendi.

8.  Uzerine 400 ul CSB eklendi ve pipetaj yapildi.

9.  Pipetaj yapilan siispansiyon, buz ilizerine yerlestirildi.

10. % 1.5 ‘lik Low Melt Agaroz, TE ile hazirlandi

11. Hazirlanan Low Melt Agaroz’dan kuru bloktaki tiiplere dagitildi.

12.  Mikrosantrifiij tiiplerindeki silispansiyondan 100 pl alindi tizerine 20ul
Proteinaz K (20mg/ml) eklendi.

13. Low Melt Agaroz igeren tiiplerden 100 pl ve orneklerden 100 pl alinarak
karistirildi ve karigim kaliplara yiiklendi.

14. Kaliplar +4° C’de en az 15 dakika tutularak katilagtirildi.

15. Bu katilagtirma siiresi sirasinda Lysis Tamponu hazirlandi.

16. Hazirlanan Lysis Buffer’dan 4’er ml tiiplere transfer edildi.

17. Her tiipe 30’ar ul Proteinaz K (20mg/ml) eklendi.

18. Daha sonra kaliplar katilastirilmalari i¢in konulduklar1 dolaptan ¢ikarildi ve
Lysis Buffer ve Proteinaz K igeren tiiplere yerlestirildi.

19. Tipler galkalamali su banyosunda 54°C’de 2 saat bekletildi.
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.
33.

34.

35.

36.

37.

Lysis Buffer uzaklastirildiktan sonra bloklar yeni tiiplere yerlestirilir. 54°C’de
yine ¢alkalamali su banyosunda 2 defa steril distile suyla ve 4 defa TE ile
yikandi.

Restriksiyon enzimi ile kesimin yapilabilmesi i¢in ¢alismanin ikinci giiniinde
iki ayr1 tampon hazirlandi.

[k olarak her bir rnek igin 100 ul olacak sekilde ayarlanan Inkiibasyon Buffer
(10 pul -10x Tango Buffer ve 90 pl distile su) hazirlandi.

TE buffer’da tutulan agaroz kaliplar1 lam {izerine alindi ve steril bistiri ile %
oraninda diizgiin parcalar kesildi.

Kesilen pargalar Inkiibasyon tampon (100 pul) igeren mikrosantrifiij tiiplerine
konuldu ve 37°C’de 10 dakika siireyle beklendi.

Ikinci olarak her bir drnek igin 100 ul olarak hazirlanan Kesim tamponu,
bekleme siiresinde sonunda inkiibasyon tamponun uzaklastirilmasi sonrasi
tiiplere dagitildi.

Tiipler 37°C’de 2 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

Enzim ile kesilen bloklar kaset icine yerlestirilen taraklarin ug¢ kisimlarina
diizgiin sekilde konuldu.

Taragin her iki tarafina ladder yerlestirildi.

Kasete % 1’lik PFGE Grade Agaroz Jel (0.5X Tris-Borate-EDTA) dokiildii.
Ardindan tarak gevrilerek jel’in igerisine yerlestirildi.

Jelin sogumasi ve katilagsmasi i¢in 30 dakika beklendi ve tarak jelin igerisinden
cikartildi.

Jelde kalan bosluklar % 1°lik PFGE Agaroz Grade Jel ile dolduruldu.

Tabla iizerindeki agaroz daha onceden 14 °C’ye ayarlanan ve tankma 2 L 0.5X
TBE doldurulan PFGE tankina yerlestirildi.

CHEF Mapper (Bio-Rad) sisteminde Salmonella igin 14°C’de baslangi¢ vurus
sliresi 2.2 saniye, bitis vurus siiresi 63.8 saniye, vurus agisi 120° ve voltaj 6 V /
cm olacak sekilde 20 saat siiren elektroforez islemi uygulandi.

Elektroforez sonras1 600 ml distile su ve 300 ul (10 mg / ml) Etidium Bromide
igeren ¢ozelti kiivete yerlestiririlen jel iizerine dokiildi ve 30 dakika boyunca
multi-shaker ile ¢alkalanarak boyandi.

Daha sonra her 30 dakikada bir distile su ile yikanarak, UV 1s1ginda
goriintiilendi.

Cekilen resimler TIFF dosyasi seklinde kaydedildi ve analizleri yapildi.
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BOLUM 111

BULGULAR

3.1. Salmonella Suslar
Calismaya dahil edilen 45 Salmonella susunun serotipleri ve izole edildikleri
yerler Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Salmonella suslarinin serotip, izole edildikleri yerler ve materyal

dagilimlar

SUSLARIN iZOLE EDIiLDIiKLERIi
YERLER ve MATERYALLER

i N «~  Tavuk Ta.VUk Giivercin  Serotip Sayisi
Serotip Ad1 Damuzlikhane Kuluckahane Diskisi ic ic (%)
Organ Organ

S. Enteritidis 2 11 2 1 16 (35.5)
S. Infantis 6 6 (13.3)
S. Kentucky 5 5(11.1)
S. Molade 3 3(6.6)
S. Virchow 3 3(6.6)
S. Corvallis 2 244
S. Mbandaka 1 1 2 (4.9)
S. Anatum 1 1 2(4.4)
S. Heidelberg 2 2(4.4)
S. Typhi 1 1(2.2)
S. Hadar 1 1(2.2)
S. Teddington 1 1(2.2)
S. Albany 1 1(2.2)
TOPLAM 15 14 12 3 1 45 (100)

* : Drag ve kloakal siiriintii, " : Civciv i¢ organ ve yumurta
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3.2. Antimikrobiyal Duyarhlik Sonuclari
Toplam 45 Salmonella susunun Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile

belirlenen duyarlilik yiizdeleri Tablo 8’de goriilmektedir.

Antibiyotik direnci gosteren suslarin direng tipleri, sayilar1 ve oranlar1 Tablo
9’da, direngli suslarin izole edildikleri yerlere gore dagilimlar1 Tablo 10’da

gorilmektedir.

Tablo 8. Salmonella spp. suslarinda antibiyotik duyarlilik yiizdeleri

Antibiyotikler Direncli Duyarh

Say1 (%) Say1 (%)

FEP - 0 45 100
LEV - 0 45 100
CIP - 0 45 100
CTX - 0 45 100
AMP 6 13.3 39 86.7
AML 3 6.6 42 93.4
AMC 2 4.4 43 95.6
DO 18 40 27 60
oT 18 40 27 60
CT - 0 45 100

FEP: Sefepim, LEV: Levofloksasin, CIP: Siprofloksasin, CTX: Sefotaksim, AMP: Ampisilin, AML:
Amoksisilin, AMC: Amoksisilin/Klavulanik asit, DO: Doksisiklin, OT: Oksitetrasiklin, CT: Kolistin Siilfat.

Tablo 9. Direng tipleri, direng gosteren sus sayilari ve oranlari.

Direnc tipi Direngli sus sayis1 ( %0)
AMP 2(4.4)
AMP + DO + OT 1(2.2)
AMP + AML + DO + OT 1(2.2)
AMP + AML + AMC + DO + OT 2 (4.4)
DO + OT 14 (31)
Toplam 20 (44)

AMP: Ampisilin, DO: Doksisiklin, OT: Oksitetrasiklin, AML: Amoksisilin, AMC: Amoksisilin/Klavulanik asit
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Tablo 10. Direngli suslarin izole edildikleri yerlere gore dagilimlari ve oranlari.

izole edildigi yer Toplam sus sayisi Direncli sus sayis1 (%0)
Damizlikhane 18 10 (55.5)
Kuluckahane 15 5(33.3)
Tavuk Diski 8 1(12.5)
Tavuk ic organ 3 3(100)
Giivercin I¢ Organ 1 1 (100)

Salmonella spp. suslarinda disk difiizyon yontemi ile yapilan antibiyotik
duyarlilik sonuglarina gore bazi suslarda iki ve {istii antibiyotik grubuna gosterilen

¢oklu direng belirlendi (Sekil 8, 9, 10, Tablo 11).

Sekil 8. DO ve OT direnci gosteren 8 ve 3 numarali suslar
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Sekil 10. AML direnci gosteren 31 numarali sus
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Tablo 11. Coklu antibiyotik direnci gosteren suslar

Sus Numarasi Serotip Direnc gosterdigi antibiyotikler
5 S. Heidelberg AMP, AML, AMC, DO, OT
7 S. Kentucky AMP, DO, OT
14 S. Mbandaka AMP, AML, DO, OT
31 S. Heidelberg AMP, AML, AMC, DO, OT

AMP: Ampisilin, AML: Amoksisilin, AMC: Amoksisilin/Klavulanik asit, DO: Doksisiklin, OT: Oksitetrasiklin

3.3. Dezenfektan Duyarhlik Sonuglari

Mikrodiliisyon yontemi ile 45 Salmonella spp. susunun dort ayri
dezenfektana olan duyarliliklart belirlendi (Sekil 11, Tablo 12). Ayrica, suslarda
Virkon-S’e duyarli ve direngli serotipler tespit edildi (Tablo 13).

Tablo 12. Salmonella spp. suslarinda dezenfektan duyarlilik yiizdeleri

Dezenfektanlar Direngli sus sayisi1 (%) Duyarli sus sayisi (%)
Virkon-S® 25 (55) 20 (45)
Benaldecid® - 45 (100)
Biodes-S® - 45 (100)
Terminator® B 45 (100)

| \\,\\,\\,\xﬂ&\ »#Jf/,z |
Lﬁ‘%

—

Sekil 11. Salmonella spp. suslarinda mikrodiliisyon testi uygulamasi

56



Tablo 13. Salmonella spp. suslarinda Virkon-S’e direngli serotiplerin dagilimi.

3.4. PZR ile Viriilans Genlerinin Belirlenmesi

Serotip Toplam sus  Direncli sus sayisi
sayisi (%)
S. Enteritidis 16 11 (68.75)
S. Infantis 6 2 (33)
S. Kentucky 5 1(20)
S. Molade 3 1(33)
S. Virchow 3 2 (67)
S. Corvallis 2 1 (50)
S. Mbandaka 2 1 (50)
S. Anatum 2 1 (50)
S. Heidelberg 2 1(50)
S. Typhi 1 1 (100)
S. Hadar 1 1 (100)
S. Teddington 1 1 (100)
S. Albany 1 1 (100)

Alt1 ayr1 viriilans geni (invA, sopB, sifA, pefA, sopE, pipD) i¢in 3 ayr1 protokol

halinde yapilan multipleks ve tekli PZR sonucu suslarda tespit edilen viriilans

genleri

ve serotiplere

profillerine ait goriintiiler ise Sekil 12, 13 ve 14’de goriilmektedir.

gore dagilimlari Tablo 14°de goriilmektedir. PZR bant
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Tablo 14. PZR ile saptanan viriilans genlerinin serotiplere gore dagilimi

Serotip Sus invA sopB SifA pefA sopE pipD
Sayisi
S. Enteritidis 16 16 15 8 11 13 15
S. Infantis 6 6 6 - 2 - 6
S. Kentucky 5 5 5 - - - 5
S. Molade 3 3 3 - 1 - 3
S. Virchow 3 3 3 1 - 2 3
S. Corvallis 2 2 1 1 - - 2
S. Mbandaka 2 2 1 - - - 2
S. Anatum 2 2 2 - - - 2
S. Heidelberg 2 2 2 1 1 2 2
S. Typhi 1 1 1 1 1 - -
S. Hadar 1 1 1 1 - - 1
S. Teddington 1 1 1 1 - - 1
S. Albany 1 1 1 - - - 1
Toplam (%) 45 45(100) 42(93.3) 14(31.1) 16(35.5) 17(37.7) 43(95.5)

Sekil 12. InvA viriilans geninin PZR bant profilleri
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Sekil 13. SopB ve sifA viriilans genlerinin PZR bant profilleri

Sekil 14. SopE, pefA ve pipD viriilans genlerinin PZR bant profilleri
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3.5. PZR ile B-Laktamaz Diren¢ Genlerinin Tespiti

Disk difiizyon testi sonucunda B-Laktam direnci tespit edilen alt1 susta blacrxw,
blarem ve blaswv B-Laktamaz direng genleri PZR ile arastirilmis ancak suslarin

hicbirinde bu genler gosterilememistir.

3.6. PZR ile Tetrasiklin Diren¢ Genlerinin Tespiti

Disk diflizyon testinde tetrasiklin direnci saptanan 18 susta, TetA ve TetB
diren¢ genleri arastirilmis, yedi susta sadece TetA direng geni tespit edilmistir (Sekil
15, Tablo 15)

Tablo 15. TetA geni saptanan suslara ait serotipler, izole edildikleri yerler ve direng

tipleri.
Sus numarasi Serotip izole edildigi yer Direng tipi
1 S. Infantis Damizlikhane DO +OT
3 S. Enteritidis Kulugkahane DO +OT
8 S. Infantis Damizlikhane DO +OT
14 S .Mbandaka Tavuk Digkisi AMP + AML + DO + OT
19 S. Infantis Damizlikhane DO +OT
25 S. Infantis Damizlikhane DO +OT
28 S. Infantis Damizlikhane DO +OT

DO: Doksisiklin, OT: Oksitetrasiklin, AMP: Ampisilin, AML: Amoksisilin
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Sekil 15. TetA direng geninin PZR bant profilleri

3.7. PFGE ile Suslar Arasinda Klonal Yakinhklarin Tespiti

Molekiiler tiplendirme yontemleri igerisinde altin standard olarak kabul edilen
PFGE ile 45 sus arasindaki klonal iliski CHEF Mapper (Bio-Rad) sistemi ile
arastirildi. PFGE sonrasi jel goriintiileri (Sekil 16) ve %1°lik homoloji katsayisi ile
Aritmetik Ortalama Kullanarak Agirliksiz Gruplama (UPMG) metodu ile klonal
iligkiyi gosteren dendogram elde edildi (Sekil 17).
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Sekil 16. ilk 10 susa ait PFGE jel goriintiisii (L: Ladder)
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BOLUM IV
TARTISMA

Salmonelloz, insan ve hayvanlarda goriilen hastaliklarin en onemlilerinden
biridir ve diinya ¢apinda tespit edilen gida kaynakli bakteriyel infeksiyonlarin ikinci
en sik nedenidir (148). Her yil diinya genelinde yaklasik 93.8 milyon Salmonella
kaynakli gastroenterit vakasi yasanmakta ve bu vakalarin 155.000’1 OSliimle
sonuglanmaktadir (148, 149). Ayrica, Salmonella kaynakli infeksiyonlar, 2006
yilinda ABD’de 2,5 milyar dolarlik bir ekonomik zarara neden olmustur (104).

Bulasmada; hasta ve tasiyici insanlar ile hayvanlar, insanlar i¢in Salmonella
iceren hayvansal gidalar (et, yumurta, siit vb.), hayvanlar i¢in Salmonella iceren
yemler ve bitkiler, Salmonella bulunan insan ve hayvan diskis1 ile kontamine olmus

sular ve vahsi hayvanlar rol oynar (150,151).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, Salmonella tiirlerinin kanatli hayvanlarda
ve lrlinlerinde diger hayvanlar ve iirlinlerine kiyasla daha c¢ok saptandigi
belirtilmistir (150). Ticari kanath isletmelerinde Salmonella bulasi yemle, havayla,
giibreyle, hijyenik olmayan kosullarla ve bocekler, kemirgenler ve insanlar
araciligiyla olmaktadir (153). Son on yilda kanatli etlerinin ve yumurta tiiketimin
artmasiyla birlikte birgok iilkede insan salmonelloz olgularinda artis goriilmiistiir
(148). 2007 yilinda Avusturya’da 438 gida kaynakli gastroenterit vakasi bildirilmis
ve bu vakalarin % 70’inin Salmonella igeren tavuk eti ve yumurta tiiketimi sonucu

ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (152).

En sik rastlanan serotipler, insanlarda; Typhimurium ve Enteritidis,
kanathlarda: ~ Typhimurium, Enteritidis ve Infantis, biiyiikkbas hayvanlarda;
Typhimurium ve Dublin’dir (150). S. Infantis, 6zellikle son 15 yilda diinya
genelinde yayginlagsmaya baslamis, kanatli hayvanlara ve insanlara ek olarak

hastanelerden ve sebzelerden de izole edilir hale gelmistir (154).

Salmonelloz kontrolii, kontaminasyonun hayvansal kaynakli gida iiretiminin
her asamasinda olabileceginden dolay1 genel olarak zor bir siirectir (153). Buna ek
olarak insan ve hayvan sagliginda yaygin, kontrolsiiz ve bazi hallerde yanlis
antibiyotik kullanimi direngli Salmonella suslarinin 1990’11 yillarin basinda ortaya

¢ikmasi ve yayginlagsmalari ile sonuglanmistir (155). Antimikrobiyal direng, global
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bir halk sagligi problemi olarak karsimiza ¢ikmakta, salmonelloz tedavisi ve

kontroliinde ciddi bir engel olusturmaktadir (156).

Bu tez ¢alismasinda kullanilan 45 susun 18’1 (% 40) rutin damizlikhane
kontrollerinden, 16’s1 (%33) rutin kulugkahane kontrollerinden, sekizi (%17) tavuk
diskisindan, iigli (%6) tavuk i¢ organlarindan ve biri (%2.2) ise giivercin ig

organlarindan izole edilmistir.

Calismaya dahil edilen Salmonella suslarinin serotip ve izole edildikleri
yerler gézoniine alindiginda; en fazla sayida sus iceren serotip S. Enteritidis (16
izolat) olmus ve bunlarin 12’si kulugkahanelerden izole edilmistir. Bunun ardindan
alt1 ve bes izolat sayisi ile S. Infantis ve S. Kentucky serotipleri gelmekte olup, bu

suslarin tiimii damizlikhanelerden izole edilmistir.

B-Laktam ve tetrasiklin grubu antibiyotiklere karsi toplam 20 Salmonella
susunda diren¢ tespit edilmistir. Diger test edilen antibiyotiklere (sefepime,

levofloksasin, siprofloksasin, sefotaksim, kolistin siilfat) kars1 diren¢ goriilmemistir.

Tetrasiklin ve B-Laktam direnci, suslarin c¢ogunda birlikte goriilmesine
ragmen iki kuluckahane kaynakli S. Enteritidis susunda sadece AMP direnci
belirlenmistir. Ayrica suslarin izole edildikleri yerlere gore diren¢ dagilimlart Tablo
9’da goriilebilmektedir. Halk saglig1 a¢isindan 6nem arz eden damizlikhaneden izole
edilen suslarda yiliksek oranda direng (%55.5) tespit edilmistir. Yine damizlikhane
izole edilen alt1 S. Infantis susunun hepsi tetrasiklin grubu antibiyotiklere karsi

direngli bulunmustur.

2003 yilinda Aksakal (157), Van yoresinde tavuk, hindi, bildircin ve
devekusu digkilarindan izole ve identifiye ettigi 49 Salmonella susunda
oksitetrasiklin diren¢ oranini %40.08, tetrasiklin diren¢ oranini %32.66, ampisilin
ve amoksisilin diren¢ oranlarin1 %10.2 olarak bulmustur. Sahan ve arkadaslar1 (150),
et tiketimine sunulmak amaciyla yetistirilen tavuklarin digkilarinda yaptiklar
calismada; tetrasiklin diren¢ oranini %42.2, ampisilin diren¢ oranimmi %31.5,
siprofloksasin direng¢ oranin1 %10.2 ve sefotaksim direng¢ oranin1 %3.2 bulmuslardir.
Oral ve arkadaslari (36), 2007 yilinda Aydin ve izmir illerindeki ticari isletmelerde
yetistirilen tavuklarin i¢ organlarindan izole ettikleri 47 Salmonella spp. (7’si S.
Enteritidis) susunda, amoksisilin direncini %25.5, doksisiklin direncini %17, kolistin

stilfat direncini %4.2 bulmuslardir.
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2002-2014 yillar1 arasinda insanlardan izole edilen 258 Salmonella susunu
igeren ¢alismada Cilo ve arkadaslar1 (110), en sik S. Enteritidis identifiye etmislerdir.
Bu ¢aligmada, ampisilin direncinin %10.5 ve sefotaksim direncinin %1 oldugu
belirlenmistir. Kiigliker ve arkadaslari (159), 22 S. Enteritidis insan susunda
ampisilin direncini %22.7, sefotaksim, tetrasiklin ve siprofloksasin direncini %4.5
olarak saptamislardir. Cruchaga ve arkadaslar1 (159), Ispanya’da ¢ogunlugunu S.
Hadar, S. Enteritidis ve S. Typhimurium’un olusturdugu insan, hayvan (kanatli, inek
ve koyun) ve gida (kanath eti, yumurta ve siit) kaynakli 171 Salmonella’da
ampisilin direncini insan izolatlarinda %45, hayvan izolatlarinda %61 ve gida
izolatlarinda %43 olarak bulmuslardir. Ayn1 ¢alismada tetrasiklin diren¢ oranlar1 ise
insanlar izolatlarinda %44, hayvan izolatlarinda %61 ve gida izolatlarinda %63
olarak seyretmistir. Tayland’da 2009 yilinda 80 kanatli ve 104 domuz kaynakli
Salmonella susunda yaptiklar1 arastirmada, tetrasiklin ve ampisilin direnci
kanathlarda sirasiyla %66 ve %56 olarak bulunmustur (160). Kuang ve
arkadaslarinin  (156) 2011 yilinda Cin’de 105 kanathi susunu iceren arastirmada,
tetrasiklin direnci  %22.86, doksisiklin direnci %23.81, ampisilin direnci %31.43,
amoksisilin  direnci  %30.48, amoksisilin—klavulanik asit direnci  %2.86,
siprofloksasin direnci %25.71 ve levofloksasin direnci %19.04 olarak tespit

edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda sadece B-Laktam direnci gosteren suslar ile 3-Laktam ve
tetrasiklin grubunun her ikisine birden direng gosteren suslarin toplami 20 (%45)

olarak bulunmustur.

Sadece B-Laktam (amoksisilin, ampisilin ve amoksisilin—klavulanik asit)
direnci, suslar arasinda diisiik yiizdelerde (%2.2 - 4.4) bulunmasina ragmen,
tetrasiklin grubu (oksitetrasiklin ve tetrasiklin) antibiyotik direnci suslarin 14’tinde
(% 31) tespit edilmistir. Bu anlamda elde edilen tetrasiklin duyarlilik sonuglari
Aksakal, Sahan ve arkadaslari, Cruchaga ve arkadaslar1 ve Kuang ve arkadaslarinin
caligmalart ile uyum gostermektedir. Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin ekonomik,
genis spektrumlu olmalar1 ve oral yolla uygulanabilme gibi avantajlar1 veteriner
hekimlikte yaygin ve yogun kullanimlarina neden olmaktadir. Yaygin ve yogun
kullanima hatali tedavi ve profilaksi uygulamalar1 eklendiginde direng gelisimi

kaginilmaz bir sonugtur.
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Ayrica, ¢alismamizda insan salmonelloz tedavisinde kullanilan sefalosporin
grubu antibiyotiklerin (sefepim, sefotaksim), kanatli Salmonella suslar1 tizerine etkisi

arastirilmis ve tiim suslar duyarlt bulunmustur.

Antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda B-Laktam ve tetrasiklin gruplarina
direng gosteren suslar, literatiir taramasi sonucu tespit edilen ve adi gecen
antibiyotik gruplarinda en sik karsilasilan antibiyotik direng genleri yoniinden PZR
yontemi ile taranmigtir. Tetrasiklin grubu antibiyotik direncinde diger mekanizmalara
kiyasla daha 6n planda olan disa-atim (efflux) pompalarini kodlayan tetA ve tetB
genleri, tetrasiklin ve B-Laktam direnci gosteren 18 susta arastirildi. PZR
sonuglarina gore yedi susta tetA geni tespit edildi ancak tetB geni higbir susta
saptanmadi. S. Infantis suglari1 tamami sadece tetrasiklin grubu antibiyotiklere
direng gdstermis ve bu altt susun besinde tetrasiklin temel direng mekanizmasi

olarak kabul edilen disa-atim (efflux) pompa geni olan tetA tespit edilmistir.

Abbasoglu ve arkadaslar1 (91), 20 tetrasiklin direnci gdsteren kanatli S.
Infantis susunun tiimiinde tetA geni oldugunu gostermislerdir. Adesiji ve arkadaslar
(161), insanlardan, kanatlilardan ve deniz taraklarindan izole ettikleri tetrasiklin
direngli 20 Salmonella susunun tamaminda tetA genini saptarken, tetB genini ise
%30 oraninda bulmuslardir. Rahmani ve arkadaslar1 (148), Iran’da 2013 yilinda 30
tetrasiklin direngli S. Infantis ve S. Enteritidis kanatli susunda yaptiklar1 incelemede
% 75 oraninda tetA geni varligi ortaya konmusg ancak higbir susta TetB, TetC ve
TetG bulunamamustir. Italya’da 2003 yilinda, Pezzella ve arkadaslart (161) 20
degisik serotip iceren 58 tetrasiklin direngli kanatli susunda tetA genini % 68

oraninda tespit etmislerdir.

Peirano ve arkadaslari (163) insanlardan ve hayvanlardan izole edilen 119
tetrasiklin direngli Salmonella susunda % 22.6 oraninda tetA ve % 49.5 oraninda
tetB saptamislardir. Randall ve arkadaslar1 (164) insanlardan ve hayvanlardan izole
edilen 108 tetrasiklin direngli Salmonella spp. susunda tetA, tetB ve tetG genlerini
strastyla % 6.4 , % 6.4 ve %49 olarak bulmuslardir. Ghoddusi ve arkadaglari (165),
tetrasiklin direncine sahip 44 kanatli Salmonella susunda tetA geni tespit

edememislerdir.

Bu ¢alismada tetA geni tetrasiklin ve B-Laktam direnci birlikte olan suslarda
%38.8 olarak belirlenirken, sadece tetrasiklin direnci gdsteren 14 susta %50 olarak

saptandi. Elde edilen bu veriler, tetA varliginin tespti anlaminda Pezzella ve
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arkadaslar1 ile Rahmani ve arkadaglarinin ¢alismalari ile paralellik géstermektedir.
Peirano ve arkadaglari, Adesiji ve arkadaslar1 ve Randall ve arkadaslar1 yaptiklari
incelemelerde degisik oranlarda tetB saptamislardir. Ancak yukarida bahsedilen
diger ¢alismalarda tetB diisiik oranlarda veya hi¢ tespit edilememistir. Disa atim
mekanizmasinda rol alan ve calismalarda en sik karsilasilan tetA ve tetB direng
genlerinin baz1 klinik orneklerde tespit edilememesi, tetrasiklin direncinde diger

mekanizmalarin rol alabilecegini ortaya koymaktadir.

B-Laktam (AML, AMP, AMC) grubu antibiyotiklere diren¢ goriilen 5 (S.
Heidelberg), 7 (S. Kentucky), 14 (S. Mbandaka), 31 (S. Heidelberg), 33 (S.
Enteritidis) ve 36 (S. Enteritidis) numarali suslarda, B-Laktam direncinin en temel
mekanizmasini olusturan B-Laktamaz direng genleri olan ve Gram (-) bakterilerde

siklikla tespit edilen blacrxw, blarem ve blasw’yi saptanamamustir.

Djeffal ve arkadaglar1 (166) insanlardan izole edilen 37 Salmonella spp.
susunun besinde amokisisilin-klavulanik asit direnciyle karsilasmiglardir. PZR
sonuglarina gére blacrxw genini suslarin tiimiinde ve blarem ‘i ise %33 oraninda tespit

etmislerdir.

Brezilya’da yapilan bir arastirmada, 1999-2003 yillar1 arasinda insan, hayvan
ve hayvansal gida 6rneklerinden izole edilen ampisilin direngli 84 Salmonella spp.
susundan 80’inde (%95) blarem, 15’inde (%17.8) blacrxwm pozitif bulunmustur (163).
Eguale ve arkadaslar1 (167), insan ve hayvanlardan (tavuk, inek, domuz) izole edilen
ve B-Laktam direnci gosteren 43 Salmonella spp. susunun 34’{inde (%79) blarem,
ikisinde (%4.6) blacrxm tespit ederken, blassv’ye rastlamamiglardir. Chen ve
arkadaslar1 (168), hayvansal gida oOrneklerinden izole edilen ¢oklu direngli 30
Salmonella spp. susunun 13’tinde (%43) sadece blarem belirlemislerdir. Japonya’da
2002-2006 yillar1 arasinda yapilan bir aragtirmada, hayvan (tavuk, inek, domuz) ve
hayvansal gida Orneklerinden izole edilen ¢oklu direngli 48 Salmonella spp.
susundan, 14’tinde (%29) blarem saptamiglar (169). Chuanchuen ve arkadaslar
(160) ise, tavuklardan izole edilen 80 Salmonella spp. susundan 19’unda (%23)

blarem’i gostermislerdir.

Yukarida belirtilen makalelerde insan, hayvan (tavuk, inek ve domuz) ve
hayvansal kaynakli gida 6rneklerinden izole edilen ¢ok farkli serotiplerde Salmonella
suglar1  kullanilmigtir.  Yapilan ¢alismalarin  hepsinde blarew direng genleri

saptanmistir. blacrxm direng geni varligi baz1 ¢alismalarda saptanmistir fakat bunun
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blarem’e kiyasla daha diisiik oranlarda oldugu goriilmiistiir. Ancak yukarida belirtilen

hi¢bir ¢alismada blaswv geni gosterilememistir.

Bu c¢alismada elde edilen veriler blaswv acisindan literatiir ile uyum
icerisindedir. Diger diren¢ genlerinin tespit edilememesi, suslarda diger (-Laktam

diren¢ mekanizmalarinin rol oynayabilecegini gostermektedir.

Salmonella infeksiyonlart birgok viriilans genini igeren karmasik bir
patogeneze sahiptir. Glinlimiize kadar tanimlanan 60’dan fazla viriilans geni 16 SPA
tizerinde kiimeler halinde yer alir (152). Bu virlilans genlerinin ¢ogunlugu
kromozomlar veya viriilans iligkili plazmitler iizerinde lokalize olmuslardir
(170,171). SPA ve viriilans genlerinin varligi Salmonella serotipleri arasinda

degiskenlik gostermektedir (171).

Bu ¢alismada en sik karsilagilan Salmonella viriilans genleri olan invA, sopB,
SOpE, sifA, pefA, ve pipD arastirilmistir. Viriilans genleri patogenez siirecinde farkli
gorevlere sahiptirler. InvA, sopB ve sopE genleri konak¢i taninmasi ve makrofajlarin
invazyonunda rol alirlar. SifA geni makrofajlar igerisinde sag kalimdan sorumludur.
PefA fimbriae’nin yapisina katilir ve etkenin hareketine olanak saglarken, pipD

geninin ise enterit olusumu ile baglantili oldugu ortaya konmustur (170, 172).

Yukarida belirtilen viriilans genleri 45 kanatli Salmonella spp. susunda PZR
yontemi ile aragtirtlmigtir. PZR ¢aligmalar1 sonucunda invA geni suslarin tamaminda
tespit edilirken, sopB ve sipD sirasiyla 42 (%93.3) ve 43 (%95.5) susta belirlenmistir.
SOpE 17 (%37.7) susta saptanirken, SifA 14 (%31.1), pefA ise 16 (%35.5) susta

saptanmuistir.

Karmi ve arkadaglar1 (152), 16 kanatl eti kaynakli Salmonella spp. susunun
tamaminda invA genini gostermislerdir. Chaudhary ve arkadaslar1 (171) ise, domuz
etinden izole edilen 37 Salmonella spp. susunun hepsinde invA geni tespit
etmislerdir. Brezilya’da yapilan bir aragtirmada, insan, hayvan ve hayvansal gida
orneklerinden izole edilen 102 S. Enteritidis susunun tamaminda InvA geni
saptanmistir (173). Brezilya’da 1984-2005 yillar1 arasinda insan, hayvan, hayvansal
kaynakli gida ve sebze orneklerinden izole edilen 35 S. Infantis sugunun hepsinde
invA, sopB ve sifA  bulunmustur (154). Campioni ve arkadaslari (149), yine
Brezilya’da 1986-2010 yillar1 arasinda insan, hayvan, hayvansal kaynakli gida ve
sebze Orneklerinden izole edilen ve salginlardan sorumlu tutulan 128 S. Enteritidis

susunun tamamina yakininda (%97.6) invA, sopB ve sifA genlerini saptamislardir.
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Krawiec ve arkadaglar1 (174) 40 degisik yabani kus tliriinden izole ettikleri 64
Salmonella susunda, invA ve SifA genini suslarin tamaminda, SopB ve pefA genlerini
ise sirastyla %94.45 ve %66 olarak belirlemislerdir. Hindistan’da 2011 yilinda 134
hayvansal gidalardan izole edilen Salmonella susunun hepsinde invA saptanirken,
pefA %51.42 oraninda bulunmustur (175). Skyberg ve arkadaslar1 (172) 178 kanath
susunda, InvA’y1 suslarin tamaminda tespit etmisler ve sopB, sifA, ve pefA genlerini
strasiyla %98.75, %90 ve %3.75 olarak saptamislardir.

Chaudhury ve arkadaslar1 (171), ise 78 kanatlhi saha susunda, /nv4 ve SopByi
suslarin timiinde, SOPE ve pefA genlerinin varligini sirasiyla %55.27 ve %32.9
olarak belirlemislerdir. Borges ve arkadaslar1 (176), 84 Salmonella susunun tiimiinde
invA genini tespit ederlerken ve sopE genini (%98.7) olarak saptamislardir. Insan,
hayvan ve hayvansal kaynakli gida 6rneklerinden izole edilen 185 Salmonella susunu
iceren ¢alismalarinda Dione ve arkadaslar1 (170), invA, sopB, sopE, pefA ve pipD
genlerini sirasiyla %99.5, %94.1, %33, %44 ve %92.4 olarak belirlemislerdir.
Zishiri ve arkadaslarinin (177) 146 insan ve tavuk kokenli susu kapsayan arastirmada

InVA suslarin hepsinde, pipD ise (%50) olarak bulunmustur.

Bu tez ¢aligmasinda invA ve sopB genlerinin saptanma oranlari yukarida
belirtilen kaynaklarin tiimiiyle parallelik gostermektedir. InvA viriilans geninin
degisik cografi bolgelerde, farkli kaynaklarda ve serotiplerde ¢ok yiiksek oranlarda
bulunmasi, adi gegen genin Salmonella cinsi igerisinde korunmus bir bolge
olabilecegini  diislindiirmektedir ~ (171,178).  Gilinlimiizde = Salmonella’larin
tanimlanmasinda PZR ile invA primerlerinin kullanilmasi hizli, duyarli ve spesifik bir
yontem olarak goriilmekte ve uluslarasi bir standard olarak kabul edilmektedir

(179).

InvA ve sopB genlerinin Salmonella’larda yiiksek oranlarda tespit edilmesi
giiclii bir invazyon kapasitesine sahip olduklar1 seklinde yorumlanabilir. PipD geni
ile ilgili pek kaynak bulunmamakla beraber elde edilen veriler Dione ve
arkadaglarinin ¢aligmasi ile paralellik gostermektedir. Ayrica, pipD geninin yine
yiiksek diizeylerde saptanmasi serotipten bagimsiz olarak kanatlilarda Salmonella
infeksiyonlarinin baslica bulgusunun enterit olabilecegine isaret etmektedir. SifA
geni, Campioni ve arkadaslari, Krawiec ve arkadaglar1 ve Skyberg ve arkadaslarinin
aragtirmalarinda yiliksek oranlarda saptanirken, SOPE ve pefA genlerinin tespit edilme

oranlari ise degiskenlik gostermektedir.
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Aragtirilan alti  genin tiimiinii birden tasiyan tek serotipin S. Enteritidis
oldugu ortaya cikmistir. 16 S. Enteritidis susunun sekizinde (%50) biitlin viriilans
genleri saptanmistir. Kulugkahane, tavuk i¢ organ ve diskisindan koken alan bu
suslarin  birinin  tetrasiklinlere, dordiniin ise Virkon-S®’e¢ direngli oldugu
belirlenmistir. Viriilans genlerinin tiimiinii tasiyan, antibiyotik ve dezenfektanlara
kars1 direng sergileyen bu tip S. Enteritidis suslar1 halk saglig1 a¢isindan ciddi tehlike

olusturabilecek potansiyele sahiptirler.

Dezenfeksiyon, infeksiyonlara sebep olan mikroorganizmalarin ¢esitli
yontemlerle (1s1, kimyasal maddeler ve ultraviole 1sinlar1) yok edilmeleri veya
tiremelerinin inhibe edilmesi uygulamalarim1 kapsar. Kullanilan kimyasal bazl
dezenfektanlar veya diger dezenfeksiyon araglari bakterilerin vejetatif formlarini

ortadan kaldirir ancak yiiksek direng gosteren spor formlarina etki etmeyebilir (180).

Dezenfeksiyon uzun yillardan beri basta saglik sektorii olmak tizere gida,
kimya ve kozmetik endiistrisinde yaygin ve yogun olarak gerceklestirilen bir
islemdir. Dezenfektanlar, igerdikleri farkli kimyasal maddeler nedeniyle
mikroorganizmalar {izerinde bircok hedefe etkilidir ve bu agidan hedef spesifikligi
olan antibiyotiklere kiyasla daha genis bir etki spektrumuna sahiptirler. Ayrica, ayni

madde birden fazla mekanizma ile etki gosterebilmektedir (180,181) .

Bu tez calismasinda kanatli kuluckahane, damizlikhane ve laboratuvarlarda
siklikla kullanilan Virkon-S®, Benaldecid®, Biodes-S® ve Terminator® adli
dezenfektanlarin 13 ayr1 serotipten olusan 45 Salmonella spp. susu tizerindeki etkileri
mikrodiliisyon yontemi ile arastirilmistir. Arastirma sonucunda aldehid
(gluteraldehid), kuarterner amonyum (benzalkonyum kloriir), klor ve alkol bilesikleri
iceren Benaldecid®, Biodes-S® ve Terminator™” iin tiim suslara etkili oldugu goriildii.
Ancak, oksitleyici bilesik olarak simiflandirilan ve temel olarak potasyum

peroksomonosiilfat iceren Virkon-S®’e 25 (%55) susun direngli oldugu saptandi.

Gradel ve arkadaglar1 (182), dokuz farkli serotip igeren 286 Salmonella spp.
susunda Virkon-S®’e ek olarak formaldehid, gluteraldehid, benzalkonyum kloriir,
fenol ve iyot bilesikleri igeren dort ayri ticari dezenfektan kullanmiglar ve herhangi
bir direngle karsilasmamislardir. Cardoso ve arkadaslarinin (183), yaptigi ve 80
tavuk govde eti kaynakli S. Enteritidis igeren ¢alismada gluteraldehid, benzalkonyum
kloriir, fenol ve iyot kimyasal bilesikleri kullanilmiglardir. Tiim bilesikler suslar

tizerine etkili bulunmustur.
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Ramesh ve arkadasglarinin (184), yaptiklar1 arastirmada Salmonella ile
kontamine ettikleri, organik atiklar ve biofilm ile kapladiklar1 metalik yiizeylerde
farkli kimyasal maddeler igceren 13 degisik ticari dezenfektan1 cesitli
konsantrasyonlarda uygulamislar ve aktif icerikleri sodyum hipoklorit ve alkali
peroksit olan iki dezenfektani etkili bulmuslardir. Norveg’te 2008 yilinda kanath
yemlerinden izole edilen Salmonella spp. suslarna karsi bakterisidal etkinligi en

®

yilksek dezenfektanlarmn %70 etanol iceren P3AlcoDes™ ve Virkon-S® oldugu

bildirilmistir (185).

Gehan ve arkadaslar1 (186), ticari kanatli isletmelerinde kullanim alani bulan
icinde Virkon-S®’inde bulundugu bes farkli ticari dezenfektan yedi ayr1 bakteriyel,
fungal ve viral etkene karsi etkisi in vitro olarak arastirmislardir. Cesitli zaman
dilimlerini igeren, organik madde varliginda ve yoklugunda yapilan arastirmalar
sonucunda Virkon-S®*in énerilen konsantrasyonlarda kanatlilardan izole edilen S.

Typhimurium suslar1 iizerine etkili olmadig1 belirlenmistir.

Aerestrup ve arkadaslar1 (187), 156 kanathi Salmonella spp. susunda
benzalkonyum kloriir, klorheksidin, ¢inko kloriir, bakir siilfat, formaldehid ve
hidrojen peroksit (potasyum peroksomonosiilfat ile aymi gruptan) kullanarak
yaptiklar1 arastirmada, en etkili iki kimyasal madde hidrojen peroksit ve formaldehid
olarak belirlemislerdir. Ingiltere’de yapilan bir arastirmada ise kanatli S.
Typhimurium ve S. Enteritidis suslar1 kullanilarak, farkli kimyasal maddeler i¢eren
13 ayr1 ticari (Virkon-S® dahil) dezenfektanin etkinligi arastirilmis ve degisik zaman
dilimlerinde ve farkli konsantrasyonlarda uygulanan dezenfektanlarin etkinlikleri
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda gluteraldehid ve formaldehid igeren

dezenfektanlarin bakterisidal etkinlikleri yliksek bulunmustur(188).

Payne ve arkadaslarmin (189) ticari kanathi kiimeslerin tabaninda ve
laboratuvar kosullarinda S. Typhimurium kullandiklar1 c¢alismada, kuarterner
amonyum, fenol, potasyum peroksomonosiilfat ve peroksijen bilesiklerinin
etkinlikleri arastirilmigtir. Testler sonucunda kullanilan tiim kimyasallar etkili
bulunmus ve aralarinda ciddi bir fark gdézlenmemistir. Tiirkiye’de 2015 yilinda
gerceklestirilen bir tez calismasinda, kanatlilardan izole edilen S. Infantis, S.
Typhimurium ve S. Enteritidis suslari iizerine hidrojen peroksit, kuarterner amonyum
bilesikleri, iyot bilesikleri ve gluteraldehid bilesiklerinin etkinlik arastirilmistir.

Hidrojen peroksit en etkili dezenfektan olarak saptanmig ve S. Infantis’in ise diger
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serotiplere kiyasla dezenfektanlara daha duyarli oldugu goriilmistiir. Ayrica, S.

Typhimurium’da kuarterner amonyum bilesiklerine kars1 direng belirlenmistir (190).

Bu tez c¢aligmasinda aldehid (gluteraldehid), kuarterner amonyum
(benzalkonyum kloriir), klor ve alkol bilesikleri igeren dezenfektanlar, suslarin
tiimlinde mikrodiliisyon testi sonucunda mikrobiyal iiremeyi inhibe etmistir. Ancak,
potasyum temel aktif icerigi peroksomonosiilfat olan Virkon-S® suslarin 25’inde
(%55) etkili olmanmustir. Virkon-S®’in etkili olmadigi suslarin ; 11°i (%44) S.
Enteritidis, ikisi (%8) S. Virchow, ikisi (%8) S. Infantis, digerleri (%4) S.
Kentucky, S. Molade, S. Corvallis, S. Mbandaka, S. Anatum, S. Heidelberg, S.
Typhi, S. Hadar, S. Teddington ve S. Albany’dir. Virkon-S®’e kars1 olan dirence
tim serotiplerde rastlanmaktadir. Ayrica, dezenfektan direnci gosteren 25 susun

dokuzu (%36) tetrasiklin ve B-laktam grubu antibiyotiklere karsi da direnglidir.

Tez calismasinda 16 S.Enteritidis susunun 11’1 (%67.8) direngli oldugu
belirlenmis ve bu direngli suslarin dokuzunun (%81.8) kuluckahane kaynakli oldugu
goriilmiistiir. 15 kuluckahane kaynakli 6rnegin 11°1 (%73), sekiz tavuk digkis
kaynakli 6rnegin besi (%62.5) ve 18 damizlikhane kaynakli 6rnegin yedisi (%38)
Virkon-S®’¢ diren¢ gostermistir. Ticari tavukeuluk isletmelerinde sik olarak
kullanilan bu dezenfektana karsi kulugkane kaynakli orneklerde ve S. Enteritidis
yiiksek olarak izlenen direng, hayvansal kaynakli gida tiiketimi g6z Oniine

alindiginda insan saglig1 agisindan tehlike olusturabilecek durumdadir.

Dezenfenktanlara karsi bakterilerde goriilen direng, antibiyotiklerde goriilen
direncle karsilagtirildiginda oldukga diisiik diizeyde kalmaktadir. Bunun temel nedeni
kullanilan ticari dezenfektanlarin cogunlugunun igerdikleri farkli diizeylerdeki gesitli
kimyasal maddelerin; degisik etki mekanizmalariyla bakteri hiicresinde yer alan bir
cok hedefe etkili olmasidir. Yapilan calismalarda saha suslari ve standard suslar
arasinda yapilan karsilastirmalarda, saha Orneklerinde azalmis dezenfektan
duyarliligi  goriilebilmektedir. Bu ¢alismada sahadan izole edilen suslar
kullanilmistir.  Yapilan dezenfeksiyon etkinlik testlerinde suslarin yarisindan
fazlasinda (%55) sadece bir dezenfektana (Virkon-S®) kars1 direng tespit edilmistir.
Direng gelisimine neden olan faktorler olarak; suslarin izole edildikleri yerlerde
Virkon-S®’in uzun siireden beri, yetersiz temas siirelerinde ve konsantrasyonlarda
uygulandigi, ayrica dezenfeksiyon Oncesi yeterli 6n temizlik igleminin yapilmadigi

diistiniilmektedir.
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Tez calismasinin son asamasinda suslar arasindaki klonal yakinligi belirlemek
amaciyla PFGE yontemi uygulanmistir. Bu molekiiler tiplendirme yontemi
epidemiyolojik arastirmalarda ve salginlarda kullanim alanina sahiptir. PFGE
yiiksek ayrim giicti, tekrarlanabilirligi ile giiven veren bir yontemdir ve sahip oldugu
bu nitelikler ile 6n plana ¢ikmaktadir. Bu yontem 6zellikle salginlar sirasinda suslar
arasindaki  klonal iligkinin ortaya konmasinda, salginlara ait kaynagin
belirlenmesinde, bulagma yollar1 ve araglari ile bulagsma derecelerinin saptanmasinda

faydalidir (135, 154, 191, 192).

PFGE ile 45 Salmonella susundan, dordiinde (13 numarali S. Corvallis, 17
numarali S. Kentucky, 20 numarali S. Kentucky ve 39 numarali S. Kentucky)
yontem tekrar edilmesine ragmen patern elde edilememistir. Ortaya ¢ikan 13 ayri
Salmonella serotipi iceren 41 susa ait dendogramda yiiksek ayrim giiciiniin bir
gostergesi olarak 39 ayr1 pulsotip tespit edilmistir. Suslar arasi klonal yakinlik %30
ile % 100 arasinda degismektedir. Ayrim / smir degeri, % 53 olarak alindiginda,
ornekler arasinda sekiz ayr1 kiime olusumu gézlenmistir. 35 (S. Enteritidis) numarali
susa ait pulsotip ayrim / sinir degerinin altinda kaldigi i¢in ve diger suslarla benzerlik
orani ¢ok diisiikk oldugu icin kiimelendirme islemine dahil edilmemistir. Kiimelerin
sahip oldugu sus sayilarinin genetik benzerliklerine dayanarak ii¢ ile 12 arasinda

degistigi saptanmistir.

Dendogramda yapilan incelemede aymi serotipte olan ve bazi durumlarda
farkl1 koken alanlarmma sahip suslar arasinda % 80 ve %100 arasinda degisen
oranlarda yiiksek benzerlik gozlemlenmistir. Kuluckahaneden izole edilen 11
numarali S. Enteritidis susu ile kuluckahaneden izole edilen 36 numarali S.
Enteritidis susu ve tavuk diskisindan izole edilen 40 numarali S. Enteritidis susunun
arasinda %100 yakinlik tespit edildiginden ayni sus olarak kabul edilmistir. Bu sus
ile kuluckahaneden izole edilen 38 ve 33 numarali S. Enteritidis, tavuk i¢
organlarindan izole edilen 27 numarali S. Enteritidis suslar1 arasinda %83 - %94
arasinda degisen genetik benzerlik vardir. Kulugkahaneden izole edilen 43 numarali
S. Enteritidis susu ile kulugkahaneden izole edilen 44 numarali S. Enteritidis susu
arasinda %95, kulugkahaneden izole edilen 26 numarali S. Enteritidis susu ile yine
kulugkahaneden izole edilen 30 numarali S. Enteritidis susu arasinda %87 benzerlik

saptanmistir.
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Yiiksek benzerlik oranlar1 Enteritidis serotipi disinda Infantis, Virchow,
Molade serotipleri arasinda da bulunmustur. Genetik benzerlik oranlar;
damizlikhaneden izole edilen 16 numarali S. Infantis susu ile damizlikhaneden izole
edilen 19 numarali S. Infantis susu arasinda %97, damizlikhaneden izole edilen 8
numarali S. Infantis susu ile yine damizlikhaneden izole edilen 28 numarali S.
Infantis susu arasinda %383, damizlikhaneden izole edilen 1 numarali S.Infantis susu
ile damizlikhaneden izole edilen 25 numarali S. Infantis susu arasinda %82’dir.
Ayrica, damizlikhaneden izole edilen 18 numarali S. Virchow susu ile
damizlikhaneden izole edilen 21 numarali Virchow susu arasinda %85, tavuk
diskisindan izole edilen 24 numaral1 S. Molade susu ile tavuk diskisindan izole edilen

34 numaral1 S. Molade susu arasinda %81 oraninda klonal yakinlik vardir.

Bazi farkli serotipler arasinda da yiiksek benzerlik oranlari gozlenmistir.
damizlikhaneden izole edilen 15 numarali S. Enteritidis susu ile kulugkahaneden
izole edilen 22 numarali S. Enteritidis susu arasinda %95 benzerlik belirlenmis ve
ad1 gecen suslarla, 24 numarali tavuk digkisindan izole edilen S. Molade susu
arasinda % 82 oraninda genetik benzerlik saptanmistir. Ayrica, kulugkahaneden izole
edilen 3 numarali S. Enteritidis susu ile tavuk diskisindan izole edilen 42 numarali S.

Hadar arasinda %87 oraninda klonal yakinlik gortilmiistiir.

Aynit olarak kabul edilen 11, 36, 40 numarali kuluckahane kaynakli S.
Enteritidis suslar1 i¢erisinden 36 numarali sus, %87 genetik benzerlik gosterdigi 33
numarali kuluckahane kaynakli S. Enteritidis susu ile ayni1 antibiyotik (AMP) direng
paternine sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak diger S. Enteritidis suslarinda benzer bir
ilgi belirlenmemistir. Yiiksek klonal yakinlik gdsteren ( > %80) 12 S. Enteritidis
susunun dokuzunun (%75) Virkon-S®’e direngli oldugu saptanmustir. Ayrica, %100
genetik yakinlik gosteren 11 ve 40 numarali suslar ile %95 oraninda yakinliga sahip

olan 43 ve 44 numaral1 suslarin tiim viriilans genlerini tagidig1 goriilmiistiir.

Yukarida yliksek oranda klonal yakinligi oldugu belirtilen ve tiimii
damizlikhane kaynakli olan alti S. Infantis susunun tamaminda ayni antibiyotik
(DO/OT) direng paterni tespit edilmistir. Ek olarak 1 ve 16 numarali suslarda

Virkon-S® direnci de goriilmiistiir.

Aralarinda yliksek genetik benzerlik bulunan Virchow ve Molade
serotiplerinde antibiyotik ve dezenfektan direnci baglaminda herhangi bir iliski

gbzlenmemistir.
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PFGE analizi sonucu, aralarinda yiiksek oranda genetik benzerlik belirlenmis
olan 15 ve 22 numarali S. Enteritidis suslar ile 24 numarali S. Molade susunda
Virkon-S® direnci vardir. Aym durum, yiiksek benzerlik gdsteren 3 numarali S,

Enteritidis susu ile 42 numarali S. Hadar i¢in de gecerlidir.

Golab ve arkadaslarinin (192), 22 farkli serotipten olusan 47 kanatli kaynakli
Salmonella spp. susunda yaptiklari PFGE c¢alismasinda, 39 pulsotip saptanmis ve
sekiz susta PFGE paterni elde edilememistir. Pulsotipler siniflandirildiginda ise yedi
kiime olusumu goézlemlenmis ve en biiyiik kiimenin li¢ pulsotip igerdigi tespit
edilmistir. Ayni1 calismada suslar arasinda benzerlik ise %46-100 arasinda
bulunmustur. Lee ve arkadaslarinin (193), Giiney Kore’de yaptiklar1 bir aragtirmada,
insan ve tavuklardan izole edilen 173 S. Enteritidis susunda 19 farkli pulsotip
saptanmig ve bunlar {i¢ ana kiimede toplanmistir. Ana kiimelerden birinde 17 alt
kiime ayrimina gidilmis ve bu alt kiimelerden sadece birinde insan ve tavuk suslari
arasinda klonal benzerlige rastlanmistir. 173 sus arasindaki benzerlik ise %75-100
arasinda bulunmustur. Gai ve arkadaslar1 (194) Cin’de 12 farkli bélgede bulunan
mezbahanelerden izole ettikleri 100 kanatl eti kaynakli Salmonella spp. susunda 38
ayr1 pulsotip tespit etmisler, 10 susta PFGE paterni elde edememislerdir. Pulsotipler
siniflandirildiginda ise dort kiime olusumu saptamislar ve suslar arasinda benzerligi
ise %80-100 arasinda bulmuslardir. Aymi ¢alismada S. Enteritidis serotipine ait
suslarin aynm paternleri sergiledigi goriilmiis ve yapilan ayrintili incelemede bu
suslarin farkli yerlerde bulunan mezbahahanelerden izole edilmis oldugu
saptanmistir. Bu durum adi gecen suslarin, aymi ¢iftlikten kaynaklandigi veya

mezbahaneler arasi ¢apraz kontaminasyon olustugu seklinde yorumlanmastir.

Macaristan’da 2006 yili igersinde yapilan bir arastirmada, insan ve
hayvanlardan (kanath, inek, domuz) izole edilen 138 S. Infantis susunun PFGE
analizi sonucunda 16 pulsotip ve bes kiime elde edilmistir. Suslar genetik benzerlik
%82-100 arasinda degismekle beraber 91 (%66) susun (41 insan, 19 tavuk, 25
kanatl eti ve alt1 diger) ayni1 paterne sahip oldugu belirlenmistir. Ayni1 genetik klon
olarak nitelendirilen bu suslarin, kanatl {iriinleri ile yayilim gosterdigi ve insanlara

bulastig ifade edilmistir (195).

Campioni ve arkadaglarimin (149), insan ve hayvan kaynakli cesitli
salginlardan izole edilen 128 S. Enteritidis susunda yaptiklart PFGE analizinde, 68

pulsotip tespit edilmis ve {i¢c ana kiime halinde siniflandirilmistir. Suslar aras1 genetik
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benzerlik ise %73.1 olarak tespit edilmistir. Ayrica, sporadik vakalarin salgin
suslarindan ayirt edilemedigi belirtilmis ve farkli salginlardan elde edilen suslarin
birlikte gruplandirilabilecegi vurgulanmistir. Yine ayni ¢aligmada PFGE ve ERIC-
PCR ayrim giicii agisindan karsilagtirilmis ve ERIC-PCR sonucu elde edilen 55 alt
tipin, PFGE’nin ayrim giiciiniin gerisinde kaldig1 belirtilmistir. Brezilya’da yapilan
bir ¢alismada ise kanatli mezbahanclerinden izole edilen 14 S. Corvallis susunun
tiimiiniin ayn1 pulsotipe ait oldugu saptanmis ve bu suslarin farkli antibiyotiklere
direng gostermelerine ragmen %100 genetik benzerlige sahip olduklar1 goriilmustiir

(196).

Modaressi ve arkadaslar1 (197), 11 farkli serotipten olusan 88 kanatl eti,
biftek ve sokak yiyeceklerinden izole edilmis Salmonella spp. susunda 61 ayri
pulsotip, sekiz kiime saptanmiglar ve PFGE tekrarlarinda da ayni sonuglarin elde
edildigi belirtilmiglerdir. Suslar arasinda %065 oraninda benzerlik goriilmiis,
S.Corvallis serotipleri yliksek oranda genetik ayrim gosterirken, sokak
yiyeceklerinden izole edilen S. Hadar suslarinin tek bir pulsotipe sahip olduklari
belirtilmistir. Xia ve arkadaslart (198) ise 2008 yilinda yaptiklart insanlardan izole
edilen 35 S. Enteritidis igeren ¢alismada, ayrim degerini %85 almislar ve 10 farkli
pulsotip belirlemislerdir. Ek olarak yapilan inceleme sonucunda 24 susun dort farkl
yerden izole edilmesine ragmen ayni antibiyotik diren¢ paternine ve pulsotipe ait

oldugunu ortaya koymuslardir.

Tez caligmasinda elde edilen veriler, ayni serotiplerin yiiksek genetik
benzerlige sahip olmasi, yiikksek ayrim giicli, pulsotip ¢esitliligi, yontem
tekrarlanabilirligi ve farkli yerlerden izole edilen suslarin benzer genetik karaktere
sahip oldugu gibi kriterler ele alindiginda, Golab ve arkadaslarinin, Lee ve
arkadaglarinin ve Gai ve arkadaslarinin ¢aligmalart ile uyum gostermektedir. Bu
calismada yararlanilan suslar hasta ve saglikli hayvanlar ile ¢cevreden elde edilmistir.
Farkli ortamlardan izole edilmelerine ragmen ayni paterni gosteren suslar ile yliksek
homoloji (%80-99 benzerlik) gdsteren suslar, bir bulasmanin olabilecegi ihtimalini
gostermektedir. Ayrica, arastirilan tiim viriilans genlerini tasiyan, dezenfektan ve
antibiyotik direnci gosteren benzer genetik 6zelliklere sahip S. Enteritidis suslar1 bir

bulasa isaret etmektedir.

Klonal yakinlik gosteren farkli veya ayni serotiplere ait bir ¢ok susun, degisik

yerlerden izole edilmelerine ragmen, aym1 dezenfektana diren¢ gdstermeleri, bu
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dezenfektanin kanatli endiistrisinde yaygin olarak kullanildiginin bir gostergesi
olarak kabul edilebilir. Ayrica, degisik zamanlarda izole edilen ve tiimi
damizlikhane kaynakli olan S. Infantis suslarinin, yiiksek genetik yakinlik gosterip es
zamanli olarak ayni antibiyotik direng profiline sahip olmalari, bu tip tesislerde
tedavi amacgli ayni antimikrobiyallerin kullanildigin1 ortamlar arasinda bulasim

sonucu antibiyotik direncinin aktarilabilecegi seklinde yorumlanabilir.
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BOLUM V
SONUC ve ONERILER

Salmonella’lar sahip olduklar1 2600’dan fazla serotip ile insan ve hayvanlarda
diinya capinda infeksiyonlara ve gida zehirlenmelerine neden olan bakterilerdir.
Insanlarda ve hayvanlarda Salmonella tiirlerinden kaynaklanan infeksiyonlarda son
zamanlarda goriilen artis ve izole edilen etkenlerde tespit edilen ¢oklu antibiyotik
diren¢ tablolari, salmonellozun hayvan ve halk sagligi acisindan Onemini ortaya

koymaktadir.

Salmonelloz tedavisinde yaygin olarak uygulama alani bulan tetrasiklin ve 3-
Laktam grubu antibiyotikler ile hatali tedavi ve profilaksi uygulamalar1 sonucunda
gelisen direng, bu antibiyotik gruplarimin kullaniminda sinirlamalara neden
olmaktadir. Direngli suslarin dogru olarak saptanmasi, iilke capinda izleme
programlari ile kayit altina alinmasi ve takip edilmesi uygun ve rasyonel sagaltim
programlarinin hayata gegcirilmesi insan ve hayvan saglhigi acgisindan biiyiikk 6neme
sahiptir. Kanatl isletmelerinde dezenfeksiyon amaciyla kullanilan maddelerin uygun
ve diizenli kullaniminin saglanmast Salmonella’larin eradike edilmesi konusunda

diger 6nemli bir unsur olarak degerlendirilmelidir.

Salmonelloz patogenezi bir ¢ok viriilans faktoriiniin dahil oldugu karmagik
bir siiregtir. Patogenezde rol alan faktorlerin ve mekanizmalarin yapilacak ¢aligmalar
ile daha ayrintili bir sekilde incelenmesi ve anlasilmasi, tedavi ve korunma

konularinda yeni stratejiler gelistirilmesine onciiliik edebilecektir.

Kanatlilarda goriilen Salmonella infeksiyonlari, ekonomik kayiplara yol
acmakla beraber, halk sagligi agisindan da ciddi bir tehlike olusturmaktadir. Bu
konuda ticari kanatli isletmelerinde biyogiivenlik 6nlemlerinin gelistirilmesi, as1
programlarinin diizenli uygulanmasi, yem ve su hijyeninin saglanmasi, personelin
egitimine Onem verilmesi ve hastalikla miicadelenin gida {iretim zincirinin her
asamasinda  yapilmasi  salmonelloz  goriilme  sikligin1  O6nemli  diizeyde

azaltilabilecektir.

Salmonella tiirlerinin antibiyotik ve dezenfektan direng yayginliginin
saptanmasini, molekiiler tiplendirme yontemleri ile salginlara neden olabilecek
suslarin belirlenmesini ve viriilans mekanizmalarinin ayrintili  sekilde ortaya

konmasini saglayabilecek daha kapsamli arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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