1. GIRIS

Kanatlilarda Salmonella infeksiyonlari, vertikalul@sma 6zellginde olan ve
konakglya spesifik hareketsiz serotipler$h éntericasubsp.entericaserovar Pullorum ve
SalmonellaGallinarum) neden oldiw Pullorum Hasta@i ve Kanath Tifosu ile hareketli,
farkli konakgilarda gortlebilen serotiplerin (6#di S. Enteritidis veS. Typhimurium)
neden oldgu Salmonellozis ve Paratifo infeksiyonlaridir. Réoaetkenleri insanlarda
kanatl drtnlerinin tiketilmesi sonucu 6nemli zoplava yol acabilmesi nedeniyle halk
sgligl acisindan 6neme sahiptir. Salmonella genusunbasieriler kanath hayvanlarda
bircok akut ve kronik hastalikla gkili infeksiyonlara, verim dgikligi ve 6limlere b
olarak da ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Baneozlu, 2010).

Kanatli Salmonella infeksiyonlari tim dinyada olglukyaygindir ve gida kaynakl
infeksiyonlar arasinda oldukca 6nemlidinsanlarda Salmonella nedenli infeksiyonlardaki
artis ve izole edilen etkenlerdeki coklu antibiyotik efclilikleri, Salmonellalarin insan
saligl acisindan dnemini arttirmaktadir. Genel olaraamsgli gini korumak igin yapilan
programlar, hayvansal Uretijaanasinda Salmonellafeksiyonlarinin kontrol edilmesine
yogunlasmis durumdadir (Akan, 2008).

Kanatli etlerinin tuketiminin artmasiyla tim dungadkanath kaynakli zoonoz
hastaliklarda bir agi gorilmektedir. Salmonella serovarlari kaynaklieksiyonlardaki
artis genel olarak kanatl etleri, yumurta iceren gidanleri ve hayvan kaynakl gier gida
ardnlerinin  ahimiyla ilgkilendirilmektedir. Kanathlarda Salmonella tirkein ytksek
prevalansi nedeniyle Avrupa Biii (AB)'de tavuk sdrdleri icin (damizlik, yumurtage
broyler) kontrol programlari uygulanmaktadir. Saihalbozis kanatlilarda akut veya kronik
ve siklikla subklinik infeksiyonlar meydana getirlBu infeksiyonlar kanatl etinde ve
drinlerinde kontaminasyonlara yol acarak bir sonraékamada insanlarda gida
zehirlenmelerine sebebiyet verebilmektedir. Cifthlayvanlarindaki ve bu hayvanlardan
elde edilen gidalardaki zoonotik ve kommensal b#dktde direncin izlenmesi; direng
gelisimi  ve yaylliminin anlglabilmesi, bu konudaki gerekli risk verilerinin
deserlendirilmesi ve hedef dnlemlerin alinmasi icinkiquldur (EFSA, 2013).

Salmonellainfeksiyonlarinin tiplendirilmesi ve antibiyotik garliliklarinin tespit
edilmesi, surt gduginin devamlilgini s&lamak ve insan $hgini korumak icin
vazgecilmezdir (Akan, 2008). Bu nedenle Salmoneifeksiyonlarinin dgru ve hizh

teshisi ayrica 6nem kazanmaktadir.shis de kullanilan konvansiyonel yontemler standart
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metodlar olgtururken, son yillarda hizla ggirilen molekiler tani ve tiplendirme
yontemleri ise tghis icin yeni, umut veren yaldanlar sunmaktadir (Sareyyiga, 2010).

Gunumuzde Salmonella serovarlarinin standart lalposa yontemleriyle tghisi
selektif besiyerlerinde gercekteilen kiltir ve bunu takibenstpheli kolonilerin
biyokimyasal ve serolojik dgulanmasi ve identifikasyonuna dayapnddan oldukca
zahmetlidir ve yedi gline varan bir stire gerektirtedk. Bundan dolayi, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve PCR bu metota dayaledishis metotlari hiz, sensitivite, spesifite,
tekrarlanabilirlik agisindan énemli avantajlaglsanistir. Bunlarin klinik drnekler ve gida
numunelerinde Salmonelidentifikasyonunda kullanimlari agtgdstermgtir (Oliveria ve
ark, 2002). PCR’ nin der bir avantaji da reaksiyonun belirli bir substrdtullaniimasina
ya da belirli antijenlerin expresyonuna ghaolmasidir ki bu 6zelfi ile sularin
biyokimyasal 06zelliklerindeki farkhliklar, fenotik varyasyonlar ve saptanabilen
antijenlerin eksikiginden kaynaklanabilecek tanilama hatalarina enigeasidir (Hoorfar
ve ark, 1999).

Hizla gelsen kanath sektdriinde islah eatalari sayesinde hastaliklara gar
korunma sglanmasina r@men antibiyotikler halen kullaniimaktadir. Enfeldzy
hastaliklarin antibiyotiklerle tedavisinin g@adig1 yirminci ylzyilin bglarindan ginimuize
kadar olan hizli gelmeler, bakterilerdeki hedef etki yapilarina gérafiandirilan bir gcok
antibiyotigin sgzaltima girmesine neden olgtur (Kaya, 2013). Antibiyotiklerin uygun
kullaniimamasina @ gelisen direncli sglarda direng genlerinin aktarimi sadece patojen
mikroorganizmalara d#, endojen mikroflorada da olabilmektedir. Boyledarkas
kontaminasyonu veya yumurtlama sirasinda hayvandalardan insanlara gecerek insan
bagirsak florasinda kolonizasyona sebep olabilmekte@irence ilgkin ©6nlemlerin
alinmasi amaciyla ulusal eylem planlarinin ve matinuiilke kgullarina gore surekli
olarak guncellenmesi, standardize edjlnzleme sistemlerinin okturulmasi, sonuclarin
veteriner/ begeri hekimleri yonlendirecekekilde paylaillmasi, akilli antibiyotik kullanimi
konusunda @timlerin arttirlmasi, antibiyotik diren¢ gslmini 6nleme acisindan
gerekliligi kaciniimazdir (Filazi ve ark, 2015).

Arastirmamizda tavuklarda fekal drneklerde®almonella entericain izolasyonu,
serotiplerinin biyokimyasal ve molekuler yonteméegaptanmasi ve elde edilen izolatlarin

cesitli antibiyotiklere kagl olusan duyarhliklarinin incelenmesi amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Salmonella Tarlerinin Tarihgesi

Salmonellacinsine ait ilk bakteri ondokuzuncu ytzyilda taramhstir. Salmonella
typhi patojen olarak ilk defa 1880 yilinda insanlarmnfleoduli ve dal@gnda bulunmstur.
Bununla birlikte ilk izolasyonu ve morfolojik olakailk tanimlamayr Gaffky 1884'de
yapmstir (Minor, 1992).

Amerikali bakteriyolojist D.E. Salmon ve Smith thralan 1885 yilinda ilk defa
domuz bgirsggindanBacterium suispestiferlarak adlandirilan basil izole edilgtir. Daha
sonraSalmonella cholerasuialarak adi d@&stirilmi stir. Gaetner 1888 yilind&almonella
Enteritidis’i, 1889 yilinda Klein yegkin kuslarda Ingiltere’de kanatli tifosunu ve 1892
yilinda Loefer Salmonella Typhimurium'u raporlanglardir. Jones 1913 vyilinda
aglutinasyon testlerini kullanar&almonellaPullorum’u identifiye etmitir (Minor, 1992).

Salmonellacinsi 1925 yilinda klasifiye edilmeye ¢famis ve kullanilan ydntem
serolojik metodlar olmgtur. SalmonellaTyphimurium; Loeffler (1892) veSalmonella
Paratyphi; Schottimuller (1899) tarafindan bulugnwe Salmonellacinsine eklennstir.
Daha sonra bircok Salmonelterovar tanimlanmive White (1892)'1 takiben klasifiye
edilmistir (Minor, 1992). Popoff ve ark (1996Balmonellagenusunun klasifikasyonunu
yapmsg ve iki tire ayirmglardir: Salmonellaenterica ve Salmonella bongoriBu son
siniflandirma Bergey’s Manual’de yerini akir ve tim Salmonellserovarlari bu iki
turdn icine girmektedir (Forshell ve ark, 2006).

2.2 Salmonella’larin Etiyolojisi

Salmonella etkenleftnterobactericeadamilyasinda yer alan Salmonella genusuna
ait turlerin icerdgi serotiplerdir. Son siniflandirmaya gore 2 turuswhaktadir. Bunlas.
cholerae suisve S. bongoritir (izgiir, 2002). Ancaks.cholera suisS. entericaolarak
adlandinimaktadir. Bu son siniflandirma Bergey'sandel'de yerini alng ve tim
Salmonellaserovarlari bu iki ttrtn icine girmekted8. bongorien ¢ok 10 serotipe sahiptir
ve S. entericafenotipik ve gonotipik olarak 6 alttire ayrilma#tta BunlarS. enterica
subsp. enterica (1), S.entericasubsp.salamae(ll), S.entericasubsp. arizonae (lll a),
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S.entericasubsp.diarizona¢ (lll b), S.entericasubsp.houtenae(lV), S. entericasubsp.
indica (V1) olarak isimlendiriimekted (Sekil 1) (Gast, 2008).
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Enterica (1) Salamae (1) Arizonae (llla) Diarizonae (lllb) Houtenae (1V) Indica (VI)

Sekil 1. Salmonella tdrlerinin ve alttirlerinin klasifikagyg
Koneman ve ark (2006)’dan modifiye ediktii.

Salmonellaserovarlarini 6zellikle amino asit ve karbonhidrat metabolizmas
iceren biyokimyasal testlerle ayrimlari yapilabikteslir (Forshell ve Wieru, 2006).
Tarler ve alttiurleri takibenSalmonella entericasubsp enterica (I) , 1547 serovar;
Salmonella entericaubsp.Salamae (Il), 513 serovaalmonella entericisubsp.arizonae
(Illa), 100 serovarSalmonella entericisubsp.diarizonae(lllb), 341 serova; Salmonella
enterica subsp houtenae(lV), 73 serovar;Salmonella entericasubsp.indica (VI), 13
serovaradedi alt tur icerisindeki erovar miktarini bildirmektedir Grimont ve Weill,
2007). insanlardaSalmonell: kaynakl hastaliklarda sadece 200 aderovar siklikla
gozlenmektedirSalmonella enteric subspsalamae Salmonella enteric subsp.arizonae
ve Salmonella entericasubsp. diarizonae siklikla reptil ve sgukkanh hayvanlarii
bagirsaklarinda bulunmakla hikte Salmonella entericasubsp. arizona¢ hindi ve
koyunlarda problem olsturabilmektedi (Ewing, 1986). Salmonella enteric subsp.
houtenaeve Salmonella bongao cevrede siklikla rastlanir ve tipik olarak insadk
patojendir.Salmonella subterrane. ti¢clncu tur olarak diintlmistur, fakat DNA temelli
calismalarda Salmonella genusuna ait olup olmagl tam olarak belienememiytir
(Grimont ve Weill, 2007).



Salmonella’nin somatik (O) ve flagellar (H) antijen, farkli serovarlari tanimlarlar
ve gunumuizde toplam 2610 serovar Kauffman-Whiggnasiyla ifade edilmektedir
(Grimont ve Weill, 2007).

1966’nin balarinda Dunya Sgik Orgiti (WHO) sadece alttiB. entericasubsp.
enterica(l)’daki serovarlari adlandirmaya gqamistir ve diger tim alttirlerdeki serovar
adlarindan vazgecstir.

ABD Hastalik Koruma ve Kontrol Merkezleri (Centelr Diseases Control - CDC)
bu pratgi uygulamg ve S. entericasubsp.enterica(l)'daki serovar isimlerini, 1966’dan
sonra tanimlanngi alttar I, IV, VI ve S bongori'nin adlandiriimang serovarlari igin
antijenik formullerini kullanmgtir. ilk olarak bir serotipin cins ismi daha sonra sgroti
kelimesinin kisaltilmgi "ser" yazilir. Ondan sonra da serotip ad1 yagdalmonellaserotip
veya ser Typhimurium vey@ Typhimurium ) (Koneman ve ark, 2006).

Insan ve hayvanlardan izole edilen Salmonella fiditebircogu S. entericasubsp.
enterica (I) alt grubuna dahil olup bu grup bir serovar vegarotip icermektedir.
Genellikle, ilk izole edildiklerisehrin ya da ilk izole edildiklercanli tarintn adini alirlar.
Ornesin S. enterica subsp.enterica serovarDublin, ya daS. enterica subsp.enterica
serovar Gallinarum denilginde Dublin serovari ilk kez Dublin'de, Typlserovan tifoid
ates belirtisiyle seyreden bir hastaliktan ve Gallinarum serovari tseuktan izole
edildikleri icin busekilde isimlendirilmglerdir. Ancak ¢c@u kitap ve yayinda bunlar kisaca
SalmonellaDublin, SalmonellaTyphi ve Salmonellgallinarum diye adlandirilirlar ve ttr
isimleri de serotipi belirtmek icin biiyik harfle atar (Izgiir, 2006) Tablo 1 'de CDC'de
kullanilan Salmonella nomenklatiggmatize edilmtir.



Tablo 1. CDC'de kullanilan Salmonelldomenklatiirt

Taksonomik Durum Gincel Nomenkletir
Cins (italik) v' Salmonella
Tar (italik) v enterica (I, Il, llla, Ilib, IV ve VI)

v bongori (6nceleri alt tirV olarak
bilinirdi )

Serotip (ilk harf buyuk, italik de gil) v Serotip metinde ilk kez
kullanildiginda; serotip ‘serotip’ ya da
‘ser.” Kisaltmasindan sonra yazilir.

v' Alt tlr | e ait serotipler adlari ile; alt
tar 11, 1, IV, VI ve S. bongori ye
ait serotipler antijenik formulleri ile
tanimlanir. ( OrnekSalmonella
serotip (ser.) Typhimurium,
Salmonellal 50:b:z, Salmonella3b
60:k:z)

v' Alttar 1I, IV, VI ve S. bongori ye
ait serotiplerden 1966 ‘ dan 6nce
adlandirlanlar varsa adlar da yazilir.
(Ornek,Salmonellaser. Marina ( IV

48:9:%:))
Brenner ve ark (2000)’ den modifiye ediktii.

2.3. Morfoloji ve Kiiltiirel Ozellikleri

Salmonella etkenleiienterobateriaceadamilyasinda yer ala®almonellacinsine ait
turlerin icerdgi serotiplerdir (Brenner ve ark, 200@nterobateriaceaéamilyasinin genel
Ozelliklerini tsglyan Salmonellalar Gram negatif, kisa ve kuc¢ik ddaratarzinda olup,
boyutlari 0.7-1.5x2.0-5.0um'dir (izgur, 2006; Gast, 2003). @anlukla boyall
preperatlarda tek tek gorul&almonelldar, sporsuz ve kapsulsiz olup,Pullorum veS.

Gallinarum haric hareketlidirler. Laboratuvar beslgrinde kolaylikla Ureyebilen



Salmonella etkenleri, 37 °C'de 24-48 saatte, kugiikjarlak S tipli koloniler meydana
getirirler. Fakultatif anaerob 0Ozellikte olan bukestler ayrica LS olwturmalarn 8.
Paratyphi haric) ve laktozu fermente edememelei diger bakterilerden ayrilirlar
Salmonella etkenlerinin  timU Ureaz enzimine sahipgitthrler. Bu nedenle dreyi
ayristiramazlar. Genellikle glukoz, mannitol ve maltoasit ve gaz olgturarak fermente
ederler §. Typhi ve S. Gallinarum bu karbonhidratlardan sadece asitoturlar). Sitrati
kullanirlar, jelatini eritirler, LDC ve MR pozitifyP ve indol ise negatiftirler (Tablo 2)
(Murray ve ark, 1999zgiir, 2002; Shivaprasad, 2008).

Tablo 2. Salmonella tirlerinin kilttirel ve biyokimyasaleiikleri
Salmonella KIA Gaz H,S MR VP IND SIT PAD URE Har LYS ARJ ORN ONPG

Cins: AlkIA -+ + + - - + - - + + +/- +
Salmonella

KIA Kligler's iron agar; HS, hidrojen sulfur; MR, metil red; VP, voges praskg
ind, indol; sit, sitrat; PAD, fenilalenindeaminadgg, ureaz; har, hareket; lys, lisin;

arj, arjinin; orn, ornitin; onpg, ortho-nitrofenf-D-galactopyranoside

Murray ve arkadgari (1999)'dan modifiye edilngtir.

2.4. Antijenik Ozellikleri

Salmonellalarda 6nemgigan U¢ grup antijenik yapi mevcuttur. Bunlar sak&d”
antijenleri, flagellar “H” antijenleri ve ylzey ajgnlerdir. Salmonellalar O antijenleri ile
gruplara, H antijenleriyle de serovarlara ayrilHareketli olsun veya olmasin tim
Salmonellalarda en az bir, @0 kez birden ¢ok sayida O antijeni bulunur. Bu janter
sicaklik uygulamasina, alkole (% 96’lik alkole 4gave asite direnclidirler. Formol etkisi
ile aktiviteleri kaybolur veya cok azalir (Bilgehar2004). Gunumizde Salmonella
serotipleri sahip olduklari antijenik formile goéaellandiriilmaktadir (Le Minor ve ark,
1984)

Somatik “O” antijenleri butin Salmonella gruplarandulunur. Polisakkarit bir
Ozellige sahiptir ve hicre duvarinda protein, lipitlereglbaolarak bulunur. Isiya
direnclidirler. Endotoksin 6zeflinde olan bu yapi organizmada toksoklarin cgundan

sorumludur. Bu antijenik yapi Salmonellalarin 60idazla serogruba ayrilmasina yarayan



degisik faktorler icermektedir. Bu faktorler 1,2,3,4,5.ibgsayilarla ifade edilmekte ve
ortak antijenik faktorleri iceren Salmonellalarigna grup icinde toplanarak grup adlari
alfabetik harflerle (A,B,...Z) isimlendiriimektedfizgur, 2002).

Flagella “H” antijenleri hareketli Salmonellalardalunan protein yapisinda, 1siya
duyarh (60°C’de isitilmakla inaktive olan), formole direnclntgenik yapilardir. “H”
antijeninin yapisinda bulunan faktorler, 2 alt griggnde incelenir. Faz 1 adi verilen
antijenik faktorler, spesifik 6zellikte olup saddue veya birka¢ Salmonella tirtinde yada
Salmonellaserovarinda bulunmaktadir. Bu antijenik faktorleb,@ ...z ye kadar kuguk
harflerle ve alfabe yeterli olmaginda z1, z2,... olarak adlandirilgtardir (izgir, 2002;
Bilgehan, 2004).

Salmonellalarin “H” antijen grubundan yanlizca tak antijen faktérinU icerenler
monofazik; hem Faz 1 ve hem Faz 2 antijenleriniikbe tasiyanlar difazik bakteriler
olarak isimlendirilirler {zgur, 2002; Bilgehan, 2004).

Yuzeysel antijenler, bakterilerin hiicre duvarinisirtda bulunan antijenik yapilardir.
Bunlar arasind&®. Typhi, S.Paratyphi A veS. Paratyphi C’nin bazi slarininda bulunan
virulens ile ilgili oldusu distintlen “Vi” antijenleri vardir. Bu antijen glikolid yapidadir.
Bu antijeni talyan sglar anti-O serumu ile aglutine olmazlar. Cunku “G@dmatik
antijenini maskelerler. 60C’de isitilan bakterilerin “Vi” antijenleri ayrilirve etkisi
kaldinhr (izgir, 2002; Bilgehan, 2004).

Pilus antijenleri (6zellikle “Tip—1 Fimbria” antijgeri) bazi Salmonellddrlerinde
bulunmaktadirizgiir, 2006). Salmonellalardaki yiizeysel fimbriydijanlerinin énemi, bu
antijenlere kay antikor iceren aglitinan serumlarla, bakteriledglitine olmalari, bu
suretle O, H ve Vi antijenlerinin atariimasini engellemeleri yonindedir (Bilhegan,
2004).

Salmonella tarlerinin kesin identifikasyonlar gatik formillerine yapilmaktadir.
Fakat ayni antijenik yapi gosteren farkli Salmaalelin oldgu da unutulmamalidir (Gast,
2008). Salmonella etkeni identifikasyonunda, omdeli“O” grubu serumlarin kagimi
kabul edilen Salmonella polivalan antiserumu ilgijan aglitinasyon testinde pozitif
sonug elde edilir , incelenen etkenin Salmonellaitgooldugu kabul edilip, daha sonra
“Q” spesifik grup anriserumlari (A,B,C,D,...) ilekrar aglutinasyona tabi tutulur. Hareketli
Salmonella etkenlerinde bu testlere ilaveten FamlFaz-2 ‘ye ait antiserumlar da
kullanilarak izole edilen etken serotip dizeyindeentifiye edilir (zgur, 2010).

Kanatlilarda hastalik yapan Salmonella tiplerireeltikleri Tablo 3'desematize edilmtir.
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Tablo 3. Kanatlilarda hastalik yapan Salmonellalarin ddeli

Kanatlilarda hastalik yapan Salmonella etkenlerinin antijenik 6zellikleri ve gruplari

Salmonella sarovari  “O” Antijeni Faz-1 Faz-2 Grup
S. Pullorum 1,9, 12 - - D1

S. Gallinarum 1,912 - - D1
S. Enteritidis 1,9, 12 9,m 1,7 D1

S. Typhimurium 1, 4(5), 12 I 1,2 B

Izgiir (2010)’ dan modifiye edilrgtir

2.5. Salmonellalarin Toksin, Faj ve Direng Ozellikdri

Salmonellalar endotosin, enterotoksin ve sitotokssentezlemektedirler.
Sentezledikleri endotoksinler 6zellikle pesak mukozasinda harabiyete neden olmakta ve
bu tur toksinleri sentezleyen Salmonellalarla itdelbireylerdesiddetli akut toksemi
tablosu sekillenmektedir. Sentezledikleri enterotoksinlee IEAMP miktarini arttirarak
adenilat siklazi aktive etmekte vegosak epitellerinde @ri sivi salinimina neden olarak
hayvanlarda elektrolit kaybgekillenmektedir. Salmonellalarin sitotoksinleri gosak
mukozasindaki epitellerde protein sentezini engaleedirler {zgir, 2002; Shivaprasad,
2008).

Salmonellalara ait fajlar arasinda cins dizeyinddm8nella etkenlerini % 97
oraninda lize edebilesalmonellaO-1 faji bulunmaktadir. Bu faj 6zellikle Salmorzell
genusunun identifikasyonunda guvenilir spesifik bakteriyofajdir (Arda ve ark 1983).
Ayrica bir¢ok turun identifikasyonunda kullanilgpesik fajlar mevcutturS. Typhimurium
(DT104) syu antibiyotiklerin kanath yetiricili ginde (profilaktik ve gelimeyi arttirici
yemlere katilmasi) bilingsiz kullaniimasiyla yaydalde gortlmektedir (Calnek ve ark,
1997;izgiir, 2002).

Salmonellalar 1siya dayanikli gieerdir. 55 °C’de 20 dk da tahrip olurlar. Fakat
disUk 1siya oldukca direnclidirler. Antiseptiklere amtibiyotiklere oldukca duyarlidirlar.
Salmonellaetkenleri olgturduklari patojenik tablolara gore 2 grupta inoaler (izgur,
2002).

Major Salmonellozis Bu tabloyaS. Typhi ve S. ParatyphiA ve B neden olmaktadir.
Ozellikle insanlarda kotu hijyene #a olarak sekillenir ve tifoid atgle seyreden ciddi

infeksiyonlardir {zglr, 2010).



MinOr Salmonellozis. Diger tum Salmonellalardan ileri gelen infeksiyonlaréHem insan
hem hayvanlarda gorulir. Genellikle toksi-infeksiy#arakterde hastalik tablolaridir
(izgur, 2010).

2.6. Salmonellainfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Kanatlilarda Salmonellozis’e neden olan serotiplean dnemlileriS. Pullorum S.
Gallinarum S. Enteritidis ve S. Typhimurium’dur. ilk Uc¢ etken genellikle sadece
kanatllarda etkili olmasina ganen, S. Enteritidis veS. Typhimurium’un zoonotik 6nemi
blyuktir. Insanlarda meydana gelen Salmonella infeksiyona@fi70’e yakini paratifo
etkenleri tarafindan ogur (Calnek ve ark, 1997; Gast, 2008).

S. Pullorum veS. Gallinarum’un d@al konakgilari tavuklardir ve yiiksek dlgude
konakcglya adapte olnglardir. Her iki hastalikta birincil olarak tavuk \endileri etkiler.
Hastalga guvercin, serce, bildircin, siliin, pggra ve ordeklerde duyarhdir (Carh ve
Kahya, 2011). Salmonellalarda bgiega kayn&! csesitli yollarla olabilir. Fakat en ¢ok
infekte yani tayict kanathlar, bulgmadan sorumludur (Carli ve Kahya, 2011).
Dolayisiyla bu hayvanlara ait infekte yumurtalatugka igin kullanildginda hastagin en
temel sekli olan vertikal bulama s6z konusudur. Yumurta yoluyla bute, ovulasyonu
takiben ovumun enfekte olmasi sonucu gergakklgzgir, 2010). Bulgna ayni zamanda
bir suriide kanibalizm, yumurta yeme yoluyla dasotuinfekte tavuk dskilari da diger
hayvanlar icin bir kaynaktir. Kontamine yem, sulilalve bununla grasan calsanlar ile
bunlara ait ekipmanlar etkenlerin kanatlilara bkedasini ve dolayisiyla, horizontal
bulssmay kolaylatirir. Ciftlikten ciftlige, kimesten kiimese gezen, dezinfeksiyona dikkat
etmeyen bakicilar ve ziyaretciler de hagtal yayllmasini s#arlar. Vahli kuslar,
memeliler, rodentler ve sinekler de mekanik bodada 6nemlidirler (Van ve ark, 2005;
Shivaprasad ve Barrow, 2008).

S. entericahayvanlardan insanlara kontamine et drtinlerintb@yyansal gidalardan
ya da fekal kontaminasyona maruz kalan gida urtiatacilgiyla bulgmaktadir. Ayrica
etken, enfekte hayvanla direkt ya da indirekt temmaskontamine su tuketimi ile de
insanlara bulgabilmektedir. Salmonellalar memeli hayvanlaringl&aun, sdrtingenlerin,
kurbagzalarin, balik ve kabuklu deniz canlilariningbyaak mikroflorasinda bulunabilen
etkenlerdir. Gida ve su kontaminasyonunda fekahybolilagma ana bukma kayngidir.

Et yonlu hayvanlar enfekte olabildikleri gibi ethkeesiyici konumda da olabilmektedirler
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(Lemmerding, 2008).

Konakgi spesifik serotiplerinS( Pullorum, S. Gallinarun) tersine, konakci spesifik
olmayan (paratifoid serotipler) serotiplerin epidgotojileri komplekstir. Bu nedenle de
konak canlida konakg¢i spesifik olmayan serotipiebin hastalik belirtisi gostermeksizin
¢cok sayida mikroorganizmanin sindirim kanali vasyia etrafa sacilmasina yol acarlar.
Kanatlilar icin bulasma kaynaklari kendileri, yem gevre olarak sinirlandirilabilir. Ancak
infeksiyon kayngi yine de ¢ok fazladir (Barrow, 2000).

Kanatlilarda Salmonellaserovarlarinin prevalansi ulkeler ve zamanlar adasi
farkhilik gostermgtir. Bazi serovarlar belli bir zaman igcinde Ulkeigin 6nemliyken bazen
hicbir belirti gostermeden kaybolurlar. EFSA tandfan 2006 yilinda yapilan soérvey
calismasinda Avrupa’d&. Enteritidis veS. Infantis yumurtaci ve broiler ciftliklerinde en
sik rastlanan Salmonellaerovarlart olmgtur. S Infantis’in Macaristan’da (% 87),
Polonya’'da (% 19) ve Cek Cumhuriyetin’de (% 13)rakatespit edilmgtir (EFSA, 2007).
Almanya’daS. Infantis varlgl % 3.9 yumurtacilarda ve % 8.9 broilerlerde tesgitmistir.
Kanatli spesifik S. entericaserovar Gallinarum ve Pullorum’'un Avrupa ve Kuzey
Amerika’da eradikasyonu yapilgtir. Buna rgmen dunyanin belli bélgelerinden 6zellikle
az gelgmis endustrilerde, biyoguveggn zayif oldgu isletmelerde bu serovarlar hala
kanath sgligini ve refahini etkilemeye devam etmektedir (Pogp6;3).

Insanlarda infeksiyon ofturan tirler Salmonella entericasubspeciesenterica
serovarinda siniflandiriimaktadir (Mazotta, 2008gpIlmonellalar dgiik sicaklikta iyi
ureyemezler (Sorqvist, 2003). Ancak dondurma yontemde Salmonellari dldirmek
kolay olmamaktadir (Obafemi 1986). Asidik pH'ya adirenclidirler ve kuru ortamda
canli kalabilirler. Dinyada gida kaynakli infeksiarin balica etkenidirler.
Salmonellalar, gedmis, gelsmekte olan ve geri kalmiilkelerde hala gida kaynakl
infeksiyonlarda izole edilen etkendir ve halkgls@g acisindan 6nemli olan bakteriyel
etkenlerin bainda gelmektedir (Bell, 2000).

2.7. Salmonellainfeksiyonlarinin Kanatlilarda Klinik Bulgulari

Salmonellaenterica subsp. enterigaatogenez ve infeksiyon biyolojisi temelinde iki

ayri grupta incelenmektedir.
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2.7.1. Kanatl Tifosu

Bu grupta bulunan serovarlar, sistemik tifo benzefeksiyona sebep olurlar. Bu
gruba dahil olanS. Pullorum ve S. Gallinarum konak spesifik Salmonellalardir ve
tavuklarda, hindilerde ve ger bircok kanatl tirlerinde sirasiyla Pullorum Keanatli
Tifosu hastaliini yapan etkenlerdir (Poppe, 2003).

S. Gallinarum ilk 2 ayhk donemde yuksek mortaliteyseyreder. Mortalite 1
gunltukten 5 gunlge kadar civcivlerde gorulebilgii gibi 21 ve 28 gunluk civcivlerde de
kendini gostermektedir. En belirgin semptom saridgsile donisen ishaldir ve
hayvanlarda solunum yetmeiilisekillenmektedir (Poppe, 2003). Postmortem bulgw@ard
karacger ve dalak buyumyi bairsak serozasi ve mukozasi kanla dafiuu Rektumda
sarl sivi bir igcerik bulunmaktadir. Karger bliyumig ve yuzeyinde ygl kahverengi
nekrotik bolgeler gorulir. Dagan Gzerinde ise beyazimsi nekrotik alanlar meveuttu
Organlardaki dier bulgular; kataral bir enterit, buylisidalp Gzerinde kicik topligme
basi buyukligiinde nekrozlar, perikartta hemoraji ve ghmma, konjeste olngu ve
genglemis akigerler ve bobrekler ile karakterizedir (Poppe, 20D8ssari ve ark, 2014).

S Pullorum, Pullorum hastagina sebep olur ve 06zellikle yumurtaci surilerde
yumurta veriminin dimesine, ferrtilite ve kulucka verimlerinin etkileesine neden
olmaktadir. SPullorum tavuklarin ovaryumuna yegile ve yuksek miktarda yumurta
folikilinin  olgunlamasini  engeller ve bu sekilde gelsebilen yumurtalar
mikroorganizmayla artik infekte olnguur. Dolayisiyla bu yumurtalardan ggn
civcivlerde artik infektedir. Yegkin tavuklarda Pullorum hastginin belirtilmis bir
semptomu olmamakla birlikte bazen bazen 6ldurlqitiseEmiye neden olabilmektedir.
(Poppe, 2003)

Pullorum hastagiinda bulama vertikal yolu takiben yumurtayla, kontamine &l
ve kontamine kuluckahanelerde bumea yoluylasekillenmektedir (Johnson ve ark, 1992).
Postmortem bakida Pullorum hagstale yakalanngi civcivler anemik, kursak o
bagirsaklar, dalak ve karagr solgun, sekumlar koreya peynirimsi bir icerikle dolu ve
sarl kese emilmentir. Karacierlerde kicik beyaz odaklar ve p@tal kanamalar
mevcuttur (Poppe, 2003).
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2.7.2. Paratifoinfeksiyonlari

Genellikle S. Arizona dsindaki hareketli Salmonella serotipleri, paratifaliBonella
etkenleri olarak tanimlanmaktadirizgiir, 2010) Paratifo infeksiyonlari kanatlilarda
subklinik seyreder. Bu infeksiyonlarin ortaya gikisadece serovara @a olarak
sekillenmez.infeksiyon dozu ve korga bal faktorler (ya ve beslenme) de énemlidir
(Poppe, 2003). Nontifoid infeksiyonlar bir gtinlti@vlerde siddetli morbidite ve yiksek
mortaliteye sebep olurken, gfahayvanlarda sistemik olarak yayilir (Gast, 1997)

Paratifo infeksiyonlarinda infeksiyon kayhai; kanathlar, yem ve cevre olarak
deserlendirmek gerekmektedir. Civcivler yumurtadantigian hemen sonrage yoluyla
etkeni alabilir ve dikiyla yogun bir sekilde sacarlar. Kontamine yumurta kgbaodan, tiy
ve tozlardan etkenin byekilde alinmasi, civcivlerin kulugcka makinalarindafekte
olmasina, dolayisiyla kuluckahane kontaminasyonyoad acamaktadir. Busekilde
gerceklgen bir infeksiyon, broylerin hayati boyunca siUrneekte ayni kimesteki
hayvanlar arasinda kros kontaminasyonlara sebepkbdaiir. {zgir, 2002, 2010; Gast,
2008)

Klinik non-tifoid infeksiyonun morbitidesi; anorekskarisik tuyler, harekette
isteksizlik, dehidrasyon, uyukluk, beyaz ishal ve biryerde toplanma klinik bdkriyle
karakterizedir. Kronik donemde blyume gefilbariz sekilde gozlenir. Cgu non-tifoid
serovar klinik belirti gostermez ve giesakta kolonize olur (Heyndrickx ve ark, 2002).

Yeni kuluckalanan kanatlilardaki paratifo infeksiyarininsiddetli olgularinda, hizli
gelisen septisemi herhangi bir lezyon gostermeksizirsgldkmortalite olgturur. Hastain
seyri uzayincagiddetli enteritidis, ince arsggin mukozasinda fokal nekrotik odaklarla
birliktedir. Genellikle peynirimsi sekum ic&ii gozlenir. Dalak ve karager siskin ve
konjesyonlu, cizgisel hemorajik lezyonlara ve nékrodaklara sahiptir. Bazen bobrekler
de siskin ve konjeste haldedir. Bircok olguda fibrinoplaemnt perihepatitis ve perikarditis
saptanmytir. Yumurta kesesinde absorbe olmgrkoagile sari materyal bulunur (Carli ve
Kahya, 2011).

2.8. Kanathlarda Salmonella Patogenezisi

Salmonellainfeksiyonlarinin insanlarda ve hayvanlarda bitifzilasma yolu fekal-
oral yoldur. Salmonella serotiplerinin ggik konakgilarda calabilmeleri; bir dizi
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faktore, konakgidaki farkhliklara (pH, 1s1, tutuamylizeyleri... vb), konakg! gasikhgr ve
bagisikligin olwturdugu tepkiye, kommensal organizma vgmha ve patojenin kendi
genetik yapisina [gadir (Foley ve ark, 2011)5. Enteritidis S.Typhimurium,S.Newport
S.Heidelberg gibi insan infeksiyonlarinin @oyla ilgili olan birgcok serotip gegikonakgi
sahasina ve bircok konakgida infeksiyonstiuma kabiliyetine sahiptir (Foley ve ark,
2008). Buna karn S. Typhi, S.Paratyphj S.Gallinarum S.CholeraesuisS.Abortusovis
ve S.Dublin gibi diger serotipler sinirli sayida konakcglya sahiptir &z ve ark, 2000).
Kanatlilar insanlarda infeksiyonlara yol acan Saleltalar icin en dnemli rezervuarlardan
biridir (Carh ve Kahya, 2011).

S. Pullorum veS. Gallinarum’u iceren Salmonella etkenleri dalak \adcger gibi
visceral organlarda yamak ve c¢galmak icin farkli yeteneklere sahiptir. Bilinmeyéir
mekanizma ile mononukleer fagositik sistemi konagrak kullanmaktadir (Barrow ve
ark, 1994) Dolayisiyla etkenlerstsucilik siresince dalak ve kargerdeki makrofajlarda
bulunmakta ve elimine edilmemektedirler (Berhiegi ark, 2001). T hticrelerinin spesifik
ve nonspesifik antijenlere yanit verme kapasiteaidigindan immun sistemin yetersigili
ve dolayli olarak seksuel hormonlarin g@rta da bgh olarak bakteriler reproduktif sisteme
yayilirlar (Wigley ve ark, 2005).

Kanatlilarda paratifo infeksiyonlarinin patogengzisifoid infeksiyonlarindan
farkhlik gostermektedir. Kanatllarin yga direncine ve etkenin virulent ve viicudaggiri
yoluna bali infeksiyon sekillenmesine r@gmen, ergin kanathlardagiddetli sistemik
tablolara rastlanmaz. Klinik tablolar sadece cilaigte goérilmektedir. Genellikle de
civcivlerde infeksiyona @z yoluyla alinanS. Enteritidis serotipinin barsak cidarindan
invaze olarak retikulo-endotelyal sisteme gecmesiyltra selller Greme gercedileve
olum sekillenir (Van Immerseel ve ark, 2005).

S.Enteretidis veS. Typhimurium infeksiyonlarinda bunlara ait virulafatorleri bu
faktorlere ait genler cok onemlidirizgir, 2010). Bu etkenlerin mide asiditesinden
etkilenmemeleri ve 6zellikle de kor gnigaklara (sekumlara) kolonize olmalari cok 6nem
tasimaktadir (Kwon ve Ricke, 1998). Bu mikroorganizaraygamak icin ince barsak,
kolon, sekum (tavukta) gibi gastrointestinaklogun ilerisine dg@ru ilerleyerek dgtk pH
ortamindan kurtulurlar. Sindirim kanali boyuncalggen epiteliyel ve basiklik hicreleri
Salmonellaya kar ilk bariyeri olwturur. Salmonella etkenleri sindirim kanalinda ko
olmak icin sindirim kanalinda bulunan mikroflor& iyarsir ve bu esnada immun sistem

hicrelerinden ilk olarak enterosit ve M hiicrelégi temasa geger. Salmonellanin sindirim
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kanall epiteline yapmasi, bakteri hiicresi yluzeyinde bulunan flagelldimeae sayesinde
olusur. Isaretlenm§ mutagenezis c¢aimalari, coklu S. Typhimurium transpozon
mutantlarinin fare, §ir, tavuk ve domuz barsak kanalina kolonize olagitd gostermgtir
(Fedorka ve ark, 1995).

Salmonella bakterisi arsak epiteline yaptiginda, endotelial yapmayl ve
invazyonu arttiran komplex multiprotein yapida ol@BSS (Tip 3 sekresyon sistemi)
olusturur. Bu proteinler adeta “molekulemringa” (bakteri sitoplazmasi ile konakgi htcre
zarl arasinda kanal vazifesi) gibi gorev yaparteh{umberger ve Hardt, 2006). Bir seri
bakteri proteinlerini bg@rsak l[imenine enjekte ederler. T3SS’ler baktercrbliduvari
Uzerinde gne tarzinda cikintilar olup 6karyotik hicrelere teakproteinin enjeksiyonuna
yararlar (Hueck, 1998; Galan, 1999). T3SS mekanszi8®I- ile alakalidjiSalmonellanin
tutunmasi, invazyonu ve toksisitesiyle alakall olulens genleri icerir (Stevens ve ark,
2009).

T3SS icinde yerken efektor proteinlerden SopB salgl yolunun akieasyla
yanglyl olgturmasi (notrofillerin infeksiyon bélgesine hicumu¢ bunun sonucunda
insanda (Hopkins, 2004) vegada (Mirold ve ark, 1999) diare (Wallis ve Galy@®Q00)
ile sonuclanan hicrelerde iyon dengesinigigtaesiyle sindirim kanalina sivi gkmin
artmasina sebep olmasiyla 6nemli bir role sahifiger proteinlerden, SopA, SopD,
SopE2, ve SipA gibi, Salmonellanin neden @ldgastroenteritte rol oynamaktadir (Wallis
ve Galyov, 2000). SipA, SipC ve SopB proteinlerikamakci hicresi zarinin @ dgru
genglemesine, zarin yipranmasina neden olur (Lostrobhees 2001). Bu yipranma sureci
Salmonella etkeninin konakg! hiicre zarn tarafingatulup, konakgi hicresi icinde zar ile
baglantili olan Salmonellaiceren kesecik’ denen (SCV) yapinin ghasina neden olur
(Frost ve ark, 1997; Knodler ve ark, 2010). SCViggte luminal sinirdan bazal
membrana dgru goécer, bdyle fagolizozomal yapilarin kendisirokyetmesini 6nler
(Holden, 2002).

SCV’ler Salmonellanin barsak hicreleri ve makrafajicinde yaayabilmeleri ve
cogalabilmeleri icin kilit rol oynar (Tierrez ve arlk005). Konakgl hicrelerine bir kez
yerlestiginde, Salmonella etkeni SCV icinde sistemik infgksi ve hiicre i¢i patogenez
olusturan SPI-2 de kodlang(SPI-2 T3SS) ikinci bir T3SS yayar (Hensel, 2008§.I1-2
T3SS SCV icinde efektér proteinlerin salgilanmaamdsorumludur ve bu proteinler,
sitoskeleton ve motor proteinlerle etkigek SCV'den diar yayllan salmonella

indukleyici filamentleri (SIFs) olgturur (Foley ve ark, 2008). Daha da oOtesi SPI-293S
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SCV’ nin hareketini dizenleyerek SCV’ nin lizozomda parcalanmasini 6nler (Stevens ve
ark, 2009). SIF SCV’lerin hicre icindeki gdir vezikullerle erimesini kolayarir ve
boylece Salmonella’ nin replikasyonunda rol oygadbildirilmistir (Hensel, 2000;
Abrahams ve Hensel, 2006; Knodler ve ark, 2010).

2.8.1. Salmonellanin Makrofaj ve Dentritik Hiicrelerde Yasayabilmesi

Salmonella etkenlerinin makrofajlarin icindegeddiklar gorulmg, fakat dendritik
hiicreler icinde canli kalabildikleri, replike ol&tikleri gordlmemgtir (Tierrez, 2005)
Dendritik hucreler blyidk oranda lenfoid ve lenfomlmayan dokularda yayilmi
oldugundan Salmonellanin gdi organlara yayillmasina neden ofgu bildirilmistir
(Sundquist ve ark, 2004). Agtarmacilar, SPI-2 T3SS’lerin Salmonellanin dendriti
hiicrelerde antijenik uyarim yapmasini engefielive boylece konakg¢l hicrede immun
tepkinin olymasini sinirlandirdini ortaya koymsglardir (Waterman ve Holden, 2003).
Genel olarak, Salmonellanin insan ya da hayvandtahia yapma kabiliyeti bakterideki
dogal virulens genlerin konakg¢l savunmasini noétralieene ve ondan kagabilme
kabiliyetine baglidir. Bu faktdrler, patojeniteyi olluran yapilar, virulans plazmidler,
toksinler, fimbria ve flagella ile ilgilidir (Van sten, 2005; Foley, 2008; Lahiri ve ark,
2010).

2.8.2. Salmonellanin Patojenite Unsurlari

Salmonellanin konakgida etkin hiekilde kolonize olmasi, Salmonella genomuna
dagilmis olan virulans faktérlerin kodlangh SPIs gibi gen kiimelerine glanmstir (Foley
ve ark, 2008 ). Cgu buylk patojenite unsuru gigik serovarlar icin tanimlanrgtir, SPI-1’
den 5’ e kadar olanlar gao serovarda mevcutken,gérleri daha az yayihm gostergtir
(Marcus, 2000; Foley ve ark, 2008; Leung ve arkl130 Genel olarak; SPl'larin gen

kimeleri ve fonksiyonlari Tablo 4’ tematize edilmtir.
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Tablo 4. SPI ’larin gen kiimeleri ve fonksiyonlari

SPI-1- konakgl hiicrelere invazyon ve makrofaj apoptokisizlandirmak icin kullantilir,
SPI-2- sistemik infeksiyon ve makrofaj i¢cinde replike @knicin,

SPI-3 - makrofaj icinde ygayabilmesi ve diiik magnezyumlu ortamda ggdbilmesi,
SPI-4- makrofaj ici ygam ve toksin salinimi icin gerekli genlerin bulundmasi ve
apoptozis,

SPI-5- ¢coklu T3SS efektor proteinlerin kodlagdgen kiimelerini icermesinden,

SPI-6- proteinlerin cevreye ya da cevresel uyarilar mestitde konakgi hicresine

tasinmasinda kullanilir.

Amauvisit ve ark, 2003; Van Asten ve Van Dijk, 200Hley ve ark, 2008; Bingle ve ark, 2008; Steveas v
ark, 2009; Leung ve ark, 2011'dan modifiye edjtini

Amavisit ve ark (2003), SPI-1,-3 ve -5 te genetikryasyonlari bildirirken,
sicakkanli hayvanlardan gs1, domuz, kanatl, at) cevreden ve hasta insaafaidole
edilen 13 farklh Salmonella serovarlarindaki SPW2 4 (n daha iyi korungw
bildirmislerdir. SPI-1 ve SPI-2 nin tavuklardagsda, domuzda ve insanda enterite neden
oldugu ve bakteri direncini artirgh yoninde rol aldy gorulmigtir. SPI-3 tarafindan
kodlanmg fibronectin-binding proteinler host-spesifik salnetia kolonizasyonunu
tetikler. Mesela MisL Salmonella kolonizasyonunuefarde, tavuklarda ve domuzlarda
artirirken sgirlarda kayda deger bir etki yapmaz (Morgan ve ark, 2004; Carnellark,
2007). ShdA, S. Typhimurium’un direncini fareleragatirirken, domuzda arttirmaz
(Kingsley ve ark, 2002; Boyen ve ark, 2006). SRlgr ileal mukozada muhtemelen SPI-
1 T3SS ile birlikte tutunma ve yapnaya aracilik eder, fakat tavukta ve domuzda ayni
sekilde olmaz (Morgan ve ark, 2004; Gerlach ve 26Q8; Stevens ve ark, 2009).

2.9. Salmonellalarin Virulans Faktorleri
2.9.1. Plazmidler

Bircok Salmonellaserovari serotip-spesifik virulans plazmidlere péh{ Rodger ve
ark 1999). Bunlar az sayida kopya olan plazmididiftlicre baina 1-2 kopya) ve serovara
bagli olarak 50-100 kb arasi geir (Van Asten ve Van Dijk, 2005). Her bir plazmid

Salmonella plazmid virulans noktasi (spv) ic&ribunlar Salmonella’nin karager, dalak
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gibi retikuloendotelial sistemde galmasi icin o6nemlidir (Gerlach, 2008). der
plazmidler, serotipe g virulans plazmidler, Salmonella bakterisininatcini artirirlar.
S. Heidelberg S. Kentucky, S. Typhimurium gibi bircok serovarda gigsik plazmidlerin
virulansi artirdgl géralmittr. (Johnson, 2010; Han ve ark, 2012).

2.9.2. Toksinler

Salmonellalar endotoksin, enterotoksin ve sitotoksentezlemektedirlerizgr,
2006). Sentezledikleri bu toksinler Salmonellalggatogenezisinde dnemli role sahiptir.

Endotoksinler, biylk oranda biyolojik tepkilere padolurken eksotoksinler ise
memeli hirelerini dldurebilen sitotoksinleri ve erdtoksinleri icerir. Ashkenazi ve ark
(1988) Salmonella serovarla$. choleraesuis S. Enteritidis ve S. Typhi’ nin 1siya
dayanikli, tripsine hassas glgk molekul &irliginda sitotoksinleri tGre@ini bildirmistir
(Ashkenazi ve ark, 1988)

Sentezledikleri endotoksinler 6zellikle @ssak mukozasinda harabiyete neden
olmakta ve bu tir toksinleri sentezleyen Salmotelia infekte olan bireylerdgiddetli
akut toksemi tablosgekillenmektedir {zgtir, 2006).

Enterotoksin CAMP miktarini artirarak adenilet aidl aktive etmekte ve dolayisiyla
bagirsak epitellerindensar1 sivi salinimina neden olgundan, hayvanlarda elektrolit kaybi
sekillenmektedir {zgur, 2010).

Salmonella’larin sitotoksinleri garsak mukuzasindaki epitellerde protein sentezini
engelleyerek etkili olmaktadirlar ve Shigella siikdinleri ile ayni 06zellikleri

gostermektedir (Shivaprasad ve Barrow, 2008).

2.9.3. Fimbria

Fimbria (pili) Salmonella’nin epitelde kolonize blhne yetengini artiran
filament6z ylzey yapisidir (Collinson ve ark, 1998¢r bir fimbrial operonlar bircok gen
ihtiva ederler ki, bu genler fimbrinlerin (fimbrg@oteinleri) yapisinin belirler (Clouthier ve
ark, 1994). Salmonella da bircok fibrial operonitbehmis ve ¢c@u operonlarin ebatlari 7-
9 kb gibi degiskendir.

S.Enteritidis PT4 13 fimbrial operona sahiptir (Batanve ark, 2012) .Bazi fimbrial

operonlara 6rnek agf ve sef operorfaiEnteritidis'te fimbria SEF17 kodlar (Thorns ve
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ark, 1996; White ve ark, 2003) pil operon (SPI-7 Idkalizedir) S. Typhi CT18 S.
Typhimurium’da Ipf (long polar fimbriae) ve pef gdmid-encoded fimbriae) bulunur
(Friedrich ve ark, 1993; Baumler ve Heffron, 1995IEF 14 fimbriA'nin,S. Enteritidis, S.
Dublin ve kanatlida gorulen Salmonella serovartdam Berta ve Gallinarum’un Greme
kanalindaki dokulara tutunmalari icin 6nemli qidu tespit edilmgtir (Turcotte ve
Woodward, 1993; Doran ve ark, 1996). Tip | fimbriandomuzda Salmonella
kolonizasyon oranini artirirken (Althouse ve ark032) , S. Enteritidis PT4’Gn 13 ana
fimbrial alt biriminin tavuk sindirim kanalinda wnima ve kolonizasyonunda rol oynadi
bulunmy (De Buck ve ark, 2005) bu alt birimlerin yettigi yerler S. Paratyphi veS.
Gallinarum da korundiu tespit edilmgtir ( De Buck ve ark, 2005; Clayton ve ark, 2008).

2.9.4. Flagella

Salmonella serovarlarinin @anda hareketliii saslayan flagellalar hiicre yilizeyinde
ona kadar rastgele dizilgtir. Belirli serovarlar, konak¢l immun tepkiyi abalak icin
flagellar antijenlerde fenotipik heterojenite gluwrarak flagellin fazda varyasyon
olustururlar (Van Asten ve Van Dijk, 2005). fliC gerazf 1 flagellin proteinini kodlar ve
bu Salmonella serovarlarindan Gallinarum ve Entisite bulunur (Dauga ve ark, 1998).
Flagellaya sahip olmayan, hareketsiz serotiplégié yapilan en iyi cagmalarSalmonella
Gallinarum/Pullorum tzerinedir (Alphons ve Jaap)20

Yine de flagellanin Salmonella patogenezisinde ntietmécrelerine tutunma ve
invazyonundaki kesin rolt net gigir (Van Asten ve Van Dijk, 2005).

2.9.5. Dger Virulans Faktorleri

Yuzey polisakkaritleri gibi bazi virulans faktérerSalmonellanin barsak
boslugundaki direnciyle alakali olabilir. Lipopolisakkar{LPS) biyosentezini etkileyen
coklu mutantlar gir ve tavuktan izole edilen Salmonellslsmnda belirlennytir (Turner
ve ark, 1998; Morgan ve ark, 2004; Carnell ve 20Q7; Stevens ve ark, 2009). Ogirg
LPS virulansi rfbK, dksA, hupA, sipC, ve ptsC mutan ve clpBve rfa¥Y Turner ve
arkadalari (1998) tarafindan 1 gunlik civcivlerde incetes, ptsC ve rfaY mutantlar
tavuktaki virulans icin zayiflatiingtir. Signature-tagged mutagenezis LPS’n$

Typhimurium mutantlarinin gir barsaklarinda kolonize olamgdiylizey polisakkaritlerin
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ve hicre zarf proteinlerirs. Typhimurium’'un sgirda kolonize olabilmesine yardimci
oldugunu digunmektedirler. LPS nin S. Enteritidis'in - yumurta albumeninde

yasayabilmesini sgladigl gorulmitir (Turner ve ark, 1998).

2.10. Mikrobiyolojik Tani

Salmonellainfeksiyonlarinda kesin tani mikrobiyolojik yonteenlile yapilir. Kalttr
tanida “altin standarttir. Bakterinin izolasyonweskn tani koydurucudur ve izolatin
hastalgin kayn&ina dair yapilacak epidemiyolojik atama icin blyuk 6énemi vardir.
Kultirin duyarhlg! infeksiyonun evresi, antibiyotik tedavisi, 6gne secimi, hastanin
ornek verme konusunda uyumu, 6rnekte bulunan bakii&tari, laboratuvarin deneyimi,

uygun besiyerlerinin kullanimi gibi- pek c¢ok fakd@n etkilenebilir (York, 2010).

2.10.1. Salmonelldzolasyon veldentifikasyonu

Salmonellaizolasyonu igin kullanilan kultir temelli metodlaalen ¢ok geni bir
cercevede kullaniimaktadir. Bu metodlarla Salmagaliialarda, hayvan yemlerinde, fekal
ve cevresel drneklerde pia yedi giin arasinda tespit edilmektedir. Bu rditon standart
olarak kabul edilmi ISO horizontal metodu olan ISO 6579:2002 (2007hnga
guncellenmgtir (Nalbant@lu ve ark, 2014).

2.10.2. Konakgl Spesifik Salmonelldnfeksiyonlarinin Konvansiyonel Yontemlerle

Teshisi

Salmonella infeksiyonlari iki farklsekilde goérulmektedir. Bunlardan ilki, kanatli
turleri icin konakgi spesifik olan iki hareketsierstip Salmonella enterica subspecies
enterica serovar Pullorum ve Salmonella enterica subspecies enterica serovar
Gallinarum’un neden olduklarn infeksiyonlardir. @erkanathlarin akut sistemik bir
hastalgl olan Pullorum Hastgli’'na S. Pullorum neden olurken, Kanath Tifosu i§e
Gallinarum tarafindan ofturulmakta ve ¢gunlukla ergin yataki kanatllarda akut veya
kronik septisemik hast@ga neden olmaktadir (Shivaprasad ve Barrow, 2008).

Pullorum Hastafi'nin akut formu c¢gunlukla genc tavuklarda gorilur ve etken
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hemen hemen tim organlardan, dokulardan viedhn kolaylikla izole edilebilmektedir.
Ileri yaslarda ise kanathlar sayici 6zellikte olup,S. Pullorumdaha sik olarak ovum ve
ovidukttan izole edilirken, nadiren sindirim kamalda iceren organ ve dokulardan izole
edilir. Salmonellalar tim dokularda yaygin olupiyeci kanatlilarda etkene daha c¢ok
karacger, dalak ve tUreme kanalinda, nadiren de sekumlastanmaktadir (Shivaprasad
ve Barrow, 2008).

Otopsi yapildiktan sonra kanathlarin kagei ve dalaklarindan direkt kanh agara,
Brillant Green Novobiocin Agar'a ve XLD Agar’a ekiyapilir. Besiyerleri 37+1 °C’de
aerobik kgullarda 24-48 saat inkube ediliiz¢jiir, 2002). Salmonellalar kanlh agarda 1-2
mm capinda yuvarlak, parlak, purizsiz ve kugdddinde, XLD Agar'da besiyeri ile ayni
renkte, yari saydam, bazen siyah merkezli kolonsieklinde, BGN Agarda pembe
koloniler halinde Ureme gO0sterirler ve ggo besiyerinde seminal sivininkini andiran
karekteristik kokuya sahip biyuk koloniler giurmaktadir (Shivaprasad ve Barrow,
2008).

Serolojik d@rulama icin her petriden 5 tipik ya daipheli koloni Salmonella
Omnivalent antiserum ile lam aglitinasyon teknkullanilarak inceleme yapilir. 5
kolonide aglutinasyon ofmams ise test negatif olarak gerlendirilir ve ileri kontrol
muayenelerine devam edilmez. 5 kolonide aglutinasglsmus ise test pozitif olarak
degerlendirilir ve ileri kontrol muayenelerine devauiler (OIE, 2012).

Salmonellastpheli kolonilerden nutrient agarda saf kultir i@A+l °C’de aerobik
kosullarda 20-24 saat inkube edilir. Salmonella @laduespit edilen sgar Salmonella O
antiserum D1grup, faktor 1, 9, 12 iceren antiseilenserolojik teste tabi tutulur. Serolojik
test pozitif sonuc verirse hareket muayenesi igin kati agara ekilir ve slarin hareketsiz
oldugu tespit edildiinde S. Gallinarum ve S. Pullorum’un biyokimyasal 6zellikleri
degerlendirilerek ayrimi yapilir ( OIE, 2012).

Biyokimyasal testler icin sadece nutrient agardaotsarak Greyen koloniler tercih
edilmelidir. Bu amacla, triple sugar iron (TSI) agdizin demir agar (veya I-lizin
dekarboksilasyon besiyeri), Christensen’e gore iU yar, indol reaksiyonu igin
tripton/triptofanli besiyeri, asit ve gaz uretimniest edilmesi icin ters ¢evrilmDurham
tupu iceren glukoz besiyeri, dulsitol, maltoz, éimidekarboksilaz besiyerleri kullaniimal
ve yari-katl agarda ve/veya bir gecelik sivi kidtide hareket muayenesi yapiimali@r.
Pullorum veS. Gallinarum’un biyokimyasal incelemesi sonucunda terserovarin da

laktoz ve sakkaroz fermentasyonlarinin ve ire Hidevinin negatif oldgu, glukozu ve
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maltozu fermente edebildikleri, lizin dekarboksylasu testinin pozitif oldgu ve degisken
dizeyde hidrojen silfit odturduklari gortlmektedir. Bununla birlikte, durhatipli
besiyerinde ve TSI'da gercekteilen glukoz fermentasyon testind®. Pullorum gaz
olustururken,S. Gallinarum’un olgturmadgi, S. Pullorumdulsitolu fermente edemezken,
S. Gallinarun'un edebildgi, bu iki serovari birbirinden ayriminda kullanil@m 6nemli
test olan ornitin dekarboksilasyon te&i Pullorum sglari pozitif iken S. Gallinarum
suslarinin negatif sonug vermektedizgur, 2002; OIE, 2008).

S. Pullorum veS. Gallinarum izolasyon yontemleri 6rneklenen mataryalrjinine
gore dgisiklik gostermektedir. Bu etkenlerin kloakal swabler dskidan izolasyon siki
az olmakla birlikte nekropside orneklenen dokulardaolasyon oranlari daha gaauli
olmaktadir (OIE, 2008).

2.10.3. Paratifoinfeksiyonlarinin Konvansiyonel Yontemlerle Tahisi

Paratifoid Salmonella etkenlerininstasi icin, Kklinik belirti gosteren ve bireysel
izleme vyapilacak kanatlilardan i¢ organ materyadi/iveya kloakal svaplar aseptik
kosullarda alinmalidir. Klinik vakalarda, belirtileriortaya c¢ikmasini takiben materyal
alinmali ve bu hayvanlarda antibiyotik kullaniimdrda. Kimeslerde enterik
kolonizasyonu belirlemek amaciyla, kimeslerden ikaltltoz ve cevresel o6rnekler
drag/corap svageklinde alinmalidir. Bu 6rnekleme yontemi ile kitheede ve 6rnek
alinan yuzeylerde Salmonella v@rlbelirlenebilir (OIE, 2012; Nalbangtu ve ark, 2014).

Kanatlilarda paratifo infeksiyonlarinin kesin shesi, infeksiyona neden olan
etkenlerin izolasyonu ve identififikasyonu ile gekisstirilir. Bununla birlikte, strl
gecmii, klinik bulgular, mortalite ve lezyonlara dayaakrhastaliktarstiphelenilebilir
(Gast, 2008; Carriqgue-Mas ve ark, 2008).

Salmonella izolasyon metotlarinda kullanilan besgyeve kultir kgullari farklilik
gostermekle birlikte prensipte 4 temghmadan olgtuklari gortlmektedir. Bu samalar;
selektif olmayan bir 6n zenginlime, selektif zenginkgirme, selektif ve ayirici
besiyerlerine ekim ve Salmonelg@ipheli kolonilerin konfirmasyonu ve identifikasyonu

amacityla yapilan biyokimyasal testler ve seroldpgrulamadir (OIE, 2008).
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2.10.3.1. On Zenginlgtirme

Asemptomatik kanatlilardan toplanargkdi 6rnesinde, ¢evresel 6rneklerde, hayvan
yeminde ve gida numunelerindeki Salmonellalarin tamik genel olarak diikttr.
Dolayisiyla bu érneklerden izolasyonu kolgylanak icin tamponlanmgipeptoniu su veya
nutrient broth ve trypticase soy broth gibi bedsenin kullanimina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu besiyerleriSalmonellalarin ¢@almasina olanak gmmakta ve
dondurulma, 1sitilma, kurutma, biyokimyasallara wzarkalma gibi zarar gormi
Salmonella’larin yeniden aktive edilmesine yardmmaktadir. ISO 6579 standardinda
TPS’de 37°C’de 16-20 saatlik inkubasyona dayaliedigmletirme islemi gerceklstirilir
(Carrique, 2008).

2.10.3.2. Selektif Zenginlgirme

Zenginletirme besiyerleri dier bakterilerin Gremesini sinirlarken Salmonellalar
selektif olarak Gremesine izin veren kdaler iceren sivi ya da yari-kati besiyerleridir.
Selektif zenginlgtirme amaciyla kullanilan besiyerleri; Muller Kanfdn broth icerisinde
de yer alan sodium tetrathionate, Selenite F, 8elaystein, Brillant green broth ve
Rappoport Vassiliadis gibi sivi besiyerlersidda Rappopart-Vassiliadis besiyeri, MSRV
veya diagnostik yari-kati Salmonella besiyeri (DPASA) gibi yari-kati zenginlgtirme
besiyerleri daha ylksek izolasyon sensitivitelerol@nak sglamaktadir (Voogt ve ark,
2001).

Antimikrobiyallere direncli sglarin izolasyonunda besiyerlerine belirli antibiybgr
kullanilabilmektedir (Carrique, 2008). Selektif pamestirme olarak 1ISO 6579 metodu,
Rappaport Vassiliadis Soy Peptone Broth'ta ve Teiwmaate Broth'ta 42°C’de 18-24
saatlik inkubasyonu 6nermektedir (Nalbaitove ark, 2014).

2.10.3.3. Selektif (ayirici) Besiyerine Ekim

Bu besiyerleri belirli diizeylerde ayirt edici Ureyeeizin veren selektif ayirici kati
besiyerleridir. Bunlar, Salmonellasthdaki bakterilerin Gremesine engel olurken, laktoz
fermentasyonu negatifli ve H,S Uretimi gibi temel ayirt edici biyokimyasal 0ziierin
sergilenmesine dayall besiyerleridir. Sonuclar 3déC24 ve 48 saatlik inkubasyon
sonrasinda derlendirilir (ISO 6579/2002).
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Selektif besiyerlerine 6rnek olarak brilliant greagar, xylose lysine desoxycholate
(XLD) agar, XLT4 agar, deoxycholate/citrate agagnibach agar, bismuth sulphite agar
gibi literatiir ya da besiyeri kataloglarinda bulanbircok besiyeri gosterilebilir. Son
yillarda gerg cssitlilikte kromojenik agarlar Uretilngtir. Bunlar stpheli kolonilerin
ayrimina olanak ggamakla birlikte, 6rnek matriksleri, kultir sistegnl ve kullanilan
serovar cgtlili gi acisindan valide edilmelidir, cinkl sensitivitazb kaullarda digik
olabilmektedir. ISO 6579 metodunda 6nerilen agaXliaD agar ve brilliant green phenol
red agar (BGPRA)'dir. Ekim yapildiktan sonra agaBa°C’de 18-24 saatlik inkubasyona
kaldirihir. Salmonella etkenleri XLD agarda siyalenkezli kirmizi koloniler halinde,
BGPRA’'da ise pembe koloniler halinde treme goédari{Carrique, 2008; I1ISO 6579
12002).

2.10.3.4Siipheli Kolonilerin identifikasyonu

Selektif besiyerlerinde treyen Salmonejigheli koloniler selektif ve non-selektif
agarlara subkdltire edilerek Proteus gibi olasitdédkrin varlgl yoninden kontrol
edilmelidir. Eger yaygin ve saf bir Ureme mevcutsdipheli koloniler Salmonella
tiplendiriimesinde kullanilan polivalan serumlardam aglitinasyonu ile test edilebilir
(Lindberg, 1995).

Besiyerinde saf olarak Ureyen kolonilere, biyokisgla 6zelliklerine goére
identifikasyonu yapilir. Salmonella identifikasyomla kullanilan biyokimyasal 6zellikler
Tablo 5’'desematize edilmtir.

Tablo 5. Salmonelladentifikasyonunda kullanilan biyokimyasal 6zelé&kl

BIYOKIMYASAL TESTLER SONUC
Triple Sugar Iron Testi b6 Pozitif
Ure Hidroliz Testi -
Indol Testi -

Lizin Dekarboksilaz Testi +

Voges Proskauer -

B-Galaktosidaz Testi -
Nalbantglu ve ark, (2014)’ten modifiye edilrtir.
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Ayrica API (Analytical Profile Index) sistemlerilgiticari sistemlerle ve TSI (triple
sugar iron agar) gibi coklu teste olanalglagan birleik besiyerleri de bu etkenlerin
saptanmasinda kullanilabilmektedir (ISO 6579 /2002

O faktorleri ve H antijenlerinin ve bazi 6zel durdanda Vi antijeninin belirlenmesi
spesifik antiserumlarin kullanilgh direkt lam aglutinasyon veya tip aglutinasyon
testleriyle gercekigirilir. Bifazik etkenler s6z konusu olgunda her iki fazin da
belirlenmesi gerekmektedir. Gortintileme, bircoktdaé kagi gelistirilen antiserumlarla
gerceklatirilebilmekte, monovalan serumlarin tiplendirmeklellaniimasiyla daha etkili
olabilmektedir {zgiir, 2002; ISO 6579/2002; Carrique-Mas, 2008).

2.10.4. Serolojik Testler

Kanatli hayvanlarin ayrn ayri test sonuclarinineksiyonun gamasina gore
degisiklik gosterecginden dolayi, serolojik testler en iyi surt gorietee testleri olarak
uygulanmaktadir. Bu nedenledir ki, bir strtide isigknun belirlenmesi icin strtyd temsil
edecek yeterli sayida Orgia alinmasi o surudeki infeksiyonun belirlenmesisagdan
bliyluk 6nem tamaktadir (Sareyyuggdu, 2010)

ELISA (Enzyme-Linked immunosorbent assay), antjega antikor tespitine dayall
bir tekniktir. Seroloji ELISA testleri bir cok Ulkk in-house metod olarak kullaniimaktadir
ve ulusal Salmonella kontrol programina dahil editbedir (Proux ve ark, 2000).
Lipopolisakkarid antijenin kullanil@ indirekt ELISA S. Pullorum veS. Gallinarum da
dahil olmak lzere Salmonellalar icin en duyarl e spesifik serolojik sirt tarama
testidir. Son yillarda, kanatlilardg. Enteritidis ve S. Typhimurium infeksiyonlarinin
teshisi icin de ELISA testleri de getirilmistir (Barrow, 1992).

Gunumuzde Salmonelidetoksiyonu igin de kullanilan birgok ELISA plewnelli
sistem vardir. Bunlara Salmonella ELISA (BIO ART )SFRANSIA® PLATE Salmonella
Gold (BioControl) ve RIDASCREEN® Salmonella ELISAR-Biopharm AG) o6rnek
verilebilir. Bunun yaninda ELISA sistemlerine otdima olarak laboratuvar testlerini
calisan EIAFoss (Foss Electronics) ve Vitekilmmuno DiagimoAssay System (VIDAS)
(BioMerieux) 6rnek verilebilir (Proux ve ark, 2000)
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2.10.5. Kanatli Salmonelldnfeksiyonlarinin Molekiiler Teshisi

Gunumuzde Salmonella serovarlarinin standart lalpoma yontemleriyle tghisi
selektif besiyerlerinde gercekteilen kiltir ve bunu takibenstpheli kolonilerin
biyokimyasal ve serolojik testlerle galanmasi ve identifikasyon tekgime
dayandgindan oldukca zahmetli olup 7 glne varan bir sigeekiirmektedir. Bundan
dolayi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve PCRdeyali dger tehis metotlari hiz,
sensitivite, spesifite, tekrarlanabilirlik agisimd@anemli avantajlar gdamis, bunlarin klinik
ornekler ve gida numunelerinde Salmoneildentifikasyonunda kullanimlari agti
gostermgtir (Oliveira ve ark, 2002). PCR’nin bir ger avantaji da, reaksiyonun belirli bir
substratin kullaniimasina ya da belirli antijemeekspresyonuna Bl olmamasidir ki, bu
Ozelligi ile swlarin biyokimyasal 6zelliklerindeki farkhliklar,ehotipik varyasyonlar ve
saptanabilen antijenlerin eksiginden kaynaklanabilecek tanilama hatalarina engel
olmasidir (Hoorfar ve ark, 1999).

Cevresel, klinik ve gida numunelerinde Salmonel&eklsiyonuna yonelik PCR
testleri icin en Onemli engellerden birisi de bumumelerde PCR'’yi inhibe eden
bilesenlerdir (Roosen ve ark, 1992). Dolayisiyla, bunlagideriimesine yonelik DNA
extraksiyon prosedurlerine ihtiyac duyulmaktadirie€@ndorf ve ark, 1992). Bu
prosedurler; bir gecelik 6n zengigleme aamasini takiben proteinaz-K kullanimi,
guanidine isothiocyanate ile extraksiyon, DNAglagici matrikslerin kullanilmasi, fenol
kloroform extraksiyonu, santrifugasyon ve filtrasyoeknikleri, Salmonella tirlerine
yonelik antikorlarla kapli manyetik tanecikler vibyontem ve tekniklerin farkli
modifikasyonlarini icermektedir (Coleman ve arlQ9%).

Kanatli hayvanlarda Salmonella'nin tespiti icingethi bir hizli tani da énemli bir
yaklasim olan prob hibridizasyonudur. Bu teknikte, Salmidalari cins dizeyinde
saptayabilen ve hatta belirli serotiplere spesifilNA dizilerine yonelik problar
kullanilmaktadir. Ornekten ekstrakte edilen DNA fiebun hibridizasyonu bize pozitif
test sonucunu gostermektedir. Radyoaktif maddealestli DNA problarinin kanath eki
ornekleri ve cevresel Orneklerde ylksek spesifiteleéSalmonellalarin saptanmasinda
kullanimina ilgkin ¢alsmalar bulunmaktadir (Hasan ve ark, 1991; Khanbl9@ncak bu
testler komplex oldgundan, déer metotlara gore yiksek maliyet gerektirebilmekted

Son yillarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongussslamak icin kullanilan
cihazlarin (thermocycler) hassas o6lgum aletlerilyidestiriimesi, gercek zamanlh PCR
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(real-time PCR) olarak adlandirilan yeni bir yontergelismesine neden olmtur. Real-
time PCR’da Udrlnlerin analizi reaksiyon sirasindapiymaktadir. Real-time PCR
aranlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerindeljziye 6zgin olmayan floresan boyalardan
ya da diziye 6zgin problardan yararlaniimaktadlyigé&r ve ark, 2005). Gida orijinli
patojenlerin spesifik olarak saptanmasinda, Rea-tPCR gida uretim zincirinin her
safhasinda kontamine olan drtnlerin kontroll iciivenilir, hizli bir ydontem olarak
kullaniimaktadir. Real-time PCR'In hizli sonu¢ vesn gibi avantajlarinin yaninda,
konvansiyonel PCR'la katastirildiginda, kross kontaminasyon oranininsiaki ve
otomasyona yonelik olmasi ile rutin laboratuvartam uygun bir metot 6zellinde oldwgu
bildiriimektedir (Seo ve ark, 2004).

Polimeraz zincir reaksiyonu/tepkimesi (PCR) tekiisioin gelismesi belirli DNA
hedef segmentlerinin spesifik amplifikasyonuna alas&lamistir. Bu gelsme, PCR'yi
takiben problarla gercelderilen hibridizsasyon reaksiyonlariningéi érnekleri, cevresel
drag-svab ornekleri ve yumurta orneklerinde dah&sgki dizeylerdeki sensivitelerle
Salmonella detoksiyonuna olanakgksenistir. Iyi secilmi ve tasarlanngi DNA problari
PCR tekngi ile birlikte kullanilarak, belirli virulens gentai tasiyan, biyokimyasal
Ozelliklere sahip olan ya da belli fimbrialar gygizey yapilarini tayan Salmonellalarin
saptanmasinda kullanilabigglibildirilmi stir ( Rijpens ve ark, 1999). Ayrica Rijpens ve ark
(1999) hucrelerin immunomanyetik separasyon (IM®) da santrifugasyon ile konsantre
edilmesiyle PCR metotlarinin ¢ok az sayidaki Salefian tirlerini saptayabildini
bildirmislerdir.

Coklu PCR (Multiplex PCR), ayni PCR kaminin icerisinde birden fazla primer
setleri kullanilarak farkli DNA dizilerine spesifikarkli bulyuklikte amplikonlarin
uretildigi 6zel bir PCR c¢gdidir. Multiplex PCR 'da PCR’ye gore ayni andadaen fazla
gen aratinldigindan, zamandan, reaktiftens igicinden tasarruf ganmaktadir.
Salmonella serotiplerinin identifikasyonu ve tiplendiriimesmdbu teknik bgariyla
kullaniimaktadir (Soumet ve ark, 1999). PCR ’irgladigi avantajlar ve dezavantajlar
Tablo 6'dasematize edilmtir.

Salmonellalarin  molekiler tiplendiriimesi ve bunaliskin  molekiler
epidemiyolojisine yonelik calmalarda plasmid profil analizi, pulsed field gel
electrophoresis (PFGE), ribotiplendirme, polimorildNA’'nin rastgele amplifikasyonu
(RAPDPCR), DNA dizi analizi (DNA sequencing), AFL@amplified fragment length

polymorphism), VNTR (variable number tandem reped@NP (single nucleotide
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polymorphism) gibi teknikler kullaniingtir. Belirli serotip ve faj tiplerindeki
epidemiyolojik olarak ikili Salmonella sglarinin molekuler ayrimi icin de kullanilan bu
yaklasimlardan bazilari bir yonden efektif bulunurkergeti yonlerden etkisiz olmaktadir
(Mortimer ve ark, 2004; Kisiela ve ark, 2005)

PFGE yontemininS. Typhimurium veS. Enteritidis sglarinin tiplendiriimesinde
yuksek ayirt edici 6zefnin olduysu bildiriimektedir (Liebisch ve ark, 1996). PFGE
(Pulsed Field Gel Electrophoresis-Darbeli alan &bdkrezi) yontemleri DNA
orneklerinin kati matrikse (agoroz veya poliakrilgmyerlestiriimesi ve jel icindeki
molekdllerin statik elektrik alaninda goc¢ ettirilmetemeline dayanmaktadir (Birren ve
Eric, 1993).

Tablo 6. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun avantaj ve dezaajkamt

Avantajlar Dezavantajlar

v Hizli ve 6zguldir. v Ortamdaki istenmeyen
v’ Eskimis, kurumu, az miktarda DNA iceren DNA’nIn

orneklere bile uygulanabilir. primer ile ortak dizilime
v' Toksin olgturan etkenlerin, saptanmasi glc sahip olma riski vardir.

toksinlerin bakteri alt tiplerinin laboratuvar v' Deneyimli personel

kosullarinda tretilmesi gec¢ virtslerinstasine gerektirir.

uygundur. v' Cihaz ve malzemeleri
v" Antibakteriyel direnci olan bakterilerin pahalidir.

saptanmasinda uygundur.

v Babalik testinden populasyon gegietie
epidemiyolojik calgmalara varincaya geni
kullanim alani bulunmaktadir.

Schochetman, 1988; Walker, 1989; Erlich, 1991; iRgrsl991; Arda, 1992; Wolcott, 1992; Cevik, 1994;
Tunchilli, 1996; Diallo 1998 'den modifiye edilgtir.

Salmonella tiplendirmesinde kullanilan birger yontem MLST (Multi-Lokus
Sequence Typing — Coklu Lokus Dizilim Tiplendirmesiir. ilk MLST semasi 7
housekeeping (hizmetci) gen fragmentine 6zgi olatdkR yilindaSalmonellalyphi ile S.

enterica alttirind birbirlerinden ayirmak icin afturulmwtur. Bu housekeeping genler
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(aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA ve thrA) kroomoz Uzerinde yayilngi
pozisyonlarda bulunan ve bakterilerirsitidik profillerini en iyi gosteren bolgeler olaka
bilindigi bildirilmektedir (Kidgell ve ark, 2002).

MLST; korunan 7 temel gen (housekeeping gene) @kndbelirli kisimlar
kullanilarak, bakteri izolatlarinin tanimlagdigivenilir bir yontemdir. Her bir genin i¢
kisminda yaklsk 450-500 baz cifti bOyldkEindeki parcalar, otomatik DNA
dizilimleyicisi aracilgiyla iki iplikcik yoninden de dgru bir sekilde dizilimlenerek
kullantlir. Bakteri tirtindeki farkh dizilimler, lebir korunan temel gen igin farkli alleller
olarak atanir ve her bir izolat icin 7 lokustae#ér, allelik profili ya da dizilim analizini
tanimlar. Turlere ait her bir izolat korunan 7 témen lokusundaki allellere kahk gelen
7 tamsay! serisi sayesindegdo bir sekilde tanimlanir ve Multi locus sequence typing
sitesinden bilgilere ufalabilir.

Woese ve ark (1987), bakterilerin vezeli yggam formlarinin filogenetik ifkisinin,
genetik sifrenin dezsismeyen bir bdolgesinin kiyaslanmasi ile saptanabdidugunu
bildirmislerdir (Woese ve ark, 1985; 1987). Bakterilerdekigenetik alan icin uygungu
incelenmekte olan kisimlar 5S, 16Sve 23S rDNAfreleyen genlerden meydana
gelmektedir. Bakterilerde taksonomik amaglar icm gok kullanilan DNA parcasi 16S
rDNA geni oldwgu bildirilmistir (Bottger, 1989; Palys ve ark, 1997; Kolbert Rersing,
1999; Garrity ve Holt, 2001; Tortoli, 2003; HarmsenKarch, 2004).

16S rDNA geni, antimikrobiyel 6zefli olan ceitli kimyasallara duyarlidir. Bu
gende meydana gelen mutasyonlar, organizmanin buyasiallara duyarlgini
etkileyebilir ve antimikrobiyel ajanlara fenotipdireng, 16S rDNA gen dizilimi sayesinde
fark edildigi bildirilmistir (Pfister ve ark, 2003a, 2003b). Bununla bisiktbu
karakteristikler, 16S rDNA gen diziliminin Kklinik ikrobiyolojide kullanildgl gibi
bakteriyel tanimlamada ya da cins ve tur duzeyiyalan iliskilerin kararlgtirilmasinda
kullanildigi bildirilmistir ve bu karekteristikler genetik acidan daha uzaksafeli

ili skilerin ortaya cikariimasinda etkili olgu bildirilmistir (Garrity ve Holt, 2001).

2.11. Salmonella Tirleri ve Antimikrobiyal Direnclilik

Antimikrobiyal direnc¢, mikroplarin daha 6nce duyaslduklari antimikrobiyallerin
etkilerini yitirmeleri ya da azalmasi neticesindgligneye balar. Antibiyotikler mucize

ilaclar olarak lanse edilmelerine kdrk diren¢ gelsimi nedeniyle antimikrobiyallerin
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etkinlikleri azalmaktadir (Alanis, 2005). Antimilkogyal direncin ya i¢sel olarak ya da
DNA degisimi yoluyla sekillenebildii bildirilmi stir (Croft ve Terzulli, 2007)I¢sel direng
gelisimi genetik materyal mutasyonu vyoluyla gercekiektedir. i¢sel direncin
adaptasyonu olaga sgladigl bildiriimektedir. Spontan mutasyonlar, bazggenleri,
frame shift mutasyonlari, genetik materyalin silesn gen§ DNA elementlerinin
eklenmesiseklinde olur ve dgal olarak ortalama frekansi baz ciftisbea 10 ° olarak
belirtiimektedir (Smith, 1992; Tanaillon ve ark, @). Kazanilmy direngte, plazmid,
transpozon veya integron formunda olan direnc féétiokonjugasyon, transformasyon,
transduiksiyon gibi yontemlerle bakteriler arasitegandigi Saylers tarafindan bildirilrgiir
(Saylers, 2002)

Selektif baskilama, bir¢cok direncli klonlarin pfeliasyonu, fenotiplerin olumunu
tespit etmekteki yetersizlikler direnc¢ g@tindeki 6nemli faktorler olarak bildirilmektedir.
Bu selektif baskilama, insan hastaliklarinda, tdanve dezinfeksiyonda antimikrobiyal
ajanlarin yank ya da airt kullanimini icermektedir (Rybak, 2004).

Antimikrobiyal direng, antimikrobiyaller icin isteneyen en temel yan etki olmasinin
yanisira antimiktobiyallerin kullanimi insanlardae vhayvanlarda direncli bakteri
klonlarinin pozitif secilimine de sebep olur ve bakteriler patojen, kommensal veya
cevresel bakteriler olabilir. Bu durum mikrobiyabgulasyonun yapisini gatirdiginden
insan sglhigini tehdit etmektedir. Antimikrobiyal direncin, @dyoluyla, su ve cevre
kontaminasyonuyla ve de gimdan hayvana temas ederek yayila@ildoildirilmi stir
(Sahan ve ark, 2015).

Coklu direncli Salmonellalar hayvan ygiiicili ginde antibiyotiklerin kullanimi ile
ortaya cikar ve kontrolsiizce kullanilan antibiytdikdireng gekimine sebep olmaktadir.
Fakat bazi Salmonelgerovarlari direng gglirme konusunda daha hassastir ve bu duruma
ornek olarak insanlarda ve hayvanlarda ¢oklu direB¢Typhimurium faj tip DT104 ’Un
dinyada yaygin olarak gorulgiii bildirilmistir (Yavari, 2012).

CDC'ye gore, ABD’de yilda 47 milyondan fazla gidaykakli hastalik ogkmaktadir
ve bunlarin en az % 70’1 en az bir antimikrobiylaca kag! direnclidir. Bu hastaliklardan
oturi ABD’de yilda en az 3.000ski6Imektedir. CDC’nin web sitesine gore, ilag-reais
infeksiyonlar hastanede kabtresini uzatmakta ve uygulanan tedavi hem dahaliplaem
de hastalar icin daha da toksiktir (CDC, 2011).dwmum, bakterilerin ¢coklu ila¢ direnci

(MDR) oranini azaltagana ¢g@altmaktadir.
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Zoonotik bakteriyel patojenlerde MDR’lerin glmasi ve yayillmasi sebebiyle
toplumda ve bilimsel cevrelerde antimikrobiyalletierapotik ve sub-terap6tik dozlarda
hayvanlarda kullaniimasi konusunda dikkatlegydasmistir (McDermott ve ark, 2002).
MDR tanimi farkhliklar gdsterir ve laboratuvarda ez 3 antimikrobiyale kar olusan
direnc seklinde bildirilmistir (CDC, 2010). Gunimizde Ulusal Antimikrobiylleme
Sistemi MDR’ yi 2 ya da daha fazla antimikrobiyalupa kasgi olusan direnc olarak
tanimlamaktadir (NARMS, 2009).

2.11.1.1la¢ Rezistans Mekanizmasi

Bakterinin antimikrobiyal diren¢c gslirebilmesi icin spontan ve sonradan
kazaniimg iki ana yol kullaniimaktadir. Her iki mekanizma daikroorganizmanin
yasamini surdirebilmesi ic¢in kullangli genetik modifikasyon formlardir. Spontan
mutasyon, antimikrobiyallerin letal etkilerine diwmek Uzere organizmada géun dgal
genetik mutasyonlardir. Sonradan kazanilan diregenetik materyalin B&a bir
bakteriden alinmasidir (Alanis, 2005; Croft ve &807).

Bakteriyel diren¢ mekanizmalari 3 mekanizma oldaeakmlanmaktadir;

1. Spesifik protein Uretimi; genellikle bunlar anikrobiyali etkisiz hale dorgitren
enzimlerdir. Ornek olarak Salmonella’nin R-laktanumndaki antimikrobiyalleri etkisiz
hale dongtiren 3 —laktamaz enzimlerini Gretmesidir (FoleyLyaee, 2008).

2. Antimikrobiyal ajanin bakteri hlcresi stha pompalanmasi; bu sayede
antimikrobiyal ajan hicre iginde metabolik prosasletkileyecek yeterli degime
ulasamamaktadir. Salmonella izolatlarindaki tetrasikéi@ kloramfenikol direnci buna
ornektir (Mascaretti, 2003).

3. Reseptdr modifikasyonu; antimikrobiyalin hedgfikkimyasal ya da mutasyon
yoluyla desistiriimesidir. BOylece antibiyofiin hedefe bglanmasi 6nlenngi olur. Bu

mekaniz
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2.11.2. Salmonella Tturlerinde Antimikrobiyal Gruplara Karsi Olusan Direng

Mekanizmalari
2.11.2.1. Aminoglikozidler

Aminoglikozideler ilk olarak 1943 yilind&treptomyces griseusan izole izole
edilmistir. Bu grupta bulunan ilaglar gentamisin, neomisimikasin ve kanamisin olarak
bildiriimektedir (Gonzales, 1998). Bakteriyostatikarak spectinomisin haricindeki bircok
aminoglikozid bakterisidal olarak bildiriligtir  (Masceretti, 2003). Non-tifoidal
Salmonella’da aminoglikozid direncinin birincil makizmasi; ilag aliminin azaltilmasi,
ila¢c modifikasyonu ve ilacin ribozomal hedefinin diitkasyonu olarak bildiriimektedir
(Alcaine ve ark, 2007).

2.11.2.2. R—Laktamlar

Penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler 3 Hiyieta-laktam grubudur. Bu
ilaclarin antimikrobiyal etkileri, bakteri hicre dari komponenti olan peptidoglukan
sentezinde rol alan penisilin #@ayici proteinler olarak bilinen bir grup proteinle
etkilesime girerek ortaya cikar. Beta laktamlar genelliblekterisidal etkilidirler, fakat
etkinin ilaca, organizmaya ve hedef penisiliiglagici proteine gore @gstigi bildirilmi stir
(Alcaine ve ark, 2007). Salmonella turlerinde esglspenisilin b&layici proteinin
inhibisyonu bakterisidal aktivitenin agtna sebep olur. Yaygin olarak penisilin kullanimi
ampisilin, metisilin ve dier penisilin tlrevlerine kar diren¢ gekimini arttirdig
bildirilmi stir (Angulo ve ark, 2000).

2.11.2.3. Fenikoller

Kloramfenikoller, Streptomyces venezuelawrafindan Uuretilngi ve 1947'de
kesfedilmistir. Kloramfenikol, tifo hastafiina kasi kullanilir ve florfenikol bu gruptaki en
yeni antimikrobiyal oldgu bildirilmistir (Mascaretti, 2003). 50S ribozomal biriminin
peptidiltransferaz merkezine ganip peptid bglarin ollsumunu engelleyerek cair
(Masaretti, 2003). Salmonella izolatlarindaki dgehmekanizma tarafindan eiu:

1. Antibiyotigin kloramfenikol O-acetyl-transferaz enzimi tarafam bloke
edilmesi,

2. Antibiyotigin hiicre dgina pompalanmasi yoluyla glur (Cannon ve ark, 1990).
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2.11.2.4. Kinolonlar ve Florokinolonlar

Kinolonlar ve florokinolonlar sentetik bakterisidalaglardir ve nalidiksik asit
medikal olarak kullanilan ilk kinolondur (Mascaiet2003). iki tip direng mekanizmasi
mevcuttur. Birinci mekanizma, topoizomeraz IV’Urr@aalt birimindeki gyrA ve gyrB’nin
kinolon direncini belirleyen bélgedeki hedef mutasharca olgturulur (Cloeckeart, 2001;
Baucheron, 2004)ikinci mekanizma, sistem regiilatorlerini kontrol edgenlerdeki
mutasyonlar boyunca alan AcrAB-TolC aks sisteminin ekspresyonundakigilgklikleri
kapsar; bunun sonucunda busagisteminin air1 ekspresyonu ve kinolonlara kaiolan

hassasiyetin azalimeydana geldi bildirilmi stir (Baucheron, 2004; Oliver ve ark, 2005).
2.11.2.5. Tetrasiklin

Klortetrasiklinin  1940’larda Streptomyces aureofacieéten izole edildgi
bildirilmi stir (Alcaine ve ark, 2007). Tetrasiklinler, tRNAmM30S ribozamal alt biriminin
A ucuna bglanmasini engelleyip protein sentezini inhibe ekleegki gosterir, fakat
Salmonella izolatlarindaki tetrasiklin diren¢ aumu genellikle tetrasiklini bakteri
hiicresinden dari atan enerji Bamh olan aks pompasi olgumuyla sekillenmesiyle
gerceklatigi bildiriimektedir (Mascaretti, 2003). Salmonellaolatlarinda tetrasiklin ve
oksitetrasikline kan en az 32 farkl diren¢ geni bulungtur. Salmonella izolatlarinda en
cok bulunanlar; tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(G) ve tet)(ldldugu bildirilmistir
(Mascaretti, 2003; Chopra, 2001). Bunlardan en yaydanitet(A) Salmonellagenomik
Island 1 (Carattoli ve ark, 2002), integronlardaidBs, 1999) transfer edilebilir plazmidler
de lokalize olmaktadir (Frech, 1999). Bu genlerain®nella izolatlari arasinda kolayca
transfer olabildii, yayilabildigi, coklu ilagc direncinde etkili olduklari ve béykecbu
genlerin ciddi Salmonella infeksiyonlarini belirlede 6nemli birer marker olduklari
bildirilmi stir (Carottoli ve ark, 2002; Pezzella ve ark, 20G4en ve ark, 2004).

2.11.2.6. Sulfonamidler ve Trimetoprim

Bu iki sinif antimikrobiyaller bakteriyostatik etidir ve yarsmali olarak
tetrahidrofolik asit sentezinde rol alan enzimiehibe ettgi bildiriimektedir (Alcaine ve
ark, 2007). Salmonella izolatlarinda gdn sulfanamid direnci extra sul geniyle alakalidir

ve bu gendihidrofolat sentetazin inhibe edilmesiglar (Mascaretti, 2003; Antunes ve
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ark, 2005). Trimetoprim direnci bu ilal glamayan dihidro folat rediiktaz expresyonu ile
ilgili oldugu bildirilmistir (Mascaretti, 2003).

2.11.3.Salmonella Turlerinde Antimikrobiyal Direncin Gegi si

Salmonella populasyonunda antimikrobiyal direncgilyaynin iki mekanzima ile
oldugu bildirilmistir (Molbak ve ark 1999; Butaye ve ark, 2006):

1. Direncg genlerinin horizantal aktarimi,

2. Antimikrobiyal ilag-direncli Salmonella izolatiain klonal yayilimi.

Diren¢ genleri horizantal olarak ya SalmoneBsslari arasinda ya da gir
bakterilerden birbirlerine aktarilir (Guerra ve a#002). Plazmidler ve sinif I integronlar
Salmonellaicin horizantal aktarimdan sorumludurlar (Dieyear&, 2009; Guerra ve ark,
2002). Csitli antimikrobiyal ila¢ sinifina kan olusan diren¢ genleri bircok farkh plazmid
tipinde bulunabilir ve bu plazmidlerin go diger Salmonella ve bakteri tirlerine
aktarilabilen ¢oklu antimikrobiyal diren¢ genlerit@irlar (Guerra ve ark, 2001; Villa ve
Carattoli, 2005).integronlar, mobil gen kasetlerini taniyan ve tuteenum-spesifik
rekombinasyon sistemin komponentlerinin belirleygenlerini iceren elementlerdir (Fluit,
2005) Integronlar integraz ve bjtk rekombinasyon konum genlerini iceriki integron
sinifi - mevcuttur, bunlar rezistans ve super-irdagrolarak adlandirilir. Direng
integronlarindaki hemen hemen tim gen kasetleibigotiklere ve dezenfektanlara lar
olusan direncleri enkode ederler (Fluit, 2005). Sinvie sinif Il integronlarSalmonella
turlerinde bulunmsgtur. Sinif | integronlar Salmonella genomik adalda bulunurken
(Fluit, 2005) sinif Il ’ler TN7 transpozon familyenda yerlgmislerdir; fakat tam olarak
tanimlanamamlardir (Carattoli, 2003).

2.12. Salmonella Koruma ve Kontrol

Salmonella infeksiyonlarinin  kontrolt, bircok faked balidir. Paratifo
infeksiyonlarinda bukana kaynaklarinin farkh olmasi, kontrol noktalararttirmaktadir.
Bu duruma goresletme dizeyinde uygulanan kontrol programlaringletinenin yapisal
Ozelliklerine gore olgturulmasi gerekmektedir (Akan, 2008).

Isletmelerde alinan ciddi biyogiivenlik o6nlemleri, bakerin izlenmesi ve
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monitoring programlari kanatli enduastrisi icin Orerkritik noktalari oluturmaktadir.
Personele verilengdimler, kisisel hijyen algkanhklari, dgru el yikama, gida hazirlama,
tasima, depolama ve ayrimi gida sektérl icin Oneri@@emlerdir. Alinacak temel
Onlemler arasinda; kullanilan ekipmanlarin tergizlisu kayng@inin uygunlgu, atik
politikasi ve kanalizasyon sistemi, etkin HACCP uwlggnalari, dretim alaninda
tastyicilarin ortadan kaldirlilmasi ve stma—sunma da uygun o©nlemlerin alinmasi
onemlidir. Ayrica kumeslerdeéSalmonelldya karsi direncgli striler elde etmek icin
bakteriyolojik ve serolojik monitoring programlanmolmasi, vertikal bukana risklerini
azaltmak acisindan dneme sahiptir (Tessari ve2@id).

Salmonella’nin c¢evresel alanda azalmglaamasinda biyoguvenlik ve hijyen
onlemleri cok 6nemlidir. Kimyasal dezenfektanlakulanimi ve sanitasyorslemleri bu
onlemlerde kullaniimaktadir (Gast, 1997). Ayricankeci kontrolleri de dger 6nemli bir
noktadir. Kemiriciler Salmonella infeksiyonunun gesel kontaminasyonu ve
mikroorganizmanin kgara ve yumurtalara bumasinda oldukca etkilidir (Grimont,
2000).

Salmonella kontrolinin amaclagidikanatl beslenmesinde peletleme ve organik
asitlerin kullaniimasi yaygin bir yontem olarak dmilmistir. 60 °C’nin Uzerindeki
sicakliklarda yapilacak olan peletlemgkemi, Salmonella’nin kanath besinlerinden elimine
edilmesini sgladigi bildiriimektedir. Ayrica pelet yemlere formik &sie propiyonik asit
eklenmesi 0zellikle Salmonella Typhimurium’'un kontamine besinlerden elimine
edilmesini sgladig bildirilmistir (Tessari ve ark, 2014).

Kompetatif ekslizyon yegkinlerin sekum iceriklerinin yeni dganlara oral olarak
inokulasyonunu temel almaktadir. S6z konusu icenkivlerin bairsak mikroflorasinin
kisa zamanda olgunig@ patojen etkenlere karbasisiklik kazanmasini ggamaktadir.
Ayrica bairsak mukoz membranlarinda patojenik mikroorganiama yerlgmesini
onlemektedir (Nurmi ve Rantala, 1973). Salmoneldeksiyonunu gejimems veya
zayiflams bagirsak mikroflorasini kontrol ederek elimine etmsgilamaktadir.

Oral yolla ergkin basirsak icerginin inokilasyonu temel olarak probiyotiklere
benzer etkiye sahip olsa da, probiyotikler daha gakolan mikroflorayr arttirmayi
sglamaktadir (Wagner, 2009).

Salmonella kontrol ve korumaninggr 6nemli bir yolu duyarli hayvanlarigiga tabi
tutulmasidir (Gast, 1997). Kanath sdrilerinde Kamaadapte olmargi Salmonella

turlerinin kontrol altina alinmasi igin etkili tedlerin alinmasi bir gerekliliktir. 20 yildan
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fazla bir suredir Ulusal Kanatli Islah Plani, Aveupirligi No:2160/2003 yonetmedi ve
Ingiliz Yumurta Enduistrisi Konseyi gibi bircok pr@gnlarS. Enteritis veS. Typhimurium
yayltlimini kontrol altina alabilmek icin kari ile uygulandii bildirilmistir (Gast, 2007;
Cogan, 2003). Bu kontrol programlar icerisindglaana 6nemli bir bilgendir. Diger
kontrol tedbirleri ile birlikte tavuklarin sglanmasi kapsamli Salmonella kontrol
programinin bir parcasi olarak kanath surileriS@démonella prevelansinin azaltilmasinda
onemli bir stratejidir. Boylece gida kaynakli Salmetla infeksiyonlari azaltiigive daha
guvenli gida tedariki mumkun olabilegebildirilmi stir (Foley ve ark, 2011; Barrow, 2007,
Collard ve ark, 2008).

2.12.1.Salmonella infeksiyonlarina Karsi Asllama ve Korunmanin Immun

Mekanizmasi

Tavuklarda, alar sekal ve intestinal kolonizasyonu onlemeligkdiile yayilimi
azaltmali, sistemik infeksiyonlara, vertikal bgriza ve yumurta kontaminasyonuna gkar
koruyucu olmalidirinaktif ya da canli @ uygulamalari kanatli hayvanlarin Salmonella
infeksiyonlarina kan duyarliligini azaltmak amaciyla uygulagdibildiriimektedir (Gast,
2007).

Salmonella infeksiyonlarina karolusan immun yanit oldukca kargé olup dgal
ve kazanilan hasiklik elemanlari immun yanitta rol oynamaktadir ¢deajan ve ark,
2009). Salmonellalar adhezyon, invazyon ve kondkgularnda yaylima da rol aynayan
virulens faktdrlerini kodlayan virulens genleriagimaktadir (Aziz ve ark, 2007). Toll-like
reseptorleri (TLR) patojen etkenlerde yapisal fdkttolup dg@al immun yanitin gedimini
kontrol ederler (Chausse ve ark, 2011). Bu reskgtinikrobiyal patojene kar konakgcl
direncinin olyumuna katki sgayarak virulens mekanizmalarinin ghoasini kontrol altina
alir (Arpaia ve ark, 2011) ve dentritik hticregd@mlerini kontrol altina alarak kazanilgi
bagisikligl dizenlemektedir.

SalmonellaGallinarum yangi olkumunu indukleyici etkiye sahip gigdir ve bu
nedenle ciddi sistemik infeksiyonlara neden glddistintlmektedir (Kaiser ve ark, 2000).
SalmonellaGallinarum’un viicuda gigi sonucunda az miktarda IL-6 Uretiddigibi bazen
bu sitokin hi¢c Uretiimemektedir v&almonellaGallinarum’un patogenezi ile konakcl
spesifitesinin, infeksiyonun erken doéneminde ingetsaklarda yangisal yanitin

olusmamasi ile ilgili oldgu saniimaktadir (Kaiser ve ark, 2000).
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Enterik Salmonella serovarlarlari ile enfekte otanuklarda antikor titresi, T hiicre
yaniti, sitokin ve kemokin miktari oldukca ylUksektiGastrointestinal sistemdeki
Salmonella Enteretidis etkenlerine kar olusan lokal immun vyanit, sistemik
infeksiyonlarda olgan immun yanita gore daha etkili ofubildiriimektedir (Desmidt ve
ark, 1998). Salmonella infeksiyonlarinda lokal lEsal immun yanitin T hicrelerinin
degisimine, tzellikle de CDB hiicrelerinin olgumuna katki s#adigi disunulmektedir
(Berndt ve Methner, 2001).

Berndt ve ark (2007) yaptiklari ¢ghada tavuklarin sekumundaki immun yanit
mekanizmasini incelegter ve makrofajlarin icinde ¢ok az sayida enterdktbrilere
rastlandg bildirilmistir. Paratifoid Salmonellaserovarlari sekum mukozasina invaze
olarak immun yanitin karakterizasyonunda etkili aktadir. Sekumda IL-12, IL-18, tumor
nekrozis faktbra ve nitrik oksid sentaz miktarl, Salmonella sertasanin lamina
propriyaya invazyonuyla gkilidir. Buna kasin IL-2 sentezi ve CD2hiicrelerinin miktari

bagirsak epitelyum hicrelerinin enfekte olmasiylgkili oldugu bildirilmistir.

2.12.2 Salmonellainfeksiyonlarina Karsi Asilama

Salmonella slari canli attente, inaktif ve subungilar olmak tzere 3 kategoriye
ayriimaktadir.ideal olarak @ kullanimi givenli olmali, capraz korumagkemali, iyi
tanimlanmg olmali ve hicresel I3gsikligl harekete gecirebilmelidir (Van Immerseel ve
ark, 2005; Barrow, 2007).

2.12.2.1 Canli Attenue Ailar

Canli attentesa swlarl mutasyona grams ya da bozulmgigenleri icerir. Bu genler
bakterinin metabolizmasi, virulensi ve konak orgamda ygama guunid <ggayan
esansiyel genlerdir. Bu tir garin kullaniimasi, hicresel ve humoralghakligl aktive
ederek koruyucu kasikligin sekillenmesini ve @nin her yataki kanatli hayvanlara
agizdan uygulanabilir olmasi gibi bir takim avantajlgetirmektedir. Bu siniftakisdarin
en Oonemli dezavantaji uzun sire hayvanda ve cedeskalmasi, dolayisiyla insan
saliginl tehdit etmesi olarak bildirilngiir (Tan ve ark, 1997). Virulens genlerinden baz
cikariimasiyla attente edilesilarin yan etkileri dikkatlice incelenmelidir. Cliakou tar

asllar diger mikroorganizmalardan gen aktarimi ile virulerenlgrini tamir edebilir ve
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efektif hale getirebilir §ekil 2) (Kwon ve Cho, 2011).

Immun Yanit ve Salmonella asilan
T

1
Inaktif asilar Canli atenie asilar
Canl atenie
parenteral asilar
Canl atenie oral
asilar
Sug Atenie mutantlar !
|
H L]
i i ]
Antijen sunan MHC I araclifiyla | R5 reseptarleri tanima |
hiicreler antijen sunan 1
; hicreler
1
3 i

"""""""""""""""""""""""""""""""" .| Naif Thicreleri [ ]
k .| I
TH2 hilcreleri THI1 hilcreleri i

2

Sistemik humaoral Sistemik hilcresel
immun yanit immun yanit Mukozal immum yanit

Sekil 2. inaktif ve Canli Salmonellasdari kullanildginda oligan immun yanit

Revolledo ve Ferreira (2012)’'den modifiye edgtiri

Tavuk dreticilerinin kullanabile® ¢ok c¢sitli canli Salmonella glari arasindan
bircogu ruhsat almy ve ticari hele gelmgtir. SalmonellaGallinarum 9R sgu Avrupa’da
kullanimi olan ve iyi bilinen canli birsedir (Nobilis SG 9R) ve herS.Gallinarum hem de
S.Enteritidis’e kagi kullanildigi bildirilmistir (Feberwee ve ark, 2001).

Son yillardaS. Enteritidis phop/fliC mutantsa susu tavuklar icin canh @ olarak
kullaniimaya bglanmstir. FliC protein, filament olarak bilinen Salmolzelflagellum
(bakterinin tutunmasi icin énemlidir)’'un en bulyUkKsenini olwturur. PhoP ise PhoP/
PhoQ bilgeninin bir parcasi olarak bakterinin virulens 6zglide énemli bir rol oynagdi
bildirilmi stir (Methner ve ark, 2011). Yapilan gahalarda mutant slarin daha givenli
oldugu ve aili hayvanlarda “FIliC” in varlgl ile aili enfekte hayvanlarin ayrilabilmesi

noktasinda acik bir avantajgsadigi bildirilmi stir.
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Attenlie Salmonellasdarinin kanatli hayvanlarda ghurduklari immun yanit, anin
uygulama yoluyla ifkilidir. Paranteral uygulanasdar daha ¢ok humoral immun yaniti
uyarirken, oral yolla uygulanan attentg@ar hem sistemik hem de mukozal immun yaniti

uyarabildgi bildirilmi stir (Bouvet ve ark, 2002).

2.12.2.2 Inaktif A silar

Olu asllar, 1s1, formalin, aseton ve benzeri metodlariaktive edilen tim bakteriyi
icerirler. C@u 6lu Salmonellasisi kas ici ve deri alti uygulanabilir ve en azikigulama
olmasi gerekgii bildirilmistir. Bu a1 sinifinin en blylk avantaji insangbgina risk
olusturabilecek, ortamda yayabilecek canli organizmanin olmamasidir. (Ga¥@,/2 Bu
asllar gucli immun yanit okiurmaktadir. Bununla birlikte inaktifsdar canh attente
asllardan farkl olarak kisa bir sire icinde konakamafindan elimine edilebilir ve sinirli
sayida antijen sunarlar, canfilar ile tim antijenler konakgiya verilir ve ilawarak olu
asllar, en uygun yarari vermek icin adjuvanta ihtiyagyarlar. Bu durumsanin kullanim
seklini sinirlandirdgl bildirilmistir (Barrow, 2007). Bu glara drnek; Selanvac (Merck ,NJ
,USA) olu SEnteritidis g1 swunu icerir, Layermune SE (Ceva Biomune, KS, USA)
Enteritidis’in birkac sgunu icerir (Woodward ve ark, 2002).

2.12.2.3. Subunit Ailar

Subunit allar tek ya da coklu antijenlerden @mlukla protein iceren)
olusmaktadir. Bu bilgenler ¢@unlukla bakteri hicrelerinin yizeyinde bulunurlae v
onemli virulens karakterde oldu bildiriimektedir. Bircok subunitsakas ici ya da deri alti
yolla kullanilirlar sayet &1 agizdan kullanim icin icerg antijenin en az dizeyde
etkilendigi ve mukosal bgsikligi stimile edecelekilde formule edilmediyse, inaktif
asllarda oldgu gibi, bu tip ailar icin de yasal dizenleme eksglve canli organizmalar
ile iliskili biyolojik komplikasyonlar vardir ve ayrica subit agilar oldukca zayif
immunolojik  6zelliktedir, uygun bir adjuvant ile rmile edilmesi gerekdi
bildiriimektedir (Barrow, 2007).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gereg
3.1.1.izolasyon Ornekleri

Arastirmamiz, Ege Bdlgesinin batisinda kanath geticili gi yapan Salmonella
suphesi bulunan kimeslerden 01 Eylll- 20 Aralik 2@déhleri arasinda 253 adet tavuk
ornesi toplanarak gercekdéirilmistir. Hastalikstiphesi gorulen tavuklarin nekropslemi
kanatl tghis Unitesinde gercelderildikten sonra, tavuklardan tekiine uygunsekilde
alinan organ numuneleri Adnan Menderes Universieseriner Fakultesi Mikrobiyoloiji
Anabilim Dali Tehis ve Analiz Laboratuvarina gak zincirde getirilmgtir. Kimeslerden
alinan tavuk orneklerine yapilan nekropsi sonucukdeacger, dalak, kalp ve sekum
organlarindan Salmonella etkeni izolasyon ve id#&asyonu yapilmgtir. Tavuk
orneklerine ait bilgiler Tablo 7’de belirtilrgtir.

Arastirmanin yapilmasinda, Adnan Menderes Universittsivan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (ADU-HADYEK)'nun 25.08.2016 tarih ve 683101/2016/141 sayil karari
ile etik agidan bir sakinca bulunmgdbildirilmi stir.
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Tablo 7. Kimeslerden alinan érneklerin ciftlikleregami
Arastirmada 6rnekleme yapilan ciftlikler biytk harfier kodlanarak gosterilrgiir.

Karacger,
A 20 113 10 27 140 dalak, sekum,
kalp

Karaciger,

B 5 53 - - 53 dalak, sekum,
kalp
Karacger,

C 7 6 1 1 7 dalak, sekum,
kalp
Karaciger,

D 8 8 1 30 38 dalak, sekum,
kalp
Karaciger,

E 4 4 - - 4 dalak, sekum,
kalp
Karacger,

F 3 4 1 1 5 dalak, sekum,
kalp
Karaciger,

G 1 6 - - 6 dalak, sekum,
kalp

TOPLAM 48 194 13 59 253
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3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Ayiraclar, Solusyonrdr ve Antibiyotik Diskleri
3.1.2.1. Besiyerleri
3.1.2.1.11zolasyon Besiyerleri

3.1.2.1.1.1. Kanli Agar Base (Merck® 1.10886)
Blood agar 40 g.
Distile su 1000 mi

Karisimin pH’s1 7,2 — 7,4’e ayarlanip, 15 dakika otok&dildikten sonra, 50C'ye

kadar s@utulup, icine % 7 oraninda steril defibrine koywankilave edilmitir.

3.1.2.1.1.2. Tamponlanngi Peptonlu Su (TPS) ( AEB910303/4 Biomerieux®)

Kazein ve et pepton @r veya domuz) 109
Sodyum klorid 59
Disodyum hidrojen fosfat 35¢g
Potasyum dihidrojen fosfat 15¢g
Saf su 1L
Ph 7.0

Arastirmamiz  icin  kanatli organ  Orneklerinde  bulunan ktbenin
zenginlatiriimesinde Tamponlanmi peptonlu su (TPS) kullanilgtir. Bimerieux
firmasina ait bu hazirbesiyerleri 4x3000 It pakehialinde gelmi olup, numuneler steril
kaplara tartilarak konulduktan sonra Uzerine uyguktarda TPS ilave edilrgiir.

3.1.2.1.1.3. Rappaport-Vassiliadis Soy Broth (RVSrBth) (1.07700.0500 Merck®)

Peptone from soymeal 45¢g
Magnesium chloride hexahydrate 28.6 ¢
Sodium chloride 729
Di-potassium hydrogen phosphate 0.18 ¢
Potassium di-hydrogen phosphate 1.26 ¢
Malachite-green 0.036 g
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Toz Rappaport Vassiliadis brothdan 41.8 g tartillplitre distile su icerisine
karstirildi. Su banyosunda homojen hale geldikten sal2a°C’'de 15 dk. otoklavda
sterilize edildi. Daha sonra tuplere 10 ml olageakilde d&itildi. Selektif zenginlgirme

besiyeri olarak kullanild.

3.1.2.1.1.4. SelenitF Broth ( 42099 Biomerieux®)

Kazein ve meat peptone (bovine and porcine) g 5
Laktoz (bovine) 49
Sodyum fosfat 10g
Sodyum asit selenit 30
Distile su 11
pH 7.0

Arastirmamizda kullanilan selektif zengigleme besiyeri 20x9 ml tupler halinde

kullanima hazir halde gelsgtir.

3.1.2.1.1.5. Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Novohicin Broth (MKTTn)

Et ekstrakti 4349
Pepton 8.60
Sodyum klorur (NaCl) 26¢g
Kalsiyum karbonat (CaC4£p 38.7¢9
Sodyum tiosulfat pentahidrat (p#Oz; 5H,0) 47.8 g
Safra tuzu 4789
Brillant green 9.6 mg
Distile su 1000 ml

Tam icerik distile suda ¢ozdurdldu ve 5 dk. kayidatipH 25°C’de 8.2 + 0.2'e

ayarlandi.

Iyot ve Potasumiyodine solusyonu

Iyot 20.0¢g
Potasyum iyodin (KI) 25.0¢
Distile su 100 ml
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Novobiocin solusyonu
Novobiocin sodyum tuzu 0.04 g

Distile su 5ml
Novobiocin sodyum tuzu distile suda cozdurulur iltealsyon ile sterilize edildi.

MKTTn’in Hazirlani sl

Base 1000 ml
Iyot-Potasyum iodine soliisyonu 100 ml
Novobiocin soliisyonu 5ml

Novobiocin solusyonu ve base kamldiktan sonra iyot solusyonu eklenir. TUm
icerik karstirildiktan sonra vida kapakh tiplere 10 ml olagakilde paylatirildi. Selektif

zenginlgtirme besiyeri olarak kullanildi.

3.1.2.1.1.6.Xylose Laktoz Tergitol4 Agar ( XLT 4 ) ( AEB523420 Biomerieux®)

Pepton 169
Maya Ekstrakti 39
Ksiloz 3.75¢9
L-lizin 59
Laktoz 7540
Sukroz 7549
Sodyum klorid 59
Sodyum tiyosiilfat 6.89
Demir amonyum sitrat 0.8¢g
Fenol kirmizisi 0.08 g
Tergitol 4 4.6 mi
Agar 18 ¢
Saf su 1l mi
pH 7.4

Arastirmamizda kullanilan bu besiyeri 2x10 kullanimaihgetriler halinde alinngi

olup secici besiyeri olarak kullanilgtur.
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3.1.2.1.2identifikasyon besiyerleri

3.1.2.1.2.1. Lassen’in 3'lu tup besiyerleri

Tup |

Peptone 209
Lactose 109
Glucose 1g
Sodium thiosulphate 0.2g
Ferric ammonium sulphate 0.3 g
NaCl 60
Agar 179
Phenol red (0.2'lik) 12.5 ml
Distile su 1000 ml

Karisimin pH’si 7.6’ya ayarlandi ve 121 °C’de
edildi.

15 dk davkedilmek suretiyle steril

Tup 1l
Peptone 509
Neopeptone 59
Mannitol 29
Agar 259
Potassiumnitrate 179
Phenol red (% 0.2’lik ) 20 ml
Distile su 1000

Karisimin pH’'si 7.6’ya ayarlandi ve 121 °C’de
edildi.

Tup NI
L- Tryptophan
PotassiumDihydrogenphosphate

PotassiumHydrognephosphate

15 dk ¢éokedilmek suretiyle steril

0.3¢
0.1g
0.1g
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Ure 29

Ethanol ( % 95’lik ) 19
Phenol red ( % 0.2'lik) a0
NaCl 05¢
Distile su 1000 ml

Besiyerinin sterilizasyonu milipore (0.2 p) filtrexl stzilerek yapildi (Koneman ve
ark, 1997).

3.1.2.1.2.2. Triple Sugar/ Iron Agar (TSI agar)

Et ekstrakti 3.0¢9
Maya ekstrakti 3.0g
Pepton 20049
Sodyum Klorur (NaCl) 09
Laktoz 10.0g
Sukroz 10.0g
Glukoz 10g
Demir (I) sitrat g
Sodyum tiyosulfat 03
Fenol kirmizisi 0.024
Agar 9-18 ¢
Distile su 1000

Agar vida kapakh tuplere 10 ml olacajekilde paylatinlip 1210C'de 15 dk.
otoklavda sterilize edildi. Tupun dibindeki agab-®. cm olacaksekilde yatik vaziyette

donduruldu.
3.1.2.1.3. Antibiyogram Besiyeri

3.1.2.1.3.1. Mueller-Hinton Agar (Merck® 1.05437)

Meat infusion 2,09/L
Casein Hydrolysate 17,5 g/L
Starch 1,59g/L
Agar-agar 13,0 g/L
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Dehidre besiyeri, 34,0 g/L konsantrasyonda damsukicinde isitilarak eritildi,
otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilip,réteetri kutularina 12,5’er ml dokulda.

3.1.2.1.4. Antibiyotik Diskleri

Antibiyotik duyarlilik testlerinde Penisilin G (BP0 U), Seftriakson (CRO- 30 ug),
Kanamisin (K- 30 ug), Sefotaksim (CTX- 30 pg), Asipn (AMP- 10 pg), Gentamisin
(CN- 10 pg) ve Tetrasiklin (TE- 30 pg) (Oxoid®)tmmkrobiyal ajanlarini ihtiva eden

diskler kullaniimstir.
3.1.2.2. Ayiraclar

3.1.2.2.1indol ayiraci

P-Dimethylaminobenzaldehyde 10g
Isoamylalcohol 150 ml
HCI (konsantre) 50 ml

3.1.2.3. Solusyonlar
3.1.2.3.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Bufer

10X TBE Stok Solusyonu

Tris Base 121,19
Borik Asit 61,83 g
EDTA 5849

Distile su ile hacim 1000 ml'ye tamamlanarak 121d&C15 dk otoklav edilip, pH
8.0 ayarlanarak buzdolabinda saklandi.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu
0 ) G 1 50 ml
DISHIE SU.. et e e e 950 ml

Karistirilarak solusyon hazirlandi.

47



3.1.2.3.2. Gel LoadingBuffer (6X)

Bromfenol Mavisi 25 mg
Sikroz 49
H-0 10 ml

Karistirilarak solusyon hazirlandi.
3.1.2.3.3. Tris (1M)
Tris Base 121 g

Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yala olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek
pH: 7.6’ya ayarlanarak karm 1000 ml'ye tamamlandi. 121 °C’de 15 dk otoklaldi.

3.1.2.3.4. TE Buffer (10mM tris+ 1mM EDTA)

LIS 00 .10 ml
Karistirildiktan sonra kagim 1000 ml distile su ile tamamlandi.

3.1.2.4. Boyalar
Gram boyama (Merck-111885) yapiktnr
3.1.2.5. API 20E test kitinde kullanilan reaktifler
API 20E test kitinde kullanilan reaktifler Tablod® gosterilmektedir.

Tablo 8. API 20E test kitinde kullanilan reaktifler

Ayirac¢ damlatilacak Bekleme Degerlendirme
Test i Ayirac i : _
stripler suresi Negatif Pozitif
1 damla TDA
TDA TDA Hemen Sari Koyu kahve
ayiracl
1 damla IND )
IND IND 2 dakika Sari Kirmizi halka
ayiracl
1’er damla . )
VP VP 10 dakika Renksiz Pembe/kirmiz
VP1 ve VP2
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3.1.3. PCR
3.1.3.1. Kullanilan Cihazlar

PCR klemi 96 6rnek kapasiteli ABI GeneAmp PCR System®#mal donguleme
cihazinda gercekgarilmi stir.

3.1.3.2. MgC}, Taq DNA Polimeraz, 10XTaq Buffer, ANTP Set

25mM MgCh, Taqg DNA polimeraz (5U), 10X TaqBuffer (100 mM {§HCI,
pH8.3, 500mM KCI), 100mM deoksinukleotidtrifosfafNTP) set (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Fermentas®) kullanilgtir.

3.1.3.3. AccuStart™ [l PCR SuperMix (Quanta Biosciaces®)

2X konsantrasyonda Mgg&lAccuStart™ Tagq DNA polimeraz, reaksiyon buffer,
deoksintkleotidtrifosfat (dNTP) set (dATP, dCTP, 1% dTTP) AccuStart™ Taq

antikorlari ve stabilizerlerini icermektedir.
3.1.3.4. Primerler

Biyokimyasal identifikasyon sonucu Salmonella gemsas ait oldgu dagsrulanan
sular, PCR glemine tabi tutulacaktir. PCRléminde kullanilacak primerler Tablo 9'da

belirtilmistir.

Tablo 9. PCR gleminde kullanilacak primerler

Hedef gen Primer Sekanslari (5'-3") Fragment Referans
uzunlugu

16S rRNA F:5-TGT TGT GGT TAA TAA CCG CA-3' 574 bp Mirve ark 2015
R: 5-CAC AAA TCC ATC TCT GGA-3'

S. Enteritidis F:5-TGT GTT TTATCT GAT GCA AGA GG-3' 304 bp Mir ve ark 2015
R: 5-TGA ACT ACG TTC GTT CTT CTG G-3'

S. Typhimurium F:5-TTG TTC ACT TTT TAC CCC TGA A-3' 401 bp  Mir ve ark 2015
R: 5-CCC TGA CAG CCG TTA GAT ATT-3'

S. Gallinarum F:5-GTATGG TTATTAGAC GTT GTT-3' 187 bp  Mirve ark 2015
R: 5'-TAT TCA CGA ATT GAATA CTC-3'

S. Pullorum F: 5-GACGTCGCTGCCGTCGTACC-3' 243 bp Batista ve ark
R: 5-TACAGCGAACATGCGGGCGG-3' 2013
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3.1.4. Elektroforez

Elektroforez glemi Thermo marka, elektroforez tankinda, gortnmtideslemi Vilber
Lourmat marka goruntiileme cihazinda gergghkiédi.

3.1.4.1. Agarose Jel Hazirlagi

Agarose (Sigma®) 15veya2g
TBE (0,5X) 100 ml

Buffer, sise icerisindeki agarozun Uzerine ilave edilip, &anidi ve mikrodalga
firnda yaklgik 3-5 dk kaynatilan kayim, 40-50 °C’ye kadar $oituldu. Halen sivi halde
olan kargim, jel kalibinin icerisine yagaa, kabarcik birakmayacalekilde dokuldu ve
icerisine yukleme kuyucuklarini cliwracak olan taraklar yesrilerek, 15-20 dakika oda
sicaklginda sgumaya birakildi. Sgutulan jel, kaliptan cikarilarak, elektroforez tarek
dikkatlice yerlatirildi.

3.1.4.2. Marker
Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas®)l&uaildi.
3.1.4.3. Ethidium Bromid

Elektroforez gleminden sonra goérintileme icin jelin boyanmasi@apna marka %
1'lik Ethidium Bromid 500 ml 0,5X TBE ile hazirlan& 2’lik agaroz jelin icerisine |8
miktarinda eklenerek kullanildr.

3.2. Yontem

3.2.1. Fenotipikidentifikasyon

3.2.1.1. Kanath I¢ Organlarindan Salmonella Gallinarum/Salmonella Pullorum
izolasyonu veldentifikasyonu

Laboratuvara getirilen infeksiyondagtipheli kanatli hayvanlara, ilk olarak otopsi
yapilmstir. Sonrasinda karggr ve dalaktan direkt Kanli Agar ve XLT 4 Agarargtéze
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ile ekim yapilmgtir. Besiyerleri 37+1 °C’'de aerobik kollarda 24-48 saat inkube
edilmistir. 24-48 saat inkiilbasyon sonunda Ureggkillenen besiyerlerinden Salmonella
supheli olanlar, Nutrient Agar’a, tek koloni ghaesi sglanacaksekilde ekildi ve 37°C’de
20-24 saat inkube edildi. Nutrient Agarda urey&almonella sipheli kolonilerin
biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi icin TSlgar'a ekimleri yapildi ve 24-48 saat 37
°C’'de inkubasyona birakildi. TSI Agar besiyerleliiydkimyasal 6zellikler acisindan
degerlendirildikten sonraslipheli izolatlardan Salmonella turlerinin identdiyonu icin
API 20E test kitine ekimler yapildi.

3.2.1.2. Kanath Paratifoinfeksiyonlarinin izolasyon veldentifikasyonu

Nekropsi yapilan kanath hayvanlardan tgkmé uygunsekilde aseptik kqullarda;
karacger, kalp, dalak ve sekum organlarindan 25 gr nunalimenstir. Sonrasinda uygun
kosullarda 225 ml tamponlansmpeptonlu su numune Gzerine ilave edilip 37°C’likvele
18-24 saat inkiibe edilerek 6n zengititeme salanmstir. On zenginlgtirme sonunda
ikinci gun kdlturden icinde 10 ml Rappaport—Vasslis Soy Buyyonu (RVS) bulunan
tupe 0.1 ml ve icinde 10 ml. Tetrathionate Buyydfuller-Kauffman) bulunan tupe 0.1
ml. aktarilarak 42°C’de 18-24 saat zenggtitene icin inkube edilmtir. Ayrica icinde 10
ml bulunan Selenit-F buyyona 0,1 ml 6rnekten iladlip, 37 °C’lik etivde 18-24
inkubasyona birakilarak, selektif zengigiane tamamlanngtir. Ugiincti giin sonunda bir
0ze dolusu kuoltir alinarak XLT 4 Agara ekimi yapgtr. 24-48 saat 37 °C'de
inkubasyondan (ISO 6579/2002) sonra Salmongliaheli koloniler Nutrient Agar'a
ekilerek saf kultiri elde edildi ve biyokimyasaletiklerine gore identifikasyon yapmak
icin hazir hale getirildi (OIE, 2010).

Saf kultarlere gram boyama yapildi. Gram negatibkiberden Lassen’in Ucla tlp
besiyerlerine ekimleri yapildi. Lassen Ucli tUpipeseri 37 °C’de 24 saat inkube edildi.
Inkubasyondan sonra tiipler biyokimyasal dzelliklerydre dgerlendirildi ve Salmonella
kolonilerinin identifikasyonlari icin API 20E tekttine ekimler yapildi (Holt ve ark, 1994;

Koneman ve ark, 2006).
3.2.1.3. API 20E ilddentifikasyon

API 20E biyokimyasal testi icin izolatlar plastikripteki 20 kuyucuklu test tipine
inokule edilmitir. Ug tiip (CIT, VP ve GEL) tamamen doldurulurkées test tiipii (ADH,
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LDC, ODC, HS, URE) aneorobik reaksiyonlarin gercgkbesi icin mineral ya ile

kapatiimstir. 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra stripteayan test tlplerine Tablo

10’'da belirtilen reaksiyon ve renk glgimlerine goére dgerlendirilmistir. Elde edilen

bilgiler apiweb (https://apiweb.biomerieux.com/)rit@anina slenmis ve program verisi

sonucundaupheli kolonilerin identifikasyonuna gidilstir.

Tablo 10. API 20E test kiti icin dgerlendirme kriterleri

Degerlendirme

Test Substrat Reaksiyon Negati Pozitif
ONPG Ortho-nitro-fenil - P- Beta-galaktosidaz Renksiz riSa
ADH Arjinin Arjinin dehidrolaz Sari Kirmizi/Oranj
LDC Lizin Lizin dekarboksilaz Sari Oranj

" Ornitin ;
oDC Ornitin dekarboksilaz Sarl Kirmizi/Oranj

CiT Sodyum sitrat Sitrat kullanimi Solukgjiésari Mavi ysil/mavi

H,S Sodyum tiyosulfat BS Uretimi Renksiz/gri Siyah dip
URE Ure Ureaz Sari Kirmizi/Oranj
TDA Triptofan Triptofan deaminaz Sari Koyu kahveren

IND Triptofan Indol uretimi Sari halka Kahverengi halk

VP Sodyum pirtvat Aseton Uretimi Renksiz Pembe/Kirmiz
GEL Kohn's jelatin Jelatinaz P?‘“?a'a.”mam' Par(;a_lannqu siyah

siyah pigment pigment

GLU Glukoz Ferm_e ntasyon/ Mavi/mavi yssil Sarl

oksidasyon

MAN Mannitol Ferm_e ntasyon/ Mavi-mavi yssil Sarl

oksidasyon

INO Inositol Fermentasyon/ Mavi-mavi yesil Sarl

oksidasyon

SOR Sorbitol Fermg ntasyon/ Mavi-mavi yssil Sari

oksidasyon

RHA Ramnoz Fermg ntasyon/ Mavi-mavi yssil Sari

oksidasyon
" Fermentasyon . L

SAC Sukroz Joksidasyon Mavi-mavi yssil Sari

MEL Melibioz Fermgntasyon/ Mavi-mavi yssil Sari
oksidasyon
. . Fermentasyon/ . L
AMY Amigdalin oksidasyon Mavi-mavi yssil Sari
ARA Arabinoz Ferm_e ntasyon/ Mavi-mavi yssil Sarl
oksidasyon
OKSIDAZ Filtre kagidi Uzerinde Sitokrom-oksidaz Renksiz Megekengi
NO3-NO, Glukoz NQ Uretimi Sari Kirmizi
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3.2.2. Genotipikidentifikasyon
3.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Arastirmamizda izole edilen Salmonefigslarindan PCR’da kullaniimak tzere DNA

ekstraksiyonu Fermentas® DNA esktraksiyon kitigerceklatirildi.

Fermentas’ DNA Isolation Kit Proseduiri:

*Bir 6ze dolusu Salmonella kultard 400 pl lizis ssyonu ile stspanse edildi.
65°C’de 5 dk inkube edildi.

*600 ul kloroform ilave edildikten sonra 10.000 rpwhe 2 dk santriftj yapildi.
Supernatant atild1.

*800 ul presipitasyon solusyonu pelet Gizerine iledédikten sonra oda

sicaklginda 1-2 dakika kagtirildi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sord&A iceren pelet 1.2 M NaCl
solusyonunda ¢ozdurulda.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°Chkletildi. 10.000 rpm’de 3
dakika santriftj edildikten sonra %70’lik etana §ikandi. Daha sonra 100 pl steril distile
suda ¢Ozuldu. Her bir PCR reaksiyonu igin 5 pl tiEtgDNA kullanildi

3.2.2.2. PCR
3.2.2.2.1. 16S rRNA Spesifik PCR

Arastirmamizda izole edilen Salmonella izolatlarini8almonella enterica(S.
entericgd 16S rRNA geni tayan cins spesifik PCRlemleri Lin ve Tsen (1996) tarafindan
bildirilen protokole gore yapildi.

Master Mikslerin Hazirlagi: 16S rRNA primerine spesifik trdnlerin aranmasi igin
yapilan PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek icin PCR l#ikpsyonu 50 pl toplam hacimde,
son konsantrasyon 1x Tag enzimi tampon c¢ozelt@iy KCIl, 1,5 mM magnezyum
klorir (MgCh), 200 pumol herbir dNTP, 1 pmol primer (her birinig 0,5 U Tag DNA
polymerase (Genet Bio Exprime Taq DNA polymerase®)1 ul 100 ng template DNA

olacaksekilde gerceklgtirildi. Kullanilan malzemeler ve hacimleri Tabld belirtilmistir.
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Tablo 11 16S rRNA geni icimmastermiks hazirlanma oranlari (Lin ve Tsen, 1996)

Malzeme (Ticari)

Kullanilan Hacim

Tag Buffer (100 mM KCI) 5 pl
MgCl, (25 mM) 3 ul
dNTP (10 mM) 1pl
16S rRNA Primer F (0.1 uM) 5 ul
16s rRNA Primer R (0.1 uM) 5 ul
Taq Polimeraz (5U) 0.2 ul
ddH0 Son Voluime
Tamamlanir
Template DNA (10C ng) 1l
TOPLAM 50 pl

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mU’lik tiplebrnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 49’ar pl hazirlanilan steamiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan 1'er pl aliniggili tiplerin icerine eklendi vegzlar

sikica kapatildi. Hazirlanan tupler daha sonra aérddongileme cihazlarina yiklenip,
programlandi. 16S rRNA analizlerinde kullanilan PGRmine ait 1sil dongi ve sire

diyagrami Tablo 12’de gdsterilstir.

Tablo 12.16S rRNA geni icirPCR glemlerine ait 1sil dongu ve sire diyagrami (Lin ve

Tsen, 1996)

Basamak Dongu Sayisi Sicaklik Sdresi
Baslangic 1 94°C 2 dk
Denaturasyon
Denatirasyon 94°C 20 sn
Baglanma 35 54°C 20 sn
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 1 72°C 2 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

3.2.2.2.2 Salmonella Enteritidis/ Salmonella Typhimurium multipleks PCR

S Enteritidisve S. Typhimurium serotiplerine spesifik PCRlemleri Alvarez ve
arkadalari (2004) tarafindan bildirilen protokole gorapyldi.
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Master Mikslerin Hazirlagu: S. Enteritidisve S. Typhimuriumserotiplerinespesifik
dranlerin aranmasi icin yapilan PCR reaksiyonlaibd 6rnek icin PCR amplifikasyonu
25 ul toplam hacimde, son konsantrasyon 1x Tagmanzampon ¢ozeltisi, 50 mM KCl,
1,5 mM magnezyum klortr (Mgg)l 200 pumol herbir ANTP, 100 nM prime3.Enteritidis
ve S. Typhimurium spesifik primerlerin her biri i¢cin), 1 U Tag DNA ponerase (Genet
Bio Exprime Tag DNA polymerase®) ve 60 pmol tem@ladDNA olacak sekilde

gerceklatirildi. Kullanilan malzemeler ve hacimleri Tabl&'tle belirtilmistir.

Tablo 13 S. Enteritidis ve S. Typhimurium serotiplerine spesifik multipleks PCR igin
mastermiks hazirlanma oranlari (Alvarez ve ark, 200

Malzeme (Ticari) Kullanilan
Hacim
Tag Buffer (100 mM KCI) 3 ul
MgCl, (25 mM) 1,5 pl
dNTP (10 mM) 1l
S.EnteritidisPrimer F (0.1 pM) 1l
S.EnteritidisPrimer R (0.1 uM) 1l
S TyphimuriumPrimer F (0.1 uM) 1l
S.TyphimuriumPrimer R (0.1 uM) 1l
Tag Polimeraz (5U) 0.2 pul
ddH,O Son Voluime
Tamamlanir
Template DNA (60 pmol) 1l
TOPLAM 25 pl

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL'lik tupledrnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 24’er pl hazirlanilan steamiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan 1’er pl aliniggili tiplerin icerine eklendi veg@zlari
sikica kapatildi. Hazirlanan tupler daha sonra aérddongileme cihazlarina yiklenip,
programlandiS. Enteritidisve S. Typhimuriumserotiplerinespesifik multipleks PCR igin

kullanilan PCRglemine ait 1sil dongi ve sire diyagrami Tablo 14jdsterilmitir.
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Tablo 14. S. Enteritidis ve S. Typhimurium serotiplerine spesifik multipleks PCR
islemlerine ait 1si1l dongu ve sire diyagrami (Alvavezark, 2004)

Basamak Dongu Sayisi Sicaklik Siresi
Baslangic 1 95°C 2 dk
Denaturasyon
Denatirasyon 95°C 1dk
Baglanma 30 57°C 1 dk
Uzama 72°C 2 dk
Son Uzama 1 72°C 5 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

3.2.2.2.3Salmonella Gallinarum Varli ginin Arastiriimasi

S Gallinarum varlginin aragtirilmasi, Shah ve arkaglari (2005) tarafindan
gelistirilen allele 6zgi PCR protokoli kullanilarak yiajo:

Master Mikslerin Hazirlani: S.Gallinarum varlginin aratiriimasi icin yapilan PCR
reaksiyonlarinda bir 6rnek icin PCR amplifikasyordd ul toplam hacimde, son
konsantrasyon 1x Tag enzimi tampon ¢o6zeltisi, 50 K®, 1,4 mM magnezyum klordr
(MgCly), 200 nM herbir dNTP, 25 pmol primer (her biringi 2,5 U Taq DNA polymerase
(Genet Bio Exprime Tag DNA polymerase®) ve 2 ul hgdtemplate DNA olacagekilde

gerceklatirildi. Kullanilan malzemeler ve hacimleri Tabl&’tle belirtilmistir.

Tablo 15 S.Gallinarum varlginin aratirilmasi icin yapilan PCR mastermiks hazirlanma
oranlari (Shah ve ark, 2005)

Malzeme (Ticari) Kullanilan
Hacim
Tag Buffer (100 mM KCI) 3 ul
MgCl, (25 mM) 1,4 pl
dNTP (10 mM) 1l
S.GallinarumPrimer F (25 pmol) 1l
S.GallinarumPrimer R (25 pmol) 1l
Tag Polimeraz (5U) 0.5 ul
ddH,0 Son Volime
Tamamlanir
Template DNA (10( ng) 2 ul
TOPLAM 50 pul
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Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’'lik tipledrnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 23’er pl hazirlanilan steamiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan g&r pl alinip, ilgili tiplerin icerine eklendi vezalari
sikica kapatildi. Hazirlanan tupler daha sonra derddongileme cihazlarina yiklenip,
programlandi.S. Gallinarum varlginin argtiriimasi icin yapilan PCRslemine ait isil

dongu ve slre diyagrami Tablo 16’da gostextmi

Tablo 16.S.Gallinarum varlginin aragtiriimasi igin yapilan PCRlemlerine ait 1sil dongu
ve sure diyagrami (Shah ve ark, 2005)

Basamak Dongu Sayis! Sicaklik Sdresi
Baslangi¢ 1 94°C 5 dk
Denaturasyon
Denatirasyon 94°C 1 dk
Baglanma 30 60°C 1 dk
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 1 72°C 5 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

3.2.2.2.4Salmonella Pullorum Varli ginin Arastiriimasi

S. Pullorum varlginin argtirilmasi, Batista ve arkaglari (2013) tarafindan
gelistirilen PCR protokolu kullanilarak yapildi.

Master Mikslerin Hazirlani: S. Pullorum varlginin argtiriimasi icin yapilan PCR
reaksiyonlarinda bir 6rnek icin PCR amplifikasyordd pl toplam hacimde, son
konsantrasyon 1x Tag enzimi tampon ¢o6zeltisi, 50 K&, 1,5 mM magnezyum klorar
(MgCl), 160 uM herbir dNTP, 0,6 uM primer (her biri igi®,75 U Taqg DNA polymerase
(Genet Bio Exprime Taq DNA polymerase®) ve 1 pl d@ul template DNA olacak

sekilde gerceklgirildi. Kullanilan malzemeler ve hacimleri Tabl@’tle belirtilmistir.
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Tablo 17. S Pullorum varlginin aratiriimasi icin yapilan PCR mastermiks hazirlanma
oranlari (Batista ve ark, 2013)

Malzeme (Ticari) Kullanilan
Hacim
Tag Buffer (100 mM KCI) 3 ul
MgCl, (25 mM) 1,5 pl
dNTP (10 mM) 1l
S.PullorumPrimer F (0,6 uM) 1l
S.PullorumPrimer R (0,6 uM) 1l
Tag Polimeraz (5U) 0.2 ul
ddH,0 Son Volume
Tamamlanir
Template DNA (10( ng) 1l
TOPLAM 25 ul

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tupleérnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 24’er pl hazirlanilan steamiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan 1’er pl aliniggili tiplerin icerine eklendi veg@zlari
sikica kapatildi. Hazirlanan tupler daha sonra aérddngileme cihazlarina yiklenip,
programlandiS. Pullorum varlginin argtirilmasi icin yapilan PCRlemine ait 1sil déngu

ve sire diyagrami Tablo 18’de gosteritiri

Tablo 18.S.Pullorum varlginin aratiriimasi icin yapilan PCRlemlerine ait 1sil dongu
ve sure diyagrami (Batista ve ark, 2013)

Basamak Dongu Sayisi Sicaklik Siresi
Baslangic 1 94°C 3dk
Denaturasyon
Denatlrasyon 94°C 1 dk
Baglanma 25 63°C 30 sn
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 1 72°C 5 dk
Bekletme 1 4°C oo dk
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3.2.2.3. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yuklenmesi

0,2 mL tuplerde olgturulan PCR drtnlerinden 10af pipet yardimiyla alinip, 3l
6x loading dye ile kagtirildi. Olusturulan kargimin tamami alinarak, jeldeki uygun
pozisyondaki kuyucga yiklendi.

3.2.2.4. Jelde Yirutme

Hazirlanmg olan %1 ethidium bromid ilaveli % 2’lik agaroz gelistenilen dérnekler
ve markerlarin yiklemesi yapildiktan sonra, eldhiez tankinin kapa kapatilip,

elektrotlar uygun pozisyonda glandiktan sonra 80V 500A akimda 40 dakika yuratilda
3.2.2.5. Goruntuleme ve Dgerlendirme

Elektroforez §leminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bgekilde elektroforez
tankindan c¢ikarildi. Sitre sonunda yuoratilen jellgi®hyara bgh  durumdaki
transilluminator cihazindaki odaa yerlstirildi. UV 15181 ile fotograflandiktan sonra, bant
uzunluklari her PCR icin ayri derlendirildi.

PCR analizi dgerlendirmesindeSalmonella entericd6S rRNA geni icin 574 bp,
Salmonella Enteritidis 304 bp, Salmonella Typhimurium icin 401 bp, Salmonella
Gallinarum 187 bp vesalmonellaPullorum icin 243 bp uzunfiunda bant olgumlar

g6zlemlendi.
3.2.3. Antibiyogram

Identifiye edilen Salmonellézolatlarinin antibiyotik duyarhhklarinin belinenesi
amaciyla Mueller-Hinton Agar kullanilarak Disk Diffyon yodntemi uygulanrgtir.
Hazirlanan Mieller-Hinton besiyeri 10 cm capindpétrilere 4 mm kalinfinda olacak
sekilde dokuldukten sonra katglaaya birakilmgtir. Salmonellaswlarinin 0.5 Mc Farland
deserindeki buyyon kulturlerinden plak besiyerinin wyme 0,1 ml ya da svap ile her
tarafa yaydirilarak ekimleri yapilgtir. Ekim yizeyinin kurumasi icin birkac dakika
beklenildikten sonra diskler disk dispenser (ORigardimi ile yerlgtirilmi stir.

Arastirmamzida antibiyotik duyarlilik testlerinde PelmsG (P- 10 U), Seftriakson
(CRO- 30 ug), Kanamisin (K- 30 pug), Sefotaksim (CBR png), Ampisilin (AMP- 10 pg),
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Gentamisin (CN- 10 pg) ve Tetrasiklin (TE- 30 p¢pxoid®) antimikrobiyal ajanlarini
ihtiva eden diskler kullaniingtir.

Besiyerleri 15 dk oda isisinda bekletildikten soi@a °C’de 24 saat inkiibe edilgni
disk cevresindeki inhibisyon zon sinirlari 6lgtler€linical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012) standartlarina gore yorumiagir.
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4. BULGULAR

4.1. Fenotipik Bulgular

Salmonella infeksiyonundamstipheli olan tavuklarin nekropsilerinden alinan
karacger, dalak, sekum ve kalp i¢ organlarind@almonella GallinarumSalmonella
Pullorum Izolasyonu icinXLT 4 ve Kanl agar besiyerlerin§almonellaTyphimurium
SalmonellaEnteritidis izolasyonu icin iséSO 6579 gore ekimler yapildiinkubasyonlar
sonucunda ureme gorulen kolonilere Gram boyamalaragi Gram negatif olanlar
identifikasyon testleri icin pasajlandi. Pasajlargokimyasal testler klasik yontemler ile
yapildiktan sonra Salmonelépheli izolatlarin API 20E ile identifikasyonlaragildi.

Arastirmamizda 253 adet tavuk Ogmein karacger, dalak, sekum ve kalp
organlarindan yapilan identifikasyonlar sonucundg% 17,0)'indeSalmonellasp. izole
edilmistir. Bu izolatlarin AP1 20E profillerine bakilghnda timunurSalmonellasp. olarak
identifiye edildigi gorulmektedir. Salmonella izolatlarinin API 20&nsiclari Tablo 19'da
ve API 20E profilleri Resim 1 ve 2'de gb6sterilmettire

Tablo 19. Salmonella izolatlarinin API 20E sonuglari

1 A Sekum 6744752 Salmonellasp. %99,8
2 D Sekum, Karager 6704752 | Salmonellasp. %99,8
3 C Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
4 D Sekum, Karager 6704752 | Salmonellasp. %99,8
5 D Sekum, Karager 6704752 | Salmonellasp. %99,8
6 A Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
7 A Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
8 A Sekum 6704552 Salmonellasp. %89,6
9 A Sekum 6706752 Salmonellasp. %99,8
10 A Sekum 6704552 Salmonellasp. %89,6
11 A Sekum 6704573 Salmonellasp. %81,5
12 A Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
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13 A Sekum 6704552 Salmonellasp. %89,6
14 D Sekum 6706752 Salmonellasp. %99,8
15 F Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
16 D Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
17 F Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
18 A Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
19 C Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
20 A Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
21 C Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
22 C Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
23 E Sekum, Karager 6704752 Salmonellasp. %99,8
24 C Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
25 B Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
26 F Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
27 A Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
28 E Sekum, Kara@er, Dalak, Kalp 6704752 Salmonellasp. %99,8
29 E Sekum, Karager, Dalak, Kalp 6704752 Salmonellasp. %99,8
30 E Sekum, Karager, Dalak, Kalp 6704752 Salmonellasp. %99,8
31 A Sekum 4704152 Salmonellasp. %99,9
32 F Sekum, Karag@er 6704752 Salmonellasp. %99,8
33 C Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
34 C Sekum 6706752 Salmonellasp. %99,8
35 C Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
36 A Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
37 D Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
38 A Sekum 6744752 Salmonellasp. %99,8
39 D Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
40 A Sekum 6704552 Salmonellasp. %89,6
41 A Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
42 A Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
43 A Sekum 6704752 Salmonellasp. %99,8
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Resim 2.API 20E 6704752 profili

4.2. Genotipik Bulgular

Arastirmamizda identifikasyonlari yapilan 43(% 17 8almonellasp. izolatinin
Salmonella entericdS. enterich 16S rRNA geni tgtyan cins spesifik PCRlemleri Lin
ve Tsen (1996) tarafindan bildirilen protokole g@apildi. PCR slemi sonucunda tim
izolatlarin (n=43)S. entericaolarak identifikasyonlari yapildi (Tablo 20%. enterica
pozitif 6rneklere ait jel gérintisii Resim3'te gdtecktedir.

Tablo 20.Salmonella entericéS. enterica 16S rRNA cins spesifik PCR sonugclari

1 A Sekum 6744752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
2 D Sekum, Karager 6704752 | Salmonellasp. %99,8 Pozitif
3 C Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,8 Pozitif
4 D Sekum, Karager 6704752 | Salmonellasp. %99,8 Pozitif
5 D Sekum, Karager 6704752 | Salmonellasp. %99,8 Pozitif
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6 A Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,8 Pozitif
7 A Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
8 A Sekum 6704552 | Salmonellasp. %89,6 Pozitif
9 A Sekum 6706752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
10 A Sekum 6704552 | Salmonellasp. %89,6 Pozitif
11 A Sekum 6704573 | Salmonellasp. %81,5 Pozitif
12 A Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
13 A Sekum 6704552 | Salmonellasp. %89,6 Pozitif
14 D Sekum 6706752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
15 F Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
16 D Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
17 F Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
18 A Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
19 C Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
20 A Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
21 C Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
22 C Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
23 E Sekum, Karager 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
24 C Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
25 B Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
26 F Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
27 A Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
28 E Sekum, Kara@er, Dalak, Kalp 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
29 E Sekum, Kara@er, Dalak, Kalp 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
30 E Sekum, Kara@er, Dalak, Kalp 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
31 A Sekum 4704152 | Salmonellasp. %99,9 Pozitif
32 F Sekum, Karager 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
33 C Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
34 C Sekum 6706752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
35 C Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
36 A Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
37 D Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
38 A Sekum 6744752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
39 D Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
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40 A Sekum 6704552 | Salmonellasp. %89,6 Pozitif
41 A Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
42 A Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif
43 A Sekum 6704752 | Salmonellasp. %99,§ Pozitif

Resim 3.Salmonella entericd6S rRNA geni taiyan cins spesifik PCR goruntusi

M:100 bp DNA ladder, 1: Negatif Kontrol, 2-18almonella entericaozitif érnekler.

S. entericaolarak identifikasyonlari izolatlarii$s. Enteritidis ve S. Typhimurium
serotiplerine spesifik multipleks PCRlémleri Alvarez ve arkagéari (2004) tarafindan
bildirilen protokole gore yapildi. S. enterica iatrina yonelik yapilan tur spesifik PCR
sonucunda, 4 (% 9,3) izolat8 Enteritidis ve 39 (% 90,7) izolat®. Typhimurium olarak
tiplendirildigi goralmistir (Tablo 21). S. Enteritidis izolatlarinin 2 (% 50)’si broiler ve
diger 2 (% 50)’si ise yumurtaci ciftliklere aittir.S. Typhimurium izolatlarinin 31 (%
79,5)'si broiler ve dier 8 (% 20,5)'i ise yumurtaci ciftliklere ait bulomaktadir. S.
Enteritidis ve S. Typhimurium pozitif o6rneklere ait jel gorintisi Resim 4'te

gOsterilmektedir.
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Tablo 21.Salmonella entericéir spesifik multipleks PCR sonuglari

Salmonellasp. N N

1 A Sekum 6744752 Pozitif Pozitif
%99,8

Salmonellasp. N N

2 D Sekum, Karag@er 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8

Salmonellasp. N N

3 C Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8

Salmonellasp. N N

4 D Sekum, Karag@er 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8

Salmonellasp. N N

5 D Sekum, Karag@er 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8

Salmonellasp. N N

6 A Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8

Salmonellasp. N N

7 A Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8

Salmonellasp. N N

8 A Sekum 6704552 Pozitif Pozitif
%89,6

Salmonellasp. N N

9 A Sekum 6706752 Pozitif Pozitif
%99,8

Salmonellasp. N N

10 A Sekum 6704552 Pozitif Pozitif
%389,6

Salmonellasp. N N

11 A Sekum 6704573 Pozitif Pozitif
%81,5

Salmonellasp. N N

12 A Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8

Salmonellasp. N N

13 A Sekum 6704552 Pozitif Pozitif
%89,6

Salmonellasp. . .
14 D Sekum 6706752 Pozitif Pozitif
%99,8
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Salmonellasp.

15 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp.
16 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp.
17 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp.
18 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. » »
19 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. » »
20 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp.
21 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. N N
22 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. N N
23 Sekum, Karager 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. » »
24 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. » »
25 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. N N
26 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellesp.
27 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Sekum, Karager, Dalak, Salmonellasp.
28 6704752 Pozitif Pozitif
Kalp %99,8
Sekum, Kara@er, Dalak, Salmonellasp. » »
29 6704752 Pozitif Pozitif
Kalp %99,8
Sekum, Kara@er, Dalak, Salmonellasp. » »
30 6704752 Pozitif Pozitif
Kalp %99,8
Salmonellasp. » »
31 Sekum 4704152 Pozitif Pozitif

%99,9
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Salmonellasp.

32 Sekum, Karager 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp.
33 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp.
34 Sekum 6706752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp.
35 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. » »
36 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. » »
37 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. N N
38 Sekum 6744752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. N N
39 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. N N
40 Sekum 6704552 Pozitif Pozitif
%89,6
Salmonellasp. » »
41 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. » »
42 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif
%99,8
Salmonellasp. N N
43 Sekum 6704752 Pozitif Pozitif

%99,8
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Resim 4:S.Enteritidisve S. Typhimuriumpozitif drneklere ait PCR gorintisu

M:100 bp DNA ladder, 1: Negatif Kontrol, 2, 4, 6, 8, 10, 12:S. Typhimurium pozitif 6érnekler, 13:S.
Enteritidispozitif 6rnekler, 3, 5, 9, 11: Salmonella negatifiékler.

Arastirmamizda izole edilen 43 (% 17 8almonellasp. izolatinin tamaminin yapilan
genotipik identifikasyonlari sonucund&. entericaolduklari ve bu izolatlarin 4 (%
9,3)’'Unun S. Enteritidis ve 39 (% 90,7)'unurs. Typhimurium olarak tiplendirildii
bulunmutur.

Arastirmamizda izole edilen 43 (% 17,8plmonellasp. izolatiS. Gallinarum veS.
Pullorum tirlerine spesifik PCR metotlari ile deetenmsglerdir. Ayri ayri yapilan PCR
islemleri sonucunda izolatlar8. Gallinarum veS. Pullorum yoninden negatif olgu da

dogrulanmstir.

4.3. Antibiyogram Bulgulari

Arastirmamizda identifiye edilen 4 (% 9,33. Enteritidis ve 39 (% 90,7S.
Typhimurium izolatlarinin antibiyogramlari Disk Rizyon yontemi ile yapilngtir. Elde
edilen antibiyogram sonuglari Tablo 22'de gosteeitedir.

S. Enteritidis (n=4) izolatlarinin, Gentamisin, Sedksona % 100 oraninda,
Kanamisin, Tetrasikline % 50 oraninda duyarli; $#eime % 75 oraninda orta derece

duyarli ve Ampisilin ile Penisiline ise % 100 orada direncli olduklari saptansgtir.
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S. Typhimurium (n=39) izolatlarinin, Seftriaksona %, 9&entamisine % 82,
Kanamisin ve Sefotaksime % 61, Tetrasikline % Sntarinda duyarli; Ampisilin % 97 ve

Penisiline ise % 100 oraninda direncli oldukladirenmistir.

70



Tablo 22. Salmonella izolatlarinin antibiyogram sonuclari

SIRANO  iZOLATLAR ANTIBIYOTIKLER
Gentamisin (CN) Seftirakson (CRO) Kanamisin (K) Tetrasiklin (TE) Sefotaksim (CTX) Ampisilin (AMP) Penisilin G (P)

1 S.Typhimurium S S S S S R R
2 S.Typhimurium S S R S R R
3 S.Typhimurium S S S R S R R
4 S.Typhimurium R S R R I R R

5 S.Typhimurium S S S R S R R
6 S.Typhimurium S S R R I R R
7 S.Typhimurium S I I S R R R

8 S.Typhimurium S S S S S R R
9 S.Typhimurium S S S S S S R
10 S.Typhimurium S S S R I R R
11 S.Typhimurium S S S S S R R
12 S.Typhimurium S S S S S R R
13 S.Typhimurium S S S S S R R
14 S.Typhimurium I S I R I R R

15 S.Typhimurium S S S R I R R
16 S.Typhimurium R S I R S R R
17 S.Typhimurium S S S R S R R
18 S.Typhimurium S S S S S R R
19 S.Typhimurium S S S R I R R
20 S.Typhimurium S S S S S R R
21 S.Typhimurium R R I R R R R
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

S.Typhimurium
S.Typhimurium
S.Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium
S.Enteritidis

S. Typhimurium
S.Typhimurium
S. Typhimurium
S.Enteritidis

S.Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium
S.Typhimurium
S.Typhimurium
S.Typhimurium
S.Typhimurium
S. Typhimurium
S.Enteritidis

S.Enteritidis
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TARTI SMA

Salmonella tirleri tum dinyada yaygin olarak gariitézellikle kanath hayvanlarda
verim digUklUklerine ve 6limlere sebebiyet veren, hayvardakonomik kayiplara neden
olan, cok dnemli zoonotik bir patojendir (Arda w&,al994; Akan, 2002; Makaya ve ark,
2012 ).Infeksiyon bata S. Gallinarum, S.Pullorum S. Typhimurium veS. Enteritidis
olmak Uzere birgcok Salmonella serovari tarafindaydana gelmektedir. Diinya genelinde
alinan onlemler ve kontrol uygulamalaringmeen gida kaynakli Salmonella infeksiyonlari
halk sgligini ciddisekilde tehdit etmeye devam etmekte@alian, 2016).

Son yillarda dinya genelinde zoonotik gastrointesthastaliklarin prevalansindaki
artis dikkat cekmektedir (Makaya ve ark, 2012). AvrupaiBi Ulkelerinde 2009 yilinda
insanlarda toplamda bildirilen Salmonella infeksilainin insidensi 108.614 vaka olarak
rapor edilmgtir. Avrupa Birligi, her 100000 kinin 23,7’'sinde Salmonella vakasi
goruldigint bildirmektedir. Bu vakalarin Portekizde 2,1-10000000 kji arasinda
degisen sayida goruldiil ve 2009 yilinda bildirilen Salmonella vakalarigtn56’sinin Cek
Cumhuriyeti, Almanyajngiltere ve Polonya’da var olgu tespit edilmitir (EFSA, 2011).
Kanatli etlerinin tiketiminin artmasiyla tim dingakbnath kaynakli zoonoz hastaliklarda
bir artis gorulmektedir. Dolayisiyla, Salmonella’lar ile kamine olmy kanath etleri ile
bu gruptan hazirlanmgssitli Grinler (sucuk, salam, sosis vs.) agnpis ya da pgmemsg
yumurtalar veya icerisinde yumurta kullanilan Gginhalk sgligi acisindan oldukca
tehlike olwturmaktadir (Barrow, 1991; Bilgehan, 1992). Scallae ark (2011),
Amerika’da meydana gelen 9,4 milyon gida kaynaifeksiyonun 5,5 milyonunun (% 59)
viral etkenler; 3,6 milyonunun (% 39) bakteriyeketler ve 0,2 milyonunun (% 2)
paraziter etkenler tarafinda eturuldugunu bildirmglerdir. S6z konusu infeksiyonlarin
yaklasik olarak 1 milyonunun (% 11) nontifoid Salmonelldirleri tarafindan
olusturuldugu, 42000 tanesinin laboratuvar sonuglari ile déstelgi, 19000 olguda
hastalarin hospitalize edifglive 400 6lumun gercekyegi rapor edilmgtir (Scallan ve ark,
2011).

Kanatlilarda Salmonella serovarlarinin prevalangkelér ve yillar arasinda
farkhliklar gostermektedir. Bazi serovarlar bddlir zaman icinde tlkeler icin 6nemliyken
bazen hicbir belirti gostermeden yok olmaktadirldrarihte, S. enterica serovar

Typhimurium kanatlilardan izole edilmi en yiksek prevalansa sahip serovardir.
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Ingiltere’de 1968 ve 1973 vyillari arasind®, Typhimurium Salmonella izolatlarinin - %
40’'1in1 ve S. Enteritidis (% 6)S. Pullorum (% 4)S. Gallinarum (% 3)’Un0 olgturmaktadir
(Sojka ve ark, 1977). Hollanda ‘da 1990 yilinda ijap bir calsmada rastgele secilen
yumurtaci ve broiler hayvanlarda Typhimurium (% 25),S. Enteritidis (% 20,6) VéS.
Hadar (% 17,6) olarak izole ediglibildirilmi stir (Van de Giessen ve ark, 1991). Amerika
Birlesik Devletleri'nde 1990 yilinda 406 yumurtaci ciklierinden, 23.431 adet fekal 6rnek
toplanms ve S. Enteritidis izolasyonu (% 24) olarak tespit editimi(Poppe ve ark, 1991).
Yurdumuzun cgtli bélgelerinde Salmonellave serotiplerinin izolasyon camalari
da yapimgtir. Kalender ve Muz (1996) ElaziVeteriner Kontrol ve Argtirma
Enstitlisiine hastalgdiphesiyle getirilen 527 tagun 57 (% 10,81)’sinden Salmonellassu
izole ettiklerini ve bunlarin % 39’'unu8. Enteritidis, %14’anurs. Gallinarum, % 4’Unln
S. Thiyphimurium olarak serotiplendirdiklerini bilamiglerdir. Gokgen ve Ergai(1996),
300 tavuk ornginden 4 farkh serotipeS. Typhimurium, S. Gallinarum, S. Pullorum, S.
Newington) ait 13 Salmonella guizole ettiklerini bildirmglerdir. Aksakal (2003), Van
yoresinde tavuk, hindi, bildircin ve deveskannin dgkilarinda (1200 adet) Salmonella
turlerinin varlg! ve yayginigini argtirmis, % 4,08 oraninda Salmonella serotipi izole ve
identifiye etmg; bunlardan 10 (% 35,71)'unu Enteritidis oldgunu bildirmitir. Kilig ve
Aydin (2006), Kayseri yoresindeki 578 kanath dnme Salmonellozis yoninden incelegni
ve izole edilen 61 adet Salmonellgwoun 33 (%71,7) GnibalmonellaEnteritidis olarak
serotiplendirmjlerdir. Turkyllmaz ve ark (2007) Aydin ilinde yaprolduklari calgmada,
460 kloakal svap orgenden 29 (% 6,3)’'unalmonellasp.; 19'unu (% 4,1palmonella
Enteritidis olarak tespit etgier ve izole ettikleriSalmonellasp. icerisindekiSalmonella
Enteritidis oranini % 65,5 olarak bildirgterdir. Oral ve ark (2008), 422 broyler ve
broyler damiziga ait ic organ materyallerinden ¢esak, karagier, kalp, ovaryum)
yaptiklari calgmada, 47 (% 11,1)'sindeSalmonellasp. izole ettiklerini; bunlardan 7 (%
14,9) sini SalmonellaEnteritidis olarak serotiplendirdiklerini bildirglerdir. Ata ve
Aydin (2008), tavuklarin dki ve yumurtalarinda Salmonelé&kenlerinin izolasyonu icin
Ankara boélgesinde yaptiklari cghada, 1000 kloakal swap alinan 50 kimesten 6
(%12)'sindan ve 100 orgign 6 (%6)'sindan Salmonella izole ettiklerini bildiiglerdir.
Kahya ve ark (2014)'nin yapmiolduklarn bir baka calsmada, farkli yettirme
donemlerindeki yumurtaci tavuklarda Salmonella itegtmisler ve farkli metotlarla
serotiplendirmjler; incelenen 58 kiimesin 17 (%29,31)'i ve 174 atfeiy svap Orrignin

22 (%12,62)'si Salmonella yonunden pozitif olaraklummu olup; elde edilen 22
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Salmonellaizolatinin 20 (%90,90)’sinirSalmonella entericaubspentericg 9'unun S.
Enteritidis (%40,9), 7’sinin (%31,8p. Infantis olarak tespit ettiklerini bildirngierdir.
Dumen ve ark (2015)'ninSalmonella sp. varlgini belirlenmek igin yaptiklari
serotiplendirme ¢aijmasinda, 100 adetgtavuk karkasinda 15 (%15galmonellasp. izole
etmisler ve bunlardan 4 (%26,6) adeSli Enteritidis, 3 (%20) adedi is8. Typhimurium
olarak serotiplendirdiklerini bildirnglerdir.

Arastirmamizda Ege bolgesindeki kiimeslerden 6rnekledagok (kalp, karager,
kalp, sekum) organlarindan yapilan ekimler sonuau2ii3 adet tavuk orgmin 43’lGnde
(% 17,0) Salmonellasp. izolasyonu yapildi. Elde gitniz izolasyon bulgularinin daha
once vyapilan asdirma sonuclart ile Kkardastirildiginda farklihklar gostergi
gorulmektedir. Bulgular arasi farkliliklarin nedearatirma yapilan bdlgelerin farkl
olmasi, kimeslerde uygulanan hijyen ve biyoguvenéibirleri, yetstirme kaosullari,
yonetimsartlari, 6rnekleme sayisi, drnek tipi (drag svayre orngi, kloakal svap, cgtli
organ ornekleri), mevsim, laboratuvarda uygulanasitlc izolasyon ve identifikasyon
teknikleri gibi deiskenlerin biri veya birkacinin toplu olarak etkil@inden
kaynaklanabileg@ dustnulmektedir.

Kanatlilarda Salmonella infeksiyonlarinin shési geleneksel olarak, selektif
besiyerleri kullanilarak yapilan kultir vwgipheli kolonilerin biyokimyasal ve serolojik
testlerle karakterizasyonyeklinde uygulanmaktadir (Kounmuang ve ark, 1994xaf bu
metodlarla (kultir-identifikasyon) yapilan standathoratuvarglemleri 4-8 gin gibi uzun
bir sirede tamamlanmaktadir, olduk¢a uzundur. Aynglyicl hayvanlarda ve bazi
durumlarda (klinik 6rneklerde Salmonella’y inhiBglen mikroorganizmalarin vati)
antibiyotik kullanimi vb.) Kklinik érneklerde etkesayica az bulungundan Salmonella
izolasyonu yapilamamaktadir (Akin ve ark, 1999).riedenlerle cok daha hizl ve duyarh
yontemlere ihtiya¢ duyulmyy ve bu amacgla daha secici kiltir metodlar, DNA
hibridizasyon testleri ve immunglobulinlerin kuli&hg testler gektirilmistir. (Wang ve
ark, 1999). PCR ile klinik ve cevreye ait Ornekkerdvar olan Salmonella’'y
belirleyebilecek hedef DNA segmentlerinin oldukgiksek bir duyarlilikta ve spesifiklikte
amplifikasyonu yapilabilmektedir ( Wang ve ark, 29%ataria ve ark, 1998). Alverez ve
ark (2004) yaptiklar caimada,ispanya’daSalmonellznin es zamanl olarak en énemli
bes serotipin ve faj tipinin tespit edilebilmesi icimultiplex PCR gelitirdiklerini
bildirmislerdir. Mir ve ark ( 2015), Hindistan'da yaptiklagalsmada cgitli kanatl

turlerinde Salmonella izolatlarinin g¢gkari ve serotip cgtliliklerini 16 S r RNA cins
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spesifik PCR tek ile incelemiler ve SalmonellaEnteritidis, SalmonellaTyphimurium
ve Salmonella Gallinarum gibi sik rastlanan serovarlarin tespiginkullandiklarini
bildirmislerdir. Carli ve ark (2001), selektif zengigtieme sonrasi hem deneysel olarak
hem de klinik 6rneklerden PCR testiyle Salmonadlidetini hizli ve givenilir birsekilde
tespit ettiklerini bildirmglerdir.

Dunya genelinde Salmonella’nin izolasyon ve seletigirmesine ikkin cesitli
calismalar yapilmgtir. Yapilan cagmalar icerisinde, Hindistan’da g#i kanatli tirlerinde
(tavuk, ordek, hindi vs) Salmonella infeksiyonlanirdesisen prevalans oranlar ve farkli
sayida Salmonella serovarlar bildirigtit (Ramya ve ark, 2012). Mir ve ark (2015)’'nin
Hindistan’da cgitli kanatli tdrlerinde Salmonella izolatlarinin kgllari ve serotip
cesitliliklerini incelemek icin yaptiklari cajmada; 202 sekal, 305 fekal olmak Uzere
toplamda 507 tavuk, devejw 6rdek Orneklerinden 32 adet (% 6&)Imonella enterica
izolasyonu gercekigiriimis; 9 tanesiS. Enteritidis, 5'i S. Typhimurium, 4’4S. Virchow,
3’0 S. Gallinarum olarak tespit ettiklerini bildirgierdir. Dooleran ve ark (2012), broyler
kimeslerinde yaptiklari caimada; 64 kiimes incelegter ve bu kiimeslerden % 50’sinin
Salmonella pozitif oldgunu tespit etmsler ve kiimeslerdeki prevalans oraninin % 6-11
arasinda d@siti gini bildirmislerdir. Bir bgka calsma Guney Irak’ta Saeed ve ark (2013)
'de tarafindan yapilng) 100 tavuk eti 6érngnden 22 (% 22) Salmonella izolati tespit
edilmis ve bunlardan 7’sinin (% 73%. Typhimurium olarak (16s rRNA) PCR tekniile
saptandiini bildirmislerdir. Avustralya’da yapilan bir bka calsmada Lassnig ve ark
(2013), her biri en az 5000 broiler iceren 363 girtest etmgler ve bunlardan 28'i (%
7,7) Salmonellasp olarak tespit edilmiolup, yaptiklari serotiplendirme sonucund,
Enteritidis (% 1,7)S. Typhimurium (% 0,6)S. Montevideo (% 4,1)S. Infantis (% 0,6)
oranladiklarini bildirmglerdir. Tavuk dgki, i¢ organ ve karkaslarinda Salmoneilderinin
hem PCR, hem standart kultir metoduyla idedntiffkasinun argtirildigi bir calsmada
Oliveria ve ark (2002), 64 drag svap ¢gme Salmonellasp. yonunden incelegier ve 16
adet drag svap orgmden (% 25)Salmonellasp. izole ettiklerini bildirmglerdir.

Avrupa Birligi Glkelerinde insan kaynaklh Salmonella infeksiyammhda tespit edilen
serotiplerin; % 58 oranind&. Enteritidis, % 21,9 oranindg. Typhimurium ve % 1.1
oranindaS. Infantis oldgu bildirilmistir ( EFSA, 2010).

Arastirmamizda izole edilen 43 (% 17,@almonellasp. izolatinin tamaminin
yapilan genotipik identifikasyonlari sonucur@aentericaolduklari ve bu izolatlarin 4 (%

9,3)'Unun S. Enteritidis ve 39 (% 90,7)'unurs. Typhimurium olarak tiplendirildii
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bulunmutur. Elde etimiz sonuglar dgrultusundaS. Typhimurium oraninin bdélgesel
olarak yuksek oldgu gorulmektedir.

Antibiyotikler, kanath hayvanlarda Salmonella’dateri gelen (tifo, pullorum,
paratifo) infeksiyonlarin g@ltiminda yaygin olarak kullaniimakta ve bunun somda
klinik veya gizli enfekte hayvanlarin pasak ve dier dokularinda bulunan Salmonella
turlerinde antibiyotiklere kar diren¢ gemektedir (Poppe ve ark, 1995) Antibiyotikler
icin; antimikrobiyal diren¢ istenmeyen bir yan eliki Antimikrobiyallerin kullanimi
insanlarda ve hayvanlarda direncgli bakteri (patojeommensal veya cevresel bakteri)
klonlarinin secilimine sebep olarak; mikrobiyal péasyonun yapisini @estirip evrimsel
gidisata hiz kazandirarak insargB&ini tehdit etmektedir.S@han ve ark, 2016)

Terapotik ve profilaktik amacla kullanilan, bilingse uygulanan antibiyotikler, ayni
zamanda broyler Uretiminde buUyumeyisvi& edici olarakta kullanilabilmektedir.
Antibakteriyel sgaltiminda kullanilan kloramfenikol, tetrasiklin, amsilin, enrofloksasin,
neomisin gibi bazi antibakteriyaller, sinir sistaimiyararl florasini inhibisyonaguatmak
suretiyle Salmonella etkenlerinin direncli halergesine neden olmaktadir. Bu bakteriler
direng genlerinin aktariminda rol oynarlar vegdda yayginlgtiklarinda gida zincirini
etkileyen ciddi infeksiyonlara sebep olurlar. (Bilg1994; Carraminana, 2004; Molbak,
2005) Ayrica hayyvansal kaynakli antibiyotik diremn insanlara aktarilmasinda;
hayvansal drinlerdeki antibiyotik direncli mikroargzmalarin yeterince isilslem
gormeden tuketilen besinler aragilile insana ulgmasi, direncli mikroorganizma iceren
hayvansal gubrelerin veya hayvanskisi ile bulamis sularin bitkisel CGretimde
kullaniimasi ve bu drunlerin insanlar tarafindatketiimesi yolu ile meydana gefdi
bildirilmi stir (Frieden, 2015).

Dunyada ve ulkemizde kanatli ygiiiciliginde kullanilan antibiyotikler ve
antibiyotik direncliligi konusunda farkli agtirmacilar tarafindan benzer ¢ahalar
yapiimstir. EFSA 2013 yili raporuna gore broyler tavukkmcelde edilerSalmonella sp.
Avusturya, Danimarka, Fransa, Almanya, YunanistAmacaristan, irlanda, Italya,
Slovakya, Portekiz, Hollanddspanya vengiltere dahil 13 Avrupa (lkesinde ampisilin,
sefotaksim, kloaramfenikol, siproklafsasin, gentimi nalidiksik asit, sulfonamid ve
tetrasikline kag1 diren¢ bulunarak diren¢ orani %12,5 olarak tesditmistir. Calismada
en yiksek direng orani % 42,2 ve % 42 oranlarisilgsiyla tetrasiklin ve sulfonamide ait
oldugu; Avrupa’daSalmonellasp’ye kasi direng siralamasinda tekrasiklin direnci %31 ve

en yuksek direnc ise % 38 olarak sulfonamidgikaulund@gu bildiriimistir (EFSA, 2013).
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Hindistan’ da yapilan bir ¢agimada Salmonellasp. tespitinden sonra tiplendirilgnve
antibiyotik diren¢ olgusu en fazla oksasilin, pdmis klindamisin’e kasi %100 oldgu
gorulms; bunlar takiben ampisilin, (%68,75), tetrasik{Bb,62), nalidiksik asit (%56,25)
ve Kkolistin (%46,87) oldgu; yuksek oranda duyarlihk % 96,87 ile kloramfeatik
sonrasinda % 84,37 ile meropenem’eskasldugu bildirilmistir (Mir ve ark, 2015)
Breazilya’da broiler kesimhanelerinden elde ed®&1Salmonellasp. izolatinin 84’Gniln
18 farkh antimikrobiyal ilaca kar direnc geltirdigi tespit edilmgtir. En yiksek direncin
%95 ile nalidiksik asit ve %91 ile tetrasikline kamgelistigi; Beta-laktam grubundan
ampisilin ve sefaklora %45 oraninda diren¢ gegdi ve bunu %19 ile streptomisin ve %15
ile de gentamisinin takip egini bildirmislerdir (Ziech ve ark, 2016) Kanatlilardan izole
edilen ¢c@gu Salmonella tirlerinde coklu ila¢ direnglilirapor edilmgtir. Zhao ve ark
(2005) tarafindan ABD’de 3& Typhimurium izolati arasindan yapilan bir galada
izolatlarin 12 tanesinin 10 antimikrobiyale ve Hhésinin de 11 ajana direng gostgrdi
ayrica tavuklardaki 131 Salmonella izolatinin 1Qionve 38 hindi izolatindan 2’sinin
kendilerine 0zgu b#i direngc adi verilen ampisilin, kloramfenikol, eptomisin,
sulfonamid ve tetrasiklin’e diren¢ gdosterdiklermidirmisglerdir.

Boynukara ve Aydin (1990) izole ve identifiye elgilk 33 Salmonella sunun
gentamisine % 100, neomisine % 78.7, ampisiline %44 tetrasikline %39.3,
streptomisine % 30.3 duyarl olgiunu; penisilin G ve eritromisine ise % 100 direncli
olduklarini tespit ettiklerini bildirnglerdir. Aksakal (2003)'In tavuk, hindi ve
bildircinlardan; 49 adet Salmonella ssnu izole ettikleri ¢abmada; norfloksasin,
danofloksasin ve streptomisine % 100, florfenikéte97.96, oksitetrasikline % 95.92,
nitrofurantoin ve enrofloksasine % 92.83, ampisili;n amoksisiline % 89.80, nalidiksik
aside % 83.67, gentamisin ve tetrasikline % 671t8#ethoprim+sulfametaksasole %
51.02, penisilin G'ye % 30.61 oraninda duyarli; mesn ve eritromisine % 100 direncli
olarak tespit ettiklerini bildirnglerdir. Kayseride 15 tavuksletmesinden toplanan,
orneklerden elde edilen Salmonella izolatlarinin 0%i&in ampisiline, %23’Gndn
neomisine, %95’inin eritromisine ve %100’Unun pdime direncli old@gu ve antibiyotik
duyarliklik test sonucglarina gore; enrofloksasianafloksasin, gentamisin, trimethprim-
sulfamethoksazol ve amoksisiline duyarlilik saptgmd bildirmislerdir ( Kiling ve Aydin,
2006). Oral ve ark (2008) ‘de yaptiklari birska calsmada; 47 Salmonella izolatinin
enrofloksasine (%97,9), kolistin sulfata (%89,4ksitetrasikline (%93,6), gentamisine

(%76,6), amoksisiline (%72,4), doksisikline (%63,8)nkomisin ve spektinomisine
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(%40,4), neomisine (%38,3), trimethoprim-sulfamégazole (%10,6) oranlarinda
duyarlihk tespit edilmi olup; ayrica izole ve identifiye edilen S. Enteritidis sgunun
enrofloksasin,kolistin sulfat,oksitetrasiklin ve aksisiline %100 , gentamisine %85,7,
linkomisin-spektinomisin ve doksisikline %71,4, n@sine %28,5 oranlarinda duyarli
oldugunu bildirmglerdir. Tarkyllmaz ve ark (2008) 'nin Aydin ilindgaptiklari bir
calismada etlik civcivlerden izole edilen 1® Enteritidis sgunun hepsinin pensilin G ve
eritromisin’e % 63,2’sinin gentamisine, % 47,4'Un@mpisiline direncli olduklarini
bildirmislerdir. Kahya ve ark (2013-2014)'de Afyon, BalikesBursa,izmir, Karaman,
Konya, Manisa illerinde bulunan 58 farkklatmeye ait (klinik semptom géstermeyen)
yumurtaci tavuk kimeslerinden alinan drneklerdeptiigkari calsmada; elde ettikleri
Salmonella izolatlarina yaptiklari antibiyogram sgiarina gére, 24 antibiygin 23’Une
kargi diren¢ olgtugu, en yuksek direng oraninin ampicillin (% 100)pmeésin (% 100),
penisilin G (% 100) ve eritromisine (% 95,45) kasaptandiini bildirmislerdir.

ArastirmamizdasS. Enteritidis (n=4) izolatlarinin, gentamisin, sed«sona % 100
oraninda, kanamisin, tetrasikline % 50 oranindaaduysefotaksime % 75 oraninda orta
derece duyarlh ve ampisilin ile penisiline ise %O0l1@raninda direncli olduklari
saptanmytir. S. Typhimurium (n=39) izolatlarinin, seftriaksona %, #&ntamisine % 82,
kanamisin ve sefotaksime % 61, tetrasikline % Sniarinda duyarli; ampisilin % 97 ve
penisiline ise % 100 oraninda direncli olduklariitenmistir. Elde edilen bu sonuclar
dogrultusunda tim Salmonella izolatlarinin (n=43) waid olarak % 100 oraninda
ampisiline ile penisiline direncli ve % 80-100 olam arasinda gentamisin ve seftriaksona
duyarli olduklari tespit edilngiir.

Kanatlilardan izole edilen Salmonella tirlerinintibiyotiklere kagi dikkat cekici
Ozellikte farkh sekil ve siklikta diren¢ gostergli gorilmektedir. Burada direnci kodlayan
konjugatif veya aktarilabilir plazmidlerin etkiginin, direncin yayllmasinda en 6nemli
faktorlerden birisi oldgu belirtiimektedir. Bunun dinda direncteki farkhliklar kanath turd
ve tipine, Ulkelere veya bdlgelere, yillara, Saleltanserovarina bir ciftlikten otekine,
yumurtaci ya da broyler olmasi ve de antibigiotietki mekanizmasina gore ggebildigi
bildirilmi stir (Filazi ve ark, 2015).

Antibiyotik direncine ilgkin ©6nlemlerin alinmasinda Ulusal Eylem Planlarinin
yanisira hazirlanan mevzuatin Ulkeslitarina gére sirekli olarak gtncellenmesi ve
gerektginde yenilenmesi, sonuclarin veteriner hekimleri nlgddirecek sekilde

paylsiimasi, antibiyotik direncligi konusunda @timlerin arttirilmasi gerekligi
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bulunmahdir. 2010 yilinda Avrupa Gida Guvgn[EFSA), hayvan ve hayvansal gidalarda
zoonoz bakterilere kar gelisen antibiyotik direnci hakkinda 2004-2008 vyillanni
verilerini kapsayacakekilde bir rapor yayinlangtir. 11 Mart 2015 tarihinde antibiyotik
kullaniminin izlenmesi, akilci ilag kullanimlariyé@nelik hekimlerin gitimi, antibiyotik
direncine ilskin Avrupailac Ajansi (EMA)'nin énerdji bilimsel kaynaklari ve projelere
yonelik bilgilerin sunuldgu bildirilmistir. 27 Mart 2014 tarih ve 28954 sayili Resmi
Gazete’'de “Salmonella ve BelirlengnDiger Gida Kaynakli Zoonotik Etkenlerin Kontrol
Altina Ahnmasi Hakkinda Yonetmelik’te antimikrolely direncin izlenmesi igin
toplanacak izolat sayisi, test edilecek antimikyelber ve uygulama metodlari ile izleme

icin gerekli kurallar hakkinda detayli bilgi sunufah bildirilmektedir.
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SONUGC VE ONERILER

Arastirmamiz sonucunda, Ege Bdlgesi’'nin batisinda karmsalmonellaenfeksiyon
supheli 253 adet kanatli ic organ (kalp, kagacj dalak, sekum) oOrneklerinden 43
(%17,0)'UndeSalmonellasp. fenotipik yontemlerle izole edilgtir. Genotipik yontemlerle
identifikasyonu yapilan 43 (%17,@almonellasp izolatinin, Salmonella enterical6S
rRNA geni tglyan cins spesifik gen olgu PCR ile tespit edilmgi olup, tir spesifik
serotiplerin tespiti icin Multiplex PCR c¢alimistir. Calsmalarimizin sonucunda; 4 (% 9,3)
izolatin S. Enteritidis ve 39 (% 90,7) izolati§. Typhimurium olarak tiplendirilngitir.
Hastalgin tedavisinde hedefe yonelik olarak yapilan apbbgram cakmalarinda,S.
Enteritidis (n=4) izolatlarinin, Gentamisin, Sedksona % 100 oraninda, Kanamisin,
Tetrasikline % 50 oraninda duyarli; Sefotaksime Sooraninda orta derece duyarli ve
Ampisilin ile Penisiline ise % 100 oraninda direnglduklari saptanmgtir. S.
Typhimurium (n=39) izolatlarinin ise, Seftriakso#a92, Gentamisine % 82, Kanamisin
ve Sefotaksime % 61, Tetrasikline % 51 oranlaricagarli; Ampisilin % 97 ve Penisiline
ise % 100 oraninda direncli olduklari belirlestimi

Salmonellaserovarlari bircok hayvanda o6zellikle kanathlarkl@lonize olma ve
hastallk yapabilme yetegi@e sahiptir. Vertikal bukma 0zellgi sebebiyle, lyi
pisiriimemis kanath eti ve yumurtalarini tiiketen insanlarddagzehirlenmelerine neden
olabilmektedir. Salmonellanin yayihmini énlemek ve kontrol altina almak amda,
kanatl gletmetmelerinde Salmonella Kontrol Programlarinimsturulmasi gereklidir. Bu
amagcla; kanath sdrdlerinin periyodik olarak baktelojik, serolojik ve molekuler
yontemlerle izlenmesi ve negatffinin sglanmasi, tip spesifik slarin kullaniimasi,
biyogtivenlik dnlemlerinin eksiksiz yerine getirilsiegerekmektedirizole ve identifiye
edilen tiplerin d@ru bir sekilde tespit edilip, tipe yonelik antibiyogram duilik
testlerinin yapilip tedavisinin hedefe yonelik ulgumasi uygun olacaktir. Ayrica
Salmonella serotip @diminin ve antibiyotik duyarhliklarinin bolgelerearkhlik
gostermesi nedeniyle genikapsamli epidemiyolojik caimalarin yapilmasi faydal

olacaktir.
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