T.C.
ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
SAGLIK B ILIMLER 1 ENSTITUSU
MIiKROBIYOLOJi ANABILIM DALI YUKSEK L ISANS PROGRAMI

KANATLILARDA SALMONELLA TURLER iNiN
IZOLASYONU, SEROTIPLENDIRILMESI VE ANTIBIYOTIiK
DUYARLILIKLARININ ARA  STIRILMASI

AYSEGUL KUTU

YUKSEK L iISANS TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Sukrii KIRKAN

Bu tez Adnan Menderes Universitesi Bilimsel &rama Projeleri Birimi tarafindan VTF-
17009 nolu proje numarasi ile desteklegtmi

AYDIN-2017



KABUL VE ONAY SAYFASI

T.C. Adnan Menderes Universitesi @& Bilimleri Enstitisi ......................
Anabilim Dali ......................Programi cercevesinde ...................c.... tarafindan
hazirlanan “...............ooonl " bglikh tez, gagidaki juri tarafindan Doktora/Yuksek
Lisans Tezi olarak kabul edilgtir.

Tez Savunma Tarihi: ....../ ......[......

Uye (TeZ DariMani): ....uuvveiviiiiiiiiie e eeeea e,
*(Unvani, Adi Soyadi)(Universitelifiza)

Uye e i i,
*(Unvani, Adi Soyadi)(Universitelifiza)

Uye e e i,
*(Unvani, Adi Soyadi)(Universitelyfiza)

Uye e e e,
*(Unvani, Adi Soyadi)(Universitelifiza)

Uye e e e,
*(Unvani, Adi Soyadi)(Universitelyfiza)

ONAY:

Bu tez Adnan Menderes Universitesi Lisansusgiti-Ogretim ve Sinav Yonetmginin
ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki juri tarafindauygun goérilmg ve Sglik Bilimleri
Enstitisunin ......... tarih ve ...... saylll oturumunda alinan.....nolu Yoénetim Kurulu
karariyla kabul edilnstir.

Prof. Dr. Ahmet CEYLAN
Enstitt Mudurd



TESEKKUR

Yuksek Lisans tez konusunun secimi ve sgablarin yurutilmesinde yardimlarini
esirgemeyen, tez damanim Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiilte
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakani Prof. Dr. Sukri KIRKAN’a, calsmalarimda
desteklerini gordgiim Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiltasiabilim Dali
Ogretim Uyeleri ve Aratirma Gorevlileri'ne, ayrica tezimin hegamasinda manevi degtei

esirgemeyen aileme ve tUm gatia arkadglarima tgekkur ederim.



iCINDEKILER

KKABUL ONAY o ceitie ettt ettt e 244 ekttt e e e e a4 e sttt e e e e e e ansbseeeennsssneeaeeeeansnnaneaeeans [
TESEKKUR ..ottt ittt ettt ettt et e et e e be et e et e eteeete et enesbeeseenseesseebeenteenes i
ICINDEKILER .....oviite ettt ettt et eae e eneeteeeteeneesneeaneas ii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ..ooicviiiiiiie e Vi
SEKILLER DIZINI .ovcvviitiiitiecie ettt viii
TABLOLAR DIZINI ..oooiiiiicicce ettt iX
= LTI =123 ) 74 1N X
(@ Y74 = T X
N 1S Y I ¥ o PP Xi
L. GIRIS ottt ettt ettt et e eaeea e e abe e teenteereeareenae e, 1
2. GENEL HLGILER ...oooiiiiiiti ettt ettt ettt sba et e eneensesve s 3
2.1. Salmonella TUrlerinin TArNGESI ..o iiiiiiiiiiieeee e 3
2.2. Salmonella’larin EUYOIOJIST .......u.uuieeeeeiiiiiiiiiee e ieeee e 3
2.3. Morfoloji ve KUItUrel OZEIKIENT .......ceeveeieeee ettt 6
2.4, ANLHENIK OZEIKIEIT ...veeveeevee ettt e ee et e et e et e e et esaeesteeeseeanteeereeenreeareeas 7
2.5. Salmonellalarin Toksin, Faj ve Direng OZedikl................coocvveveviiiiicieiece e 9
2.6. Salmonelldnfeksiyonlarinin EpidemiyolojiSi ...........coeeveereeeeeeeeiieeeeeeeee e ereeenns 10
2.7. Salmonellanfeksiyonlarinin Kanatlilarda Klinik Bulgular ............cccccoeeeveeeeecvneeneens 11
2.7. 1. KA TIOSU .uvvviiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e 12
2.7.2. ParatifdnfekSiYONIAIT ...........ccooieiieie ettt ee e 13
2.8. Kanathlarda Salmonella PatOQeNEeZIST eeeecooiiiiiiiie e 13
2.8.1. Salmonellanin Makrofaj ve Dentritik HicrelerYgayabilmesi .............ccccoevvvvviiinnns 15
2.8.2. Salmonellanin Patojenite UNSUIIAIT ..cccceeuvvviriiiiiiiiiieee e 16
2.9. Salmonellalarin Virulans FaKIOMer ... .eeeeeiiiiiieeeeeeiiieeeeeeiiiiii e 17
P2 IR N =V 1 01 o {1 RO UUPPPPPRPPPPPPR 17
2.9.2. TOKSINIEE et ettt r e e e e e e e e e e e s s e s bbb b be e e e 18
P2 TR T 1101 o] = LT TPPPPP 18
2.9.4. FIAQEIIA ... e e e e e as 19
2.9.5. Der Virulans FaKIOFIEI .........ooooiiiiiiiiiieeeee e 19
P20 O T\ 11 Sq o] o )] (o] 11 QR 1= 1 o | 20
2.10.1. Salmonelldzolasyon vadentifikaSYONU ..........cccccueeeveeereeeiemmemeecreeeereeereeeeeeeeneean, 20

2.10.2. Konakg! Spesifik Salmonellafeksiyonlarinin Konvansiyonel Yontemlerleshési 20



2.10.3. Paratifdnfeksiyonlarinin Konvansiyonel Yontemlerleshesi .............c.ccooceuveueenne... 22

2.10.3.1. ON ZENGINKEIMME ...o.vvivieieeeee ettt ettt te et e e te e eaeeeteenes 22
2.10.3.2. Selektif ZENGINGBIME......cccce i e e e e e aaaes 23
2.10.3.3. Selektif (ayirict) BeSIYerine EKIM . ...vveeiiieieee e 23
2.10.3.4 Slpheli KolonilerinidentifikaSyonu .............c.coovecueeieiuimeeee e, 24
2.10.4. SErOlOfiK TESHIEI ..coeeiiiiiieiii sttt e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eees 25
2.10.5. Kanatli Salmonellafeksiyonlarinin Molekuler TEiSi ........c.ccovvveveeeieeceeecreeennenn 25
2.11. Salmonella Tarleri ve Antimikrobiyal Direngli ...............coovvvviiiiiiiiccee e v 29
2.11.1.11a¢ Rezistans MEKaNIZMAS! ........c.ccueiuiireeeeieiecie ettt ene e 30

2.11.2.Salmonella Turlerinde Antimikrobiyal Gru@afasi Olusan Direng Mekanizmalari 31

P20 0 2 R 2 011 T T | 12 74 [ | = 31
2.11.2.2. 3 — LAKEAIMIAT ...ttt e e e e e e e e e as 31
2 G T o = o1 (o] | = PP 32
2.11.2.4. Kinolonlar ve FIOroKinOIONIAr ... 32
2.11.2.5. TerASIKIIN ..oeeeiiiiiieieee e e e e e e e e e e e 32
2.11.2.6. Sulfonamidler Ve TrimMeEtOPIIM ... eeeeeeeeiieeeiiiiiiirsns s e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeees 33
2.11.3.Salmonella Turlerinde Antimikrobiyal Direncin Gegi .............oooovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 33
2.12. Salmonella Koruma ve KONtrol ..o 34

2.12.1.Salmonellinfeksiyonlarina Kas Asilama ve Korunmaniimmun Mekanizmasi .... 35

2.12.2 Salmonellainfeksiyonlarina Kaft ASHama ..........ccccocveeveeeceeeeee e 37
2.12.2.1 Canli AttENUEENEAI .....cooe i e ettt e e e e e e e e e e eeeereraaaaa 37
2.12.2.20N8KEF ASIHAT ..ottt e ee e ene 39
2.12.2.3. SUDUNIE BUAT .oeeiicee e e e e e e e e s e e e e e eeneeenes 39
3. GEREC VE YONTEM ..ottt ettt ettt ettt steeane e eva et 40
T B €T =T = o PP PP 40
3.1.1.1Z01aSY0N OFNEKIEIT ....c..eoveiieeeeee et ettt esaeete e e e, 40
3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Ayiraclar, Solusyanlve Antibiyotik Diskleri .................... 42
R It N = 1T = 4 = o PSR 42
3.1.2.1.11Z0laSYON BESIYEIIETT ....veecveeeeveeeeeeeet e e evee et eete et e eaeeeteeenteeeteeseeseesseeas 42
3.1.2.1.1.1. Kanli Agar Base (Merck® 1.10886). ccuuu. iieeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiae s 42
3.1.2.1.1.2. TamponlangPeptonlu Su (TPS) (AEB910303/4 Biomerieux®)................ 42
3.1.2.1.1.3. Rappaport-Vassiliadis Soy Broth (RU*8tB) (1.07700.0500 Merck®)............. 42
3.1.2.1.1.4. Selenit- F Broth ( 42099 BiOMEIEUX®) ......uuuuuiieiieeeeeeeeeeeereeeeeeeeeiimnnnneennnnns 43
3.1.2.1.1.5. Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Nowadn Broth (MKTTN) .........ccooeeieeneee. 43



3.1.2.1.1.6. Xylose Laktoz Tergitol 4 Agar ( Xd4T) ( AEB523420 Biomerieux®)............ 44

3.1.2.1.21dentifikasyon DESIYEIIEIT .........ceoviiieceeeee e, 45
3.1.2.1.2.1. Lassen’in 3’10 tUPp DESIYEIEIT e e e 45
3.1.2.1.2.2. Triple Sugar/ Iron Agar (TSI agar).......ccccovvviireiriieiiiiiieee e eeeeeee e e e e e 46
3.1.2.1.3. Antibiyogram BeSIVEIT ......oooiiieeeeeiiiiee e 46
3.1.2.1.3.1. Mueller-Hinton Agar (Merck® 1.05437)...ccccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 46
3.1.2.1.4. ANtIDIYOLIK DISKIEIT ...vvvviieiiemmmei e e e e e e r e e e e e e e e e e e e e eeeeeaenannnes 47
Tt O N V1 - Vo - T USRS 47
T8 27 (1o [o] 1= 1Y/ T = Vo [T TR 47
3.1.2.3. SOIUSYONIAT .t e e e e e e e e 47
3.1.2.3.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Bi@f ...........ceovvvreiiiiiiiieee e 47
3.1.2.3.2. Gel LoadingBUuffer (6X) ........cccoiieiiiiiiieeeeeeeee s e e e e e e e e e e e en e e e e e e eeeeaannees 48
TNt 20 J0C TR I8 1S (1 1Y PP 48
3.1.2.3.4. TE Buffer (10mM tris+ IMM EDTA) ... eeeeeee e 48
R I T = 1o ) V7= 1 - | SRR 48
3.1.2.5. API 20E test kitinde kullanilan reaktifler.............ccccooieeeee 48
0 I TR = 1 TSRS 49
3.1.3.1. Kullanilan CINAZIAr ...........eui e 49
3.1.3.2. MgCJ, Taq DNA Polimeraz, 10XTaq Buffer, dNTP Set .......ccccccevvvvvvvvciiiieeeennnn. 49
3.1.3.3. AccuStart™ |l PCR SuperMix (Quanta BIOBCES®).............cevrviiiiieeieeeeeeeeeeesm 49
R R T S 1 V=T 4 = PSR RUPPPPPRTPPRPPPI 59
TN 0 B =T 0] (o] (=PSRRI 50
3.1.4.1. AQar0oSe Jel HazZIMNL.......uuuuiiiei e e e 50
I B Y - 1 (=) S TSP TP PPPPPPP 50
3.1.4.3. Ethidium Bromid ..........cuuueiieeieeeeen s e e e e e e e e sesssese e e e e aeaeaeeeeas 50
T 0] 01 (=] 1 PP PO 50
3.2.1. FenotipiKdentifiKASYON ............cueiiiiee et ceeemere ettt e 50
3.2.1.1 Kanatlii¢ Organlarindasalmonella GallinarumSalmonella Pullorumizolasyonu ve
| (o =Y Y (1113 Yo 4 T T 50
3.2.1.2. Kanatli Paratiftnfeksiyonlarininizolasyon vddentifikasyonu..............c..ccccceeu..... 51
3.2.1.3. API 20E il@dentifikaSYON .........c.cccveveiieiteeeteemeeemeie e eee e eete et 51
3.2.2. GenotipiHAdentifIKASYON .......c.ccceeirieiie e ceeemete e ere et ereeeete e et e e eteeereeereseneeneas 52
3.2.2.1. DNA EKSIraKSIYONU........ccceeeiees e e eeeeeeeeesaetattiaess s s e e e aeeeeaeenaaaeeeaaseessesssssnnnnns 52
B.2.2.2. PCR oottt e e e aa———— e e e a e e e e e e araaaeeaas 53



3.2.2.2.1. 16S rRNA SpesSifik PCR ... 53

3.2.2.2.2 Salmonella Enteritidis/Salmonella Typhimurium multipleks PCR ................... 54
3.2.2.2.3Salmonella GallinarumVarhginin Argstirnilmasi ...........eeeeeiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeiiiinnns 56
3.2.2.2.4Salmonella Pullorum Varlginin ArastirilMasi ...........evevveiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeennnnnns 57
3.2.2.3. Amplikonlarin Elektroforez Tankina YUKIe@sn ................ccoieiiiiiinnieeeeieees 59
3.2.2.4. Jelde YUIUIME ...coiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e 59
3.2.2.5. Goruntileme ve BerlendirmMe ... e e e e e e e 59
3.2.3. ANLIDIYOGIam ... ————————————————————— 59
A, BULGULAR et e e e et e e e et e e e e naa e e e et e e e eta e e eenaaaees 61
4.2. GenotipiK BUIQUIAK ..o 63
4.3. Antibiyogram BUIQUIAIT ..........cooo oo e e e e e e e e 69
D TARTISMA ettt et e 2244ttt e e e e e e s s b ta e e e e e e e e nsnnneeesanssseeeeaeeans 73
6. SONUC VE ONERLER .....oouiiiiiicieee ettt ettt te e e eaeeeaen 81
KAY NAKLAR Lot e et e et e et e e e e e e nae s e et e e et e e et e aenaees 82
OZGECMIS ...ttt ettt ettt et ettt et et eete e ebeeteeateebe e baeseesesaeenteensearean 101

Vi



°C
ABD
BGN
CDC
DNA
EFSA
EIA
ELISA
ISO
HACCP
PCR

SIMGELER VE KISALTMALAR D 1ZINi

: Santigrat Derece
: Amerika Birlesik Devletleri
: Novobiosin iceren Brilliant Green Agar
: Centers for Disease Control and Prevention
: Deoksiribonikleik Asit
: European Food Sfety Authority
: Enzyme Immuno Assay
: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
. International Standards Organization
: Hazard Analyses Critical Control Points
: Polimeraze Chain Reaction

vii



SEKILLER D iZiNi

Sekil 1. Salmonella turlerinin ve alttirlerinin KIaSifilKa®yU ... 4
Sekil 2. Inaktif ve Canli Salmonellasdari kullanildginda olgan immun yanit....................

viii



TABLOLAR D 1ZINi

Tablo 1. CDC’de kullanilan SalmonelldomenkIatlrl ..............ueeeiiiinieeee s 6
Tablo 2. Salmonella tirlerinin kilttrel ve biyokimyasalebikleri .............ccccoooeeviiiiiiiniine. 7.
Tablo 3. Kanatlilarda hastalik yapan Salmonellalarin ddelli................ccccoovvviiiiinnnee 9
Tablo 4. SPI’larin gen kiimeleri ve fonksiyonlart....cccc....ooovvvviiiiiiiiiiiiie e, 17
Tablo 5. Salmonella identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal 6zeléKi......................... 24
Tablo 6. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun avantaj ve dezajamt..................cooeevvevvivinnnnnns 28
Tablo 7. Kiimeslerden alinan drneklerin giftlikleregllami..............cccoooiiiiiiiiiiiiiii s 41
Tablo 8. API 20E test kitinde kullanilan reaktifler ..............ccocuviivii e 48
Tablo 9. PCR gleminde kullanilacak primerler..........cooocceeeveveeeeeeccie e 49,
Tablo 10. API 20E test kiti icin dgerlendirme Kriterleri .............ooooiiiiiiiceeeei, 52
Tablo 11 16S rRNA geni igcirmastermiks hazirlanma oranlari.............cccceeeiviiiiiennnne. 54
Tablo 12.16S rRNA geni icirPCR glemlerine ait 1sil dongi ve sire diyagrami . .o.... 54

Tablo 13 S Enteritidisve S. Typhimuriumserotiplerine spesifik multipleks PCR i¢in
mastermiks hazirlanma OranIar......... ... 55
Tablo 14.S Enteritidisve S Typhimuriumserotiplerinespesifik

multipleks PCRglemlerine ait 1sil dongl ve slre diyagraml .. ...ceeeeeeeiiiieeeeeeeeeeeseeeeens. D0
Tablo 15. S Gallinarum varlginin aratiriimasi icin yapilan PCR

mastermiks hazirlanma OranIar......... ... 56
S Gallinarum varlginin argtirilmasi igin yapilan PCRliemlerine ait

(IS 1o [0 g Yo [ RV 8T f=T0 1172 Vo | = Lo o P 57
Tablo 17. S. Pullorum varlginin argtiriimasi icin yapilan

PCR mastermiks hazirlanma Oranlart ... 58
Tablo 18.S Pullorum varlginin aragtiriimasi igin yapilan

PCR klemlerine ait 1Sl dONQU Ve SUre diYagraml o «eeeeeeeeeeeeeeririiininnnseeeeeeeeaaaaaeeens 58
Tablo 19. Salmonella izolatlarinin APl 20E SONUGIAIT .......eeeiiiiiieiiieii 61
Tablo 20.Salmonella enterica (S enterica) 16S rRNA cins spesifik PCR sonuglar ........ 63..
Tablo 21.Salmonella enterica tur spesifik multipleks PCR sonuglari .......cccceovvvveeiennnn. 66

Tablo 22. Salmonella izolatlarinin antibiyogram SONUGIarL.............uuvvviiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 71



RESIMLER D iziNi

Resim 1.API 20E 6704552 Profill. .........eooiiiii e 63
Resim 2.AP1 20E 6704752 Profili...........oii e 63
Resim 3.Salmonella enterica 16S rRNA geni tgtyan cins spesifik PCR gorantisd..............
Resim 4:S. Enteritidisve S. Typhimuriumpozitif drneklere ait PCR gorintistu .............. 69



OZET

KANATLILARDA SALMONELLA TURLER  ININ iZOLASYONU,
SEROTIPLENDIRILMESI| VE ANTIBIiYOTIK DUYARLILIKLARININ
ARASTIRILMASI

Kutu A. Adnan Menderes Universitesi Sglik Bilimleri Enstitusii Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Yuksek Lisans Tezi, Aydin, 2017.

Arastirmamiz, Ege Bodlgesinin batisinda kanatl gfeicili gi yapan Salmonellasliphesi
bulunan kiimeslerden 01 Eylul- 20 Aralik 2016 taathlarasinda 253 adet tavuk Ogne
toplanarak gercekgarilmistir. Hastalik suphesi gorilen tavuklarin nekropsieimi kanatli
teshis Unitesinde gercelderildikten sonra, tavuklardan tekihine uygunsekilde alinan organ
numuneleri Adnan Menderes Universitesi Veterinekiftasi Mikrobiyoloji Anabilim Dal
Teshis ve Analiz Laboratuvarina &k zincirde getirilmgtir. Kimeslerden alinan tavuk
orneklerine yapilan nekropsi sonucunda ka&ewgi dalak, kalp ve sekum organlarindan
Salmonella etkeni izolasyon ve identifikasyonu Yyapgtir. Calsmalarimizin sonucunda; 4
(% 9,3) izolatinS. Enteritidis ve 39 (% 90,7) izolat@ Typhimurium olarak tiplendirilrmitir.
Antibiyogram testi sonucus. Enteritidis (n=4) izolatlarinin, Gentamisin ve 3eftsona %
100 oraninda, Kanamisin ve Tetrasikline % 50 ordaiduyarli; Sefotaksime % 75 oraninda
orta derece duyarli ve Ampisilin ile Penisiline i8 100 oraninda direncli olduklar
saptanmytir. S, Typhimurium (n=39) izolatlarinin ise, Seftriaksofia 92, Gentamisine %
82, Kanamisin ve Sefotaksime % 61, Tetrasiklin®2wranlarinda duyarl; Ampisilin % 97

ve Penisiline ise % 100 oraninda direngli oldukksglirlenmitir.

Anahtar Kelimeler: Kanatli,Salmonella sp., Serotiplendirme, PCRientifikasyon.
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ABSTRACT

ISOLATION, SEROTYPING AND INVESTIGATION OF ANTIBIOT IC
SUSCEPTIBILITIES OF SALMONELLA SPECIES IN POULTRY

Kutu A. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Department of
Microbiology, Master Thesis, Aydin, 2017.

In this study, 253 chicken samples were collectesnfSalmonella sp. suspected poultry
farms in the western part of the Aegean Region fédmSeptember to 20 December 2016.
After the necropsy process of the suspected chickes carried out in the poultry diagnostic
unit, the samples of the organs from the chickeeseviransferred in the cold chain to the
Diagnostic and Analysis Laboratory of the Departtmef Microbiology, Faculty of
Veterinary Medicine, Adnan Menderes University. &sesult of the necropsy conducted on
the chicken samples taken from the far®monella sp. isolation and identification were
done from the liver, spleen, heart and caecum atgAs a result of our studies; 4 (9.3%)
isolates were found & Enteritidis and 39 (90.7%) isolates were found&ayphimurium.
As a result of the antibiogram tes$, Enteritidis (n = 4) isolates were susceptible to
Gentamycin and Seftriaxson in the ratio of 1009scsptible to Kanamycin and Tetracycline
in the ratio of 50%, intermediate susceptible tdo@xime in the ratio of 75%, and resistant
to Ampicillin and Penicillin in the ratio of 100%%. Typhimurium (n=39) isolates were
susceptible to Seftriaxson in the ratio of 92%, @erycin in the ratio of 82%, Kanamycin
and Cefotaxime in the ratio of 61%, Tetracyclinethe ratio of 51% and resistant to
Ampicillin in the ratio of 97%, Penicillin in theatio of 100%.

Keywords: Poultry, Salmonella sp., Serotyping, PCR, Identification
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