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OZET

BROYLER TAVUKLARDAN ELDE EDILEN SALMONELLA INFANTIS
IZOLATLARININ INTEGRON, ANTIMIKROBIYAL DIRENC VE VIRULENS GEN
PROFILLERININ INCELENMESI

Bekoz Yarar M. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Program, Doktora Tezi, Aydin, 2024.

Amac: Broyler tavuklardan elde edilen Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis
izolatlarinda integron, antimikrobiyal direng¢ ve viriilens gen profillerinin arastirilmasidir.
Gerec¢ ve Yontem: Broyler tavuklardan elde edilen toplam 255 Salmonella izolati kullanildu.
Salmonella izolasyonu, TS EN I1SO 6579-1:2017 standardina gore yapildi. izolatlarin cins
(invA) ve tiir (serovar Enteritidis i¢in sefA, serovar Typhimurium igin spy, serovar Infantis i¢in
fljB) diizeyinde dogrulanmasi, integron (intl, int2) ve viriilens gen (sopB, pipD, SopE, sifA, stn,
spaN, spvC, slyA, hilA, spvR) profillerinin belirlenmesi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
kullanildi. Izolatlarm sekiz antimikrobiyal aileye ait sekiz antibiyotige kars1 direng profilleri
disk difiizyon yontemi ile incelendi. izolatlarm ¢oklu antibiyotik direng (MDR) durumlar ile
integron ve viriilens genlerinin varlig1 arasindaki iliski; ayrica, integron genlerinin varhig: ile
viriilens genlerinin varligi ve antimikrobiyal direng arasindaki iliski Pearson Ki-Kare (%2) testi
kullanilarak incelendi.

Bulgular: Tiir spesifik PZR sonuglarina gore izolatlarin %62,3'i S. Infantis olarak identifiye
edildi. S. Infantis izolatlar1 arasinda en yiiksek direng trimetoprim/siilfametoksazol, tetrasiklin
(9%89,3) ve amoksisilin/klavulanik aside (%62,9) karst belirlenirken en etkili antibiyotikler
ampisilin ve gentamisin olarak belirlendi. S. Infantis izolatlarinin %61,0'i MDR’ye sahip iken
%96,8'i integron geni tasiyordu. izolatlarin, baz1 viriilens genlerini (sopB, pipD, sifA, stn, spaN,
slyA, hilA) yiiksek (%93,7-%96,8) yiiksek, baz1 viriilens genlerini ise (SOpE, spvC, spvR) daha
diisiik oranlarda (%11,9-%3,1) tasidiklar1 tespit edildi. Yapilan istatistiksel analiz sonrasinda,

integron genlerinin varlig1 ile bazi antibiyotiklere (gentamisin ve ampisilin) karsi direng ve
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belirli virtilens genlerinin (sopB, pipD, spaN, spvC, slyA, hilA, spvR) varligi arasinda anlamli
bir iligki saptandi.

Sonug: Broyler tavuklardan elde edilen MDR’ye sahip S. Infantis izolatlarinda yiiksek diizeyde
integron ve viriilens genlerinin belirlenmesi; bu patojenin ilag¢ direncini ve hastalik yapma
potansiyelini anlamak i¢in 6nemlidir ve etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yardimci
olabilir.

Anahtar kelimeler: Coklu antibiyotik direnci, integron, Salmonella Infantis, Viriilens gen.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF INTEGRON, ANTIMICROBIAL RESISTANCE AND
VIRULENCE GENE PROFILES OF SALMONELLA INFANTIS ISOLATED FROM
BROYLER CHICKENS

Bekoz Yarar M. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Microbiology

Program, Doctoral Thesis, Aydin, 2024.

Objective: The aim of the study was to investigate integron, antimicrobial resistance and
virulence gene profiles in Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis isolates

obtained from broiler chickens.

Materials and Methods: Two hundred fifty five Salmonella isolates obtained from broiler
chickens were used in the study. Salmonella isolation was carried out according to the TS EN
ISO 6579-1:2017 standard. Polymerase chain reaction (PCR) was used for the confirmation of
the isolates at the genus level (invA) and species level (sefA for serovar Enteritidis, spy for
serovar Typhimurium, fljB for serovar Infantis), determination of integron (intl, int2) and
virulence gene (sopB, pipD, sopE, sifA, stn, spaN, spvC, slyA, hilA, spvR) profiles. The
isolates' resistance profiles against eight antibiotics belonging to eight antimicrobial families
were examined using the disk diffusion method. The relationship between multiple antibiotic
resistance (MDR) status the presence of integron genes and virulence genes; in addition, the
relationship between the presence of integron genes and the presence of virulence genes and
antimicrobial resistance was examined using the Pearson Chi-Square (y2) test.

Results: According to the species-specific PCR results, 62,3% of the isolates were identified
as S. Infantis. The highest resistance among S. Infantis isolates was observed against
trimethoprim sulfamethoxazole, tetracycline (89,3%), and amoxicillin clavulanic acid (62,9%),
while the most effective antibiotics were ampicillin and gentamicin. While 61,0% of S. Infantis
isolates were MDR; 96,8% carried the integron gene. The isolates carried some virulence genes
(sopB, pipD, sifA, stn, spaN, slyA, hilA) at high rates (93,7%-96,8%) and some virulence genes
(sopE, spvC, spvR) at lower rates (11,9%-3,1%). After the statistical analysis a significant

relationship was found between the presence of integron genes and resistance to some
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antibiotics (gentamicin and ampicillin) and the presence of certain virulence genes (sopB, pipD,
spaN, spvC, slyA, hilA, spvR).

Conclusion: The high level of integron genes and virulence genes identified in MDR S. Infantis
isolates obtained from broilers is important for understanding the drug resistance and disease
potential of this pathogen and can aid in the development of effective treatment strategies.
Keywords: Integron, Multidrug antimicrobial resistance, Salmonella Infantis, Virulence gene.
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1. GIRIS

Salmonella enfeksiyonlari, kanatli hayvanlarda goriilen ve ekonomik kayiplara neden
olan 6nemli hastaliklardan birisidir. Etkenin gida kaynakli enfeksiyonlara neden olmasi, halk
saglig1 acisindan énemlidir (Izgiir, 2006). Salmonellozis; 6zellikle kanatli hayvanlarda verim
distiklugl, gelisme geriligi ve Oliime neden olan, insanlara da bulasabilen zoonoz bir
enfeksiyondur (Lutful Kabir SM, 2010). Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis
(S. Infantis) etkenleri, broyler ciftliklerinde hayvanlarin sindirim sistemine kolonize olarak
digki ile etrafa sagilir ve ¢evreyi kontamine ederler. Bu sekilde diger tavuklar1 da enfekte
edebilirler. Kesimhanelerde; kesim sirasinda veya kanatl etlerinin islenme siirecinde hijyen
standartlarinin yeterince uygulanmamasi sonucu kontamine olan karkaslar, insan sagligi
acisindan biiyiik bir risk faktoriidiir. Kontamine gidalarin tiiketilmesi, insanlarda enfeksiyonlara

neden olarak gida giivenligi sorunlarina yol agabilir (EFSA, 2013).

Son yillarda iilkemiz de dahil olmak iizere diinyanin birgok yerinde artan antibiyotik
direnci, Salmonella infeksiyonlarinin kontroliinii giiglestirmektedir. S. Infantis izolatlarinin
antimikrobiyal direng gelistirebilme potansiyeli, broyler tavuk yetistiriciligi agisindan 6nemli
bir sorundur. Terapotik ve profilaktik amagli kanatli hayvan isletmelerinde bilingsizce
kullanilan antibiyotikler, direngli suslarin yayilma olasiligini artirir. Bu da enfeksiyonlarin
tedavi edilmesini zorlastirabilir ve saglik sorunlarina neden olabilir (Kaya ve digerleri, 2017;
Sahan Yapicier ve Oztiirk, 2022; Bogomazova ve digerleri, 2020; Pardo-Este ve digerleri, 2021;
Diab ve digerleri, 2023). Hem diinyada hem de iilkemizde yapilan galigmalara gore; S. Infantis
izolatlarinin genellikle siilfonamidlere, tetrasiklinlere, streptomisine, nalidiksik aside ve genis
spektrumlu betalaktamlara karsi yaygin olarak direng gosterdigi bildirilmistir (Sahan ve
digerleri, 2016; Hindermann ve digerleri, 2017; Pate ve digerleri, 2019; Kiirekci ve digerleri,
2021). S. Infantis kaynakli enfeksiyonlarda uygulanan antibakteriyel tedavinin sonuglari,
sadece etkenin antibiyotik duyarliligina degil ayn1 zamanda integron tagima ve viriilens faktor

iiretme yeteneklerine de bagl olabilir.

Coklu antibiyotik direncinden (MDR) sorumlu genler; bakteriler arasinda transpozonlar,
plazmidler veya integronlar araciligiyla aktarilabilir. Bu genetik yapilar, bakterilerin

antibiyotiklere kars1 direng kazanmalarin1 saglar, antibiyotik tedavisinin etkinligini azaltir ve



ilag direncinin yayilmasma neden olur (Dzidik ve digerleri, 2008). Integronlar, MDR ve
patojenik bakterilerin genomlarinda yaygin olarak bulunan, antimikrobiyal direncin tiirler
arasinda ya da tiir i¢inde transferini saglayan gen toplama sistemleridir. integronlar, birden fazla
antibiyotik diren¢ gen kasetini yapisinda bulundurabilirler ve bolgeye 6zgii rekombinasyon
yoluyla bu gen kasetlerini entegre etme ve kesme yetenekleriyle karakterize edilirler (Nield ve
digerleri, 2001; Shilpi ve Atul, 2017). Bu genlerin entegrasyonu ve yayilmasi, antibiyotik
direncinin hizla yayilmasina ve tedavi segeneklerinin azalmasina neden olabilir. Bu nedenle,
antimikrobiyal diren¢le miicadelede integronlarin rolii; direngli genlerin yayilmasinin
izlenmesi, 6nlenmesi ve kontrolii agisindan biiyiik 6nem tagir. MDR’ye sahip Salmonella
serotiplerinde en yaygin olarak bulunan ve iizerinde en ¢ok ¢alisilan integron sinifi, smif 1
integronlar (int1)’dir (Kaya ve digerleri, 2017). Bu siniftaki integronlar, ¢cogunlukla insan ve
hayvan patojenlerinde bulunarak klinik izolatlarda yaygin olarak gorilir. Intl, &zellikle
betalaktam grubu antibiyotiklere, aminoglikozidlere, kinolonlara ve siilfonamid gibi farkli
antibiyotik siniflarina direng gelisimine katkida bulunabilir (Deng ve digerleri, 2015). Sinif 2
integronlar (int2) ise daha az yaygmn olan ve daha az bilinen bir smiftir. Genellikle
aminoglikozidlere ve betalaktam grubu antibiyotiklere direnci artiran genleri igerirler (Crowley

ve digerleri, 2008).

Salmonella enfeksiyonlarinin patogenezinde, farkli gérevlere sahip olan ¢esitli viriilens
faktorleri bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda flagellalar, kapsiiller, plazmidler, yapigsma
sistemleri ve tip 3 sekresyon sistemleri (T3SS) bulunur. S. Infantis'te bulunan viriilensle iligkili
genler, genel olarak ii¢ grupta incelenebilir. Ilk grupta; S. Infantis'in hiicrelere yapismasini ve
bakterinin hiicre i¢ine alinmasini saglayan invazyonla iligkili genler (hilA, sopB, sopE, spaN,
sifA, pipD) yer alir. Bu genler, bakterinin hiicre iginde yasamini siirdiirebilmesi ve bagisiklik
sistemini asabilmesi i¢in dnemlidir (Giinaydm ve Sen, 2012; Siriken, 2013). Ikinci grupta;
Salmonella viriilens plazmidleri yer alir. Bu plazmidler; konak hiicreye adaptasyon, viriilens
faktorleri ve antibiyotik direnci gibi birgok fonksiyon i¢in gerekli genleri (SpvR, SpVvA, spvC,
spvD) kodlarlar. Viriilens plazmidi tasiyan Salmonella suslarinin insanlarda ve hayvanlarda
sistemik enfeksiyonlarin baslatilmasi i¢in gerekli oldugu bildirilmistir (Rychlik ve digerleri,
2006). Ugiincii grupta ise; konak hiicreye zarar veren ve hiicre éliimiine yol acabilen, toksin
tiretiminden sorumlu genler yer alir. Arastirmalara gére; Salmonella enterotoksini ve salmolizin
olmak {izere 2 ekzotoksin tiirii bildirilmis ve bu toksinlerin sirasiyla stn ve slyA genleri

tarafindan kodlandig1 belirlenmistir (Jajere, 2019). Tim bu viriilens genleri, S. Infantis'in



enfeksiyon olusturabilme yetenegini etkileyen ve hastalik semptomlarinin ortaya ¢ikmasina

katki saglayan 6nemli faktorlerdir.

Bu sebeplerden dolayi, S. Infantis enfeksiyonlar1 broyler tavuk yetistiriciligi agisindan
ciddi bir endise kaynagidir. Bu isletmelerde; hijyenik 6nlemlerin siki bir sekilde uygulanmasi,
yetistirme ortamlarinin diizenli olarak temizlenmesi ve kanatli hayvanlarin saglik durumlarinin
periyodik olarak izlenmesi ¢ok 6nemlidir. Ayrica, kesim sirasinda ve kanatl etlerini isleme
stirecinde hijyen kurallarina dikkat edilmesi, tavuk etinin dogru sekilde pisirilmesi, S. Infantis'in

insanlara bulasma riskini azaltmada énemli rol oynar (izgiir, 2006).

Salmonella Infantis izolatlarinda integron, antimikrobiyal direng ve viriilens gen
profillerinin arastirilmasi, bakterinin antibiyotik direncini ve enfeksiyon potansiyelini anlama
ve etkili tedavi stratejileri gelistirme agisindan olduk¢a Onemlidir. Bu calismada broyler
tavuklardan elde edilen Salmonella Infantis izolatlarinda integron, antimikrobiyal direng ve

viriilens gen profillerinin incelenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Salmonella Tiirlerinin Tarihgesi

Salmonella ilk kez, 1880 yilinda Karl Joseph Eberth ve Robert Koch’un da aralarinda
bulundugu bakteriyologlar tarafindan tifoid hastasi olan insanlarin lenf nodiillerinde ve
dalaklarinda basil seklinde organizmalar olarak gézlemlenmistir (Agbaje ve digerleri, 2011).
1884 yilinda Almanya’da George Theodor Gaffky tarafindan Salmonella serotipi olan
Typhi’nin ilk izolasyonu ve ilk morfolojik tanimlamasi yapilmistir. 1886 yilinda Amerikali
bakteriyolog Theobald Smith ve Daniel Elmer Salmon c¢aligmalari sirasinda domuz
bagirsagindan kolera basilini izole ederek bu basile ‘yaban domuzu kolera basili’ (Bacterium
suipestifer) adin1 vermislerdir. 1888 yilinda August Gaertner tarafindan Salmonella Enteritidis
olarak adlandirilan Bacterium enteritidis, sigir eti tiiketimine bagl gida zehirlenmesi gegiren
bir hastadan izole edilerek ilk defa laboratuvarda dogrulanmistir. Salmonella cins ismi ilk kez
1900 yilinda Lignieres tarafindan, Amerikan bakteriyolog Salmon’a ithafen Onerilmistir

(Euzeby, 1999; Hardy, 2004).

2.2. Salmonella Tirlerinin Siniflandirilmasi

Salmonella serotiplerinin siniflandirilmasi ilk kez, 1926 yilinda Phillip Bruce White
tarafindan antijenlerin identifikasyonu ve isimlendirilmesi ile yapilmistir. 1930’1u yillarda ise
Fritz Kauffmann tarafindan daha da gelistirilerek White-Kauffmann semasi olusturulmustur.
Her bir Salmonella serotipi ve ilgili antijenik formiilii listelenerek 1934 yilinda ilk defa
Uluslararas1 Mikrobiyologlar Birligi (International Association of Microbiologist) 6zel alt
komitesince genel kullanima agilmistir ve o giinden bu yana kullanilir hale gelmistir (Bell ve
Kyriakides, 2003). 1987 yilinda ise Popoff ve Le Minor’un onerisi ile Salmonella cinsi;
Salmonella enterica ve Salmonella bongori olarak iki alt tiire ayrilmigtir. Salmonella iiyelerinin
hemen hemen hepsini i¢eren enterica tiirii 6 alt tiire ayrilmistir. Giintimiize kadar toplam 2610

adet Salmonella serovart tiplendirilmistir. Bunlardan 2587’si Salmonella enterica alt grubunda,



23’1 ise Salmonella bongori alt grubunda yer almaktadir (Guibourdenche ve digerleri, 2010).

Salmonella tiirlerinin ve alt tiirlerinin klasifikasyonu Sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1. Salmonella tiirlerinin ve alt tiirlerinin klasifikasyonu (Hurley ve digerleri, 2014).

2.3. Salmonella Tiirlerinin Ozellikleri

2.3.1. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Salmonella etkenleri Enterobateriaceae ailesinin genel dzelliklerini tagirlar. Gram negatif
comak seklinde, fakiiltatif anaerobik, sporsuz, kapsiilsiiz, 2-3 pm uzunlugunda, 0,4-0,6 pum
eninde, S. Pullorum ve S. Gallinarum hari¢ hareketli mikroorganizmalardir. Laboratuvar
besiyerlerinde kolaylikla iireyebilirler. En 1yi 37°C’de 24-48 saatte liremelerine karsin lireme
1s1 sinirlart 20-42°C olarak bildirilmistir. Besiyerlerinde kiigiik, yuvarlak ve S tipli koloniler
meydana getirirler. MacConkey agar (MCA), Brillant Green Phenol Red agar (BGPRA) ve
Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agarda laktoz negatif olarak iirerler. Nutrient Broth (NB)

icerisinde homojen iireme gosterirler. Ug sekerli demirli besiyeri olan Triple Sugar Iron (TSI)



agarda laktoz ve siikroz negatif olarak iireyen Salmonella etkenleri glikoz ve H2S agisindan
pozitiftir (TSI agarda sadece S. Paratyphi A HzS iiretemez). IMVIC testlerinde; Indol negatif,
Metil Red pozitif, Voges Proskauer negatif ve Sitrat pozitif olarak iirerler. Diger Gram negatif
bakterilerden, H2S olusturmalar1 ve laktozu fermente edememeleri ile ayrilirlar (Andrews ve
digerleri, 2023). Salmonella tiirlerinin biyokimyasal ve serolojik reaksiyonlari Tablo 1’de

verilmisgtir.

Tablo 1. Salmonella tiirlerinin biyokimyasal ve serolojik reaksiyonlar1 (Andrews ve digerleri,

2023).

Test veya substrat Sonug pozitif ise Sonug negatif ise Test
sonucu
Glikoz (TSI) Dip Sar1 Renk Dip Kirmizi Renk +
Lizin Dekarboksilaz Dip Mor Renk Dip Sar1 Renk +
H,S (TSI) Siyahlagma Var Siyahlagma Yok +
Ureaz Mor-Kirmizi Renk Renk Degisikligi Yok -
Lizin Dekarboksilaz Broth Mor Renk Sar1 Renk +
Sar1 Renk ve/veya Renk Degisikligi Yok
Fenol Red Dulsitol Broth Gaz Olusumu Var Gaz Olusumu Yok +(b)
KCN Broth Ureme Var Ureme Yok -
Indol Testi Yiizeyde Viyole Renk Yiizeyde Sar1 Renk -
Polivalan Flagellar Test Agliitinasyon Var Agliitinasyon Yok +
Polivalan Somatik Test Agliitinasyon Var Agliitinasyon Yok +
Fenol Red Laktoz Broth Sar1 Renk ve/veya Renk Degisikligi Yok
Gaz Olusumu Var Gaz Olusumu Yok -(c)
Fenol Red Sucrose Broth Sar1 Renk ve/veya Renk Degisikligi Yok -
Gaz Olugumu Var Gaz Olusumu Yok
Voges Proskauer Test (VP) Pembe/Kirmizi Renk Renk Degisikligi Yok -
Metil Red Testi (MR) Yaygin Kirmizi Renk Yaygin Sar1 Renk +
Simmon’s Sitrat Testi Renk Degisikligi Var Renk Degisikligi Yok
Ureme Var Ureme Yok + (V)

(+): = %90 pozitif (1-2 giin) (-): > %90negatif (1-2 giin) (v): Degisken (b): Cogunlukla S. Arizonae negatif

(c): Cogunlukla S. Arizonae pozitif




2.3.2. Antijenik Ozellikleri

Salmonella’lar sahip olduklar1 antijenlere gore serogruplara ve serotiplere ayrilirlar. O

antijenleri ile serogruplar1, H antijenleri ile serotipleri belirlenir (Izgiir, 2002).

O Antijenleri: Hareketli/hareketsiz tiim Salmonella gruplarinda bulunan bir antijendir.
Bu antijen; 1siya (110°C’de 2,5 saat), alkole (%96’lik alkole 4 saat) ve asite karsi oldukga
dayanikli iken formole duyarlidir. Salmonella serotipleri i¢erdikleri O antijeni sayis1 ve tip
benzerlikleri goz 6niinde bulundurularak A, B, C1, C2, D ve E1 seklinde gruplandirilmaktadir.
O antijeni yardimiyla Salmonella’lar 60’dan fazla serogruba ayrilmistir. O antijenleri; O grup
antijenleri ve yardimc1 O antijenleri olarak 2 gruba ayrilir. O grup antijenleri;
Enterobacteriaceae ailesinin serotiplendirilmesinde asil belirleyici olan antijenlerdir. Yardimci
O antijenleri ise bakteriyofaj veya plazmidler tarafindan kodlanan, belirli serotiplerde bulunan

ve serotiplendirme agisindan ¢ok da 6nemli olmayan antijenlerdir (Izgiir, 2002).

H Antijenleri: Hareketli Salmonella tiirlerinde bulunan ve protein yapida olan kirpik
antijenleridir. Bu antijenler 1s1, alkol, asit ve proteolitik enzimler ile inaktive olurken formole
direnglidir. H antijenleri; Faz-1 ve Faz-Il olarak 2 gruba ayrilir. Faz-1 antijenleri, diger enterik
bakterilerle benzerlik gosterirken Faz-Il antijenlerini kodlayan genler, Salmonella genomuna

spesifiktir. Salmonella’lar H antijenleri yardimiyla serovarlara ayrilirlar (Izgiir, 2002).

Vi Antijenleri: Somatik O antijeninin en diginda bulunarak onu g¢evreleyen, glikolipid
yapisinda olan ve agliitinasyonu engelleyen, yiizey antijenleridir. Bu antijenler, bakterileri
fagositozdan ve bakterisidal ajanlardan korur. Sadece 3 serotipte (S. Typhi, S. Paratyphi, S.
Dublin) oldugu bildirilmistir (Izgiir, 2002).

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis Kauffman White semasinda; O
antijenleri bakimindan 76,7,14”, Faz-1 H antijenleri bakimindan “r” ve Faz-ll H antijenleri
bakimindan “1,5” olarak degerlendirilmistir ve C1 grubunda yer almaktadir (Carl1 ve digerleri,
2004). Salmonella enterica subs. enterica alt tiiriiniin serolojik tiplendirilmesi Tablo 2’de

gosterilmistir.



Tablo 2. Salmonella enterica subs. enterica alt tiiriiniin serolojik tiplendirilmesi (Carli ve

digerleri, 2004).
H antijenleri
Grup Tiir/Serotip O antijenleri Faz | Faz Il
A S. Paratyphi A 1,2,12 A (1,5)
S. Schottmuelleri 1,4,(5), 12 B 1,2
B S. Tphimurium 1,4,(5),12 I 1,2
S. Hirschfeldii 6, 7, (vi) Cc 1,5
S. Cholera suis 6,7 (c) 1,5
C1 S. Oranienburg 6,7 m, t -
S. Montevideo 6,7 g, m,p(s) 1,2,7)
S. Infantis 6,7, 14 r 1,5
C2 S. Newport 6,8 e, h 1,2
S. Typhi 9, 12, vi D -
D S. Enteritidis 1,912 g, m 1,7
S. Gallinarum 1,9,12 - -
S. Pullorum 1,9,12 - -
El S. Anatum 3,10 e h 1,6

2.4. Salmonella Tiirlerinde Epidemiyoloji

Salmonella tiirlerinin primer kaynagi insan ve hayvanlarin bagirsak kanallaridir. Bagirsak
kanalindan digar1 atilan Salmonella etkenleri ¢evreyi ve sular1 kontamine ederek etrafa sagilir.
Bu kontamine gidalarin/sularin insanlar ve hayvanlar tarafindan alinmasi ile bulagsma sekillenir.
Insanlarda goriilen Salmonella enfeksiyonlarinin temel sebebi; et, siit, yumurta ve bunlardan
hazirlanmis yeterince 1s1l isleme tabi tutulmamis gidalar ve su iirtinlerinin tiiketilmesi ile kesim
sirasinda veya sonrasinda kesim hattinin kontaminasyonudur (Carli ve digerleri, 2004).

Salmonella etkenlerinin bulasma sekilleri Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. Salmonella etkenlerinin bulasma sekilleri.

2.5. Salmonella Tiirlerinin Patogenezi

Salmonella enfeksiyonlari; insanlarda ve hayvanlarda 30 ile 10° bakterinin viicuda
alinmasi ile baglar. Salmonella tiirlerinin patojenitesi; etkenlerin makrofajlar iginde canli
kalabilme ve ¢ogalabilme kapasitesine baglidir (Sterzenbach ve digerleri, 2013). Salmonella
enterica tiirlerinin 40’1in izerinde virilens faktorii drettigi bildirilmistir (Abdelgwad ve
digerleri, 2022). Kontamine gida veya sularin alinmasiyla birlikte, bakteriler ilk olarak ince
bagirsagin ileum kismina adhezinler araciligiyla tutunurlar ve mukozal hiicreler iizerinde
kolonize olurlar. Salmonella etkenleri bagirsak epiteline yapistig1 anda, endotelial yapigsmayi
ve invazyonu arttiran tip Il sekresyon sistemi (T3SS) devreye girer. Bu sistem, bakteri
sitoplazmasi ile konak hiicre zar1 arasinda kanal vazifesi goriir ve bakteri proteinlerini bagirsak
liimenine enjekte eder. Invazyon sonrasi intestinal igerigin akiskanlig1 ve elektrolit dengesi de
degistigi icin diyare sekillenir. Ekzositoz yoluya etkenler, lamina proprianin hiicreler arasi
bosluguna girer. Burada bakteriler, fagositik hiicreler tarafindan hiicre i¢ine alinarak mezenterik
lenf yumrular1 ve damarlar1 araciligiyla viicuda yayilir (Foley ve Lynne, 2008). Salmonella

enfeksiyonlarinin patogenezi Sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 3. Salmonella enfeksiyonlarinin patogenezi.

2.5.1. Salmonella Tiirlerinin Viriilens Faktorleri

Salmonella serotipleri; patojenite adalari, profajlar, plazmidler ve/veya kromozomlar
tizerinde bulundurduklart gesitli viriilens genleri sayesinde konak hiicreye invazyon, adezyon,
hiicre i¢inde ¢cogalma, toksin iiretimi, hiicre i¢inde sag kalim ve sistemik enfeksiyon olusturma

gibi yeteneklere sahip olurlar (Van Asten ve Van Dijk, 2005).

2.5.1.1. Salmonella Patojenite Adalar:

Salmonella Patojenite Adalar1 (SPA), bakteri kromozomlari iizerinde yer alan 10-200 kb
arasinda degisen biiyiikliiklere sahip genomik alanlardir. Sadece patojen olan tiirlerde bulunan
bu genomik bolgeler, yatay gen transferi yoluyla patojen olmayan bakterilere de aktarilarak bu
bakterilere viriilens 6zellikler kazandirilabilir. Salmonella patojenite adalari, etkene ait viriilens
faktorleri kodlayan ¢ok sayida gen kiimesini igerir (Siriken, 2013). SPA’nin guanin+sitozin
icerigi (%37,0-%47,0), bakteriyel kromozomun guanintsitozin igeriginden (%52,0) daha

diisiiktiir ve tRNA genlerinin igerisine yerlesmis halde bulunur. Bu yiizden SPA’nin, kokeni
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bilinmeyen faj veya plazmitlerden horizontal gen tranferi yoluyla Salmonella dis1 tiirlerden
kazanilmis oldugu diistiniilmektedir (Hensel, 2004; Blondel ve digerleri, 2009). Su ana kadar,
21 adet Salmonella patojenite adasinin var oldugu bildirilmistir. Salmonella bakterilerinin
virlilensi i¢in gerekli olan genleri ¢ogu, ilk bes patojenite adasi iizerinde bulunur. SPA’nin
varligina ve ozelliklerine gore Salmonella serotiplerinin konak hiicreye adaptasyonu, viriilensi
ve olusturdugu enfeksiyonlarin siddeti degisiklik gosterir (Gyles ve Boerlin, 2014).
Enfeksiyonun intestinal fazi i¢in gerekli olan genler SPA-1 ve SPA-2’de yer alirken hiicre
icinde sagkalim, fimbriyal ekspresyon, ¢oklu antibiyotik direnci, magnezyum ve demir alimi
ile sistemik enfeksiyon i¢in gerekli olan genler diger SPA’lar i¢inde yer alir. Baz1 Salmonella
patojenite adalar1 tiim Salmonella serotiplerinde bulunurken bazilar1 sadece belirli serotipler
icin spesifiktir (Giinaydin ve Sen, 2012; Siriken, 2013).

Salmonella Patojenite Adasi-1 (SPA-1): Salmonella patojenite adalari igerisinde
bulunan SPA-1, en iyi karakterize edilen ve S. enterica ile S. bongori’nin tiim serotiplerinde
bulunan patojenite adasidir. Intestinal salmonelloziste, enflamatuar yanitin ve epitel hiicrelere
invazyonun ilk basamaginda 6nemli role sahiptir (Hensel, 2004). Yapilan galismalarda SPA-
I’in, sistemik enfeksiyonlarin ve yangili ishallerin intestinal fazi i¢in 6nemli oldugu

bildirilmistir (Marcus ve digerleri, 2000).

Salmonella tiirlerine patojen 6zellik kazandiran en 6nemli faktor T3SS’dir. Bu sistem,
adeta bir enjektor gibi davranarak bakteriye ait viriilens proteinlerini, konak hiicrenin
sitoplazmasina aktarir. S. enterica serotiplerinde SPA-1 ve SPA-2 tarafindan kodlanan iki tip
T3SS bulunmaktadir. SPA-1 tarafindan kodlanan T3SS, intestinal enfeksiyonun
baglatilmasindan sorumlu iken SPA-2 tarafindan kodlanan sistem, sistemik enfeksiyonun
olusmasindan sorumludur (Siriken, 2013). SPA-1, fagositoz yapmayan hiicrelerin
invazyonundan sorumlu olan 31 geni ve T3SS i¢in gerekli olan proteinleri kodlayan genleri
icerir. Yapilan ¢alismalarda, SPA-1 genlerinden yoksun mutant Salmonella bakterilerinde,
invaziv o6zelliklerin azaldigi bildirilmistir (Giinaydin ve Sen, 2011). T3SS, hilA (hiperinvaziv
lokusA) geni tarafindan diizenlenir. HilA, T3SS’nin ana regiilatoriidiir. Transkripsiyonu
diizenleyerek bakterilerin hiicre i¢inde sag kalimindan sorumludur ve invazyon icin gerekli
genleri aktive eder (Chu ve digerleri, 2021). T3SS igerisine yerlesen efektdr SOpB proteini; salgi
yolunu aktive ederek hiicrelerde iyon dengesinin degismesine sebep olur. Sindirim kanalinda
stvi akiginin artmasi sonucu diyare sekillenir (Dione ve digerleri, 2011). SPA-1’de yer alan

SipA, sipB ve sipC proteinleri; konak hiicre iskeletinde degisiklikler yaparak bakterinin hiicre
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icine invazyonunu saglar ve bu bdlgeler Salmonella tiirlerinde korunmustur. Ayrica SipA, sipC,
sopB ve sopE proteinleri; konak hiicre zarinin disa dogru genislemesine ve hiicre zarinin
yipranmasina neden olur. Salmonella etkeni; yipratilan bu zar tarafindan yutularak ‘Salmonella
igeren kesecik’ (SCV) olusturur ve boylelikle fagolizozomal yapilarin kendisini yok etmesini
engeller (Kaur ve Jain, 2012). Yapilan ¢alismalarda, SopB ve sopE proteinlerinin SPA-1 disinda
da (sopB proteini SPA-5 iizerinde, SOpE ise kriptik profajda) kodlandig: belirlenmistir. SopB
ve sopE proteinlerinin translokasyonlari, SPA-1 araciligi ile konak hiicre i¢inde ger¢eklesmekte

ancak ikisinin de patojenitedeki rolii farklilik géstermektedir (Hansen-Wester ve Hensel, 2001).

SPA-1’de kodlanan ve tip III sekresyon sisteminde gorev alan inv/spa proteinleri
makrofaj apoptozundan ve konak hiicrelere invazyondan sorumludur. InvA ve spaN (invJ)
genleri invazyon asamasi ig¢in olduk¢a Onemlidir (Skyberg ve digerleri, 2006). InvA,
polipeptidlerin disar1 atilmasi igin gerekli olan kanallarin olusmasini saglar (Siriken, 2013).
Yapilan ¢aligmalarda, Salmonella spp.’nin tespiti igin iNVA’nin uygun bir gen oldugu
kanitlanmistir (Cortez ve digerleri, 2006). SPA-1"de kodlanan bazi efektor proteinler ve konak

hiicreye etkileri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. SPA-1’de kodlanan bazi efektor proteinler ve konak hiicreye etkileri (Skyberg ve
digerleri, 2006; Kaur ve Jain, 2012).

Efektor protein Konak hiicreye etkisi
InvA Konak hiicreyi tanima/invazyon
InvG Protein sekresyonu

InvJ (SpaN) Konak hiicreyi tanima/invazyon

PrgH Konak hiicreyi tanima/invazyon
SipA Konak hiicre iskeletinde degisiklik
SipB Konak hiicre iskeletinde degisiklik
SipC Aktin filamentlerin stabilizasyonu
SopA S1vi sekresyonu
SopB Konak hiicre iskeletinde degisiklik/sivi sekresyonu
SopE Konak hiicreyi tanima/invazyon
InvH Nonfimbriyal adezin
SitC Demir alimi

Salmonella Patojenite Adasi-2 (SPA-2): 40 kb biyiikliiginde 32 geni kodlayan bir

patojenite adasidir. SPA-2’nin temel gorevi, Sistemik enfeksiyonu gergeklestirmek ve etkenin
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konak hiicrelerde cogalmasini saglamaktir (Siriken, 2013). SPA-2, iki alt béliimden olusur. ik
boliim; sadece Salmonella enterica’da bulunan, sistemik enfeksiyonlardan sorumlu olan, ikinci
bir T3SS ne sahip olarak etkeni konak immun sisteminin etkilerinden koruyan béliimdiir. Ikinci
boliim ise Salmonella bongori ve Salmonella enterica’da bulunur. Bu boliimiin sistemik
enfeksiyonlara katkisi belli degildir ancak anaerobik solunumda gorevli olan genlere sahip
oldugu bildirilmistir (Glinaydin ve Sen, 2011). SifA, sifB, spiC, sseF, sseG gibi bir¢ok efektor
protein SPA-2’de yer alir. Bu proteinlerin; vakuol taransportunu 6nleme, apoptozisi geciktirme,
makrofajlar icinde sag kalim ve hiicreler arasi aligverisi engelleme gibi gorevleri vardir. Bu
adada kodlanan sifA geni, makrofajlar i¢inde sag kalimdan ve Salmonella uyarici filamentlerin
(sif) olusumundan sorumludur. Bu filamentler, bakterilere konak hiicre igerisinde replike
olabilmeleri i¢in uygun ortami saglamaktadir (Kaur ve Jain, 2012; Gole ve digerleri, 2013).

SPA-2’de kodlanan bazi efektor proteinler ve konak hiicreye etkileri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. SPA-2’de kodlanan bazi efektor proteinler ve konak hiicreye etkileri (Kaur ve Jain,
2012).

Efektor protein Konak hiicreye etkisi
SpiC Vesikiiler tasimanin bozulmasi
SifA Vakuol igine girme/filament olusumu
SifB Filament olusumu
SrfT Apoptozis
Salmonella i¢eren vakuol membran
SseJ dinamikleri/agil transferaz

Salmonella Patojenite Adasi-3 (SPA-3): 17 kb biyiikliigiinde 10 geni kodlayan
Salmonella tiirlerine 6zgii bir insersiyondur. S. Typhi, S. Typhimurium ve S. bongori’de
bulunmustur. Bu adanin yatay gen transferi yoluyla bu serotiplere aktarildig: bildirilmistir. SPA-
3 tarafindan kodlanan temel viriilens faktorii; Salmonella serotiplerinin hem hiicre i¢inde hem
de makrofajlarda canli kalabilmesini saglayan yiiksek affiniteli magnezyum transport sistemi
(MgtS)’dir. Bu sayede etkenler 6karyot hiicreler ve makrofajlar i¢inde hayatta kalabilmektedir
(Marcus ve digerleri, 2000; Hensel, 2004).

Salmonella Patojenite Adasi-4 (SPA-4): 27 kb biiytikliigiinde 18 geni kodlayan ve

tRNA’ya bitisik halde bulunan bir patojenite adasidir. Salmonella bongori ve S. enterica’nin
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alt tiirlerinde bulunur. SPA-4; konak epitel hiicrelere tutunma, sitotoksin sekresyonu ve hiicre

apoptozisinden sorumludur (Karacan, 2014).

Salmonella Patojenite Adasi-5 (SPA-5): 7,6 kb biiyiikliigiinde 6 geni kodlayan, S.
bongori ve S. enterica’nin alt tiirlerinde bulunan bir lokustur. SPA-5, SPA-1 ve SPA-2
tarafindan kodlanan T3SS ile translokasyonlar1 ger¢eklestirilen efektor proteinleri (SopB, sigD,
pipB, pipD) kodlamaktadir. SOpB, inositol fosfataz aktivitesi ile bagirsak epitel hiicrelerinde
stvi sekresyonunu artirarak diyareye sebep olur (Marcus ve digerleri, 2000). PipD, SPA-1’deki
T3SS ile iliskili olarak salgilanan ve enteritise neden olan bir efektér proteindir. SPA-5
bdlgesinin S. enterica serotiplerinde enteropatogenezle iliskili oldugu ve diger enteropatojenik

bakterilerde bulunmadig tespit edilmistir (Zishiri ve digerleri, 2016).

Salmonella Patojenite Adasi-6 (SPA-6): S. Typhi ve S. Typhimurium’da bulunan 59
kb’lik bir lokustur. SPA-6; fimbriyay1 kodlayan saf geni ve invazini kodlayan pagN geni ile
birlikte fonksiyonu bilinmeyen bir¢ok gen kiimesini igerir (Morgan, 2007).

Salmonella Patojenite Adasi-7 (SPA-7): S. Typhi, S. Dublin ve S. Paratyphi C igin
spesifik bir lokustur. 134 kb’lik en biiyiikk Salmonella adasidir. Bu ada tarafindan kodlanan en
onemli viriilens faktorii Vi antijenidir. Vi antijeni, tifo sirasinda atesin yiikselmesine neden olur.
SPA-7’de, SPA-1 tarafindan kodlanan ve T3SS’nin efektor proteinini kodlayan SOpE geni de
bulunmaktadir. Bu gen, sopE fajin1 aktive ederek fajin diger izolatlara transferini saglar. Ayrica
sopE'nin, membran biiziismesini uyararak konak hiicreye invazyonu sagladigi da bildirilmistir
(Morgan, 2007; Seth Smith, 2008).

Salmonella Patojenite Adasi1-8 (SPA-8): S. Typhi’nin genom sekansinda daha sonradan
identifiye edilen bir adadir ve bu ada 6,8 kb biiytikliigiindedir. Bu adanin S. Typhi i¢in spesifik
oldugu bildirilse de yeni yapilan ¢alismalarda S. Washington, S. Enteritidis, S. Typhimurium,
S. Cholerasuis ve S. Paratyphi A’da da bulundugu bildirilmistir (Saroj ve digerleri, 2008;
Giinaydin ve Sen, 2011).

Salmonella Patojenite Adasi-9 (SPA-9): SPA-9 yaklasik 16,3 kb biiyiikliigiinde bir
bolge olup S. Typhi kromozomundaki lizojenik bakteriyofaja bitisik olarak bulunur. SPA-9,
T1SS ve RTX (repeats-in-toxin) benzeri toksinleri kodlayan genleri igerir (Hensel, 2004,
Siriken, 2013).

Salmonella Patojenite Adasi-10 (SPA-10): S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Enteritidis, S.
Dublin ve S. Gallinarum’da bulunan 32,8 kb biiyiikliigiinde bir lokustur. SPA-10, viriilens
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faktorii olarak konak hiicre yiizeyine tutunmayi saglayan sef fimbriya proteinlerini kodlar
(Glinaydin ve Sen, 2011).

Salmonella Patojenite Adasi-11 (SPA-11): S. Choleracsuis’te 14 kb, S.
Typhimurium’da 6,7 kb, S. Typhi’de 10 kb biiyiikligiindedir. Bu ada iizerinde bulunan, slyA
geni tarafindan regiile edilen pagC ve pagD gibi birgok gen S. Typhimurium viriilensi igin
onemlidir. SPA-11"de yer alan slyA geni; makrofaj i¢inde canli kalma ve oksidatif strese karsi

adaptasyonu saglayarak ekzotoksin tiretiminden sorumludur (Giinaydin ve Sen, 2012).

Salmonella Patojenite Adasi-12 (SPA-12): S. Choleraesuis genom sekansi yapildiktan
sonra identifiye edilmis 6,3 kb biiytikliigiinde bir lokustur (Gilinaydin ve Sen, 2012).

Salmonella Patojenite Adasi-13 (SPA-13): Bu ada ilk kez S. Gallinarum’da
belirlenmistir. S. Typhimurium ve S. Typhi’te 25 kb biiyiikligiindedir. Bu ada tizerinde bulunan
18 genin sadece 3 tanesi (gacD, gtrA, gtrB) viriilenste etkilidir (Shah ve digerleri, 2005;
Gilinaydin ve Sen, 2012).

Salmonella Patojenite Adasi-14 (SPA-14): Bu ada, S. Typhimurium ve S.
Choleraesuis’te bulunurken S. Typhi ve S. Paratyphi A’da bulunmaz (Shah ve digerleri, 2005).

Salmonella Patojenite Adasi-15 (SPA-15): S. Typhi’de 6,5 kb biiyiikliigiinde bulunur
(Sabbagh ve digerleri, 2010).

Salmonella Patojenite Adasi-16 (SPA-16): S. Typhimurium ve S. Typhi’de 4,5 kb
biiyiikliigiinde bulunur. S. Typhimurium’da 5, S. Typhi’de 7 gen kodlamaktadir (Sabbagh ve
digerleri, 2010).

Salmonella Patojenite Adasi1-17 (SPA-17): S. Typhi’de 5 kb biiyiikliigiinde olup S.
Typhimurium’da bulunmamaktadir (Sabbagh ve digerleri, 2010).

Salmonella Patojenite Adasi-18 (SPA-18): S. Typhi’de 2,3 kb biiyiikliigiinde bulunur
(Sabbagh ve digerleri, 2010).

Salmonella Patojenite Adas1-19 (SPA-19): S. Enteritidis, S. Gallinarum, S.
Weltevreden, S. Dublin ve S. Agona serotiplerinde 14,1 kb biiyiikliigiinde bulunmaktadir
(Blondel ve digerleri, 2009).

Salmonella Patojenite Adasi-20 (SPA-20): Bu ada 34 kb biiyiikliigiinde olup sadece S.

enterica subsp. arizonae serotipinde bulunmaktadir (Blondel ve digerleri, 2009).

15



Salmonella Patojenite Adasi1-21 (SPA-21): Bu ada 55 kb biiyiikliigiinde olup sadece S.
enterica subsp. arizonae serotipinde bulunmaktadir (Blondel ve digerleri, 2009).

Salmonella Genomik Ada (SGA): Bu ada S. enterica’da 43 kDa biiyiikliigiinde olup
coklu direng integronlar1 igeren mobilize bir yapidir. Bu ada i¢inde 5 antibiyotige (tetrasiklin,
ampisilin, kloramfenikol, streptomisin ve sulfonamidler) direng gosteren genler bulunmaktadir.

SGA igeren susglarin ¢oklu antibiyotik direnci gosterdikleri bildirilmistir (Giinaydin ve Sen,
2012).

Yiiksek Patojenite Adasi (YPA): ilk olarak Yersinia tiirlerinde karakterize edilmistir.
Enterobactericeae familyasinin bir¢ok iiyesinde bulunur. Demir alimi igin gerekli olan
siderofor biyosentezi i¢in 12 adet geni igerir. YPA’ya sahip olan suslar, demir eksikligi olan

ortamlarda demir selatorii sentezleyebilirler (Oelschlaeger ve digerleri, 2003; Morgan, 2007).

Salmonella patojenite adalari, biyiikliikleri, bulundugu serotipler ve fonksiyonlari

Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Salmonella patojenite adalar1 (Sabbagh ve digerleri, 2010; Barrow ve digerleri, 2010;
Gilinaydin ve Sen, 2011).

Patojenite Biiyiikliik Bulundugu tiir/Alttiir/Serotip Fonksiyon
adasi (kb)
SPA-1 40 S. enterica ve S. bongori T3SS, invazyon, demir alimi
T3SS, invazyon, sistemik enfeksiyon,
SPA-2 40 S enterica epitel hiicrelerde ve makrofajlarda sag
kalim
SPA-3 16,6 S. enterica ve S. bongori Magnezyum alimi1 ve makrofajlarda
sag kalim
SPA-4 25 S. enterica ve S. bongori T1SS, makrofajlarda sag kalim
SPA-5 7,6 S. enterica ve S. bongori Enteropatojenite, T3SS efektor
proteinlerin tiretimi
SPA-6 59 S. enterica subsp. enterica Fimbriya
serotipleri
SPA-7 134 Typhi, Paratyphi ve Dublin Vi antijeni
serotipleri
SPA-8 6,8 S. Typhi Bakteriyosin sentezi
SPA-9 16 S. enterica ve S. bongori T1SS’ni kodlayan genler, RTX benzeri
direng
SPA-10 32,8 S. Enteritidis ve S. Typhi S. Enteritidis fimbriya (sef) ve
serotipleri bakteriyofaj
SPA-11 14 S. enterica Makrofajlarda sag kalim
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SPA-12 15,8 S. enterica T3SS, sspH2 efektor proteini, sistemik
enfeksiyon

SPA-13 25 S. Typhimurium ve S. Typhi Sistemik enfeksiyon

SPA-14 9 S. Typhimurium Makrofajlarda sag kalim

SPA-15 6,5 S. Typhi 5 hipotetik protein

SPA-16 4,5 S. Typhimurium ve S. Typhi LPS modifikasyonu

SPA-17 5 S. Enteritidis ve S. Typhi LPS modifikasyonu

SPA-18 2,3 S. Typhi ve Paratyphi A hlyE sitolizin proteini ve taiE, clyA
serotipleri invazyon proteini

Dublin,_WgItevreden_, Agona,

SPA-19 141 Enterltl(sjésrc\)/teizp(ﬁazilillnarum T6SS

SPA-20 34 S. enterica subsp.arizonae T6SS

SPA-21 55 S. enterica subsp.arizonae T6SS

SGA-1 43 Typhimurium (DT-104), Coklu antibiyotik direnci

Paratyphi ve Agona
YPA ? S. enterica alttiir 11, 111b ve IV Septisemi, der:fi.r :dhmma yiiksek
affinite

2.5.1.2. Salmonella Viriilens Plazmidleri

Bakterilerde bulunan viriilens faktorlerinin bir kismi kromozomlarda kodlanirken bir
kismi plazmid kaynaklidir. Plazmidler; konak hiicrelere adaptasyon, antimikrobiyal ajanlara
kars1 direng ve viriilens faktorler i¢in gerekli bazi genleri kodlayan ekstrakromozomal DNA
molekiilleridir. Bu kromozom dis1 elemanlarin biiyiikliikleri serotipler arasinda degisiklik
gostermektedir. S. Tphimurium’da 95 kb, S. Enteritidis’te 80 kb, S. Dublin’de 80 kb, S.
Choleraesuis’ta 50-110 kb biiyiikligiindedir. Viriilens plazmidlerinin 8 kb’lik spv (Salmonella
virtilens plazmidi) lokusu tim plazmidlerde bulunur ve bu plazmidlerde 5 gen (spvRABCD)
kodlanir (Gilinaydin ve Sen, 2012; Karacan, 2014).

SpVR regiilator bir gendir ve plazmidle iliskili diger genlerin ekspresyonundan
sorumludur. SpvA geni, spvBCD membran proteinlerini kodlayan operonun negatif
diizenleyicisidir. SpvB ve spvC, plazmid aracili viriilens i¢in kodlanan temel faktorlerdir
(Rychlik ve digerleri, 2006; Ibarra ve Steele Mortimer, 2009). SpvB geni, makrofaj i¢inde
bakterinin canli kalmasini saglayan ADP ribozil transferazi sentezleyerek konak hiicre
iskeletine zarar verir. SpvC geni, fosfotreonin liyaz aktivitesiyle konak hiicrenin MAP kinaz

aktivitesini bozar (lbarra ve Steele Mortimer, 2009).
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2.5.1.3. Flagella

Flagella, Salmonella serotiplerinin ¢ogunda bulunan, hareketliligi saglayan, konak
hiicrelere invazyon ve adhezyon igin gerekli olan 6nemli bir viriilens faktoriidiir. Flagellaya
sahip olmayan hareketsiz serotipler, S. Gallinarum ve S. Pullorum’dur. Flagellanin uzun
filament yapisi, fliC ya da fljB flagellin proteinlerinden olusmaktadir. Faz-1 ve Faz-Il flagellar
H antijenleri sirasiyla fliC ve fljB genleri sorumlulugunda faz varyasyon mekanizmasi
tarafindan eksprese edilir. Faz-1 antijenini kodlayan genler, diger enterik bakterilerle benzerlik
gosterirken; Faz-Il antijenini kodlayan genler, Salmonella genomuna spesifiktir. Bu genler
kromozom iizerinde farkli iki lokalizasyonda bulunur. Salmonella tiirleri her iki proteini de
kodlar fakat asla ayni anda eksprese edilmezler (Van Asten ve Van Dijk, 2005; Wisner ve
digerleri, 2012; Karacan, 2014). Yapilan bir caligmada, fljB geni hedef sekans olarak se¢ilmis
ve GenBank’tan alinan sekans verileri kullanilarak S. Infantis’e 6zgii polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) testi gelistirilmistir. Elde edilen verilere gore bu sekansin S. Infantis’e yiiksek
oranda spesifik oldugu ve S. Infantis’in molekiiler yontemlerle hizli ve gilivenilir olarak

saptanmasinda kullanilabilecegi bildirilmistir (Kardos ve digerleri, 2007).

2.5.1.4. Fimbria

Fimbriyalar, 2-8 nm genisliginde 0,5-10 nm uzunlugunda bakteri hiicresinin yiizeyinde
bulunan ve fimbrin adi verilen proteinlerin tekrarlayan helikal diizenlenmesiyle olusan
filament6z uzantilardir. Bakterilerin epitel ylizeye kolonizasyonu, konak hiicreye girisi,
konjugasyonu ve biyofilm olusumu i¢in gereklidir. Salmonella serotiplerinde bir¢ok fimbriyal
operon belirlenmistir. Baz1 fimbriyalarin serotipe 6zgii oldugu, bazilarinin ise Salmonella
serotipleri arasinda korunmus oldugu bildirilmistir (Wisner ve digerleri, 2012). Fimbriyalar, en
ayrintil sekilde S. Typhimurium ve S. Enteritidis serotiplerinde incelenmistir. Agf ve sef
operonlart S. Enteritidis’te, pil operonu S. Typhi CT18’de, Ipf ve pef operonu S.
Typhimurium’da belirlenmistir (De Buck ve digerleri, 2005; Clayton ve digerleri, 2008).
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2.5.1.5. Sideroforlar

Demir, birgok mikroorganizma igin énemli bir elementtir. Aerobik kosullarda demir;
bakterilerin kullanabilecegi ferrus formunda iken anaerobik kosullarda, erimeyen ferrik forma
gecer ve bazi proteinlere baglanir. Demirin ferrik formunu mikroorganizmalar kullanamaz.
Demir ya hem yapisindadir ya da ferritin, hemosiderin, laktoferrin gibi demir baglayan
proteinlere baglanmis halde bulunur. Salmonella tiirlerinin demir kazanim mekanizmasi,
sideroforlardir. Sideroforlar, bakterinin demire ihtiyacit oldugu yerde ortam i¢ine salinirlar.
Salmonella tiirleri hem kendi sideroforlarini {iiretirler hem de diger bakterilerin trettigi

sideroforlara baglanmay1 saglayan reseptorleri tiretirler (Hantke ve digerleri, 2003).

2.5.1.6. Toksinler

Salmonella tiirleri; endotoksin ve ekzotoksin olmak {izere 2 tip toksin iiretirler.
Endotoksinler, biiyiikk oranda biyolojik tepkilere neden olurken ekzotoksinler (sitotoksin,

enterotoksin) memeli hiicreleri 6ldiirebilme yetenegine sahiptir (Giinaydin ve Sen, 2012).

Endotoksinler: Salmonella serotiplerinin dis membraninda yer alan LPS’nin lipid A
pargasi, endotoksin 6zelligindedir. Bu toksin sadece bakteri hiicresinin par¢alanmasi sonucunda
aciga ¢ikmaktadir. Dokularda agiga ¢ikan endotoksine cevap veren hiicreler; nétrofiller,
makrofajlar ve endotel hiicrelerdir. Lipit A pargast; notrofilleri uyararak integrinleri, endotel
hiicreleri uyararak selektinleri ve makrofajlari uyararak sitokinleri aktive eder (Diker, 2005).
Salmonella tiirlerinde agiga ¢ikan endotoksinler; konagin bagirsak mukozasini tahrip ederek

yiiksek ates ile birlikte siddetli akut toksemi tablosunu olusturur (Izgiir, 2006).

Ekzotoksinler: Sitotoksinler ve enterotoksinler olmak {izere iki gruba ayrilir.
Sitotoksinler, 1stya dayanikli toksinlerdir ve protein sentezini inhibe ederek bagirsak
hiicrelerinde hasara neden olurlar. Enterotoksinler; 1siya duyarli ve protein tabiatinda olan
enzimlerdir. Bagirsak epitellerinde asir1 sivi salinim ile ishale neden olurlar (Izgiir, 2006).
Aragtirmalara gore; Salmonella enterotoksini ve salmolizin olmak iizere 2 ekzotoksin tiiri
bildirilmis ve bu toksinlerin sirasiyla stn ve slyA genleri tarafindan kodlandigi belirlenmistir.

SlyA’nin enterik olmayan sistemik enfeksiyonlar i¢in gerekli olan viriilens genleri diizenledigi,
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makrofaj i¢inde canli kalmayi ve oksidatif strese karsi adaptasyonu sagladigi bildirilmistir
(Jajere, 2019). Stn geninin akut gastroenteritislerle iligkili oldugu ve ishale sebep oldugu
bildirilmistir (Zou ve digerleri, 2012).

2.6. Antimikrobiyal Direng¢

Bir mikroorganizmanin antibiyotigin 6ldiiriicii (bakterisid) veya ¢ogalmasini onleyici
(bakteriyostatik) etkisinden korunabilme kapasitesi ‘direng’ olarak tanimlanir. Normal dozlarda
antimikrobiyal ajan verilmesine ragmen mikroorganizmanin 6lmemesi ya da iiremesinin
baskilanmamasi durumu ‘antibiyotiklere direng gelisimi’, bu bakteriler ise ‘direncli bakteriler’

olarak tanimlanir (Dzidik ve digerleri, 2008).

Antimikrobiyal ajanlara kars1 direng gelisimi, siklikla uygunsuz ve yaygin antibiyotik
kullanimina baglanmasina ragmen 1940’11 yillarda antibiyotiklerin kullanilmadig1 baz1 adalarda
digk1 ve toprak orneklerinde streptomisine ve tetrasikline direngli bakterilerin bulundugu
bildirilmistir. Antibiyotik direncinin sadece yaygin antibiyotik kullanimi sonucu degil,
bakterilerin olumsuz c¢evre sartlarinda yasamini siirdiirebilmek i¢in kullandigi savunma
mekanizmasinin bir pargast oldugu da bildirilmistir. Ancak antibiyotiklerin yaygin sekilde
kullanima girmesi ile birlikte yillar i¢inde ¢oklu direngli mikroorganizmalar ortaya ¢ikmis ve
bunlarin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde biiyiik problemler yasanmaya baslanmustir.
Giinlimiizde, bir yandan yeni ilaglar gelistirilirken diger yandan bu ilaglara hizla direng kazanan
mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonlar, tedavi seceneklerinin azalmasina sebep

olmaktadir (Yiice, 2001).

Mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara kars1 gosterdigi direng; dogal (intrinsik) ve
kazanilmis (genotipik, kalitsal) direng olarak 2 grupta incelenir. Bir tiirde bulunan tiim suslarin
belirli antibiyotiklerden etkilenmemesi, dogal direng olarak adlandirilir. Bu direng, bakterinin
yapisal ve biyokimyasal 6zellikleri sayesinde ortaya ¢ikar. Dogal direncin temelinde, bakterinin
metabolik olarak inaktif fazda bulunmasi veya ilacin etki mekanizmasina uygun hedef
yapilarin, bakteride bulunmamasi vardir. Kazanilmis direng, tiir olarak bir antibiyotige duyarl
olan bakterilerin o antibiyotige direncli hale gelmesiyle olusur. Kazanilmis antibiyotik direnci
ya mikroorganizma kromozomunda olusan mutasyonlarla ya da transpozon, plazmid veya

integron araciligiyla diren¢ geninin duyarli mikroorganizmalara aktarilmasi ile ortaya
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cikmaktadir. Antimikrobiyal ajanlara kars1 gelisen direng, genellikle bu yolla gerceklesir ve
yatay gen transferi ile direngli kokenler ortaya ¢ikarak yayilmaktadir (Dzidik ve digerleri, 2008;
Kayis, 2019).

2.6.1. Antibiyotiklere Diren¢ Gelisim Mekanizmalar:

Bakterilerde antibiyotiklere diren¢ mekanizmalari, biyokimyasal ve genetik yollarla

olmaktadir. Antibiyotiklere diren¢ gelisim mekanizmalar1 Resim 1°de gdsterilmistir.

Antibiyvotik Direncinin Bivolojisi

Biyvokimyasal Yollar Genetik Yollar

Mutasyonlar
Spontan mutasyonlar

Effiluks pompas: ve Das
membran gecirgenligindeki

i degisimler
Enzimatik
‘ Inaktivasyon

Resim 1. Antibiyotiklere direng gelisim mekanizmalar1 (Dzidik ve digerleri, 2008).

2.6.1.1. Biyokimyasal Yollar

2.6.1.1.1. Enzimatik inaktivasyon

Bakteriler tarafindan antibiyotikleri pargalayan ya da modifiye eden enzimlerin
sentezlenmesiyle, antibiyotikler inaktif hale getirilir. Ornegin, betalaktam grubu antibiyotikleri
parcalayan betalaktamaz enzimi, kloramfenikolii inaktive eden asetil transferaz enzimi,
aminoglikozidleri inaktive eden fosforilaz, asetilaz ve adenilaz enzimleri ve eritromisini

inaktive eden esteraz enzimi bu mekanizma ile gelisen direngten sorumludur (Kayis, 2019).
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2.6.1.1.2. Hedef modifikasyonu

Antibiyotikler, bakteride hedef olarak belirledikleri belli molekiillerin islevini
engelleyerek etki gosterirler. Bakteriler bu hedef bolgelerde mutasyonlar gelistirerek
antibiyotigin etkisiz hale gelmesini engelleyebilir. Kinolon direnci, DNA giraz geninde
meydana gelen mutasyonlar sonucu gelismektedir (Dzidik ve digerleri, 2008). Giiniimiizde en
cok bilinen kromozomal mutasyonlar, gyrA alt {initesinde meydana gelen mutasyonlardir

(Kayis, 2019).

2.6.1.1.3. Effluks pompasi ve dis membran gecirgenligindeki degisim

Bakterilerdeki effluks pompa sisteminde yer alan proteinler; besinlerin ve iyonlarin
hiicreye alinmasini, metabolik son iirlinlerin ve zararli maddelerin hiicre disina atilmasini,
bakterilerin birbirleri ve gevreleriyle olan iligkilerini diizenleyen proteinlerdir. Bu pompalar,
hiicre igine giren antibiyotigi hizla disar1 atarak bakterinin direng kazanmasini saglar. Effluks
pompalari, P. aeruginosa’da betalaktam grubu antibiyotiklere direngten sorumludur. Bakterinin
dis membraninda bulunan ve antibiyotiklerin hiicre i¢ine girmesini saglayan porin
proteinlerinin yapilarinin mutasyonlar sonucu degismesi ya da kaybi sonucu, antibiyotikler
bakterinin hiicre zarim1 gegemez ve etkisiz hale gelirler. Betalaktam, aminoglikozid ve

karbapenem antibiyotiklere direng gelisiminin bu mekanizma ile olmaktadir ( Kayis, 2019).

2.6.1.1.4. Antibiyotik inaktivasyonu

Antibiyotiklerin ¢ogu, hidrolitik kimyasal baglara duyarlidir. Bakteriler tarafindan
tiretilen bazi enzimler, bu baglarin koparilmasina neden olur ve antibiyotikler aktivitelerini

kaybederler (Dzidik ve digerleri, 2008).

2.6.1.2. Genetik Yollar

22



2.6.1.2.1. Horizontal gen transferi

Antibiyotik direncindeki artis; konjugatif plazmidler ve transpozonlar gibi bir¢cok
hareketli genetik elemanlarin kesfedilmesini saglamistir. 1940°11 yillarda Barbara McClintock,
misir bitkisi genetigi lizerinde yaptig1 caligmalar sirasinda genlerin farkli kromozomal bolgeler
arasinda hareket edebilecegini tespit etmistir. Sonrasinda bu yer degistirebilen genetik
elemanlarin varligi, bakterilerde de belirlenmistir. Transpozon ve konjugatif plazmidlerin

karsilastirilmal1 dizi analizleri sonucunda ise integronlarin varligi ortaya ¢ikmistir (Koseoglu,

2004).

Plazmidler: Bakteriler, mayalar ve arkelerde yaygin olarak bulunan kromozomlardan
bagimsiz olarak replike olabilen ekstrakromozomal kiiciik DNA parcalaridir. Plazmidler,
bakterilere sonradan transfer olduklari i¢in hem plazmidlerin hem de kodladiklar1 genetik
bilgilerin konak bakteriler i¢in hayati bir dnemi yoktur. Plazmidler, baz1 6zel karakterleri
(antibiyotiklere direng, toksin formasyonlari, pilus olusumu, viriilens faktorleri vs.) bakteriye
kazandirarak avantaj saglarlar. Ozel kosullar altinda bakterilerden ayrilabilirler ve bakteriler
sonradan kazandiklar1 bu avantajlar kaybederek yasamlarini stirdiirmeye devam ederler (Arda,
2021a). Plazmidler fonksiyonlarina gore; direng plazmidleri, viriilens plazmidleri, bakteriyosin
tireten plazmidler, toksik organik bilesikleri par¢alayan plazmidler ve konjugatif plazmidler
olmak ftizere 5 gruba ayrilir (Helinski, 2004). Antibiyotik direncine sebep olan plazmidler,
konjugatif 6zellikte olup ¢oklu antibiyotik direncinin tiir iginde ve/veya tiirler arasinda

aktarilmasina sebep olurlar (Halawani ve Shohayeb, 2008).

Salmonella tiirlerinde 1-250 kb arasinda biiyilikligi olan plazmidler belirlenmistir.
Salmonella tiirlerinin bazi suslarinda hi¢ plazmid bulunmazken bazilarinda 10’a yakin farkl
plazmid bulunabilir. Salmonella tiirlerinde 20 kb’dan daha kiigiik olan plazmidlerin fonksiyonu
heniiz bilinmemektedir.Yiiksek molekiiler biiyiikliige sahip olan plazmidler, konjugatif
ozelliktedir ve ¢oklu antibiyotik direncini kontrol ederler. Bu bakterilerde bulunan direng
genleri genellikle transpozonlar ile iligkilidir ve plazmidlerden kromozomlara ya da

kromozomlardan plazmidlere aktarilabilir (Schwarz ve digerleri, 2006).

Salmonella tiirlerinde tespit edilen en yaygin plazmid aracili direng, betalaktam grubu
antibiyotiklere kars1 gelistirilen direng sistemleridir. Betalaktam grubu antibiyotikler;

penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemlerden olusur. Ozellikle penisilinlerin Klinik olarak
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yaygin kullanilmasi, Salmonella suslarinda yiiksek direng gelisimine neden olmustur.
Salmonella tiirlerinde betalaktama karsi gelisen direng, betalaktamaz enzimi tarafindan
saglanmaktadir ve betalaktamaz {iretiminden sorumlu genler genellikle plazmidler iizerinde
kodlanmaktadir. Salmonella tiirlerinde, plazmid ve kromozomal DNA aracili kinolon ve
florokinolonlara karsi direng gelisimi belirlenmistir. En yaygin direng, nalidiksik asite kars1
belirlense de florokinolonlara karsi direng de diisiik diizeyde belirlenmistir. Salmonella
tirlerinde ilk belirlenen kinolon diren¢ mutasyonlari, gyrA ve gyrB genlerinde meydana
gelmistir. Plazmidler {izerinde yaygin olarak kodlanan kinolon direng geni ise gnr genidir. Bu
gen, DNA giraz enzimine baglanarak hiicreleri kinolon inhibisyonundan korur ve genellikle bu
geni igeren plazmidler konjugatif 6zellikte oldugu icin direng hizli sekilde yayilir. Salmonella
tirlerinde aminoglikozidlere kars1 direng; aminoglikozidlerin enzimler araciligi ile
modifikasyona ugratilmasi sonucu olusur. Salmonella genomik adalarinda kodlanan
aminoglikozid agil transferaz enzimleri; gentamisin, kanamisin, tobramisin direncinden
sorumluyken fosfotransferaz enzimleri streptomisine karsi direng gelisiminden sorumludur.
Aminoglikozidlere kars1 direng olusumunda rol oynayan niikleotidil transferazlar, genellikle
integronlara bagli sekilde bulundugu i¢in plazmid ve kromozomal DNA’nin her ikisi iizerinde
de bulunabilirler. Salmonella tiirlerinde fenikol grubu antibiyotiklere kars1 direnci kodlayan
gen, floR genidir. Bu gen Salmonella genomik adalarinda yer alir. Fenikol direncinden sorumlu
herhangi bir plazmid heniiz tespit edilememistir. Tetrasiklinler, klinik olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Salmonella tiirlerinde tetrasiklin direncinin asil mekanizmasi; akis pompalart
ile ilacin hiicre disina atilmasidir. Salmonella tiirlerinde oksitetrasiklin direncinden sorumlu
olan 32 farkli gen tespit edilmistir. Bu genler Salmonella genomik adasi I {izerinde ve bazi
plazmidler iizerinde bulunmustur. Salmonella’nin tedavisinde en uygun tedavi yontemi;
trimetoprim ve siilfonamid kombinasyonlari olarak belirlendigi i¢in bu antibiyotiklere karsi
genig bir direng gelisimi meydana gelmistir. Siilfonamid direncini saglayan sul genleri
icerisinde Salmonella tiirlerinde tespit edilen genler; sull, sul2 ve sul3 genleridir. En yaygin
gen olarak bulunan sull geni; konjugatif transfer yetenegi olan plazmidlere ve integronlara
bagl olarak belirlenmistir. Ayrica sul2 ve sul3 genlerinin de konjugatif plazmidler tarafindan
tasindigr saptanmis, SGA’larda da kopyalar tespit edildigi i¢in bu durumun integronlarin

varlhigiyla ilgili oldugu diistintilmiistiir (Alcaine ve digerleri, 2007).

Transpozonlar: Bakteri kromozomunun farkli yerlerine yerlesebilen veya

kromozomdan plazmide, plazmidden plazmide, plazmidden DNA veya bakteriyofaja
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aktarilabilen; kendi kendine replike olamadigi i¢in kromozom, plazmid veya bakteriyofaj gibi
bir replikon iizerinde bulunan DNA dizileridir. Daha once yerlesik oldugu bolgeyi
kopyalayarak bu bolgeyi farkli bolgelere tasiyabilir ya da bulundugu boélgedeki tiim bilgiyi
alarak farkli bolgelere aktarabilirler. Transpozonlar genom iizerinde veya plazmidlerde devamli
olarak yer degistirdikleri igin mutasyonlara da neden olurlar. Transpozonlar, plazmidle konakg1
kromozomu arasinda da hareket ettikleri i¢in tek veya g¢oklu direng genlerini birbirlerine

aktarabilirler. Boylece, direng genlerinin yayilmasina neden olurlar (Yiice, 2001; Arda, 2021b).

Salmonella genomunda hem kromozomal DNA hem de plazmidler iizerinde ¢ok sayida
farkl1 transpozon kopyast belirlenmistir. Tn1721 transpozonunda, tetrasiklin direncini saglayan
tetA geni bulunur. Tnl721 transpozonu ile betalaktamlara direnci kodlayan Tn3
transpozonunun konjugatif olmayan plazmidler ve kromozom iizerinde birlesik kopyalari
saptanmigtir. Tn5393 transpozonunda, streptomisin direncini saglayan strA ve strB genleri
bulunur. Tn1548 transpozonunda, aminoglikozid direncini saglayan armA geni ve betalaktam
grubu antibiyotiklere direnci saglayan CTX-M-3 betalaktamaz geni bulunur. Daha sonra yapilan
calismalarda ise Salmonella klinik izolatlarinin tiimiinde Tnl1548 transpozonunda
streptomisin/spektinomisin, sulfonamid ve trimetoprim direncini saglayan genlerin bulundugu
bildirilmistir. Salmonella tiirlerinde aminoglikozid grubu antibiyotiklere direng saglayan

genler genellikle intl ve int2 integronlar tizerinde yer almaktadir (Miriagou ve digerleri, 2006).

Integronlar: Coklu antibiyotik direncli ve patojenik bakterilerin genomlarinda yaygin
olarak bulunan, antimikrobiyal direncin tiirler arasinda ya da tiir i¢inde transferini saglayan gen
toplama sistemleridir. integronlar, birden fazla antibiyotik diren¢ gen kasetini yapisinda
bulundurabilirler ve bolgeye 6zgii rekombinasyon yoluyla bu gen kasetlerini entegre etme ve
kesme yetenekleriyle karakterize edilirler (Nield ve digerleri, 2001; Shilpi ve Atul, 2017).
Genomun bir bolgesinden baska bir bdlgesine kendilerini transfer edemezler. Bu ylizden
transpozonlara ve plazmidlere bagli sekilde bulunurlar. integronlar direng integronlar1 ve siiper
integronlar olarak 2 ana gruba ayrilir. Direng integronlari, antibiyotik ve dezenfektanlara kars1
direnci kodlayan gen kasetlerini tasiyan kromozomal DNA, plazmid veya transpozon {izerinde
bulunurlar. Siiper integronlar ise degisik fonksiyonlari olan gen kasetlerini tagtyan kromozomal
yerlesimli biiyiik integronlardir (Koseoglu, 2004). Giiniimiize kadar icerdikleri integraz enzim

geni homolojisi esas alinarak 4 direng integron sinifi tanimlanmistir (Shilpi ve Atul, 2017).

Smif 1 Integronlar: Coklu ilag direncine sahip Salmonella serotiplerinde en yaygin

olarak bulunan ve f{izerinde en ¢ok calisilan integron simifidir. Sekanslanmis bakteri
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genomlarinin yaklasik %9’unda bulunmustur (Deng ve digerleri; 2015; Kaya ve digerleri,
2017). Intl, antimikrobiyal direng genlerini tagiyabilen kasetlerin entegrasyonunu kolaylastirir.
Uzerinde simdiye kadar 60°dan fazla antibiyotik direng gen kaseti belirlenmistir (Nield ve
digerleri, 2001). Bu siniftaki integronlar, cogunlukla insan ve hayvan patojenlerinde bulunarak
klinik izolatlarda yaygin olarak goriiliir. Intl, 6zellikle betalaktam grubu antibiyotiklere,
aminoglikozidlere, kinolonlara ve siilfonamid gibi farkli antibiyotik siniflarina direng
gelisimine katkida bulunabilir. Streptomisin ve spektinomisin direncinden sorumlu aad geni ve
trimetoprim direncinden sorumlu dfrA geni burada yer alir (Deng ve digerleri, 2015). Intl
genellikle Tn21, Tn1696 ve Tnl412 transpozonlar ile birlesik halde bulunur (Miriagou ve
digerleri, 2006; Hradecka ve digerleri; 2008).

Sinif 2 integronlar: Smif 2 integronlar, daha az yaygin olan ve daha az bilinen integron
smifidir. Bu siniftaki integronlar, intl ile benzerlik gosterse de bazi yapisal farkliliklari vardir.
Antibiyotik direncinin yayilmasina 6nemli katkisi oldugu disiiniilen int2’nin; Acinetobacter,
Enterobacteriaceae, Salmonella ve Psuedomonas gibi bazi1 Gram negatif organizma tiirlerinde
yaygin olarak bulundugu rapor edilse de intl ile karsilastirildiginda daha diisikk oranda
bulundugu bildirilmistir. Genellikle aminoglikozidlere (gentamisin, streptomisin, neomisin vb.)
ve betalaktam grubu antibiyotiklere (penisilin, sefalosporin vb.) direnci artiran genleri igerir.
Trimetoprim, streptotrisin ve streptomisin/spektinomisin direncini saglayan dihidrofolat
rediiktaz (dfrAl), streptotrisin asetiltransferaz (satl) ve aminoglikozid adeniltransferaz

(aadAl) gen kesetleri burada yer alir (Deng ve digerleri, 2015).

Smif 3 Integronlar: Bu integron sinifi ilk olarak 1993 yilinda Japonya'da Serratia
marcescens izolatlarindan tanimlanmis ve daha sonra Klebsiella pneumoniae FFUL 22K
susundan blaGES-1 ile iliskili oldugu bulunmustur. Bugiine kadar Salmonella tiirlerinde
tanimlanan tiim sif 3 integronlarin, karbapenemi de igeren genis spekturumlu betalaktam
grubu antibiyotiklere kars1 direng genlerini tagidig: bildirilmistir (Abbasoglu, 2009; Deng ve
digerleri, 2015).

Simif 4 Integronlar: Bu integronlar ilk olarak Vibrio izolatlarinda tespit edilmistir ve
diinya ¢apindaki prevalanslari diger integron siniflarina gére daha diistiktiir. Sinif 4 integronun,

kloramfenikol ve fosfomisine kars1 direng saglayan gen kasetlerini tagidigi bildirilmistir (Shilpi

ve Atul, 2017).
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2.7. S. Infantis’in Salmonellozis’teki Onemi

S. Infantis kaynakl ilk salgin, 1971 yilinda Finlandiya’da bildirilmistir ve bu salginin
kanatli etlerinden kaynaklandig1 belirlenmistir. insanlarda ilk yaygin salmonellozis vakas1 1993
yilinda Danimarka’da meydana gelmis ve bu salgmin domuz etlerinden kaynaklandigi
bildirilmistir (Wegener ve Baggesen, 1996). Sonrasinda S. Infantis suslarinin prevalansi diinya
capinda artarak devam etmis ve tiim diinyada halk sagligini tehdit eden en 6nemli zoonotik
bakterilerden biri haline gelmistir. Insanlarda goriilen salmonellozis vakalarinda en sik izole
edilen serotipler; S. Typhimurium ve S. Enteritidis olarak rapor edilse de son yillarda 6zellikle
gelismekte olan iilkelerde yapilan ¢aligmalarda bu serotiplerin baskinliginin giderek azaldigi,
S. Infantis basta olmak iizere nontifoidal serotiplerin sikliginin arttig1 bildirilmistir (EFSA ve
ECDC, 2021). S. Infantis; ABD’de hayvansal kokenli gidalardan izole edilen en yaygin 6.
serotip, Avrupa’da S. Enteritidis ve S. Typhimurium’dan sonra en yaygin 3. serotip, Tiirkiye’de
ise insanlardaki salmonellozis vakalarindan izole edilen en yaygm 3. serotip olarak rapor
edilmistir (ECDC, 2009; Aviv ve digerleri, 2016; USKP, 2018).

Salmonella Infantis; trettigi viriilens faktor ¢esitliligi ve siirekli yiikselen antibiyotik
direng oranlariyla tedavisi zor ve inat¢1 enfeksiyonlara sebep olarak hem insan hem de hayvan
sagligini tehdit etmektedir. Urettikleri viriilens faktorleri sayesinde; konak hiicreye invazyon,
adezyon, hiicre iginde ¢ogalma, toksin iiretimi, hiicre iginde sag kalim ve sistemik enfeksiyon
olusturma gibi yeteneklere sahip olarak enfeksiyonun siddetini artirabilirler (Van Asten ve Van
Dijk, 2005; Lapierre ve digerleri, 2020). S. Infantis’in salmonellozis vakalarinda etkinliginin
hizl1 bir sekilde artmasinin yani sira son yillarda diinyanin birgok yerinde ve iilkemizde insan,
hayvan ve kanatl1 6rneklerinden izole edilen suslarda MDR nin ortaya ¢ikmasi, enfeksiyonlarin
tedavi edilmesini zorlastirabilir ve saglik sorunlarina neden olabilir (Kaya ve digerleri, 2017;
Bogomazova ve digerleri, 2020; Kiirekci ve digerleri, 2021; Pardo-Este ve digerleri, 2021; Diab
ve digerleri, 2023). Kanatli hayvanlarda goriilen antibiyotik direnci ile MDR’ye sebep olan
genlerin plazmitler, transpozonlar veya integronlar araciligiyla bakteriler arasinda aktarilmast;
bakterinin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasini saglayarak, antibiyotik tedavisinin
etkinligini azaltabilir, ila¢ direncinin yayilmasina yol acabilir ve bu yolla taginan direng genleri
insanlara da bulasabilir. Bu nedenle, Salmonella enfeksiyonlarimin tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerin, halk saghg acisindan da onemi giin gectikge artmaktadir. Ulkemizde

Salmonella enfeksiyonlarinin tedavisinde sik kullanilan antibiyotiklere kars1 direncin ortaya
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cikmasi, giderek artan bir halk saglig1 sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir ¢linkii hayvanlar
kadar insanlar da MDR’ye sahip olan Salmonella tiirleri tarafindan meydana getirilen

enfeksiyonlar1 kapma potansiyeline sahiptir (Kdseoglu, 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. izolasyon Materyali

Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda 2020-2022 yillar1 arasinda 59 broyler i¢ organ, 18 eklem sivisi ve 178 drag svap
orneginden elde edilen toplam 255 Salmonella izolati ¢alisma kapsaminda incelenmistir. Tim
izolatlar, ¢alismanin baslamasina kadar %20 gliserinli Brain Heart Infusion Broth (BHIB)

icerisinde -20°C’de muhafaza edildi.

Bu projenin yapilmasinda, Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (ADU-HADYEK) nun 09.07.2020 tarih ve 64583101/2020/021 sayil1 karar1 ile

etik agidan bir sakinca bulunmadigi bildirilmistir.

3.1.1.1. Drag Svap Orneklerinin Ahnmasi

Drag svabin gazli bez peti, kiimes zeminine konuldu ve sopasindan tutularak kiimes igi
yavasca tamamen dolasildi. Yirmi dakikalik bu islem siiresince, petin kiimes zeminine siirekli
temas etmesine 6zen gosterildi. Alinan drnekler soguk zincir altinda en kisa siirede laboratuvara
getirildi. Drag svabin hazirlanmasi ve kiimes zemininden materyal alinmasi Resim 2’de

gosterilmistir.

Resim 2. Drag svabin hazirlanisi ve kiimes zemininden materyal alinmasi.
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3.1.2. Pozitif Kontrol ve Negatif Kontrol Suslar:

Salmonella izolatlarinin cins ve tiir diizeyinde PZR ile belirlenmesinde pozitif kontrol
olarak S. Typhimurium ATCC 14028, S. Enteritidis ATCC 13076, sekanslanmig Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Infantis saha izolati; negatif kontrol olarak Escherichia coli
ATCC 25922 suslar1 kullanildi. Antibiyotik duyarlilik testlerinde kalite kontrol susu olarak da
E. coli ATCC 25922 susundan faydalanildi.

3.1.3. Besiyerleri

On zenginlestirme igin Buffered Pepton Water (BPW), selektif zenginlestirme icin
Modifiye Yar1 Kati Rappaport Vassiliadis Medium (MSRV) ve Mueller Kauffmann
Tetrathionate Novobiocin Broth (MKTTn), selektif kat1 besiyerine zenginlestirme amagli ekim
icin XLD, izolatlarin pasajlanmasi i¢in MacConkey Agar (MCA) ve %7 koyun kani olan
Columbia Agar (CA), serolojik ve biyokimysal testlerin yapilmasi igin Nutrient Agar ve
Nutrient Broth, antibiyogram yapilmasi i¢in Nutrient Broth ve Mueller-Hinton Agar (MHA) ve
izolatlarin uzun siireli saklanmasinda %20 gliserinli Brain Heart Infusion Broth kullanildi
(Liofilchem, Italya).

3.1.3.1. Tamponlanms peptonlu su

Buffered pepton water, TS EN ISO 6579-1 (2017)’e gore Salmonella spp. izolasyonunda
On zenginlestirme asamasi i¢in segici olmayan bir ortam olarak kullanilmaktadir. Besiyeri
icerisinde bulunan pepton, amino asit ve proteinleri saglar. Sodyum klorit, ortamin ozmotik

dengesini korur. Disodyum fosfat ve monopotasyum fosfat tamponlama maddeleridir.

Formiili (g/1):
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DiISOAYUM FOSTAL .....veeeiiiieie et 359

MONOPOOLASYUM FOSTAL ........eoueiiiiiiciiese s 1549
DISTIE SU ..ttt bbbt bbbt 11
pH=7,0 £ 0,2
Hazirlanmasi:

Bir litre distile su i¢cinde 20 g toz siispanse edildi. Mikrodalga firinda tamamen eriyene

kadar kaynatildi. 121°C'de 15 dakika sterilize edilerek 225 ml ve 10 ml olacak sekilde dagitildi.

Kullanimi ve Degerlendirmesi:

On zenginlestirme icin 6rnekler 1:9 oraninda BPW igerisine ekildi. Iyice homojenize
edildikten sonra, 37+1 °C'de 16-20 saat inkiibe edildi. Hazirlanan besiyeri berrak, agik kehribar
rengindedir. EKimin yapilmasi ve inkiibasyon siiresinin dolmasindan sonra besiyerinde goériilen

bulaniklik, mikrobiyal tiremeyi gostermektedir (Liofilchem, 2011).

3.1.3.2. Modifiye yar1 kati rappaport vassiliadis besiyeri

Modifiye Yar1 Kati Rappaport Vassiliadis Medium besiyeri, ISO 6579-1 (2017)'e gore
hayvan digskisinda ve g¢evresel Orneklerde hareketli Salmonella tiirleri i¢in segici olarak
zenginlestirme besiyeri amaciyla kullanilmaktadir. Hayvan ve bitki dokularinin sindirim
enzimleri ve kazeinin asit hidrolizati bakterinin tiremesi igin gerekli olan amino asitleri,
nitrojeni, karbonu, vitaminleri ve mineralleri saglar. Sodyum klorit, ortamin ozmotik dengesini
korur. Potasyum dihidrojenfosfat tampondur. Magnezyum klorit, ozmotik basinci yiikseltir.
Malasit yesili (oksalat) Salmonella spp. disindaki organizmalari inhibe eder. Novobiocin

cogunlukla Gram pozitif bakterilere kars1 aktif secici bir ajan olarak eklenir.

Formiili (g/l):

Hayvan ve bitki dokularinin sindirim enzimleri ...........cccccoovvviiiniinnin e 469
Kazeinin asit hidrolizatl ..o 4649
SOAYUM KIOTTE 1.t 7,30
Potasyum dihidrojenfosfat ..........ccoooieiiiiiicc e 159



Magnezyum KIOFE (SUSUZ) .....ccveeeeiiieiiieiesiie ettt sttt nneas 1099

Malagit yesili (OKSAIAL) ......c.ooeeiiiieiieci s 0,049
o L | PP PPPRRUPRPPY 2,79
DISTIE SU ..ttt ettt bbbt 11

pH=5,2 £ 0,1 (25°C)
Hazirlanmasi:

Bir litre distile su ile 31,6 g toz besiyeri siispanse edildi. MSRV besiyerinin otoklavda
sterilize edilmesi uygun olmadig1 icin besiyeri tamamen eriyene kadar siirekli ¢alkalanarak 1
dk boyunca yavas yavas kaynatilarak ¢6ziinmesi saglandi ve sonrasinda 45-50°C'ye kadar
sogutuldu. Aseptik olarak, her biri 5 ml steril distile su ile sulandirilmis 1 sise Novobiocin
Supplement igerigi karisima eklenerek iyice karistirildi ve petri kaplarina dokiildi. 2-8°C’de
buzdolabinda saklandi. Hazirlanan besiyeri hafif opak, mavi renkte ve yari kati jel

goriiniimiindeydi.

Kullanimi ve Degerlendirmesi:

On zenginlestirme kiiltiirii olan BPW’un iist yiizeyinden, 0,1 ml otomotik bir pipetle
alinarak ii¢ esit damla halinde yaklasik 2 cm?’lik bir eskenar iiggen olusturacak bigimde MSRV
besiyerinin orta noktasina birbirinden ayr1 ve temassiz olarak birakildi. 41,5 + 1°C'de 18-27
saat inkiibe edildi. Tiim asamalar boyunca plaklar hi¢bir sekilde asir1 oynatilmadi ve ters
cevrilmedi. Inkiibasyon sonunda ekim alaninda olusan gri-beyaz bulanik bolgeler, hareketli
Salmonella spp. iredigini gostermektedir. Hareketli mikroorganizmalar ilk ekim yapildigi
noktadan baslayan bir halkasal yayilma gosterirler. Besiyerinin ekim alaninin etrafinda
mavi/yesil kaldig1 negatif plaklar, 18-27 saat daha inkiibe edilmelidir. Alt kiiltiir; pozitif
plaklardan inokiilim migrasyon bolgesinin en uzak kenarindan alinarak gergeklestirildi

(Liofilchem, 2022).

3.1.3.3. Mueller Kauffmann tetrathionate novobiocin broth

MKTTn broth, TS EN 1SO 6579-1 (2017)’e gore hareketli Salmonella spp.’nin su, gida

maddeleri, diski 6rnekleri ve cevresel 6rneklerden izolasyonunda selektif zengilestirme asamasi
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icin secici bir ortam olusturmak amaciyla MSRV besiyeri ile paralel olarak kullanilir.
Besiyerinde bulunan kazein ve et ektratinin enzimatik sindirimi; bakterinin ihtiya¢ duydugu
nitrojen, karbon, kiikiirt ve diger temel biiylime faktorlerini saglar. Sodyum Klorit ortamin
ozmotik dengesini korur. Kalsiyum karbonat ortamin tampondur. Safra tuzlari, brilliant green
ve novobiyosin, komensal mikroorganizmalari inhibe ederek Salmonella izolasyonunu
kolaylastirir. Iyot-iyodiir ¢dzeltisinin sodyum tiyosiilfat iizerindeki etkisinden kaynaklanan

tetratiyonat tiretimi, koliform bakterileri ve bagirsak bakterilerinin ¢ogunu inhibe eder.

Formiilii (g/1):

Kazeinin enzimatik Sindirimi ... 8,60
| A5 7 1 ¢ 5 A 43¢
SoAYUM KIOTIE ..., 2,60
Kalsiyum Karbonat ........ ..o e 38,79
Sodyum tiyosUIfat (SUSUZ) ....vvieiieiiii e e 30,59
Safra tUZIarT ..o 478 ¢
Brilliant green ... 9,6 mg
NOVODIOSIN ..ttt e e 0,049
LOTINE e 409
POtaSYUM T0AINE ...\t e e 509
DS SU. ..ot 11
pH=8,2 + 0,2

Hazirlanmast:

Besiyeri ticari olarak 10 ml tiiplerde temin edildi. Kullanilincaya kadar 2-8°C sicaklikta

buzdolabinda saklandi. Hazirlanan besiyeri agik mavi/yesil renktedir.

Kullanimi ve Degerlendirmesi:

10 mL MKTTn i¢ine 1,0 mL 6n zenginlestirme kiiltiirii aktarildi ve 37+1 °C'de 24+3
saat inkiibe edildi. Ekim yapilmasi ve inkiibasyon siiresinin dolmasindan sonra besiyerinde
goriilen bulaniklik, mikrobiyal iiremeyi goOstermektedir. Siire sonunda {ireme olan

besiyerlerinden 6ze ile XD Agar’a gegildi (Liofilchem, 2009).
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3.1.3.4. Ksiloz lizin deoksikolat agar

Xylose Lysine Deoxycholate agar gidalardan, ¢evresel ve klinik 6rneklerden izole edilen
Enterobacteriaceae ailesindeki yer alan 6zellikle Salmonella ve Shigella tiirlerinin izolasyonu
icin kullanilan segici bir besiyeridir. Maya 0ziitii vitamin kaynagidir. Sodyum klorit, ortamin
ozmotik dengesini korur. Ksiloz, laktoz ve siikroz fermente olabilen karbonhidratlardir. Lizin
dekarboksilaz substrattir. Sodyum tiyosiilfat ve ferrik amonyum, alkali kosullar altinda hidrojen
stlfir tretiminin gostergeleri olarak kullanilir. Fenol kirmizisi pH indikatoridir. Sodyum

deoksikolat Gram pozitif bakterilerin ¢ogunu inhibe eden segici bir ajandir.

Formuli (g/1):

Maya EKSTrAKLL ..ooueiiiieiiicic et 300
SOAYUM KIOTTE .. 509
[T [ 7SR 3,759
LAKEOZ ...ttt e reereenes 750
1] € 4o Y/ 7549
I 74| 5049
Sodyum tiyOSTITAL ........ooiiiiei e 6,89
Demir (1) @amonyum SIEFAL ..........coeiieeiicie e 0,89
FEenol KITMIZIST coocvvviiiiiiiiiieeee e 0,089
SOAYUM dEOKSIKOIAL ..ot 109
AL < 1509
DISHIE SU . 11

pH=7,4£0,2 (25°C)
Hazirlanmasi:

Bir litre distile su ile 55,4 g toz besiyeri siispanse edildi. XLD agarin otoklavda sterilize

edilmesi uygun olmadigi i¢in besiyeri tamamen eriyene kadar siirekli karistirilarak mikrodalga
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firnda tamamen ¢6ziinmesi saglandi ve sonrasinda 45-50°C'ye kadar sogutulup steril petri

kaplarina 12,5'er mL dokiildii. Hazirlanan besiyeri kehribar rengindeydi.

Kullanimi ve Degerlendirmesi:

MKTTn ve MSRYV besiyerlerinden XLD agara ekim yapildi ve aerobik olarak 37+1°C'de
48 saate kadar inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kolonilerin rengi su sekilde yorumland:
Salmonella spp., Edwarsiella spp. siyah merkezli kirmizi; Shigella spp., Providencia spp.,
Pseudomonas spp., Salmonella Paratyphi (H>S-negatif suslar) kirmizi; Salmonella Thyphosa
(ksiloz pozitif suslar) turuncu; E. coli, Enterobacter spp., Aeromonas spp., Klebsiella spp.,
Serratia spp. sari; Citrobacter spp. (laktoz pozitif suslar) sar1 koloniler bazen siyah merkezli;

Proteus spp. sar1 ve siyah merkez ile sar1 koloniler olusturmaktadir (Liofilchem, 2015a).

Petrilerdeki tipik kolonilerden 5 tanesi isaretlendi. Bir tanesine biyokimyasal testler
uygulandi. Secilen bu koloninin Salmonella spp. negatif olmasi durumunda geriye kalan 4
koloniye daha biyokimyasal testler uygulandi (ISO 6579-1, 2017).

3.1.3.5. Kolumbia kanh agar

Kolumbia kanli agar klinik oOrneklerden mikroorganizmalarin izolasyonu ve

identifikasyonu i¢in yiiksek besin degerine sahip genel amagh bir besiyeridir.

Formuli (g/1):

T 0] (0] o RPN 23,09
LA T 1 7 R R 10g
SOAYUM KIOTIE ..o e e e 590
A e e 149
DISHHE SU ...t e 11

pH=7,3 £0,2 (25°C)
Hazirlanmasi:

Bir litre distile su ile 43 g toz besiyeri siispanse edildi. Mikrodalga firinda tamamen

eriyene kadar karigtirilarak kaynatildi. Karisimin pH’s1 7,3+0,2 olacak sekilde ayarlanarak
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otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Besiyeri 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
%5-7 oraninda steril defibrine koyun kani ilave edilerek petri kaplarina dokiildii. Hazirlanan

besiyeri parlak kirmizi renkteydi.

Kullanimi ve Degerlendirmesi:

Omek dogrudan agar yiizeyine siirme yontemi ile inokiile edildi. Izolasyonu yapilan
Salmonella spp. siipheli koloni zenginlestirme islemi i¢in kanli agara pasajlandi. Aerobik
ortamda 36°C+1 arasinda 18-48 saat inkiibasyona birakildi (Liofilchem, 2003).

3.1.3.6. MacConkey agar

MacConkey Agar, laktozu fermente edebilen ve edemeyen Gram negatif basillerin diski,
idrar, gida maddeleri, atik su ve diger sthhi malzemelerden ayrimini saglayan segici bir
besiyeridir. Bilesiminde bulunan et ve kazeinden elde edilen pepton ve jelatinin pankreatik
sindirimi ortama mikroorganizmalarin biiyiimesi igin; amino asitleri, nitrojeni, karbonu,
vitaminleri ve mineralleri saglar. Laktoz fermente olabilen bir karbonhidrattir. Sodyum Klorit,
ortamin ozmotik dengesini korur. Safra tuzlar1 ve kristal viyole Gram pozitif organizmalar1
inhibe eden ve Gram negatif bakterilerin biiylimesine izin veren segici bir ajanlardir. Notr

kirmizis1 pH indikatortidiir.

Formuli (g/1):

Jelatinin pankreatik SINirimi ... 17,09
EHEN PEPION ..o e 159
Kazeinden PePtON ..o e e e 159
LKEOZ .ottt e 10,09
SOAYUM KIOFIE .« .o e, 50¢9
SAfTA TUZIATT .. oeeee e e 159
N - | PP 15,049
I\ Lo 15 21 B ST 4 111 74 PP 0,03¢g
KEStal VIYOIE ..o, 0,001 ¢



IS SU ..ottt 11
pH=7,1+0,2 (25°C)
Hazirlanmast:

Bir litre distile su ile 51,5 g toz besiyeri mikrodalga firinda tamamen eriyene kadar
karistirilarak kaynatildi. Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanan besiyeri

hafif opak, pembe-kirmizi renkteydi.

Kullanimi ve Degerlendirmesi:

Ornek dogrudan agar yiizeyine siirme yontemi ile inokiile edildi. Ekim yapilan petriler
acrobik olarak 35+ 2°C'de 18-24 saat inkiibe edildi. Salmonella spp., Shigella spp. ve Proteus
spp. gibi laktozu fermente etmeyen organizmalar renksiz veya berrak koloniler olusturur. E.
coli ve Klebsiella spp. gibi laktozu fermente eden mikroorganizmalar ise pembe-kirmizi
koloniler olusturmaktadir. Bu besiyerinde enterokok, stafilokok ve diger Gram pozitif

bakteriler kismen veya tamamen inhibe edilmektedir (Liofilchem, 2015b).

3.1.3.7. Nutrient agar

Nutrient Agar (NA) klinik ve klinik olmayan Orneklerde gii¢ iireyen bakterilerin
kiiltivasyonu i¢in kullanilan genel amacli bir besiyeridir. Besiyeri icerisinde bulunan et
ekstrakti ve pepton, bakterilerin biiyiimesi i¢in gerekli olan azotu, vitaminleri, mineralleri ve

amino asitleri saglar.

Formiilii (g/1):

Bt EKSIAKLL « . e oeeeee e, 3040
P ON L. e e 5049
F N L | IR 15,09
DISHHIE SU .o 11
pH 6,8 + 0,2 (25°C)

Hazirlanmasi:
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Bir litre distile su icinde 23,0 g toz siispanse edilerek mikrodalga firinda tamamen eriyene
kadar karigtirilarak kaynatildi. Otoklavda 121°C 15 dakika sterilize edildi. Petri kutularina

dagitildi. Hazirlanan besiyeri opak ve agik kehribar rengindedir.

Kullanimi ve Degerlendirmesi:

Stipheli kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak tek koloni diisecek sekilde ekim yapildi.
Aerobik olarak 35+2°C'de 18-24 inkiibe edildi (Liofilchem, 2018).

3.1.3.8. Nutrient broth

Nutrient Broth (NB), klinik 6rneklerden ve diger materyallerden gesitli organizmalarin
kiiltivasyonu i¢in kullanilan sivi  bir besiyeridir. Sigir eti ekstrakti  ve pepton
mikroorganizmalarin biiyimesi i¢in bakteriye amino asitleri, azotu, karbonu, vitaminleri ve

mineralleri saglar. Maya ekstrakti vitamin kaynagidir. Sodyum klorit ozmotik dengeyi korur.

Formiila (g/1):

S181r eti eKStraktl. ...oe ot 1,09
P 0N, .. 509
Maya @KSEraKLL. ...t 204g
SOAYUM KIOTIE. ... e 500
DISHIE SU ... 11

pH=6,8 £ 0,2 (25°C)
Hazirlanmasi:

Bir litre distile su ile 13 g toz besiyeri siispanse edildi. Mikrodalga firinda tamamen
¢cozlinene kadar calkalanarak kaynatildi. Tiiplere 5 ml olacak sekilde dagitildi ve otoklavda
121°C'de 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanan besiyeri berrak-hafif opak ve agik kehribar

rengindedir.

Kullanimi ve Degerlendirme:
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Ureyen kiiltiirden bir 6ze yardimu ile tek koloni alinarak 35+2°C'de 18-24 saat inkiibe
edildi. Besiyerinde siire sonunda goriilen bulaniklik, mikrobiyal biiyiimeyi gosterir

(Liofilchem, 2017).

3.1.3.9. Mueller hinton agar

Mueller Hinton Agar (MHA), Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti (CLSI, 2023)
tarafindan standartlastirilan, yaygmm ve hizli bliyliyen aerobik mikroorganizmalarin disk
difiizyon teknigi (Kirby-Bauer yontemi) ile antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in Onerilen bir
besiyeridir. Besiyerinde bulunan kazeinin asit hidrolizati ve sigir ekstraktinin,
mikroorganizmalarin biiytimesini destekleyen amino asitleri, nitrojeni, mineralleri, vitaminleri,
karbonu ve diger besinleri saglar. Nisasta, ortamda bulunabilen toksik molekiillere karsi
koruyucu bir kolloid gorevi goriir. Otoklavlama sirasinda nigastanin hidrolizi, enerji kaynagi

olan az miktarda glikoz saglar.

Formuli (g/1):

S18Ir €t eKStraktl .. .o.e e 2,049
Kazeinin asit hIAroliZatl .......oovee i e e e 17,59
BN ] o R TP 15¢9
N0 - | PR 17,09
DISTIE SU . 11

pH=7,3 £0,2 (25°C)
Hazirlanmasi:

Bir litre distile su ile 38 g toz besiyeri siispanse edildi. Mikrodalga firinda tamamen
¢oziinene kadar c¢alkalanarak kaynatildi. Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edildi. 45-
50°C'ye kadar sogutularak aseptik kosullarda petri kutularina dagitildi. Hazirlanan besiyeri
opak sar1 ve agik kehribar rengindedir.

Kullanimi ve Degerlendirme:
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Dogrudan koloni siispansiyonundan veya biiylime yonteminin kullanilmasiyla
olusturulan test organizmasindan standart bir siispansiyon hazirlandi. Ayarlanmis siispansiyona
steril bir pamuklu c¢ubuk batirilarak siispansiyon tim agar ylizeyine inokiile edildi.
Antimikrobiyal diskler, kiiltiir inokiile edilmis olan agar yiizeyine uygun sekilde yerlestirildi.
Aerobik olarak 35+2°C'de 16-18 saat inkiibe edildi (Liofilchem, 2015¢). inkiibasyondan sonra,
diskin ¢ap1 dahil olmak {izere tam inhibisyon bolgesinin ¢ap1 OSlgiilerek boyutu mevcut

prosediirlere gore duyarli (S), orta duyarli (1) ve direngli (R) olarak yorumlandi (CLSI, 2023).

3.1.3.10. Brain hearth infusion broth

Brain heart infusion broth klinik 6rneklerden, yiyeceklerden ve gevresel orneklerden
alan aerobik ve anaerobik bakteriler dahil olmak iizere gii¢ lireyen mikroorganizmalarin
kiiltivasyonu igin kullanilan sivi bir besiyeridir. Igerisine %10 veya %20 gliserin ilavesi
yapilarak mikroorganizmalarin uzun siire saklanmasi amaci ile de kullanilmaktadir. Besiyeri
icerisinde bulunan hayvan dokularinin enzimatik sindirimi ve beyin inflizyonu;
mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in amino asitleri, nitrojeni, karbonu, vitaminleri ve
mineralleri saglar. Glikoz karbonhidrat kaynagidir. Sodyum klorit ortamin ozmotik dengesini
korur. Disodyum fosfat tamponlama maddesidir.

Formuli (g/1):

Hayvan dokularinim enzimatik sindirimi ................ccoviiiiiiiiiiiiiene, 10,09
Buzagi beyni Inflizyonu (SUSUZ) .........o.oirieintiiieeee e 12,59
Kurutulmus sigir kalbi inflizyonu .............oooiiiiiiiii e, 509
GlIKOZ .o 2,09
SOAYUM KIOTE ...t e e 5049
Disodyum hidrojen fosfat (SUSUZ) ........c.ooniiiiie e, 2,590
DISTHIE SU .t 80 ml

pH=7,4 £0,2 (25°C)

Hazirlanmast:
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Besiyeri 37 g tartild1 tizerine 80 ml distile su ve 20 ml gliserin eklendi. Mikrodalga firinda
homojenize oluncaya kadar iyice karistirildi. Besiyeri, 1,5 m1’lik ependorf tiiplere 1 ml olacak
sekilde dagitildi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

Kullanimi ve Degerlendirme:

Ureyen saf kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak besiyeri igerisinde siispanse edildi.
36+1°C'de 6-8 saat inkiibe edildi. Besiyerinde siire sonunda goriilen bulaniklik, mikrobiyal
biiyiimeyi gosterir. Ureyen stok kiiltiir -20°C’de tekrar kullanilincaya kadar sakland:
(Liofilchem, 2020).

3.1.3.11. Ure indol besiyeri

Bu besiyeri izolatlarin iire ve indol olusumlarini incelemek igin kullanildi. Besiyeri
bilesimindeki tek karbon kaynagi iiredir. Besiyeri igerisindeki tireyi kullanan bakteriler
inkiibasyon siiresi sonunda amonyak olusturarak ortamin alkaliye doniismesine neden
olmaktadir. Indol testi mikroorganizmalarin triptofan1 ayristirarak indol meydana getirebilme

yetenegini belirlemek i¢in kullanilir.

Formili (g/1):

L-trIPEOTAN .o 0,39
Potasyum dihidrojen fOSTat ...........ccoviiiiiii e 0,1¢g
Dipotasyum hidrojen fOSTat ...........ccoveiiiiiic e 0,19
AN F= T T 0,559
L0 OO PR PR 0,29
ELANO01 (Y0957T1K) .ottt 1ml
FENOI red (900,2711K) v.ovvieiiiieiie ittt ettt e et e e e 125¢g
DISHHE SU .. 11

pH= 7,2+0,2 (25°C)

Hazirlanmast:

41



Karisim iyice karistirildiktan sonra filtre edilerek (milipor 0,22 mikron) 1 ml’lik steril

tiiplere dagitildi. Hazirlanan besiyeri agik pembe renktedir.

Kullanimi ve Degerlendirme:

Besiyeri igerisine siipheli kiiltiir ekimi 6ze ile yapildiktan sonra besiyeri 36+1°C'de 24-
48 saat inkiibe edildi. Eger mikroorganizma iircaz sentezleme yeteneginde ise besiyeri
icerisindeki iireyi pargalar ve bu da besiyerinin renginin inkiibasyon periyodu sonunda saridan
kirmiza doniismesi ile belirlenir (iire parcalanarak alkali bir {iriin olan amonyak olusur). indol
olusumu i¢in inkiibasyon periyodu sonunda besiyeri tizerine 0,5 ml kovaks ayraci ilave edilir.
Indol pozitif suslar besiyeri iizerinde kirmizi, negatif suslar sar1 bir halkanin olusumuna neden

olur. Salmonella spp. iire ve indol negatif olarak reaksiyon verir (Bekar, 1997).

3.1.4. Boya ve Ayraglar

3.1.4.1. Gram boyama seti

Izolatlarin Gram boyanma morfolojilerinin belirlenebilmesi amaciyla ticari olarak temin
edilen Gram boyama seti (Merck 111885), oda 1sisinda saklands. Izolatlariin saf kiiltiirlerinden
alian koloniler, lam tizerinde fizyolojik tuzlu su ile siispanse edildi. Havada kurutularak tespit
edildi. Bir dakika kristal viyole ile muamele edildikten sonra boya dokiiliip distile su ile yikandi.
Preparat lizerine lugol damlatild1 ve 1 dakika bekletildikten sonra distile su ile yikanarak, alkol
(%95°1ik) ile 15 saniye muamele edildi. Preparat tekrar su ile yikandiktan sonra safranin boyasi
ile 30 saniye boyandi ve son olarak tekrar yikandi. Kurutulan preparatlar mikroskopta 100x’lik

immersiyon objektifinde incelendi (Quinn ve digerleri, 2011).

3.1.4.2. Kovaks indol ayraci

Izolatlarin indol aktivitelerinin belirlenebilmesi amaci ile kullanima hazir olarak temin

edilen kovaks indol ayraci (Merck 109293) 2-8°C’de saklandi.
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3.1.4.3. Oksidaz ayraci

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraselliiler bir enzim olan oksidaz
enziminin (sitokrom C oksidaz) varligini ortaya koymak i¢in oksidaz testi kullanilmaktadir.
Oksidaz ayrac1 (Oxoid, BR 64) ticari olarak temin edildi ve oksidaz test kiti buzdolabinda (2-
8°C) saklandi. Oksidaz seridi tizerine, 6ze ile siipheli koloniden alinarak siirtildii. 10-60 saniye
icinde mavi-lacivert renk olusmasi testin pozitif oldugunu, renk degisikliginin olmamasi testin

negatif oldugunu gostermektedir. Salmonella spp. oksidaz negatiftir (Quinn ve digerleri, 2011).

3.1.4.4. Hidrojen peroksit

Bakterilerin katalaz enzim aktivitesini belirlemek amaciyla kullanilan hidrojen peroksit
(H202, %3) ticari olarak temin edildi. H20», siispanse bakteri kolonisi {izerine damlatilarak

katalaz enzim varliginin test edilmesi amaciyla kullanildi.

3.1.5. Antiserumlar

Salmonella Omnivalent antiserumu (Denka Seiken, Japonya) siipheli izolatlarin serolojik

olarak dogrulanmasi amaci ile lam agliitinasyon testinde kullanildu.

3.1.6. Antibiyotik Diskleri

Calismada izolatlarin antimikrobiyal ajanlara karsi direncglerinin belirlenmesi amaciyla
hepsi Oxoid marka ampisilin (AMP, 10 ng), amoksisilin/klavulanik asit (AMC, 20/10 png),
gentamisin (CN, 10 pg), tetrasiklin (TE, 30 pg), siprofloksasin (CIP, 5 pg),
trimetoprim/sulfametoksazol (SXT, 1,25/23,75 pg), kloramfenikol (C, 30 ug) ve nitrofurantoin
(F, 300 pg) diskleri kullanildi. Diskler kullanilincaya kadar 2-8°C’de saklandi.
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3.1.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.1.7.1. Soliisyon ve boyalar

3.1.7.1.1. Tris, borik asit, EDTA (TBE) buffer

PZR ¢alismalarinda kullanilmak iizere stok soliisyon olarak 10X TBE hazirlandi.

10X TBE Stok Soliisyonu:

Formiili (mg/ml):

Tris Base [tris (hydroxymethyl)aminomethane] ..........cccccoovviieiininiee 108 ¢
BOIK ASIT ...t e e re e 559
B D T A bbb E bbbttt 759
DISTHE SU ... 800 ml
Hazirlanmast:

Karisim 800 ml distile su igerisinde eritildi. Sonrasinda, hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

Ph 8,0’e ayarlandi ve 121°C’de 15 dk otoklavda sterilize edilerek oda 1sisinda saklandi.
0,5X TBE Kullanma Soliisyonu:

Formiili (mg/ml):

10X TBE Stok SOIISYONU .....cviiiiiiiiieieieiieite st 50 ml
(DT ES 1 LT O TRRR 950 ml
Hazirlanmasi:

Karigtirilarak soliisyon hazirlandi. Hazirlanan bu soliisyon, hem agaroz jel hazirlamada

hem de elektroforez isleminde kullanildi.
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3.1.7.2. Yiikleme tamponu

Elektroforez islemi esnasinda yiikleme tamponu olarak kullanildi.

Formiula (mg/ml):

Bromofenol MaViSi..........ouiirii 25 mg
Ksilen siyanol FF. ... 25mg
GlISEIOL. ..ot 3,3ml
DBIYONIZE SU. ...ttt e, 6,7 ml
Hazirlanmasi:

6,7 ml deiyonize su igerisine 25 mg bromofenol mavisi ve 25 mg ksilen siyanol FF
eklenerek iyice karistirildi. Daha sonra karisimin tizerine 3,3 ml gliserol eklendi ve karistirildi.

Karigim ependorf tiiplere boliinerek uzun siireli depolama igin -20°C'de saklandi.

Kullanimi:

Karigim toplam 6 pl (1 pl yiikkleme tamponu 5 pl amplikon) olacak sekilde hazirlanarak
agaroz jel iizerindeki kuyucuklara yiiklendi (Cytographica, 2007).

3.1.7.3. Primerler

Fenotipik olarak Salmonella spp. oldugu tespit edilen izolatlarin cins ve tiir diizeyindeki
identifikasyonlar1 spesifik primerler kullanilarak gerceklestirilen multipleks; viriilens gen ve
integron gen varligi ise monopleks polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile incelendi. PZR
ile Salmonella’larin cins diizeyindeki identifikasyonunda Salmonella spp. tespiti i¢in uygun bir
gen oldugu kanitlanmis olan invA geni kullanilirken; serovar Enteritidis’in tespitinde sefA,
serovar Typhimurium’un tespitinde spy, serovar Infantis’in tespitinde ise fljB genlerinin varligi

incelendi.

S. Infantis igin pozitif kontrol susu, 16S rRNA {iiniversal primerleri ile gergeklestirilen
PZR sonrasinda sekans analizi ile elde edildi. Salmonella izolatlarinin cins ve tiir diizeyinde

identifikasyonlarinda kullanilan primerler Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6. Salmonella izolatlarinin identifikasyonunda kullanilan primerler.

Primer Gen Primer Dizini (5’ - 3°) Tm | Bityiikliik Kaynak
(°O) (bp)
invA-F TnvA TTGTTACGGCTATTTTGACCA | 55,0
invA-R (Salmonella spp.) | CTGACTGCTACCTTGCTGATG 61,0 521 (Cortez ve
sefA-F sefA GCAGCGGTTACTATTGCAGC | 56,0 digerleri, 2006)
sefA-R (S. Enteritidis) | TGTGACAGGGACATTTAGCG | 60,0 330
spy-F Spy TTGTTCACTTTTTACCCCTGAA | 56,6 (De Freitas ve
spy-R (S. Typhimurium) | CCCTGACAGCCGTTAGATATT | 59,4 401 digerleri,2010)
558-F FljB AACAACGACAGCTTATGCCG 57,3 (Kardos ve
1275-R (S. Infantis) CCACCTGCGCCAACGCT 60,0 727 digerleri, 2007)
(Edwards ve
165-20 16SIRNA | AGAGTTTGATCCTGGCTCAG | 580 | 1371 | CEerieri%89)
165-1390 GACGGGCGGTGTGTACAA 58,0 gg:rrllgri,w%) "

Tm: Primerlerin baglanma sicakligi

Calismada izole edilen S. Infantis izolatlarinda integron varligi, int genlerinin integraza

Ozgii fragmanlarmin PZR amplifikasyonu ile tespit edildi. Calismada integron genlerinin

belirlenmesinde kullanilan primerlerin hedef genleri, sekanslari, amplikon uzunluklari, Tm

sicakliklar1 ve kaynaklari Tablo 7°de verilmistir. Amplifikasyonu yapilan tiriinlerin beklenen

boyutlarda bant olusturmalar1 halinde izolatlar int geni tasiyor olarak kabul edildiler.

Tablo 7. integronlarin belirlenmesinde kullanilan primerler.

Primer Primer dizini (5°-3°) Biyiklik Kaynak
Gen (°C) (bp)
intlF CCTCCCGCACGATGATC 57,2
) . (Bass ve digerleri, 1999)
intlR | integraz | TCCACGCATCGTCAGGC 57,2 280
int2F TTATTGCTGGGATTAGGC | 516 (Goldstein ve digerleri,
int2R | Integraz | ACGGCTACCCTCTGTTATC | 57,3 233 2001)

Tm: Primerlerin baglanma sicaklig

Calismada izole edilen S. Infantis izolatlarinda 10 viriilens geni (SopB, pipD, SopE, sifA,

spaN, stn, spvC, slyA, hilA, spvR)

PZR ile incelendi. Calismada viriilens genlerin
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belirlenmesinde kullanilan primerlerin hedef genleri, sekanslari, amplikon uzunluklari, Tm

sicakliklart ve kaynaklar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Viriilens genlerin belirlenmesinde kullanilan primerler.

Tm(EC) | Biiyii
Primer Gen Primer dizini (5°-3°) klik | Kaynak
(bp)
sopBF Salmonella dig AGCTATAATGCCGAGGCGCTACAT 65,3 (Revolledo ve
sopBR | Membran protein B | 1ot 16 6GCTAACATGGCAAGGE 65,3 206 | Fereira 2010)
pPipDF | SPA-1ileiliskili | CGGCGATTCATGACTTTGAT 56,4 (Zishiri ve
pipDR | 13SSefekidrgent | oorr AT ATTCGGATCGTAA 54,3 g5o | digerleri, 2016)
SOpEF Salmonella dis ACACACTTTCACCGAGGAAGCG 64,0 (Prager ve
sopER | Membran proteinE | o A T GCCTTCTGATGTTGACTGG 64,7 g9g | digerleri, 2003)
SITAF Salmonella TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG 718 (Dudek ve
SifAR kaynaklt filament A | 1 0T TTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT | 7211 agg | digerleri, 2019)
spaNF Nanfagositik AAAAGCCGTGGAATCCGTTAGTGAAGT 66,8 (Dudek ve
spaNR | Pucreselinvazyon | o p o5 cTGGGGATTACCGTTTTG 66,4 5oq | digerleri, 2019)
stnF Enterotoksin TTGTGTCGCTATCACTGGCAACC 57,4 (Murugkar ve
StnR kodlayan gen ATTCGTAACCCGCTCTCGTCC 58,4 g7 | digerleri, 2003)
spvCF Salmonella viriillens | CGGAAATACCATCTACAAATA 65,3 (Swamy ve
spucr | Plazmidi CCCAAACCCATACTTACTCTG 65,8 gog | digerleri, 1996)
slyAF Transkripsiyonel GCCAAAACTGAAGCTACAGGTG 62,1 (Revolledo ve
SiyAR | enievici CGGCAGGTCAGCGTGTCGTGC 69,2 700 | Ferreira 2010)
hilAF Hiper invaziv CGGAAGCTTATTTGCGCCATGCTGAGGTAG | 73,5 (Cardona-Castro
hilAR lokusu GCATGGATCCCCGCCGGCGAGATTGTG 75,9 gss | Ve digerleri, 2002)
SpVRF Salmonella viriillens | ATGGATTTCATTAATAAAAAATTA 49,9 (Wu ve digerleri,
spvRR | Plazmidi TCAGAAGGTGGACTGTTTCAGTTT 61,8 goa | 2010)
Tm: Primerlerin baglanma sicaklig
3.1.7.4. Agarose jel

Formiilii (g/ml):

AGAr0SE (SIGIMA) ..eeivvieiiieiiie ettt e e e s e te e b et e e s b e e e beesaaeaaeeaneas 159

TBE (0,5X) .eeevvvveereeeeeeseeeessessseesseessesseessseesessseseeessessseesseessessseseeessessseeeeseesseeeene 100 ml
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Hazirlanmasa:

Bir buguk gram agaroz 100 ml 0,5 X TBE buffer igerisinde eritildi. Karigim 3 dk
mikrodalga firinda 1sit1ld1 ve daha sonra 45-50°C’ye sogutuldu. Agaroz jel igerisine 7 pl
SafeView™ Classic (ABM, Canada) niikleik asit boyasi eklendi. Sivi haldeki homojen jel
karisimi tanka kabarcik olmayacak sekilde dokiildii. Jel kalibina yiikleme kuyucuklari
olusturmak i¢in taraklar yerlestirilerek, oda 1sisinda sogumaya birakildi. Jel donduktan sonra

kalibindan ¢ikarilarak elektroforez tankina yerlestirildi.

3.1.7.5. Kullanilan cihazlar

Calismada vortex (Velp Scientifica, Italya), mikrosantrifiij (Hettich Micro 200R,
Almanya), kuru blok 1sitict (Stuart SBH130D, Ingiltere), mikrodalga firin (Arcelik, Tiirkiye),
hassas terazi (Shimadzu 8x4200 H, Japonya), biyogiivenlik kabini (Niive, Tirkiye), pH metre
(Hanna, Cin), otoklav (Niive, Tiirkyiye), etiiv (Niive, Tiirkiye), nanodrop (Maestro, ABD), 96
ornek kuyucuklu termal dongiileme cihazi (Boeco, USA), elektroforez tanki (VWR, USA),
goriintiileme cihaz1 (Vilber Lourmat Infinity VX2, Almanya) ve sonikatdr (isolab, Tiirkiye)
kullanildi.

3.1.7.6. Marker

Marker olarak 100 bp’lik (Vivantis ve Fermentas®) DNA Ladder ile EcoRI (Fermentas)
ve Hindlll (Fermentas) enzimi ile kesilmis lambda (1) faj DNA’s1 (Fermentas) kullanildi.

EcoRlI ve Hindlll enzimi ile kesilmis Lambda Faj DNA ’sinin Hazirlanisi:

A DNA(FEIMENTAS) .ottt e e e e e en e 30l
L0 BUTTEE L e 30 ul
ECORI enzimi (FEMENTAS) ......oiritit it 4 ul
HindT enzimi (FErMENTas) .........coiuiiriiiii e e 4 ul
ISR SU .o 232 ul
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Bir saat 37°C’de bekledi.
L0adiNg Y& ..ottt 60 ul
Kullanimu:

Her elektroforez reaksiyonu i¢in 7 pl kullanildi (Anderesson, 2016).

3.2. Yontem

3.2.1. Salmonella’nin izolasyonu ve Fenotipik Identifikasyonu

Salmonella suslarinin kalitatif izolasyonu ve aranmasi TS EN ISO 6579-1’¢ gore yapildi
(2017). Bu metotta Salmonella spp.’nin saptanmasi; secici olmayan sivi ortamlarda On
zenginlestirme, segici ortamlarda zenginlestirme, tanimlama ve dogrulama testleriyle kesin
olarak saptanmasi ilkelerine dayanmaktadir. Bu yontem ile sadece Salmonella kaynakli
hastaliklarin siirli veya bireysel olarak cins diizeyinde taramasinin yapilmasi saglanmaktadir.
Bu yontemde kullanilan segici zenginlestirme ortami olan modifiye edilmis yar1 katt Rappaport
Vassiliadis (MSRV) agar, hareketli Salmonella tiirlerinin tespiti i¢in tasarlanmistir ve
hareketsiz Salmonella’larin tespiti i¢in uygun degildir (ISO 6579-1, 2017). Deney metodu
asagidaki sekilde 3 asamalidir:

3.2.1.1. Birinci Giin: On Zenginlestirme

Aseptik kosullarda toplanan Orneklerin {lizerine (kanatli i¢ organ ornekleri ve eklem
stvist), Orneklerin miktarinin on kati diliisyonuna denk gelecek sekilde on zenginlestirme
besiyeri olan BPW eklendi. Drag svap yontemiyle alinan 6rnekler 250 ml1’lik siselere konuldu,
siseler boyun kisminin hemen altina gelecek sekilde BPW ile dolduruldu. Ornekler 34-38°C’de
18+2 saat inkiibe edilerek 6n zenginlestirme islemi gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
besiyerinde bulanikligin goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi (ISO 6579-1, 2017). On
zenginlestirme islemi sonrasi negatif (a) ve pozitif kontrol (b) 6rneklerinin goriiniimii Resim

3’te verilmistir.
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Resim 3. BPW besiyerinde negatif (a) ve pozitif (b) kontrol 6rneklerin goriinimii.

3.2.1.2. ikinci Giin: Zenginlestirme

On zenginlestirme isleminden sonra numuneler, selektif zenginlestirme besiyerleri olan
MKTTn’e 1 ml, MSRV’ye ise 0,1 ml olacak sekilde ge¢ildi. MSRV besiyerine gegis igin
ornekler pipet yardimiyla stvinin 6rnek kabr ile kesistigi yiizeyden alindi. Ug damla halinde
alinan 0,1 ml BPW igeren ornekler yaklasik 2 cm’lik bir eskenar iiggen olusturacak bigimde
MSRV besiyerinin orta noktasina birbirinden ayr1 ve temassiz olarak birakildi. Sonrasinda
MKTTn igeren tiipler 37°C+1’de 24+3 saat ve MSRV igeren tiipler 41,5°C+1°de 2443 saat
siireyle inkiibe edildikten sonra selektif zenginlestirme islemine gegildi. Inkiibasyon sonrasi
MKTTn besiyeri merkezden kenarlara dogru yayilan beyaz renkli swarming (yayilma) hareketi
bakimindan, MSRV besiyeri ilk ekim yapildigi noktadan baslayan kenarlara dogru halkasal
beyaz renkli swarming (yayilma) hareketi bakimindan kontrol edildi. Gri-beyaz renkli
swarming (yayilma) hareketinin goriilmesi hareketli Salmonella spp. tiredigini géstermektedir
(ISO 6579-1, 2017). MSRYV besiyerine gecis Resim 4’te gosterilmistir.
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Resim 4. MSRYV besiyerine gegis.

3.2.1.3. Ugiincii Giin: Selektif Kat1 Besiyerine Zenginlestirme Amach Inokiilasyon

Inkiibasyon siiresi sonunda MSRV plaklar1 inkiibatérden c¢ikartilarak plaklarda
Salmonella hareketlenmesinin olup olmadigma bakildi. Ilk 24 saat sonunda higbir iireme
olmamus veya ilk ekim noktasindan hicbir yayilma gostermemis plaklar da kontrol sonrasinda
inkiibatore geri konularak 41,5 +1°C de 21-27 saat daha inkiibe edildi. Biiyiik bir hareketlenme
olmadig1 goriilse dahi en kiigiik bir yay1lma tespitinde kat1 besiyerine gecis uygulandi. Ornekler,
ekimin yapildig: ilk noktadan sonraki saydam olmayan en uzak iireme noktasindan segilerek
oze ile alindi. Enterobacteriaceae tiirleri i¢in selektif kati besiyeri olan XLD Kati besiyerine
ekimler yapildi ve plaklar 37°C+1’de 24+3 saat inkiibe edildi. Plaklar H2S olusumu yoniinde
makroskobik olarak incelendi ve siyah renkteki koloniler degerlendirildi. Petrilerdeki tipik
kolonilerden 5 tanesi isaretlendi. Bir tanesine biyokimyasal testler uygulandi. Segilen bu
koloninin Salmonella spp. negatif olmasi durumunda geriye kalan 4 koloniye daha
biyokimyasal testler uyguland: (1SO 6579-1, 2017).
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3.2.1.4. Dordiincii Giin: Degerlendirme

Salmonella tiirleri XLD plaginda normal kosullarda genelde ksilozu fermente ederler,
lizini dekarboksile ederler ve H»S iiretirler. Karakteristik Salmonella kolonileri XLD plaginda
1-3 mm ¢apinda, yuvarlak, renksiz ve merkezinde siyah bir zon olusturmus sekilde goriiniirler.
Ancak bazi Salmonella tiirlerinin H2S {iiretmedigi ve XLD plaginda pembe koloniler
tiretebilecegi unutulmamalhidir (1SO 6579-1, 2017).

3.2.1.5. Besinci Giin: Biyokimyasal Konfirmasyon

Salmonella tiirlerinin biyokimyasal analizleri ig¢in Nutrient Agar’a ekimleri yapilan
37°C’de 20-24 saat inkiibe edilmis, tek Kkoloni olusumu saglanmis ornekler kullanildi.
Biyokimyasal test i¢in Gram boyama, oksidaz, katalaz, iire, indol, hareket ve H>S testleri
gergeklestirildi. Gram negatif comak sekilli, oksidaz (-), laktoz (-), iire (-), indol (-), katalaz (+),
H>S (+), hareket (+) olarak tespit edilen koloniler, Salmonella spp. siipheli olarak

degerlendirildi. Siipheli kolonilerle serolojik dogrulama agsamasina gegildi (ISO 6579-1, 2017).

Oksidaz Testi: Siipheli etkenin Nutrient Agar’da tireyen 24 saatlik saf kiiltiirlerinden 6ze
ile alinan koloniler, oksidaz Kitine yayilarak siiriildii. Kitin, 25-30 saniye i¢inde pembe/mor
renge doniismesi pozitif, renk degisikliginin olmamas1 negatif olarak degerlendirildi.

Salmonella spp. igin oksidaz reaksiyonu negatiftir (Quinn ve digerleri, 2011).

Laktoz Testi: Ornek dogrudan MacConkey agar yiizeyine siirme ydntemi ile inokiile
edildi. Ekim yapilan petriler aerobik olarak 35+£2°C'de 18-24 saat inkiibe edildi. Salmonella
spp., Shigella spp. ve Proteus spp. gibi laktozu fermente edemeyen mikroorganizmalar
renksiz/berrak koloniler olustururken E. coli ve Klebsiella spp. gibi laktozu fermente edebilen
mikroorganizmalar pembe/kirmizi koloniler olusturmaktadir. Bu besiyerinde enterokok,
stafilokok ve diger Gram pozitif bakteriler kismen veya tamamen inhibe edilmektedir.

Salmonella spp. i¢in laktoz reaksiyonu negatiftir (Liofilchem, 2015b).

Katalaz Testi (H202): Hidrojen peroksit, katalaz enzimi varliginda oksijen ve suya
doniislir. Oksijenin gaz kabarciklar1 halinde goriilmesi, H202’nin ayristigini ve katalaz

enziminin varligini gostermektedir. Salmonella spp. i¢in katalaz pozitif, streptokoklar i¢in ise
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katalaz negatiftir. Test yapilirken incelenecek bakteri kolonisi 6ze yardimi ile alinarak temiz
bir lam iizerinde, bir damla distile su ile siispanse edildi. Uzerine %3’liikk H.O, damlatilarak
karistirildi ve gaz kabarciklarinin olusmasi ile test pozitif olarak degerlendirildi (Quinn ve
digerleri, 2011).

Ure Indol Testi: Nutrient agarda iiretilen Salmonella spp. siipheli kolonilerden besiyeri
icerisine 6ze ile ekimleri yapildi. 36+1°C’de 24 saat inkiibe edildi. Ureaz sentezleme yetenegine
sahip mikroorganizmalar besiyeri icerisindeki iireyi pargalayarak amonyak olusturur ve
besiyerinin rengi kirmiziya doniisiir. Salmonella spp. icin iire reaksiyonu negatiftir. indol testi
icin besiyeri iizerine 0,5 ml kovaks indol ayraci ilave edildi. Indol pozitif suslar besiyeri
tizerinde kirmizi, negatif suslar ise besiyeri lizerinde sar1 bir halkanin olusumuna neden olur.

Salmonella spp. i¢in indol reaksiyonu negatiftir (Bekar, 1997).

3.2.1.6. Altinc1 Giin: Serolojik Dogrulama Testleri

Serolojik dogrulama testleri yalnizca biyokimyasal testler ile fenotipik olarak Salmonella
spp. oldugu diisiintilen ve XLD’den segilerek saflastirmalar1 yapilan taze kolonilere uygulandi.
[lk olarak oto aglutine kiiltiirlerin elimine edilmesi i¢in alkol yardimiyla iyice temizlenmis bir
lam tizerine 1 damla serum fizyolojik damlatildi. Salmonella spp. oldugu biyokimyasal olarak
saptanmis 24 saatlik taze kiiltiirlerden bir koloni alinarak tuzlu suda emiilsifiye edildi. Lam iki
elin parmaklart arasinda tutulup 2 dK siireyle asagi yukar1 hareket ettirildi ve oto agliitinasyon
olup olmadigina bakildi. Ayni test antiserumun da kendi kendine ¢okelme yapip yapmadigini
tespit edebilmek amaciyla yapildi. Oto agliitinasyon yapan suslar elimine edildi. Oto
agliitinasyon olmayan koloniler test edilmeye uygun olarak degerlendirildi. Sonrasinda
antiserum buzdolabindan ¢ikartildi ve oda 1sisina gelmesi saglandi. Oto agliitinasyon
goriilmeyen antiserum, pozitif ve negatif kontrolleri yapilarak test edildi. Pozitif kontrol i¢in
iki dakika igerisinde agliitinasyonun goriilmesi negatif kontrol i¢in ise hig¢ agliitinasyonun
goriilmemesine dikkat edildi. Pozitif ve negatif kontroller ile oto agliitinasyon testleri
tamamlandiktan sonra, siipheli kolonilerin antiserum ile serolojik dogrulanmasi islemine

baglanildi (ISO 6579-1, 2017).

Serolojik dogrulama testlerinin vapilmasi:
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Nutrient Agar’a ekilmis olan Salmonella spp. siipheli izolatlar i¢in, her petriden bes
stipheli koloni serolojik dogrulama amaciyla Salmonella Omnivalent antiserumu ile lam
agliitinasyon testine tabi tutuldu. Test i¢in lam iki kisma ayrilarak ayrilan kisimlara birer damla
fizyolojik tuzlu su damlatildi. Uzerine 6zenin yaris1 dolu olacak sekilde siipheli kolonilerden
alarak FTS ile karigtirildi. Yaklasik 1-2 dk kadar rotasyon hareketi yapildi. Agliitinasyonun
goriilmesi ile test pozitif olarak degerlendirildi (ISO 6579-1, 2017). Dogrulama testlerinin

yorumu Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. Dogrulama testlerinin yorumu.

Biyokimyasal reksiyonlar Otoagliitinasyon | Serolojik reaksiyonlar Yorum
Tipik Negatif O antijen pozitif Salmonella spp.
Tipik Negatif O antijen negatif Salmonella spp. olabilir
Tipik Pozitif Test yapilmaz

Tipik olmayan reaksiyonlar Negatif/Pozitif O antijen pozitif Salmonella spp. olabilir

Tipik olmayan reaksiyonlar Negatif/Pozitif O antijen negaitif Salmonella spp. degildir

Salmonella spp. izolasyonu igin yapilan tiim islemler Sekil 4’te 6zetlenmistir.
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Sekil 4. Gida, hayvan yemi ve gevresel 6rneklerde Salmonella tespiti i¢in prosediir semast.

Fenotipik olarak Salmonella spp. olarak belirlenen izolatlarin, molekiiler yontemler
kullanilarak PZR ile cins ve tiir diizeyinde identifiye edilmek iizere DNA ekstraksiyonlar

yapilarak -20°C’de saklandi.

3.2.2. Genotipik Identifikasyon

Salmonella spp.’nin cins diizeyindeki identifikasyonlari igin tiim izolatlarda invA gen
varlig1 arastirildi. Izolatlarin tiir diizeyindeki identifikasyonlarinin yapilmasinda S. Enteritidis
icin fimbriyal antijen geni olan sefA, S. Typhimurium igin spesifik bir periplazmatik proteini

kodlayan gen olan spy geni ve S. Infantis i¢in flagellar antijen geni olan fljB hedef genlerinin
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varligi incelendi. Bakterilerin cins ve tiir diizeyinde identifikasyonlar1 molekiiler olarak
dogrulandiktan sonra S. Infantis izolatlar1 i¢in viriilens genlerin (sopB, pipD, sopE, sifA, stn,

spaN, spvC, slyA, hilA, spvR) ve integronlarin (intl, int2) varligi PZR ile arastirildu.

DNA Ekstraksiyonu: Salmonella spp.’den DNA ekstraksiyonu sonikasyon metodu
kullanilarak asagidaki sekilde gergeklestirildi (Maniatis ve Sambrook, 1989):

*Bakteri kiiltiirleri kanli agara pasajlanarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

*Ureyen kiiltiirlerden bir 6ze dolusu almarak 5 ml nutrient brotha pasajlanarak 37°C’de

18-24 saat inkiibe edildi.
*Siire sonunda kiiltiir 5 dk 13500 rpmde santrifiij edilerek iist stvist atildi.
*Kalan tortu kismi1 bir ependorf igerisine alinarak 1 ml PBS ile (~10%/ml) sulandirildi.

*Hazirlanan siispansiyon 40 Hz’de 10 dakika boyunca sonikatorde tutuldu. Sonrasinda

10 dk 13500 rpm de santrifiij edilerek {ist sivi bagka bir ependorfa alindi.

DNA ekstraksiyon isleminden sonra elde edilen DNA’nin saflik ve miktar kontrollerinin
yapilabilmesi i¢in nanodrop kullanildi. Nanodrop kullanilarak DNA’larin 260 nm ve 280
nm’deki absorbanslar1 6l¢iildii. OD260/0OD280 oraninin 1,6-2,0 arasinda olmasi DNA’nin saf
oldugunu, bu araliktan daha diisiik olmast RNA kontaminasyonu oldugunu, bu araliktan daha
yiikksek olmasi ise protein kontaminasyonu oldugunu gostermektedir (Turner ve digerleri,
2004). Elde edilen DNA’larin saflik ve miktar kontrolleri yapildiktan sonra, DNA %1’lik

agaroz jelde yiritiilerek biitiinliikleri yoniinden kontrol edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Tiim PZR’larinda DNA amplifikasyonu igin
mastermikslerin hazirlanmasi asagida belirtildigi sekilde gergeklestirildi. DNA amplifikasyonu
isleminde tiim PZR’da elde edilen bakteriyel DNA’dan 3 pL olacak sekilde toplam 50 pL
reaksiyon miktar1 i¢in son konsantrasyon Taq enzimi tampon ¢ozeltisi 1X, magnezyum kloriir
(MgCl2) 2 mM, ANTP 0,2 mM, primer (her biri i¢in) 0,4 pmol, Tag DNA polimeraz (Fermentas)
1,5 U olacak sekilde gergeklestirildi (Tablo 10).

Tablo 10. Mastermiks hazirlanma oranlari.

Bilesen (Konsantrasyon) Son konsantrasyon 10 6rnek icin kullanilan hacim (pl)
Buffer (10X) 1X 50
MgCl; (25 mM) 2 Mm 40
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dNTP (10 mM) 0,2 Mm 10
Primer-F (100 pmol) 0,4 pmol 2
Primer-R (100 pmol) 0,4 pmol 2
Taq polimeraz (5 U) 0,3 ul/ 50 pul 3
dH.0 Son miktara tamamlanir 393
TOPLAM 500

PZR igin tiipler, termal dongiileme cihazina yerlestirildikten sonra sikluslar baslangig¢
denatiirasyonu (95°C’de 5 dk), 30 dongii denatiirasyon (95°C’de 30 sn), primerlerin baglanmasi
[48°C (SpvR), 50°C (int2), 54°C (invA, sefA, spy, fljB, pipD), 55°C (16S rRNA, intl, stn),
59°C (slyA), 62°C (sopB, sopE), 64°C (spvC, spaN), 69°C (sifA), 71°C (hilA) 30 sn], uzama
72°C 60 sn ve son zincir uzamasi 72°C’de 10 dk ile gerceklestirildi (Tablo 11).

Tablo 11. PZR sicaklik ve dongii kosullari.

Gen (ler) PZR Basamagi

On denatiirasyon | Denatiirasyon | Baglanma | Uzama Son Uzama

spvR 94°C 94°C 48°C 72°C 72°C

3dk 0,5 dk 0,5 dk 1dk 10 dk

int2 94°C 94°C 50°C 72°C 72°C

3dk 0,5 dk 0,5 dk 1dk 10 dk

invA, sefA, spy, 94°C 94°C 54°C 72°C 72°C

jB, pipD 3 dk 05 dk 0,5 dk 1dk 10 dk

16S rRNA, intl, 94°C 94°C 55°C 72°C 72°C

stn 3dk 0,5 dk 0,5 dk 1 dk 10 dk

slyA 94°C 94°C 59°C 72°C 72°C

3dk 0,5 dk 0,5 dk 1dk 10 dk

sopB, sopE 94°C 94°C 62°C 72°C 72°C

3dk 0,5 dk 0,5 dk 1dk 10 dk

spvC, spaN 94°C 94°C 64°C 72°C 72°C

3dk 0,5 dk 0,5dk 1dk 10 dk

sifA 94°C 94°C 69°C 72°C 72°C

3dk 0,5 dk 0,5dk 1dk 10 dk

hilA 94°C 94°C 71°C 72°C 72°C

3dk 0,5 dk 0,5 dk 1 dk 10 dk
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Elektroforez ve Goriintiilleme: Amplifikasyon sonrasinda olusan iriinlerin
degerlendirilmesi i¢in %1,5’luk agaroz jel hazirlandi. Elde edilen amplifikasyon iiriinlerinden
5 wl alinarak, 1 pl 6x loading dye boyasi ile tiip i¢erisinde karistirildi ve 6 pl olan bu karigim
jeldeki kuyucuga yiiklendi. DNA ornekleri 100 voltta 45 dk elektroforez islemine tabi
tutulduktan sonra goriintiileme islemi gerceklestirildi. Elektroforez isleminden sonra ¢ikarilan
jel bilgisayara bagli durumdaki transilluminatér cihazindaki odaciga yerlestirildi. UV 15181
altinda fotograflandiktan sonra bant uzunluklar1 her PZR i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildi.
Amplifikasyonu yapilmis olan iiriin, beklenen boyutta bir bant olusturduysa incelenen gen
yoniinden sonug pozitif olarak kabul edildi. Degerlendirme daha dnce bildirilen sekilde (Tablo
6,7,8) yapildu.

3.2.3. Sekans Analizi

Bu calismada S. Infantis izolatlarinin identifikasyonu igin gergeklestirilen PZR’larinda,
pozitif kontrol olarak S. Infantis tiir spesifik primer ile pozitif sonug veren izolatlardan birkag
tanesinin DNA’s1 ile, 16S rRNA universal primerleri kullanilarak PZR yapildi. Elde edilen
amplikonlar %1,5’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra 1371 bp biiyiikliigiinde DNA bandi
goriilen 6rnek 50 pl ve primerler (10 pmol) bir 6rnek igin 2 pl olacak sekilde 0,2 ml lik PZR
tiiplerine konuldu. Tiip etiketlenerek Macrogen (Hollanda) firmasina sekans analizi igin
gonderildi. Burada piirifiye edilen amplikonlar ABI Primse DNA Sequencer cihazi kullanilarak
cift yonlii olarak DNA dizi analizi gergeklestirildi. 16S rRNA dizileri NCBI (National Center
for Biotechnological Information) Nucleotide Blast programi kullanilarak, Gen Bankasi
(www.ncbi.nlm.nih.gov) ile karsilagtirildi ve her izolat igin gen bankasindaki homolojileri
belirlendi. Sonug olarak %99,5’in tizerindeki benzerlik gdsteren izolat, pozitif kontrol olarak
kullanildi. Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayali molekiiler identifikasyon asamalari Resim

5’te gosterilmistir.
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Resim 5. Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayali molekiiler identifikasyonu.

3.2.4. Antibiyotik Duyarhlik Testi

S. Infantis olarak identifikasyonu yapilan izolatlara antibiyotik duyarlilik testi Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisii (CLSI, 2023)’niin bildirdigi sekilde ve Kirby-Bauer disk
diffiizyon yontemi kullanilarak yapildi. Bu amagla tiim izolatlar NB’da canlandirildiktan sonra
bakteri kiiltiirlerinin yogunlugu %0,9°luk NaCl iginde 0,5 McFarland (1x10® kob/ml)
bulanikligina esit olacak sekilde ayarlandi. Bu siispansiyondan svap yardimu ile 0,1 ml alinarak
Miieller Hinton Agar (MHA)’a ekim yapildi. EKim yiizeyinin kurumasi i¢in 15 dakika
beklenildi. Sonrasinda antibiyotik diskleri, agar yiizeyi ile temas edecek ve aralarindaki mesafe
esit olacak sekilde petrilere yerlestirildi. Besiyerleri 35+2°C’de 16-18 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda her bir izolat i¢in, disk etrafindaki inhibisyon zon gaplar1 dlgiilerek
CLSI’'nin belirttigi degerlendirme kriterlerine gore duyarl: (S), orta derecede duyarli (I) ve
direngli (R) olarak yorumlandi (Liofilchem, 2015c). Kalite kontrol susu olarak E. coli ATCC
25922 susu kullanildi. Antibiyotik duyarlilik testlerinde kanathi hayvan hastaliklarinin
tedavisinde en sik kullanilan 8 antimikrobiyal aileye (penisilinler, [ laktamlar,
aminoglikozidler, tetrasiklinler, kinolonlar, folat yolu inhibitorleri, fenikoller, nitrofuranlar) ait
8 antibiyotige (ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit, gentamisin, tetrasiklin, siprofloksasin,
trimetoprim/sulfametoksazol, kloramfenikol, nitrofurantoin) kars1 izolatlarin direng durumlari

incelendi. Bu calismada en az {i¢ veya daha fazla antimikrobiyal aileye karsi direncin
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belirlendigi durumlarda bakteriler, MDR olarak kabul edildi (Magiorakos ve digerleri, 2012).
Calismada kullanilan antibiyotikler, disk igerikleri, etki mekanizmalari ve degerlendirme

kriterleri Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. Calismada kullanilan antibiyotikler.

Antimikrobiyal simf Antibiyotik Dis‘aigrigi :Son Fapt (m:L
Penisilinler Ampisilin 10 17 13
B Laktamlar Amoksisilin/Klavulanik asit 20/10 18 13
Aminoglikozidler Gentamisin 10 18 14
Tetrasiklinler Tetrasiklin 30 15 11
Kinolonlar Siprofloksasin 5 26 21
Folat yolu inhibitorleri Trimetoprim/Sulfametoksazol 1,25/23,75 16 10
Fenikoller Kloramfenikol 30 18 12
Nitrofuranlar Nitrofurantoin 300 17 14

3.2.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) versiyon 23,0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programi kullanildi. Frekans
verilerini karsilastirmak i¢in Pearson ki-kare (y2) testi kullanildi. Sonuglar %95’lik giiven
araliginda degerlendirilirken; 0,05'ten kiigiik p degeri (p<0,05) istatistiksel olarak 6nemli kabul
edildi. izolatlarm coklu antimikrobiyal diren¢ durumlar ile integron ve viriilens genlerin
varligi; integron gen varligi ile antibiyotik direnci ve viriilens gen varligi arasindaki iliskiyi

incelemek igin Pearson Ki-kare (y2) testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon

Gram negatif comak morfolojisinde, oksidaz negatif, katalaz pozitif, indol negatif, iire
negatif, MCA’da laktoz negatif, MSRV agarda hareketli, XLD agarda H»S pozitif, serolojik
dogrulama testleri sonucunda agliitinasyon reaksiyonu pozitif olan 255 izolat, Salmonella spp.
olarak degerlendirildi (Quinn ve digerleri, 2011). Salmonella izolatlarinin test sonuglari Resim

6,7,8,9’da gosterilmistir.

Resim 7. MSRYV besiyerine ekim sonras1 negatif ve pozitif kontrollerin goriiniimii.
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Resim 8. XLD agara ekim sonrasi negatif ve pozitif kontrollerin goriiniimii.

Resim 9. MKTTn Broth’ta negatif/pozitif kontrol ve lam agliitinasyon testi.

4.2. identifikasyon

Tim izolatlarin cins diizeyinde identifikasyonlarinin dogrulanmasinda invA geni; tiir
diizeyindeki identifikasyonlarinin yapilmasinda S. Enteritidis igin SefA, S. Typhimurium igin
spy ve S. Infantis i¢in fljB hedef genleri i¢in 6zgiin olarak dizayn edilmis spesifik primer
kullanilarak genotipik olarak cins ve tiir diizeyinde identifikasyonlar1 multipleks PZR ile

gerceklestirildi.

Calisma esnasinda 255 izolatin 226 (%88,6)’s1 mevcut primerler ile tiir diizeyinde
identifiye edilerek tiplendirilirken, 29 (%11,3)’u mevcut primerler ile serotiplendirilemedi. I¢
organ Orneklerinden 59 (11 S. Enteritidis, 12 S. Typhimurium, 29 S. Infantis), eklem sivisi
orneklerinden 18 (4 S. Enteritidis, 1 S. Typhimurium, 10 S. Infantis) ve drag svap 6rneklerinden
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178 (21 S. Enteritidis, 18 S. Typhimurium, 120 S. Infantis) adet Salmonella spp. izolasyonu

yapild.

Calismaya dahil edilen Salmonella izolatlarinin serotipleri ve izole edildikleri yerler ve

serotip oranlar1 Tablo 13’te, serotip dagilimlari ise Sekil 5’te verilmistir.

Tablo 13. Salmonella izolatlarinin izole edildikleri yerler ve serotip oranlari.

Serotip Broyler i¢ organ (%) | Broyler eklem sivis1 (%) | Drag svap (%) Toplam (%)
S. Enteritidis 11 (4,3) 4 (1,6) 21 (8,2) 36 (14,1)
S. Typhimurium 12 (4,7) 1(0,4) 18 (7,1) 31(12,2)
S. Infantis 29 (11,3) 10 (4,0) 120 (47,0) 159 (62,3)
Tiplendirilemeyen 7(2,7) 3(1,2) 19 (7,4) 29 (11,3)
TOPLAM 59 (23,1) 18 (7,1) 178 (69,8) 255 (100,0)
100%
90%
BO%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% || || - —
5. Enteritidis 5. Typhimurium 5. Infantis Tiplendirilermeyen

W Broyler ig organ drnekleri

Broyler drag svap drnekleri

Broyler eklem swisi Grnekleri

Sekil 5. Salmonella izolatlarinin serotip dagilimlari.

Elde edilen 255 saha izolatinin hepsinde 521 bp uzunlugunda iiriin elde edilerek

izolatlarin Salmonella spp. olduklari dogrulandi. Bununla birlikte multipleks PZR’da 159
izolatta (%62,3) 727 bp, 31 izolatta (%12,2) 401 bp ve 36 izolatta (%14,1) 330 bp uzunlugunda

tirtin elde edildigi i¢in izolatlar siras1 ile; S. Infantis, S. Typhimurium ve S. Enteritidis olarak
tiplendirildi (Resim 10).
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Resim 10. Salmonella izolatlarinin PZR jel elektroforez goriintiisii.

S. Infantis (fljB) PZR (727 bp) 1. S. Infantis saha izolat1 2. Pozitif Kontrol (S. Infantis
sekanslanmis saha izolati1); S. Typhimurium (spy) PZR (401 bp) 3. S. Typhimurium saha izolati
4. Pozitif Kontrol (S. Typhimurium ATCC 14028); S. Enteritidis (sefA) PZR (330 bp) 5. S.
Enteritidis saha izolat1 6. Pozitif Kontrol (S. Enteritidis ATCC 1306); Salmonella spp. PZR
(521 bp) 7-8. Tiplendirilemeyen izolatlar, 9. Negatif Kontrol (E. coli ATCC 25922), M: Marker
(100 bp DNA Ladder).

Daha sonra; broyler i¢ organ, broyler eklem sivist ve drag svap drneklerinden izolasyon
ve identifikasyonu yapilan toplam 159 S. Infantis izolatinin antibiyotik direng profilleri ile

birlikte integron ve viriilens gen profilleri incelendi.

4.3. Sekans Analizi

S. Infantis i¢in gergeklestirilen PZR’larinda pozitif kontrol olarak sekans analizi
sonrasinda elde edilen izolat kullanildi. Bunun i¢in hedef gen (fljB) i¢in gergeklestirilen PZR
ile pozitif olarak tespit edilen saha izolatlarindan ii¢ tanesinin DNA’s1 kullanilarak 16S rRNA
tiniversal primerleri ile PZR gerceklestirildi. 16S iiniversal primerleri kullanilarak yapilan
PZR’da 1371 bp uzunlugunda bant goriildii (Resim 11). DNA amplifikasyonu ile elde edilen
amplikonlar sekanslandi. Sekanslama sonuglarina ve BLAST analizine gore, en yiiksek
benzerlik yiizdesine (%99,8) sahip DNA, sonraki S. Infantis PZR'larinda pozitif kontrol olarak
kullanildi.
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Resim 11. S.Infantis izolatinin 16S rRNA jel elektroforez goriintiisii. 1-3: S. Infantis saha
izolatlar1, 4: Negatif Kontrol (DNA’siz master mix) M: Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj
DNA’s1.

Bu ¢aligmada 16S rRNA PZR sonrasinda elde edilen en yiiksek benzerlik oranina sahip

amplikonun sekans siralamasi ve BLAST analizi sonucu (Resim 12) asagida gosterilmistir.

GGGTGGTAACGACTGGTACGOGCTTCTGTAACCGGTGGTGCGGTTAAATTTGACG
CAGATAATAACAAGTACTTTGTTACTATTGGTGGCTTTACTGGTGCTGATGCCGCC
AAAAATGGCGATTATGAAGTTAACGTTGCTACTGACGGTACAGTAACCCTTGCGG
CTGGCGCAACTAAAACCACAATGCCTGCTGGTGTGACAACTAAAACAGAAGTAC
AGGAGTTAACAACTACACCGGTAGTTGCTTCAGCAGATGCTAAGAATGCCTTAAT
CGCTGGCGGCGTTGACACTGCCGATGCTAATGCCGCGACATTGGTCAAAATGTCT
TATACCGATAAAAATGGTAAGACAATTGAAGGCGGTTATGCGCTTAAAGCTGGC
GATAAGT
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Resim 12. S. Infantis izolatinin BLAST analizi sonucu.
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4.4. Viriilens Genotiplendirme

Bu ¢alismada broyler i¢ organ, broyler eklem sivist ve giftlik drag svap orneklerinden
izole ve identifiye edilmis olan 159 S. Infantis izolatinin 10 viriilens geni (sopB, pipD, sopE,
sifA, spaN, stn, spvC, slyA, hilA, spvR) PZR ile incelendi (Resim 13).

I\ | | 2 3 4 S 6 7k 8 9 10 11
sopB pipD sopE sifA spaN stn spvC slyA  hilAspyR NK
226 bp 350bp 398 bp 449 bp S04 bp 617 bp 669 bp 700 bp 854 bp 894 bp

1000 bp

=500 bp

Resim 13. S. Infantis viriilens genlerinin jel elektroforez goriintiisii. 1. sopB (226 bp) 2. pipD
(350 bp) 3. sopE (398 bp) 4. sifA0 (449 bp) 5. spaN (504 bp) 6. stn (617 bp) 7. spvC (669 bp)
8. slyA (700 bp) 9. hilA (854 bp) 10. spvR (894 bp) 11. Negatif Kontrol (DNA’s1z master mix)
M: 100 bp DNA ladder.

Izolatlarin sirasiyla, 154 (%96,8)’ii sopB; 152 (%95,6)’si pipD ve slyA; 151 (%94,9)’i
sifA; 150 (%94,3)’si spaN ve hilA; 149 (%93,7)’u stn; 19 (%11,9)’u sopE; 8 (%5,0)’i spvC; 5
(%3,1)’1 spvR genlerini tasiyordu (Sekil 6, Tablo 14).
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Sekil 6. izolatlarin tasidiklar1 viriilens gen dagilimlari.
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Tablo 14. S. Infantis izolatlarin tasidiklart viriilens genler ve oranlari.

Gen Viriilens gen Pozitif izolat
fonksiyonu (%)
SOpE Salmonella dig membran protein E, invazyon 19 (11,9)
sopB Salmonella dig membran protein B, siv1 sekresyonu 154 (96,8)
spaN (invJ) Nanfagositik hiicrelere invazyon 150 (94,3)
pipD SPA-1 ile iligkili T3SS efektor proteini, enteritis 152 (95,6)
T3SS ve
invazyon hilA Hiper invaziv lokus, T3SS ana regiilatoril, 150 (94,3)
olusumu transkripsiyonel diizenleyici
sifA Salmonella kaynakli filament A, vakuol i¢ine girme ve 151 (94,9)
filament olusumu
SpvR Salmonella viriilens plazmidi, plazmidle iliskili 5(3,1)
Viriilens genlerin expresyonu
plazmidi spvC Salmonella viriilens plazmidi, sistemik enfeksiyon 8 (5,0)
olusumu
stn Enterotoksin kodlama 149 (93,7)
Ekzotoksin slyA Transkripsiyonel diizenleyici, ekzotoksin iiretimi 152 (95,6)
uretimi

Calismada, elde edilen 159 S. Infantis izolatinin 20 viriilens genotipi mecuttu (Tablo 15).

Yz elli dokuz izolatin 2’si 9 (sopB, pipD, sopE, sifA, stn, spaN, spvC, slyA, hilA), 1’19 (sopB,

pipD, sopE, sifA, stn, spaN, slyA, hilA, spvR), 14’1 8 (sopB, pipD, sopE, sifA, stn, spaN, slyA,
hilA), 2’si 8 (sopB, pipD, sifA, stn, spaN, spvC, slyA, hilA), 2’si 8 (sopB, pipD, sifA, stn, spaN,
slyA, hilA, spvR), 94’1 7 (sopB, pipD, sifA, stn, spaN, slyA, hilA), 1’1 7 (sopB, pipD, sopE,
SifA, stn, spaN, spvC), 1’1 7 (sopB, pipD, sopE, sifA, spaN, spvC, hilA), 1’1 7 (sopB, pipD, stn,
spaN, spvC, slyA, hilA), 7’si 6 (sopB, pipD, sifA, spaN, slyA, hilA), 7’si 6 (sopB, pipD, sifA,
stn, slyA, hilA), 6’s1 6 (sopB, pipD, sifA, stn, spaN, slyA), 5’i 6 (sopB, pipD, sifA, stn, spaN,
hilA), 5’1 6 (sopB, pipD, stn, spaN, slyA, hilA), 4’1 6 (sopB, sifA, stn, spaN, slyA, hilA), 3’
6 (pipD, sifA, stn, spaN, slyA, hilA), 1’1 6 (sopB, sifA, spaN, spvC, slyA, hilA), 1’1 5 (sopB,
pipD, spaN, slyA, hilA), 1’i 4 (sifA, stn, slyA, spvR), 1’i 3 (stn, slyA, spvR) viriilens geni

tastyordu.
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Tablo 15. S. Infantis izolatlarinin viriilens gen profilleri.

Izolat sayisi

No Viriilens genotipi 5(:;121 0 15) T(E([)D/:)?m
1 |stn, slyA, spvR 3 1 1(0,6)
2 |sifA, stn, slyA, spvR 4 1 1(0,6)
3 | sopB, pipD, spaN, slyA, hilA 5 1 1(0,6)
4 | sopB, sifA, spaN, spvC, slyA, hilA 6 1
5 | pipD, sifA, stn, spaN, slyA, hilA 6 3
6 |sopB, sifA, stn, spaN, slyA, hilA 6 4
7 | sopB, pipD, stn, spaN, slyA, hilA 6 5
8 | sopB, pipD, sifA, stn, spaN, hilA 6 5 38(239)
9 | sopB, pipD, sifA, stn, spaN, slyA 6 6
10 | sopB, pipD, sifA, stn, slyA, hilA 6 7
11 | sopB, pipD, sifA, spaN, slyA, hilA 6 7
12 | sopB, pipD, sifA, stn, spaN, slyA, hilA 7 94
13 | sopB, pipD, sopE, sifA, stn, spaN, spvC 7 1
14 | sopB, pipD, sopE, sifA, spaN, spvC, hilA 7 1 97 (61.0)
15 | sopB, pipD, stn, spaN, spvC, slyA, hilA 7 1
16 | sopB, pipD, sifA, stn, spaN, slyA, hilA, sopE 8 14
17 | sopB, pipD, sifA, stn, spaN, slyA, hilA, spvC 8 2 18 (11,3)
18 | sopB, pipD, sifA, stn, spaN, slyA, hilA, spvR 8 2
19 | sopB, pipD, sifA, stn, spaN, slyA, hilA, sopE, spvC | 9 2 3(19)
20 | sopB, pipD, sifA, stn, spaN, slyA, hilA, sopE, spvR 9 1

4.5. integronlarin Varhg

Izolatlarin %96,8 (154/159)’si integron tasiyor iken [%17,6 (28/159)’s1 yalmzca intl,
%2,3 (4/159)’1 yalnizca int2, %76,7 (122/159)’si hem intl hem de int2]; %3,1 (5/159)’i
integron tasimiyordu. Bununla birlikte tiim izolatlarin toplamda %94,3 (150/159)’ti int1, %79,2
(126/159)’si int2 tasiyordu (Resim 14, Sekil 7).
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~500 bp
300 bp
L200 bp

Resim 14. S. Infantis integron genlerinin jel elektroforez goriiniimii. 1. intlgeni pozitif S.
Infantis izolat1 2. Negatif Kontrol (DNA’siz master mix) 3. int2 geni pozitif S. Infantis izolatt
4. Negatif Kontrol (DNA’s1z master mix) M: 100 bp molekiiler marker.
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Sekil 7. S. Infantis izolatlarinin tasidiklari integron siniflarinin dagilimu.

4.6. Antibiyotik Direnci

Izolatlarin 142 (%89,3)’si trimetoprim/sulfametoksazol ve tetrasikline; 100 (%62,9)’ii
amoksisilin/klavulanik asite; 20 (%12,6)’si siprofloksasine; 7 (%4,4)’si nitrofurantoine; 6
(%3,8)’s1 kloramfenikole; 5 (%3,1)’i gentamisine; 4 (%2,5)’li ampisiline direngli idi. Izolatlar
tizerinde en etkili antibiyotikler, ampisilin (%97,5) ve gentamisin (%96,8) oldu (Tablo 16, Sekil
8).
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Tablo 16. S. Infantis izolatlarinin antibiyotiklere direng oranlart.

Antibiyotik Grubu Antimikrobiyal Ajan S (%) 1 (%) R (%)
Penisilinler Ampisilin 155 (97,5) 0 4 (2,5)
Aminoglikozidler Gentamisin 154 (96,8) 0 5(31)
Fenikoller Kloramfenikol 153 (96,2) 0 6 (3,8)
Nitrofuranlar Nitrofurantoin 152 (95,6) 0 7(4,4)
Beta Laktamlar Amoksisilin/ Klavulanik Asit 59 (37,1) 0 100 (62,9)
Tetrasiklinler Tetrasiklin 17 (10,7) 0 142 (89,3)
Folat Yolu Inhibitérleri Trimetoprim/Sulfametoksazol 14 (9,0) 3(1,9 142 (89,3)
Kinolonlar Siprofloksasin 9 (5,6) 130 (81,8) 20 (12,6)

Toplam izolat sayist: n=159
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Sekil 8. S. Infantis izolatlarinin antibiyotik direng dagilimlart.

Izolatlarin %0,6 (1/159)’s1 higbir antibiyotige direncli degilken %3,1 (5/159)’i bir, %35,2
(56/159)’si iki antibiyotige direncli idi. Izolatlarin %49,7 (79/159)’si ii¢, %11,3 (18/159)’ii dort
antimikrobiyal aileye kars1 direngli durumdaydi. Izolatlarin %61,0 (97/159)’i MDR ’ye sahipti
ve toplamda 10 antibiyotik direng fenotipi mevcuttu (Tablo 17).
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Tablo 17. S. Infantis izolatlarinin ¢oklu antibiyotik direng fenotipleri.

No Direncli antibiyotik sayisi izolat sayis1 (%) Toplam izolat sayis1 (%)
1 AMC, TE, SXT (3) 73 (45,9)
2 TE, CIP, SXT (3) 5@31) 79 (49,7)
3 AMP, AMC, SXT (3) 1(0,6)
4 AMC, TE, SXT, F (4) 1(0,6)
5 AMC, TE, SXT, C (4) 2(1,3)
6 AMC, TE, SXT, AMP (4) 1(0,6)
7 AMC, TE, SXT, CIP (4) 11 (7,0) 18 (11,3)
8 AMC, TE, SXT, CN (4) 1(0,6)
9 CN, TE, CIP, SXT (4) 1(0,6)
10 TE, CIP, SXT, C (4) 1(0,6)
TOPLAM 97 (61,0) 97 (61,0)

4.7. istatistiksel Analiz

Bu ¢alismada MDR’ye sahip izolatlarin (94/97) %96,9’u, ¢oklu antibiyotik direncine

sahip olmayan (NMDR) izolatlarin ise (60/62) %96,8’inin integron tasidig1 belirlendi. integron

ve virlilens genlerinin varligi ile MDR arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gézlenmedi

(Tablo 18, 19).

Tablo 18. Integron geni tasiyan ve tasimayan izolatlarin MDR ve NMDR ile iliskisi.

. MDR (%) NMDR (%) Toplam (%)
Integron gen P degeri %2
(n=159)
Intl (+) 93 (58,5) 57 (35,8) 150 (94,3)
Intl (-) 4 (2,5) 5(3,2) 9(5,7) 0,313 1,093
Int2 (+) 81 (50,9) 45 (28,3) 126 (79,2)
Int2 (-) 16 (10,0) 17 (10,8) 33(20,8) 0,111 2,745
Int (+) 94 (59,1) 60 (37,7) 154 (96,8)
Int (-) 3(1,9) 2(1,3) 5(3,2) 1 0,002
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Tablo 19. Viriilens genleri tagiyan ve tasimayan izolatlarin MDR ve NMDR ile iliskisi.

MDR (%) NMDR (%) | Toplam (%)
Viriilens gen P degeri| 2
(n=159)
sopB (+) 95 (59,7) 59 (37,1) 154 (96,8)
sopB (-) 2(13) 31,9 5(@3,1) 0,379 | 0,952
pipD (+) 93 (58,5) 59 (37,1) 152 (95,6)
pipD (-) 4 (2,5) 31,9 7(4,4) 1 0,046
SOpE (+) 11 (7,0) 8 (5,0) 19 (11,9)
SOpE (-) 86 (54,0) 54 (34,0) 140 (88,0) 0,805 | 0,088
SifA (+) 92 (57,8) 59 (37,1) 151 (94,9)
sifA (-) 5(3,1) 31,9 8 (5,0) 1 0,008
stn (+) 92 (57,9) 57 (35,8) 149 (93,7)
stn (-) 5(3,1) 5@31) 10 (6,3) 0,514 0,54
spaN (+) 92 (57,8) 58 (36,5) 150 (94,3)
spaN (-) 5(3,1) 4 (2,5) 9 (5,6) 0,737 | 0,118
spvC (+) 6 (3,8) 2(1,3) 8 (5,0)
spvC (-) 91 (57,2) 60 (37,7) 151 (94,9) 0,484 | 0,689
slyA (+) 93 (58,5) 59 (37,1) 152 (95,6)
slyA (-) 4 (2,5) 3(1,9) 7(4,4) 1 0,046
hilA (+) 92 (57,8) 58 (36,5) 150 (94,3)
hilA (-) 5(3,1) 4 (2,5) 9 (5,6) 0,737 | 0,118
SpVR (+) 2(1,3) 31,9 5(3,1)
SpVR (-) 95 (59,7) 59 (37,1) 154 (96,8) 0,379 | 0,952

Integron genlerinin varligi ile sopB, pipD, spaN, spvC, slyA, hilA ve spvR viriilens

genlerini bulundurma arasinda Snemli bir iligki gozlenirken; SOpE, sifA ve stn genlerini

bulundurma arasinda anlamli bir iligki gozlenmedi (Tablo 20) .
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Tablo 20. Integron geni tasiyan ve tasimayan izolatlarin viriilens genlerle iliskisi.

o integron geni tasiyan | Integron geni tasimayan | .

Viriilens izolatlar (%) izolatlar (%) Lzolat sayisi (%) o
No P degeri %2

gen (n=159)
REZS 151 (94.9) 3(1.9) 154 (96.8)

sopB () 3(L9) 2(1.3) 5(3.0) 0,008 | 22,878*
, | PpD () 149 (93.7) 3(19) 152 (95.6)

pipD (9 53.0) 2(1.3) 7(84) 0,016 | 15445*
RS 17 (10,7) 2(1.3) 19 (1L,9)

SOpE (9 137 (86.1) 3(L9) 140 (88.0) 0,109 | 3836
RESR 147 (92.4) 4(25) 151 (94.9)

SITA (9 7(84) 1(0.6) 8 (5.0) 0,23 2,405
RER 145 (91.2) 4(25) 149 (93.7)

sth () 9(5.6) 1(0.6) 10 (6.3) 0,28 1,636
RESE 148 (93.0) 2(1.3) 150 (94.3)

spaN () 6 (3.8) 3(1.9) 9 (5.6) 0,001 | 28,366*
REC 6 (3.8) 2(1.3) 8 (5.0)

spVC (9 148 (93.0) 3(1.9) 151 (94.9) 0021 | 13,128*
o | VAG) 149 (93.7) 3(1.9) 152 (95.6)

YA () 53.0) 2(1.3) 7(84) 0016 | 15445%
o | AG) 148 (93.0) 2(1.3) 150 (94.3)

hilA () 6 (3.8) 3(1.9) 9 (5.6) 0,001 | 28,366*
0| PRE) 3(1.9) 2(1.3) 5 (3.1)

SOVR (9 151 (94.9) 3(1.9) 154 (96.8) 0,008 | 22,878*

*[statistiksel olarak anlamli

Integron genlerinin varlig1 ile ampisilin ve gentamisin direnci arasinda énemli bir iliski

gozlenirken;

amoksisilin/klavulanik asit,

tetrasiklin,

siprofloksasin,

trimetoprim/sulfametoksazol, kloramfenikol ve nitrofurantoine diren¢ arasinda anlamli bir
iligski gozlenmedi (Tablo 21).
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Tablo 21. integron geni tasiyan ve tasimayan izolatlarin antibiyotiklere direng durumlari.

Integron geni

Integron geni

Toplam (%)

No | Direnc profili tasiyan izolat tasimayan izolat (n=159) P degeri %2
(%) (%)
L AMP direng (+) 2(13) 2(1,3) 4 (2,5) 0.005
AMP direng (-) 152 (95,6) 31,9 155 (97,5) 29,391*
) AMC direng (+) 99 (62,3) 1(0,6) 100 (62,9)
AMC direng (-) 55 (34,6) 4 (2,5) 59 (37,1) 0,064 4,044
CN direng (+) 3(1,9) 2(1,3) 5(3,1)
: CN direng (-) 151 (94,9) 31,9 154 (96,8) 0,008 22,878*
A TE direng (+) 139 (87,4) 31,9 142 (89,3)
TE direng (-) 15 (9,4) 2(1,3) 17 (10,7) 0,089 4,615
CIP direng (+) 18 (11,3) 2(1,3) 20 (12,6)
° CIP direng (-) 136 (85,6) 3(1,9) 139 (87,4) 0,119 3,508
SXT direng (+) 139 (87,4) 3(1,9) 142 (89,3)
° SXT direng (-) 15 (9,4) 2(1,3) 17 (10,7) 0,089 4,615
. C direng (+) 5(3,1) 1(0,6) 6 (3,8)
C direng (-) 149 (93,7) 4 (2,5) 153 (96,2) 0,177 3,72
g F direng (+) 6 (3,8) 1(0,6) 7(4,4)
F direng (-) 148 (93,0) 4 (2,5) 152 (95,6) 0,204 2,695

Calisma verilerinin toplu sunumu Ek-1’de verilmistir.
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5. TARTISMA

Kiimes hayvanlarinda goriilen Salmonella enfeksiyonlari, tavuk etinin insan tiiketimi i¢in
onemli bir protein kaynagi oldugu diinya genelinde hem kanatli endiistrisi hem de halk sagligi
igin ciddi bir tehdit olusturmaktadir (EFSA ve ECDC, 2021). Salmonella Infantis; tirettigi
virililens faktor ¢esitliligi ve siirekli ylikselen antibiyotik diren¢ oranlariyla tedavisi zor ve inatgi
enfeksiyonlara sebep olmaktadir. S. Infantis izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlardaki
tedavi basarisizliklari; bakterinin sahip oldugu antibiyotik direnci, integron ve viriilens

faktorleri ile ilgili olabilir (Lapierre ve digerleri, 2020).

Ulkemizde broyler tavuklardan izole edilen S. Infantis’in izolasyon oram %17,7-%82,6
arasinda degismektedir (Abbasoglu ve Akgelik, 2011; Sahan ve digerleri, 2016; Acar ve
digerleri, 2017; USKP, 2018; Sahan Yapicier ve Oztiirk, 2022). Diger iilkelerde yapilan
caligmalarda ise bu oran %45,9-%95,2 arasinda degismektedir (EFSA ve ECDC, 2021,
Igbinosa ve digerleri, 2022). Bu ¢alismada S. Infantis (%62,3), S. Enteritidis (%14,1) ve S.
Typhimurium (%12,2) en yaygin serotipler olarak belirlenmistir. S. Infantis'in tavuklarda
asemptomatik tasiyici ve gevresel bir kontaminant oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, drag
svap Orneklerinde S. Infantis orani, diger serotiplere gore daha yiliksek oranda (%47,0) tespit
edilmistir (S. Enteritidis i¢in %8,2 ve S. Typhimurium i¢in %7,0). Ayrica, diger serotiplere gore
i¢ organ Orneklerinde (%11,4) ve eklem sivilar1 6rneklerinde (%3,9) de en sik tespit edilen
serotiptir. Bu durum, S. Infantis'in genellikle broyler tavuklarda yaygin olarak bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica ¢alismada S. Infantis’in yiiksek oranda belirlenmesi, daha onceki
yapilan ¢aligmalara benzer sekilde bulunmus olup iilkemizde uygulanan Salmonella
eradikasyon programlarinin yeterince basarili olmadigini1 ve bu enfeksiyonlarin hala iilkemiz
i¢in bir sorun oldugunu gostermektedir. S. Infantis’in farkli izolasyon oranlarinin belirlenmesi;
aragtirmanin yapildigi bolgeye, 6rnekleme metotlarinin farkliligina, izolasyonun mevsimine ve
izolasyon yontemlerinin farkli olmasma bagli olabilir. Ayrica serovarlarin prevalansinin

zamanla degisebilecegi ve yerini baska bir serovarin alabilecegi unutulmamalidir.

S. Infantis’in salmonellozis vakalarinda etkinliginin hizli bir sekilde artmasinin yani sira
son yillarda diinyanin bir¢ok yerinde insan, hayvan ve kanatli 6rneklerinden izole edilen

suslarda MDR’nin ortaya ¢ikmasi; S. Infantis'in uluslararasi alanda da bir halk saglig1 sorunu
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olabilecegini gostermektedir (Kaya ve digerleri, 2017; Bogomazova ve digerleri, 2020; Kiirekci
ve digerleri, 2021; Pardo-Este ve digerleri, 2021; Diab ve digerleri, 2023). Ulkemizde yapilan
bazi ¢alismalarda, broyler tavuklardan izole edilen S. Infantis izolatlarinin MDR oranlari
%44,1-%100 arasinda degismektedir (Abbasoglu ve Akgelik, 2011; Sahan ve digerleri, 2016;
Kaya ve digerleri, 2017; Acar ve digerleri, 2017). Bu izolatlarin genellikle nalidiksik aside,
tetrasikline, streptomisine, trimetoprim/siilfametoksazole ve siilfonamidlere yiiksek oranlarda
direng gosterdikleri bildirilmistir (Abbasoglu ve Akgelik, 2011; Sahan ve digerleri, 2016; Kaya
ve digerleri, 2017; Kiirekci ve digerleri, 2021). Bu ¢alismada ise izolatlar;
trimetoprim/sulfametoksazol ve tetrasikline %89,3, amoksisilin/klavulanik asite ise %62,9
oraninda yiiksek diizeyde direncli olarak belirlenirken %61,0 oraninda MDR ’nin belirlenmesi
oldukca endise vericidir. Ulkemizde yapilan calismalarla, bu calismanin sonuglar1 benzerlik
gostermektedir. Italya (Franco ve digerleri, 2015), Isvi¢re (Hindermann ve digerleri, 2017),
Slovenya (Pate ve digerleri, 2019), Ingiltere (Newton ve digerleri, 2020) ve Rusya
(Bogomazova ve digerleri, 2020) gibi basta Avrupa lilkeleri olmak {izere Misir (Ammar ve
digerleri, 2019), Iran (Ranjbar ve digerleri, 2018), Israil (Gal-Mor ve digerleri, 2010), Sili
(Pardo-Este ve digerleri, 2021) gibi pekgok tilkede de S. Infantis izolatlarinin MDR’ye sahip
olduklar1 bildirilmistir. Diger {ilkelerde yapilan caligmalarda izolatlarin genellikle; nalidiksik
asit, tetrasiklin, trimetoprim/sulfametoksazol ve siilfonamid grubu ilaglar olmak iizere
ampisilin, nitrofurantoin, kanamisin, streptomisin gibi antibiyotiklere de ¢oklu direng
gosterdikleri bildirilmistir. Hem diinyada hem de iilkemizde S. Infantis izolatlariin benzer
antibiyotiklere ¢oklu direngli olmasi; salmonellozis’in tedavisinde bu antibiyotiklerin daha
yaygin olarak kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica kanatli hayvanlarda terapotik ve
profilaktik amagla kullanilan antibiyotiklerdeki farkliliklar nedeniyle izole edilen bakterilerin
antibiyotik direng¢ fenotipleri iilkeler ve bolgeler arasinda farklilik gdsterebilir. Antibiyotik
direngli bakterilerin, sahip olduklar1 diren¢ genleri besin zinciri yoluyla insanlara da
bulasabilecegi i¢in ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasi; S. Infantis'in tiim diinyay: ilgilendiren bir

halk saglig1 sorunu olabilecegini gostermektedir.

S. Infantis kaynakli enfeksiyonlarda uygulanan antibakteriyel tedavinin sonuglari, sadece
etkenin antibiyotik duyarliligina degil ayn1 zamanda integron tasima ve Viriilens faktor tiretme
yeteneklerine de bagl olabilir. Salmonella enfeksiyonlari, birgok viriilens geni i¢eren karmasik
bir patogeneze sahiptir. Bu viriilens genlerinin ¢ogu kromozomlar veya viriilensle iliskili

plazmitler tizerinde yer almaktadir (Dione ve digerleri, 2011; Chaudhary ve digerleri, 2015).
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Bu calismada Salmonella tiirlerinin patogenezinde gorev alan viriilens genlerinden; invazyonla
iliskili genler (hilA, sopB, sopE, spaN, sifA, pipD), viriilens plazmid genleri (SpvC, spvR) ve
toksin kodlayan genler (stn, slyA) arastirildi.

Tip 111 sekresyon sistemi (T3SS)’nin transkripsiyonel ana regiilatorii olan hilA geninin
S. Infantis izolatlarinda arastirildigina dair yapilan calismalar olduk¢a azdir. Yapilan bazi
caligmalarda izole edilen tiim Salmonella serotiplerinde hilA geni pozitif olarak belirlenerek
hilA geninin Salmonella tiirlerine 6zgii oldugu ve diger gram negatif bakterilerde bulunmadigi
bildirilmistir (Pathmanathan ve digerleri, 2003; Chu ve digerleri, 2021). Yapilan diger
calismalarda ise; Salmonella izolatlarinda hilA orant %90,0-%94,9 arasinda degismektedir.
(Moghadam ve digerleri; 2022; Diab ve digerleri, 2023; Lozano-Villegas ve digerleri, 2023).
Yapilan literatiir taramalarinda iilkemizde kanatli hayvanlardan izole edilen Salmonella
tirlerinde hilA geninin arastirildigina dair herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamis olsa da siit ve
stit triinlerinden izole edilmis Salmonella suslarinda %100,0 oraninda hilA pozitif olarak
belirlenmistir (Kanat ve Giilel Terzi, 2022). Bu ¢alismada ise yapilan ¢aligmalara benzer olarak
hilA geni %94,3 oraninda pozitif olarak belirlendi. Ulkemizde bu konuyla ilgili kanatli hayvan
ornekleri tlizerinde daha fazla ¢alismalarin yapilmasi ve Salmonella’nin patogenezi iizerine
etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir. Invazyondan sorumlu olan sopB, sopE, sifA, pipD ve
spaN genleri; Salmonella tiirlerinin viriilensi i¢in oldukca dnemlidir. Ulkemizde yapilan bazi
caligmalarda farkli serotipleri iceren Salmonella izolatlarinda sopB orani %93,3 ve %93,5
olarak belirlenmis (Karacan Sever, 2017; Ertung, 2017), diger iilkelerde ise bu oranin %94,1-
%100 arasinda degistigi bildirilmistir (Dione ve digerleri, 2011; Gole ve digerleri, 2013;
Krawiec ve digerleri, 2015; Lozano-Villegas ve digerleri, 2023). Bu ¢alismada ise SOpB orani
yapilan diger ¢aligmalara benzer olarak %96,8 oraninda belirlendi. Konak hiicre iskeletinde
degisiklik yaparak bakterinin konak hiicre igerisine alinmasindan ve sivi sekresyonundan
sorumlu olan sopB; bu ¢alismada yiiksek oranda belirlendigi i¢in, bu izolatlarin olusturdugu
enfeksiyonlar diyareye sebep olabilir. Ulkemizde yapilan bazi calismalarda, farkli serotipleri
iceren Salmonella izolatlarinda SOpE oran1 %37,7 ve %94,3 olarak belirlenmis (Karacan Sever,
2017; Ertung, 2017), diger tilkelerde ise bu oranin %33,0-%94,1 arasinda degistigi bildirilmistir
(Dione ve digerleri, 2011; El-Sharkawy ve digerleri, 2017; Lozano-Villegas ve digerleri, 2023).
Yapilan bir ¢alismada SOpE’nin; enfeksiyonun sistemik fazinda rol alarak SOpE geni tasiyan
suslarin zoonotik potansiyele sahip olabilecegi ve halk sagligi acisindan 6nemli oldugu

bildirilmistir (El-Sharkawy ve digerleri, 2017). Bu ¢alismada ise SOPE geninin izolasyon orani,
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yapilan diger calismalardan daha diisiik oranda (%11,9) belirlenmistir. Farkli S. Infantis
izolatlar1 arasindaki genetik farkliliklar, viriilens genlerinin varligt veya yoklugundaki
farkliliklara yol acabilir. SOpE geniyle ilgili yapilan caligmalarin iilkemizde smirli sayida
olmasi, tespit edilme oraninin degiskenlik gbstermesi ve bu geni tasiyan izolatlarin zoonotik
potansiyele sahip olmasi nedeniyle bu konu hakkinda daha fazla ¢alismalarin yapilarak sopE
geninin tilkemizde bulunan suslardaki siklig1 arastirilabilir. Ayrica ¢alismamizda diisiik de olsa
S. Infantis izolatlarinda SOpE geninin tespit edilmesi, bu geni tasiyan izolatlarin zoonotik
potansiyele sahip olabilecegi ve halk saghgl i¢in tehdit olusturabilecegi seklinde
yorumlanabilir. SifA geni, Salmonella tiirlerinin konak hiicrelere girisi ve replikasyonu i¢in
gereken molekiiler mekanizmalari diizenlemektedir. Ulkemizde yapilan bazi ¢alismalarda farkli
serotipleri igeren Salmonella izolatlarinda SifA oran1 %31,1 ve %90,5 olarak belirlenmis
(Karacan Sever, 2017; Ertung, 2017), diger iilkelerde ise bu oranin %70,1-%100 arasinda
degistigi bildirilmistir (Gole ve digerleri, 2013; Krawiec ve digerleri, 2015; Lamas ve digerleri,
2016; Lozano-Villegas ve digerleri, 2023). SpaN geni, bakterinin fagositoz yapmayan hiicrelere
girigini kolaylastirir ve makrofajlarda apoptozis yoluyla hiicre i¢i invazyona olanak saglar.
Salmonella tiirlerinde spaN geni ile ilgili yapilan ¢alismalar fazla bulunmamakla birlikte,
broyler tavuklardan izole edilen farkli serotipleri iceren Salmonella izolatlarinda izolasyon
oran1 %53,7 ve %79,6 olarak bildirilmistir (Lamas ve digerleri, 2016; Lozano-Villegas ve
digerleri, 2023). Lamas ve digerleri (2016), S. arizonae ve S. diarizonae izolatlarinda SifA ve
spaN’nin negatif oldugunu belirtilerek S. enterica subspecies enterica digindaki Salmonella
serotiplerinin daha diisiik viriilense sahip olabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise SifA ve
spaN orani sirasiyla %94,9 ve %94,3 olarak yiiksek oranda belirlenmesi, bu izolatlarin daha
bulasict ve daha yiiksek viriilense sahip olabilecegini, insanlarda daha ciddi ve yaygin
enfeksiyonlara neden olma riskini artirabilecegini diisiindiirmektedir. PipD geni, bakterinin
enteritise yol agma etkisini artirir ve konak hiicrelerde hayatta kalmalarini saglayarak yayilma
siireclerini kolaylastirir (Dione ve digerleri, 2011). Ulkemizde pipD geni ile ilgili yapilan
caligmalar fazla bulunmamakla birlikte, yapilan bir ¢alismada kanatli orijinli 45 Salmonella
izolatinin %95,5’inde pipD pozitif olarak belirlenmistir (Ertung, 2017). Bazi {ilkelerde yapilan
calismalarda ise Salmonella izolatlarinda pipD orant %92,4 ve %100 olarak belirlenmistir
(Dione ve digerleri, 2011; Penha Filho ve digerleri, 2023). Bu ¢alismada ise pipD oran1 yapilan
diger calismalara benzer olarak %95,6 oraninda belirlenmistir ve bu izolatlarin olusturdugu

enfeksiyonlarin baglica bulgusu, enterit olabilir.
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Arastirmalara gore; Salmonella enterotoksini ve salmolizin ekzotoksinlerinin sirasiyla stn
ve slyA genleri tarafindan kodlandig bildirilmistir. Arastirmacilar tarafindan stn geninin ishale
sebep olarak akut gastroenteritislerle iliskili oldugu, Salmonella suslarina 6zgii sekans igerdigi
ve bu genin saha numunelerinde Salmonella suslarinin saptanmasi igin uygun bir hedef haline
geldigi bildirilmistir (Fekry ve digerleri, 2018). Cesitli iilkelerde stn geni, farkli kaynaklardan
izole edilen birgok Salmonella serotipinde arastirilmis ve genellikle %100,0 olmak iizere
%58,8-%100,0 oraninda pozitif olarak tespit edilmistir (Zou ve digerleri, 2012; Chaudhary ve
digerleri, 2015; Ammar ve digerleri, 2016; Diab ve digerleri, 2023). Zou ve digerleri (2012),
bu geni tasiyan suslarin insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan literatiir taramalarinda iilkemizde kanatli hayvanlardan izole edilen Salmonella
tiirlerinde Stn geninin arastirildigina dair herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamis olsa da siit ve
stit uriinlerinden izole edilmis Salmonella suslarinda %55,5 oraninda stn pozitif olarak
belirlenmistir (Kanat ve Giilel Terzi, 2022). Ulkemizde bu konu hakkinda daha fazla
calismalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada ise stn geninin yiiksek prevalansi
(%93,7), bu izolatlarin ciddi gastrointestinal enfeksiyonlara ve siddetli hastalik belirtilerine
neden olma potansiyeline sahip olabilecegi konusunda endiseleri artirmaktadir. SIyA geninin,
ekstraintestinal sistemik enfeksiyonlardan sorumlu ekzotoksinlerin iiretiminde rol oynadigi
bildirilmistir (Jajere, 2019). Yapilan bir ¢alismada, broyler altliklarindan izole edilen farkli
serotipleri igeren 67 Salmonella izolatinda %85,1 (S. Infantis i¢in %100,0) oraninda slyA geni
pozitif olarak belirlenmistir (Lamas ve digerleri, 2016). Baska bir ¢alismada ise, ¢ogu broyler
tavuklardan olusan ¢esitli hayvansal kaynaklardan izole edilen 43 Salmonella izolatinda slyA
geninin %100,0 olarak tespit edildigi bildirilmistir (Monte ve digerleri, 2019). Ulkemizde
kanatli hayvanlardan izole edilen Salmonella tiirlerinde slyA geninin arastirildigina dair
herhangi bir ¢alismaya rastlanilmadi. Bu ¢alismada ise izolatlarin %95,6’sinda slyA pozitif
olarak belirlenerek yapilan diger ¢alismalara benzer sonuglar elde edilmistir. Bu konu hakkinda
daha fazla caligmalarin yapilmasi ile, slyA geninin iilkemizde bulunan suslardaki sikligi
arastirilabilir. Ayrica ¢alismamizdaki S. Infantis izolatlarinda slyA geninin yiiksek prevalansi,
bu izolatlarin daha agresif ve viriilent olma potansiyeline sahip olabilecegini, insanlarda daha

ciddi enfeksiyonlara neden olabilecegini diisiindirmektedir.

Salmonella tiirlerinin sahip oldugu viriilens plazmidleri, 6nemli viriilens genlerine
tastyicilik yaparlar. Viriilens plazmidi tasiyan Salmonella suslarinin insanlarda ve hayvanlarda

sistemik enfeksiyonlara sebep oldugu, tasimayan suslarin ise lokal veya asemptomatik
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enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir (Figueiredo ve digerleri, 2015; Diab ve digerleri,
2023). Ayrica virililens plazmitlerinin; kan izolatlarinda (%76,0) diski izolatlarina (%42,0) gore
daha yaygin olarak belirlendigi bildirilerek, spv’nin septisemi gibi ge¢ enfeksiyonlarda rol
oynadig1 belirlenmistir (Fierer ve digerleri, 1992). Ispanya’da yapilan bir calismada, broyler
altliklarindan izole edilen farkli serotipleri igeren 67 Salmonella izolatinda spvC geni %44,7
oraninda pozitif olarak belirlenmis fakat 6 adet S. Infantis izolatinin higbirinde spvC geni
belirlenmemistir (Lamas ve digerleri, 2016). Diab ve digerleri (2023) tarafindan yapilan bir
caligmada ise farkli serotipleri igeren 36 Salmonella izolatinda spvC geni %30,5 oraninda (S.
Infantis i¢in %25) pozitif olarak belirlenmistir. Colombia’da yapilan bagka bir ¢alismada ise
insan ve hayvan kaynakli farkli serotiplerden olusan Salmonella izolatlarinda SpvR ve spvC
oranlar1 sirastyla %61,2 ve %19,3 olarak belirlenmistir (Petano-Duque ve digerleri, 2023).
Ulkemizde kanatli orijinli S. Infantis izolatlarinda spvC ve spvR genlerinin birlikte arastirildig1
herhangi bir ¢alismaya rastlanilmadi. Yapilan bir calismada farkl: yetistirme tipine sahip kanatl
kiimeslerindeki altlik, toz, ¢evresel kaynaklardan, kesimhane karkas orneklerinden, kemirici
istasyonlarindan izole edilen S. Infantis izolatlarin %8,9'unda spvC pozitif olarak
belirlenmistir (Karacan Sever, 2017). Bu ¢alismada ise S. Infantis izolatlarinda spvC ve spvR
genlerinin sirasiyla %5,0 ve %3,1 olarak diisiik oranlarda belirlenmesi; bu izolatlarin, plazmidle
iliskili gen eksprese etme potansiyelinin daha diisiik olabilecegini ve bu durumun daha hafif
klinik sonuglarla iligkili enfeksiyonlara sebep olma potansiyeline sahip olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu bulgular1 dogrulamak ve gen ekspresyonu ile klinik sonuclar arasinda

kesin bir iligski kurmak i¢in daha fazla ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Plazmitlerde, kromozomlarda veya transpozonlarda bulunabilen integronlar; direng
genlerinin tiirler arasinda ya da tiir i¢inde transferini saglar. Sinif 1 ve simif 2 integronlar;
MDR nin ortaya ¢ikmasinda ve yayilmasinda anahtar rol oynamaktadir. Integronlar, birden
fazla antibiyotik diren¢ gen kasetini yapisinda bulundurabilmeleri nedeniyle antimikrobiyal
direng ¢alismalarinin odak noktas: haline gelmistir (Deng ve digerleri, 2015). iran’da tavuk
orneklerinden izole edilen S. Infantis izolatlarinin %36,0’simnin intl, %42,0’sinin int2,
%22,0’sinin ise hem intl hem de int2 tasidigr bildirilmistir. MDR’ye sahip izolatlarda
integronlar yiiksek oranda belirlenmistir (Asgharpour ve digerleri, 2018). iran’da yapilan baska
bir ¢alismada, broyler ciftliklerinden izole edilen 27 S. Infantis izolatinin %100,0’tinde int1,
%63,0’tinde int2 pozitif olarak belirlenmistir. Tiim S. Infantis izolatlarinda siilfonamid direnci

belirlenerek bu direncin intl tarafindan bakteriye kazandirildigi bildirilmistir (Rahmani ve
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digerleri, 2013). Italya’da yapilan bir ¢alismada ise, farkli kaynaklardan izole edilen 70 S.
Infantis izolatinin %45,7’sinde intl pozitif olarak belirlenerek bu integronun trimetoprim,
kloramfenikol, streptomisin ve siilfonamid direncini saglayan gen Kkasetlerini tasidigi
bildirilmistir (Dionisi ve digerleri, 2011). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada, broyler altlik
materyallerinden izole edilen 38 adet S. Infantis izolatinin %71,0’inin intl, %44,7’sinin int2,
%39,5’inin ise hem intl hem de int2 tasidig: bildirilmistir. Bu integronlari tagiyan izolatlarin,
tetrasikline yiiksek oranda direngli olduklar1 belirlenmistir (Sahan Yapicier ve Oztiirk, 2022).
Yapilan bagka bir caligmada ise; broyler tavuk digkilarindan izole edilen S. Infantis izolatlarinda
intl %100,0 olarak tespit edilerek bu suslarin potansiyel direng alici haline gelmesi bakimindan
onemli oldugu bildirilmistir (Kaya ve digerleri, 2017). Bu ¢alismada ise; S. Infantis izolatlarinin
%94,3’tinlin intl, %79,2’sinin int2, %76,7’sinin hem intl hem de int2 tasiyor olmasi yapilan
diger calismalara benzer sekilde bulunmus olup yiiksek oranlarda belirlenmesi direng gelisimi
acisindan oldukga endise vericidir. Ayrica int2 prevalansimin intl’den disiik olmasi; Sahan
Yapicier ve Oztiirk (2022) tarafindan yapilan calismayla da benzerlik gdstermektedir.
Ulkemizdeki S. Infantis izolatlarinda belirlenen integron genlerinin yiiksek varligi, bakterilerde
antibiyotik direncinin daha fazla yayilmasina yol acabilir ve bdylece bu tiir enfeksiyonlarin
tedavisini daha zor hale getirebilir. Bu durum, antibiyotik tedavisinin etkinligini azaltabilir,
enfeksiyonlarin kontroliinii ve tedavisini karmasik bir hale getirerek ciddi bir halk saglig

sorunu olusturabilir.

Bu calismada MDR’ye sahip izolatlarin %96,9’u (94/97), NMDR izolatlarin
ise %96,8’inin (60/62) integron tasidig1 belirlendi. Integron varligi ile MDR arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki gozlenmedi. NMDR izolatlarin da yiiksek oranda integron
tasiyor olmasi; direng kaseti tasimayan bos integronlarin olabileceginin gdstergesi olabilir ve
bu bakteriler gelecekte kendilerini hizla ¢oklu direngli suslara doniistiirme potansiyeline sahip
olabilir. Benzer sonuglar daha 6nce yapilmis calismalarda da elde edilmistir (Lapierre ve
digerleri, 2008; Eftekhari ve digerleri, 2013). Integronlar, bakteriler arasinda gen transferi
yoluyla yayilmaktadir. Dolayisiyla, baslangicta ¢oklu antibiyotik direncine sahip olmayan S.
Infantis izolatlarinin ¢evrelerindeki direngli bakterilerle temasi sonucu, direng genlerini alarak
daha sonradan ¢oklu antibiyotik direnci kazandiklar1 diisiiniilebilir. Integronlarin varlig1, direng
genlerini igeren bakterilerin dogal se¢ilim ve g¢evresel baskilara karsi popiilasyon iginde
avantajli hale gelmesine ve yayilmasina neden olabilir. Bundan sonra yapilacak olan

caligmalarda, benzer integron tasima potansiyeline sahip MDR ve NMDRS. Infantis
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izolatlarinin detayli genetik analizlerinin yapilmasi, popiilasyon yapilarinin daha iyi anlagilmasi

acisindan gerekebilir.

Calismamizda ayrica, viriilens gen varligr ile MDR arasinda da istatistiksel olarak
anlamli bir iliski gézlenmedi. Yapilan bazi ¢alismalarda; Salmonella tiirlerinde artan antibiyotik
direncinin, patojenin viriilens potansiyelini arttirdig1 bildirilmistir (Higgins ve digerleri, 2020).
Bu calismada c¢oklu dirence sahip olmayan izolatlarin da viriilens genlere yiiksek oranda sahip
olmasi, bu izolatlarin patojenitesinin yiiksek olabilecegini gosterebileceginden, tavuk endiistrisi

ile halk saglig1 agisindan ciddi bir tehdit olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Caligmamizda, S. Infantis izolatlarinda integron gen varligi ile bazi viriilens genlerinin
(sopB, pipD, spaN, spvC, slyA, hilA, spvR) tasinma potansiyeli arasinda, daha 6nce yapilmis
calismalara paralel bir sekilde (Higgins ve digerleri, 2020), istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmistir. Bu durumda integron genlerinin varligi, bazi viriilens genlerinin taginma
potansiyelini artirarak, viriilens faktorlerinin yayilmasina katkida bulunmus olabilir. Ya da
integronlarin varligi, farkli genleri ayni transfer mekanizmalariyla tasiyarak, bu viriilens
genlerinin taginma potansiyelini artirmis olabilir. Bu durumda, bu viriilens genlerine sahip S.
Infantis izolatlar1, rekabetci bir iistiinliik kazanabilir ve daha yaygin hale gelebilir. Integronlarin
varhi@1, viriilens genlerinin transferini kolaylastirarak bu avantaji artirabilir. Integronlar,
virlilens genlerinin yer aldig1 genetik cevrelerde bulunabilir. Bu nedenle, belirli viriilens
genlerinin integronlarla daha sik iligkilendirilmesi muhtemel olabilir ve bu iligki, integron
varlig1 ile bu viriilens genlerinin potansiyel transferi arasinda bir iliskiyi gosterebilir.
Integronlarin ve viriilens genlerinin tasinma potansiyeli arasindaki iliskiyi anlamak, antibiyotik

direnci ve enfeksiyonlarin kontrolii i¢in 6nemli bir adim olabilir.

Bu calismada integron genlerinin varligi ile gentamisin ve ampisilin direnci arasinda
onemli bir iliski mevcuttu. Yapilan ¢alismalarda Salmonella tiirlerinde aminoglikozid ve
betalaktam grubu antibiyotiklere diren¢ saglayan gen kasetlerinin genellikle intl ve int2
tizerinde yer aldigi bildirilmistir (Abbasoglu, 2009). Bu nedenle; gentamisine ve ampisiline
direng¢ saglayan gen kasetleri, bu integronlarda tasiniyor olabilir ve bu antibiyotiklere karsi
gelisen direng, integronlar tarafindan bakterilere kazandirilmis olabilir. S. Infantis izolatlarinda
integron gen varlig ile gentamisin ve ampisilin gibi antibiyotiklere diren¢ arasinda gozlenen
anlamli iligki, diren¢ genlerinin mobilite ve yayilimi {izerindeki etkileri acisindan énemlidir.
Antibiyotiklere direncli bakterilerin yayilmasini 6nlemek icin integronlarin rolii ve etkisi daha

fazla calisilmali ve kontrol 6nlemleri diistiniilmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, broyler tavuklardan elde edilen S. Infantis izolatlar1 iizerinde
gerceklestirilen kapsamli bir analiz sonucunda, mikroorganizmanin antimikrobiyal direng,
virlilens gen profili ve integron yapilarinin detayl bir sekilde ortaya konulmasi amag¢lanmustir.

Calismada, broyler tavuk kaynakli orneklerden yiliksek oranda S. Infantis izolati elde
edilmistir. Bu bulgu, isletmelerde Salmonella enfeksiyonlarinin tamamen ortadan kaldirilmasi
icin Salmonella eradikasyon programlarina daha fazla oOnem verilmesi gerektigini
vurgulamaktadir.

Elde edilen sonuglar, S. Infantis'in giderek artan antibiyotik direng oranlariyla karsilasilan
zorlu enfeksiyon durumlarini daha karmasik hale getiren cesitli viriilens faktorlerini igerdigini
gostermektedir. S. Infantis izolatlarinin cogunda sopB, pipD, sifA, stn, spaN, slyA ve hilA gibi
viriilens genleri yiiksek oranda bulunmustur. Diger viriilens genleri (SOpE, spvC, spvR) ise daha
diisiik oranlarda tespit edilmistir. Bu durum, mikroorganizmanin hastalik olusturma potansiyeli
acisindan degerlendirilebilecek 6nemli bir gostergedir.

S. Infantis izolatlari, yiiksek oranda antimikrobiyal diren¢ gostermis ve oOzellikle
izolatlarda trimetoprim-siilfametoksazol, tetrasiklin ve amoksisilin-klavulanik asit gibi 6nemli
antibiyotiklere kars1 direng profili varligi saptanmistir. Bu direng profili, S. Infantis suslarinin
giincel antimikrobiyal tedavilere karsi sinirli etkinlige sahip olabilecegi endisesini ortaya
koymaktadir.

Calismada incelenen S. Infantis izolatlarinin %61,0'i ¢coklu ilag direnci sergilemistir. S.
Infantis izolatlarinin genel 6zellikleri incelendiginde, ¢oklu ilag direnci olgularinin belirgin bir
yiizdesini olusturduklar1 ve bu direnglerin biiyiik bir kisminin (%58,5) integron yapilarina bagl
oldugu gozlemlenmistir.

Az sayida S. Infantis izolatinin, gentamisin ve ampisilin gibi 6nemli antibiyotiklere kars1
direng gostermis olmasi genel olarak olumlu bir bulgu olabilir. Ancak, bu diren¢ durumlari
dikkate alinmali ve izlenmelidir, ¢linkii antimikrobiyal direng profili zaman i¢inde degisebilir.

Az sayida direng gosteren izolatlar, antimikrobiyal tedavi segeneklerinin hala etkili
olabilecegini gosterir, ancak bu durumun siirdiiriilebilirligi ve yayilma potansiyeli izlenmelidir.

Antibiyotik direncinin artis gosterdigi giiniimiizde, S. Infantis'in bu dirence olan

egilimini ortaya ¢ikarmak, gelecekteki antibiyotik stratejilerinin belirlenmesi acisindan kritik
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onem tasimaktadir. Ozellikle, antimikrobiyal direncle miicadele ve enfeksiyon kontroliine
yonelik gelecekteki veteriner stratejilerinin belirlenmesine katki saglayabilir.

Bu ¢alisma, S. Infantis izolatlarinin genetik 6zellikleri ve direng profilleri {izerine yapilan
analizlerle, Salmonella enfeksiyonlarinin kontroliine dair 6nemli bir temel olusturmaktadir. Bu
bilgiler, tavuk ciftliklerinde ve gida giivenligi siireclerinde daha etkili 6nlemler alinmasina ve
halk sagliginin korunmasina katki saglayabilir.

Sonug olarak bu ¢alismada elde edilen bulgular hem akademisyenler, hem veteriner
hekimler hem de saglik calisanlar1 i¢cin 6nemli bilgiler sunmakta ve gelecekteki calismalar ve
stratejiler icin temel olusturabilecek degerli bilgiler igermektedir. Bu calismanin elde edilen
bulgular 15181nda agagidaki noktalara dikkat edilmesi dnerilmektedir:

Antibiyotik Kullaniminin Diizenlenmesi: Veteriner hekimlik uygulamalarinda ve tavuk
yetistiriciliginde antibiyotik kullaniminin siki bir sekilde diizenlenmesi, 6zellikle MDR S.
Infantis izolatlarinin yayilmasini sinirlayabilir.

Integron Yapilarmin Izlenmesi ve Kontrolii: Integron yapilarmin izlenmesi ve
yayilmasini engellemeye yonelik stratejilerin gelistirilmesi, antimikrobiyal direng¢ profilinin
kontrol altina alinmasina yardimci olabilir.

Veteriner Saglik Hizmetlerinin Gii¢lendirilmesi: Hayvan saglig1 ve zoonotik hastaliklarin
kontrolii ag¢isindan kritiktir.

Biyokontrol Stratejilerinin Uygulanmasi: S. Infantis kontaminasyonunun azaltilmasinda,
faj karakterizasyonunun ve tiplendirilmesinin yapilarak etkili bakteriyofajlarin secilerek
biyokontrol ajani olarak kullanilmasi denenebilir.

As1 Gelistirme Calismalari: Yiiksek viriilens gen profiline sahip S. Infantis izolatlarina
karsi etkili asilar gelistirme calismalari 6nemlidir.

Cevresel Kontaminasyonun Izlenmesi: Antibiyotik kullaniminin cevresel etkilerini
kontrol altina almak ve ¢evresel kontaminasyonu izlemek, genel saglik stratejilerinin bir pargasi
olmalidir.

Bu onerilere uyulmasi, S. Infantis kaynakli enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasi ve
antimikrobiyal direngle miicadelede etkili bir strateji olusturulmasi agisindan énemli bir adim
olacaktir. Ayrica, ileriki ¢aligmalarda diger viriilens genlerinin ve veteriner sahada siklikla
kullanilan diger antibiyotiklerin de ¢alismalara dahil edilerek daha genis kapsamli arastirmalar

yapilmas1 6nerilmektedir.
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SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETIiK BEYANI

“Broyler tavuklardan elde edilen Salmonella Infantis izolatlarimin integron,
antimikrobiyal diren¢ ve virlilens gen profillerinin incelenmesi” baslikli Doktora tezimdeki
biitiin bilgileri etik davranis ve akademeik kurallar gercevesinde elde ettigimi, tez yazim
kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilgilerin
kaynagima eksiksiz atif yaptigim bildiririm. Ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her

tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Melike YARAR
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