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ONSOZ

Turkiye’de Salmonella infeksiyonlari uygulanan tum kontrol stratejilerine
(biyoguvenlik, asilamalar, vb.) karsin gorilmeye devam etmektedir. Ayrica
endemik ve epidemik infeksiyonlar icerisindeki 6nemini korumaktadir.
Dezenfektan uygulamalari ile hastaliklarin kontrol altina alinmasi
muamkuinduar. Dezenfektanlarin  kanatli sektorinde dodru bir sekilde
uygulanmasi sonucunda uretimden tuketime kadar olan asamalarda patojen
etkenlerin kontrol altina alinmasinda basari saglanmaktadir. Bu nedenle,
kanath Salmonella’lari Uzerine dezenfektanlarin etkisinin karsilastirmali
degerlendiriimesine calisildi.

Ders donemi ve tez calismasinda yardim ve desteklerini esirgemeyen
degerli danisman hocam Ankara Universitesi Veteriner Fakultesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali 6gretim uyesi Prof. Dr. Hakan YARDIMCI basta olmak uzere,
tez izleme komitesindeki hocalarim Ankara Universitesi Veteriner Fakdltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal 6gretim Gyesi Prof. Dr. K. Serdar DIKER ve
Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim
Dali 6gretim Gyesi Prof. Dr. Tarik Haluk CELIK’e, calismalarim boyunca
katkilarini esirgemeyen Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali dgretim Gyeleri Prof. Dr. Mijgan IZGUR’e, Prof. Dr. Mehmet
AKAN’a, Prof. Dr. Baris SAREYYUPOGLUna, Yar. Dog. Dr. H. Kaan
MUSTAK’a, Ankara Universitesi Veteriner Fakdltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dalinda tim yuksek lisans ve doktora yapan arkadaslarima, destegini higbir
zaman esigermeyen ¢ok sevgili esim Tugba AKSOY’a ve gocuklarima ismail
AKSOQY ve Enes AKSOY’a tesekkulrlerimi sunarim.


http://cv.ankara.edu.tr/thcelik@ankara.edu.tr&deger=1
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Ylzde

Mikrolitre

Mikrometre

Aminoglikozid asetilaz

Aminoglikozid nukleotidil transferaz
Aminoglikozid fosforilaz

Varyans analizi istatistik bilim dalinda, grup
ortalamalari ve (gruplar igi ve gruplar arasi
varyasyon gibi) bunlara bagli olan islemleri
analiz etmek icin kullanilan bir istatistiksel
modeller koleksiyonudur.

integrasyon kaset alanlarini igeren hedef gen
bdlgesi, OREF ile birleserek onlari fonksiyonel
hale getiren genler olarak tanimlanmaktadir.
Buffere Peptone Water

1 mL lik su numunesi iginde olusan koloni sayisi
Deoksiribonukleik asit

Ribonukleik asit

Deoksinukleotid trifosfat

Fizyolojik tuzlu su

Gram

Hidrojen peroksit

Hidrojen salfir

Human immunodeficiency virus ( insan bagisiklik

yetmezlik virtsu)


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0statistik

ISO 6579 International Organization for Standardization
Method 6579

IMVIC indol, Metil red, Voges - Proskauer ve Citrat testleri

intll Integraz genini ve antibiyotik direng gen kasetlerini
barindiran hedef gen bdlgesi, ORF ile
birleserek onlari fonksiyonel hale

getiren genler olarak tanimlanmaktadir.

L Litre

McFarland Bakteri sayisini belirlemek icin referans tupler
MgClI2 Magnezyum klorur

MKTTnB Muller Kauffmann tetrathionate-novobiocin Broth
ml Mililitre

MRVS Moddified Rappaport Vassiliadis Semi Solid
NA Nutrient Agar

NB Nutrient Broth

NH* Amonyum

OPA Orto-fitalaldehit

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

pH Hidrojenin gucu

ppm Milyonda bir birim

QAC Quarter amonyum bazli dezenfektan

qacEA1 Quarter amonyum bilesiklerine kargi direng geni
S. Salmonella

sull Sulfonamid direng geni

TBE Tris Borik asit EDTA

TSB Trypticase Soy Broth

TSI Triple Sugar Iron

uv Ultraviyole

XLD Xylose-Lysine-Deoxycholate
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1. GIRIS

Salmonella, genus adini (Enterobacreiaceae ailesinde yer alan) bir Veteriner
Hekim olan mikrobiyolog Daniel E. Salmon’a (1850-1914) atfen almistir.
Serolojik olarak 2500’den fazla farkli serovari bulunmaktadir. Son
zamanlarda yapilan taksonomik cgalismalar, kanatlilara ait tim Salmonella
etkenlerinin genetik olarak bir tek tir “Salmonella enterica” igerisinde
tanimlandigini bildirmektedir (Gast, 2008; Barrow ve ark., 2010).

“0O” ve “H” antijenlerinin analizi ile 1926 yilinda White tarafindan
baglatilan ve 1941 yilinda Kauffmann tarafindan surdirilen c¢alismalar
serotiplerin sayilarinin belirlenmesinde kullaniimistir (Grimont ve ark., 2000).
Basilmig ilk tablo 20 serotip icerirken (Erdem, 2002), son zamanlarda bu sayi

yaklasik 2500’0 asmis durumdadir (Nataro ve ark., 2009).

Salmonellalarin neden oldugu kanath infeksiyonlari G¢ kategori
icerisinde gruplandiriimaktadir. Bunlardan ikisi diger tUm serovarlar igerisinde
hareketsiz bulunan ve kanatl turlerine spesifik serovarlar olan, S. Pullorum
ve S. Gallinarum’dur. S. Pullorum kanatlilarda ve civcivlerde akut sistemik bir
hastalik olan Pullorum hastaligina neden olmaktadir. S. Gallinarum ise daha
¢ok yetiskin tavuklarda akut ya da kronik septisemik bir hastalik olan Kanatli
Tifo’suna neden olmaktadir. Bu hastaliklarin her ikisi de ge¢cmiste kanatl
ureticileri agisindan ciddi problemlere neden olurken, gunumuzde ciddi
anlamda uygulanan eradikasyon programlari nedeni ile gerekli dnlemler
alinmaktadir (Gast, 2008; Desin ve ark., 2013). Diger grupta ise ¢ok sayida
hareketli olan ve konak spesifik olmayan Salmonella serotipleri yer almakta
ve paratifoid Salmonellalar adi altinda toplanmaktadirlar. Cesitli serotiplerin

bulundugu bu gruptan evcil ve vahsi hayvanlar etkilenirken ayni zamanda
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gida zinciri ile insanlara da bulagmalar sekillenmektedir. Paratifoid infeksiyon,
kanatlilar arasinda olduk¢a sik gozlenmesine ragmen, akut sistemik
infeksiyonlar diginda, stres kosullari altinda gen¢ kuslarda da yatkinlik
gbzlenmektedir. Ayrica, tavuklar ve hindiler arasinda karkas elde edilmesinin
son asamasinda kontaminasyonu go6zlenen paratifoid Salmonella,
asemptomatiktir, ayni zamanda da bagirsaklar ve sindirim sisteminde
persiste kolonize olabilmektedir. S. Enteritidis gibi bazi serotipler ise
yumurtacilarl sistematik olarak infekte etme kabiliyetine sahiptirler. Uglincii
ve son grubu teskil eden ve hareketli olan S. enterica subspecies
arizonaedir. Bu mikroorganizma digerlerinden biyokimyasal o6zellikleri ile
ayrilmasina ragmen diger Salmonella infeksiyonlarindan klinik olarak ayirt
edilemeyen akut septisemik bir hastaliga neden olmaktadir. Kanatl
endustrisinde yer alan modern tesisler giderek artmakta ve Salmonella’nin
yayllmasindaki firsatlari daha kompleks ve zor hale getirmektedir (Gast,
2008; Desin ve ark., 2013).

Salmonella genusunda yer alan bakteriler, kanathlarda gesitli akut ve
kronik hastaliklara neden olmaktadir. Bu hastaliklar dinya ¢apinda sureklilik
arz etmekte ve dnemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. infekte olan
kanatli suruleri Salmonella igin 6nemli bir rezervuardir ve gida zinciri
vasitasiyla da insanlara bulasmaktadir. Kanatl endustrisinde yer alan
modern tesisler giderek artmakta ve Salmonella’nin yayilmasindaki firsatlari

daha kompleks ve zor hale getirmektedir (Gast, 2008).

1.1. Etiyoloji

Salmonella, Enterobacteriaceae familyasinin genel karakteristik 6zelliklerini

tagsimaktadir. Kanli agar'a ekim iglemini takiben 37°C’lik etlivde 24-48 saat



3

icerisinde Ureme gostermektedir. MacConkey agar, Brilliant Green agar ve
Xylose-Lysine-Deoxycholate (XLD) agar'da laktoz negatif olarak Ureme
Ozelligine sahiptir. Gram negatif comak seklinde, 0,7-1,5 x 2-5 pm
blayukligundedir. Flagella’ya sahip olan serotipleri hareketli olup, diger
serotipler hareketsizdir. Fakultatif anaerobik, katalaz pozitif, oksidaz negatif
mikroorganizmalardir.  Nutrient  Broth  icerisinde  homojen  Ureme
gOstermektedirler. Triple Sugar Iron (TSI) agarda laktoz negatif olarak
ureyen Salmonellalar glukoz, sikroz ve H,S agisindan pozitiflik ihtiva
etmektedirler. IMVIC testlerinde; indol negatif, Metil Red pozitif, Voges-
Proskauer negatif ve Sitrat pozitiftirler. S. Pullorum ve S. Gallinarum
arasindaki ayrimi  saglayan en oOnemli biyokimyasal test dulsitol
fermentasyonudur; S. Gallinarum pozitif iken, S. Pullorum negatiftir. Yine, S.
Pullorum kulturleri ornitin dekarboksilazi hizli bir gsekilde Uretmektedir, S.
Gallinarum ise bunu gerceklestiremez. Salmonella’lar hareketlidirler, buna
ragmen S. Pullorum ve S. Gallinarum hareketsizdir (Shivaprasad ve Barrow,
2008; Gast, 2008).

Salmonella turleri fakuiltatif hicre ici bakterilerdir. Butln tlrleri patojen
olarak kabul edilmektedir (Siriken, 2013). Salmonella serotiplerinin
belirlenmesinde, “O” (somatik) ve "H” (flagellar) temel alinarak Kauffmann-
White Semasi kullaniimaktadir. Son siniflandirmaya goére ki tar
bulunmaktadir. Bunlar: S. bongori ve S. enterica’dir. S. enterica tirQ ise,
asagida belirtilen alti alt gruba ayriimaktadir. Bunlar; S. enterica subsp.
enterica (I), S. enterica subsp. salamae (Il), S. enterica subsp. arizonae (llla),
S. enterica subsp. diarizonae (lllb), S. enterica subsp. houtenae (IV), S.

enterica subsp. indica (V)'dir (Guibourdenche ve ark., 2010).



1.2. Epidemiyoloji

Salmonellozis, Salmonella’nin iki turt (Salmonella enterica ve S. bongori)
tarafindan insanlarda ve hayvanlarda meydana gelen infeksiyoz bir
hastaliktir. Salmonella, intestinal bakteri olmasina ragmen, ciftliklerde, insan
digkisinda ve fekal kontamine materyallerde, kisacasi ¢evrede yaygin olarak
bulunan bir mikroorganizmadir. Kronik tasiyicilar ya da semptomatik ve
asemptomatik infeksiyonlar siklikla ayirt edilememekle birlikte kanatllar ve
insanlari tehdit etmektedir (Poppe, 2000; Lutful Kabir, 2010).

insan ve hayvanlardaki hastaligin en yaygin etkenleri S. Typhimurium
ve S. Enteritidis iken; S. Infantis, S. Hadar S. Heidelberg ve S. Virchow igin
de artan ciddi endiseler bulunmaktadir (Freitas Neto ve ark., 2010; Foley ve
ark., 2011). Son on bes yillik slre igerisinde kanatlilarda en yaygin gozlenen
serovarlardan S. Enteritidis’in yerini S. Typhimurium almistir. Kanatlilarda
meydana gelen Salmonella infeksiyonlarinin birgok kaynagi bulunmaktadir.
Kanathlar ve diger birgok hayvan latent infekte ve klinik olarak hasta olmakla
birlikte Salmonella etkenini sekret ve ekskretleri ile etrafa sagmaktadirlar
(Poppe, 2000). Boylelikle hem genis bir rezervuar goérevi géormektedirler hem
de c¢evresel, diger hayvanlar ve insanlar ic¢in hastalik kaynagini
tasimaktadirlar. Kanatlilar ¢ogunlukla damla, diski, yem, su, toz, alet ve
ekipmanlar ile horizontal olarak ayrica, Salmonella etkeni ile infekte olan
bireysel hayvanlarla direkt temas sonucunda da hastalik tablosu
sekillenmektedir (Poppe, 2000).

Ovaryum follikllleri infekte oldugunda ya da oviduktun igerisindeki
yumurta infekte hale geldiginde vertikal olarak bulasma sekillenmektedir.

Yonetim uygulamalari (management) Salmonella etkeninin bulagsmasini
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onemli bir derecede azaltmaktadir. Birgok faktdr horizontal ve vertikal

bulagsma igin birbirileri ile iligki i¢cerisindedir (Poppe, 2000).

Paratifo infeksiyonlari ¢ok sayida Salmonella serotipi tarafindan
meydana gelmektedir. Bu serotipler; S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.
Infantis, S. Derby, S. Virchow, S. Heidelberg, S. Newport, S. Stanley, S.
Thomson ve S. Agona’dir. Paratifoid etkenlerin asemptomatik Ozellikte
olmalari, konakgi spesifik olmamalari ve diskiyla etrafa sagilmalarindan
dolay tifoid etkenlere gore epidemiyolojileri daha karmasik olarak karsimiza
cikmaktadir (Lapuz ve ark., 2008).

Paratifoid etkenlerin bulagsmasinda c¢evresel kaynaklar, kontamine atik
sular, hayvan yemleri, evcil ve vahsi hayvanlar, kuglar, rodentler ve insanlar
rol oynamaktadir. Civcivler, yumurta ¢ikisinda agiz yoluyla etkeni alabilmekte
ve digki yoluyla yogun bir sekilde sacmaktadirlar. Etkenin, kontamine
yumurta kabugu, tly ve tozlardan alinarak, civcivlerin kulugka makinalarinda
infekte olmasi kulucka makinalarinin da kontaminasyonuna yol agmaktadir.
Bu sekilde meydana gelen infeksiyon, broylerin hayati boyunca stirmekte ve
ayni kimesteki hayvanlar arasinda kros-kontaminasyonlara neden
olmaktadir. Digkiyla sagilma oranini ise antibiyotik, probiyotik ve buyutme

faktérlerinin kullanimi etkilemektedir (izgir, 2002).

Yem de paratifoid etkenlerin bulasmasinda oOnemli bulasma
kaynaklarindan biridir. Ozellikle kanatlilarin retim asamasinda Salmonella
kontrolu en kritik noktalardan biridir ve bulasmadaki ana nedeni tegkil
etmektedir (Cox ve Pavic, 2010).
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Bulagsmada kiumesin bulundugu bdlgenin iklimi 6nem tasimaktadir.
Ihman iklimli bolgelerde yetigtiriciligin yapildigi yari agik kimesler, fare, diger
kemiriciler ve surungenlerin girigsi acgisindan risk kaynagidir. Farelerle
mucadelede kullanilan kediler de kontaminasyon kaynagidir. Ayrica, hamam
bdcekleri, kuguk yer kurtlari, diger hayvanlar, kimes personeli, ekipman ve
kanatlilarin kimes igerisindeki icme suyu kaynaklari da paratifoid etkenlerinin

bulasmasinda rol oynamaktadirlar (izgur, 2002).

Bati Japonya’da 2004-2006 yillari arasinda yapilan bir ¢calismada; S.
Enteritidis ve S. Infantis kontaminasyonun yumurta ciftliklerine yayilliminda
sicanlarin rolunun saptanmasi amaglanmistir. Bu nedenle, 851 sigcan
incelenmis ve bunlarin, 113’0 S. Enteritidis, 158’i S. Infantis ve 28'’i her iki

serotip pozitif olarak tespit edilmigtir (Nataro ve ark., 2009).

1.3. Teshis

Pullorum Hastaligi ve Kanatli Tifo’'su igin ayirici teshisin yapilmasi
gerekmektedir. Bu amacla S. Pullorum ve S. Gallinarum icin dizgun bir
izolasyon ve identifikasyon yapilmaldir. Oncelikle kiimesin hastalik gegmisi
ogrenilmeli, klinik semptomlar, 6limler ve lezyonlar dikkate alinmalidir. Pozitif
serolojik bulgular identifikasyon icin en dnemli kriterdir. Sonugclar, negatif olsa
dahi infeksiyonu takiben antikor aglutinasyonunun gorunuarlalaginin 3-10
gun igerisinde ayirici teshis igin kullanilamayacagi bilinmelidir. Benzer olarak
pozitif sonuglar, S. Enteritidis gibi diger serogrup D Salmonellalar ile kros-

reaksiyon verebilecegi de g6z éninde bulundurulmalidir (Gast, 2008).



1.4. izolasyon ve identifikasyon

Salmonella spp.’lerin Uretiminde bazi selektif zenginlestirme metotlar da
kullanilmaktadir.  Boylelikle hem  kontaminant bakterilerin  Uremesi
engellenmekte hem de Salmonella spp.’lerin Gremeleri arttiriimaktadir. Bu
amacla, laboratuvarlarda kullanilan bircok metot bulunmaktadir. Uluslararasi
olarak en yaygin kullanilani ise, International Organization for
Standardization Method 6579 (ISO 6579: 2002)'dur. Buna gore, 25 g ornek
225 ml Buffered Peptone Water (BPW; Oxoid) igerisinde 18-24 saat 37°C’de
etlivde inkubasyona birakiimaktadir. inkubasyon sonrasinda, érnekten alinan
1 ml PCR icin gerekli olan template DNA hazirliginda kullaniimaktadir.
Ornekten 1ml  Muller Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin  Broth
(MKTTnB;Oxoid) ve 0,1 ml Moddified Rappaport Vassiliadis Semi Solid
Medium (MRVSS;Oxoid)’a transfer edilerek sirasiyla 18-24 saat 37°C’'de ve
24 saat 41,5°C’de zenginlestirme asamalari gercgeklestiriimektedir. Selektif
besiyerlerine ekim asamasina on zenginlestirmede kullanilan MKTTnB ve
MRVS kullanilarak Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD; Oxoid) ve Xylose
Lysine Tergitol-4 Agar (XLT; Oxoid) a ekim yapilarak, pleytler 37°C’de 24
saat inkubasyona birakilmaktadir. Stpheli Salmonella kolonileri biyokimyasal
testlere (TSI, H,S, gaz olusumu, VP, Ure, Lizin Dekarboksilaz, B-
Galaktosidaz) tabi tutulmaktadir (ISO 6579(2002); Koyuncu ve Haggblom,
2009; Eyigor ve ark., 2010).

Pullorum hastaligi ve kanatli Tifo’'su karakteristik olarak sistemik
infeksiyonlara neden olmakta ve daha ¢ok i¢ organlardan izole ve identifiye
edilmektedir. Kultir amaciyla, daha ¢ok karaciger, dalak ve sekum ornekleri
kullaniilmaktadir. Lezyonlar ise akcigerler, kalp, ventrikuller, pankreas ya da
sarl kesede tespit edilmektedir. Yetigkin kanatlilarda ise Ureme sisteminde
ovaryumlarda lezyonlar gézlenebilir ve bu lezyonlu boélgelerden Kanli agar'a

ve Brilliant Green agar’a gergeklestirilen ekimler ile izolasyon yapiimaktadir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eyigor%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20482231
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Bu petriler 24-48 saat 37°C’de inkubasyona birakilmaktadir (Shivaprasad ve
Barrow, 2008).

Her iki organizma da Gram negatif ve sporsuzdur. S. Pullorum kuguk,
dizgun kenarl ve translusent bir koloni olusumu gdsterirken, S. Gallinarum
duzgun kenarli, mavi-gri, nemli koloniler seklinde uremektedir. S. Gallinarum
ve S. Pullorum, TSI agar'da bulunan karbonhidratlari fermente edememekte
ancak H,S pozitiftir, indol ve Ureaz testleri negatif iken hareket mevcut
degildir. Bu iki organizma ornitin, dulsitol, maltoz ve mannitol testleri ile ayirt

edilebilmektedirler (Shivaprasad ve Barrow, 2008).

Paratifoid Salmonellalardan olan S. Enteritidis, sporsuz, 0,7-1,5 x 2,0-
5,0 ym buyudkliginde, Gram negatif bir etkendir ve peritrik flagella’lar ile
hareketlidirler. 24-48 saat 37°C’de inkubasyon slresinden sonra dizgin
kenarli koloniler meydana gelmektedir. TSI agar'da glikozu fermente
ederken, laktoz ve sukrozu fermente edememektedir. Ancak, H,S Uretimi
g6zlenmektedir. Ureaz testi negatiftir ve indol Uretemezler. Konak spesifik
etkenler olan S. Pullorum’dan dulsitol'u fermente edememesi ile ve S.
Gallinarum’dan glikoz fermentasyonu sirasinda gaz olusturamamasi
biyokimyasal 6zellikleri ile ayrilmaktadir. Yine hareketli olmalari da paratifoid

salmonella’ar igin ayirt edici bir 6zelliktir (izgtr, 2002; Gast, 2008).

Paratifo infeksiyonlar, tavuklarda Kklinik ve enterik form olarak
seyretmektedir. Kanatlh hayvanlarda bazi vakalarda, civcivlerde erken donem
infeksiyonlarinda, mortalite %10-80 arasindadir. Bu durumda sari kese
infeksiyonu, karaciger ve dalakta blyume, ayrica poliserozitis tablolari da
dikkat cekmektedir. Paratifo infeksiyonlari, kanatli hayvanin yasina, immun
direncine, etkenin virllansina ve vicuda giris yoluna baglh olarak infeksiyon

meydana getirmektedir. Ergin kanathlarda siddetli sistemik tablolara
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rastlanmamaktadir. Klinik tablolar genellikle civcivlerde go6zlenmektedir.
istahsizlik, su tiiketiminde azalma, tuylerde karigiklik ve artan ishal klinik
septomlar arasinda bulunmaktadir. Enterik formda ise klinik belirtiler ve
mortalite gorulmemekte, ancak digki ile c¢evreye sacgilim s6z konusu
olmaktadir (izgurr, 2002; Akan,2008).

1.5. Koruma ve Kontrol

Kontroluin ilk hedefi tavuk surulerinde Salmonella infeksiyonlarini mumkan
oldugunca dusuk duzeye indirmektedir. Bu nedenle, tavuk sdrdlerinin
piramidinin tepesinden baslayip asagdiya dogru Salmonella’nin tamamen
ortadan kaldiriimasinin saglanmasi prensibine dayanmaktadir (Wegener ve
ark., 2003).

Ureticiler Salmonella’nin yayilmasinin engellenmesi amaci ile diinya
capinda bircok Ulkede koruma stratejileri gelistirmiglerdir. Avrupa Birligi de
dye Ulkelerin ciftliklerinin ve yumurtaci kimeslerinin Salmonella’dan ari
olmalari igin kontrol programlari uygulanmasini 6ne surmuslerdir. Bu amagla
250’den fazla kanatlidan digki érnekleri toplanarak bir havuz olusturulmakta

ve ornekler incelenmektedir (Poppe, 2000).

Sonugta, S. Enteritidis ya da S. Typhimurium identifikasyonu
yapildiginda yetistirici bu hastaligin varligini devlete bildirmek zorundadir.
Sonrasinda, Veteriner Hekim kontrolinde karaciger, ovaryum ve bagirsak
alinarak gruplandiriimaktadir. Alinan oOrneklerden pozitiflik tespit edilirse
kanath kimeslerinde bulunan althk ve diski derhal uzaklastinimal, kimesler
temizlenmeli ve dezenfekte edilmelidir. Damizlik kimeslerinde pozitiflik
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saptanmasi sonucunda ise kimes bosaltiimali ve yuksek risk tagiyan kimes
materyalleri de mutlaka dezenfekte edilmelidir. Kimes 6rneklemelerinde ayni
zamanda kanatli yemleri ve yem materyalleri de kullaniimaktadir. Sanitasyon
programi, damizlik ve yumurtaci surulerde Salmonella igin kullaniimaktadir.
Bunun yani sira sanitasyon iglemi yine kanatli yemlerine isiya tabi tutma
seklinde uygulanmaktadir. Altlik 6rnekleri ise laboratuvara gonderilerek etken
yonunden incelenmesi yapilmaktadir. Civcivler kimeslere yerlestiriimeden
once kUmeslerin dezenfektanlar ile mutlaka temizlenmesi gerekmektedir.
Ancak, Salmonellanin tamamen eliminasyonu ve patojen etkeni tasiyici
rodent’lerin tamamen uzaklagtiriimasinin ¢ézimlenmesi olduk¢a gug bir
problemdir (Poppe, 2000).

Bircok ulkede, kanath Tifo’su ve Pullorum hastaligi resmi verilerin azhigi
ve kayit altina alinmamasindan dolayl gergek insidansinin ¢ok altinda
bulunmaktadir. Kanatli kiimeslerinin Pullorum hastaligi ve kanath Tifo’su
etkenleri olan S. Pullorum ve S. Gallinarum’dan ari olmasi gerekmektedir. Bu
nedenle temel yonetim prosedurleri uygulamalari ile hastalik insidensinin
azaltilmasi saglanmaktadir (Barrow ve Freitas Neto, 2011). Ayni zamanda
ulusal kontrol programi, asilama ve kompetitiv eksklizyon hastalik

insidensinin azaltilmasina katki saglamaktadir.

1.5.1. Yonetim Prosediirleri

Yonetim prosedurleri buyluk olgude S. Pullorum ve S. Gallinarum
mevcudiyetini engellemek adina korumayi esas almaktadir. Yumurtaya
gecmesi nedeni ile surllerin bu etkenlerden ari olmasi gerekmektedir. Soyle
ki;



1)

2)

3)

4)

5)

1.5.2.
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Civcivler ve kanathlar, Pullorum Hastaligi'ndan ve Kanatli Tifo’sundan
ari kaynaklardan saglanmalidir.

Pullorum’dan ve Tifo’dan ari olan kanatllar diger kanatlilar ile biraraya
getiriimemelidir.

Civcivler ve kanatlilar, tim Salmonellalardan ari olmali, islenmis
yemler ile beslenmeli ve yemler igeriklerinin de Salmonellalardan ari
olmalidir.

Civcivler ve kanathlar temizlenmisg, sanitize edilmis ve Salmonella
etkenlerine spesifik kimyasallar ile dezenfeksiyon iglemi yapiimig
kimeslere yerlestiriimelidir.

Salmonellalarin gevresel etkenlerine karsi kimeslerin korunmasi

amaciyla biyoguvenlik onlemleri alinmahdir. Bunlar:

a. Serbest olarak bulunan kanatlilar genellikle Salmonella etkenlerinin
tastyicilaridir. Bu nedenle kimesler bu kanatllardan uzak
tutulmalidir.

b. Fareler, ratlar, tavsanlar, kediler, kopekler ve diger pet hayvanlari
diger Salmonellalarin tasiyicilari olabilirler, ayrica nadir de olsa S.
Pullorum ve S. Gallinarum ile infekte olabilirler. Bu nedenlerle,
kimesler bu hayvanlardan uzak tutulmalidir.

c. Insektlerin kontrolleri dnemlidir.

d. igme sularinin kontrolii icin ise sular mutlaka klorlanmaldir.

e. Hasta ve 0lu kanathlar ise, mutlaka kimeslerden uzaklastiriimalidir

(Shivaprasad ve Barrow, 2008).

Ulusal Kontrol Programi

Pullorum ve Tifo’dan ari kimesler elde etmek i¢cin Amerika Birlesik Devletleri,

bir Ulusal Kontrol Programi uygulamigtir. Bu amagla, suri yonetim
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programlari uygulanmakta ve alan eradikasyonu yapilmaktadir. Bu programa

gore;

1) Pullorum Hastaligi ve Kanath Tifo’su bildirimi zorunlu hastaliklardir.
2) Hastalik patlak verdigi zaman alan karantina altina alinmalidir.

3) Pullorum Hastaligi ve Kanatli Tifo’su igin yapilan tim bildirimler mutlaka

kontrol edilmelidir.

4) Kimeslere alinacak olan yumurtacilar ve diger kanathlar mutlaka Pullorum

5) Hastaligi’'ndan ve Kanath Tifo’sundan ari olmalidir.

6) Kanath dretimim yapilan vyerlerde mutlaka Pullorum-Tifo kontrol

programlari kullaniimahdir (Shivaprasad ve Barrow, 2008).

1.5.3. Asilama

Kanatlilarin asilanmasi; Salmonella oranini azaltmak, kanath drlnlerinde
kontaminasyonu onlemek ve insanlara bulagsmasinin engellemek igin gerekli
goOrulmektedir. Konuyla ilgili olarak birgok galisma yapiimasina karsin halen
daha iyi tanimlanmis ve daha guvenilir Salmonella asilarina ihtiyag
duyulmaktadir (Matulova ve ark., 2012; Desin ve ark., 2013).

Canli-atente Salmonella asi suslar birka¢ farkli yaklagsimla atente
ediimekte ve sonrasinda kanathlardaki koruyucu etkinligi igin test
edilmektedir. Canli ve attenle edilmis asilar ile asilamanin amaci S.
Enteritidis, S. Gallinarum ve S. Typhimurium suglarinin karaciger, dalak,
ovaryum ve sekumda ve yine S. Enteritidis’in diski ve yumurta igerisindeki

kolonizasyonunu azaltmaktir (Cerquetti ve Gherardi, 2000; Feberwee ve
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ark., 2001; Gantois ve ark., 2006; Penha Filho ve ark., 2010; Methner ve ark.,
2011; Nandre ve ark., 2012; Matulova ve ark., 2012).

Pullorum hastaligr'nin eradikasyon programlari bircok ticari kimeste
uygulanmakta ve buylk c¢ogunlukla da eradike edilmis durumdadir. Kanath
Tifo’su ise, dlnyanin bazi bdlgelerinde hala énemli bir problem teskil
etmektedir. Oli bakteri ile hazirlanan S. Gallinarum asisi Amerika’da
uretiimis ve yine Amerika’da kullanilmayan canli modifiye asi ise diger
ulkelerde kullaniimaktadir. Kanatli Tifo’su i¢in ayrica 9R susu kullanilarak
bircok Ulkede asi c¢alismalari yapilmaktadir. Son zamanlarda da S.
Gallinarum’un mutant bir susu ile Kanath Tifo’suna karsi immunizasyon
saglanmaktadir (Zhang-Barber ve ark., 1999; Feberwee ve ark., 2001; Gast,
2008; Howard ve ark, 2012).

1.5.4. Kompetitiv Ekskliizyon (Yarigmaci Diglama)

Bu uygulama bicimi; bir ya da daha fazla faydali mikroorganizmayi igerisinde
barindiran  probiyotiklerin  gastrointestinal floranin  dizenlenmesi igin
kullanimini icermektedir. Yarismaci diglamanin en etkili olani anaeroblardan
laktik asit bakterilerine kadar bir ¢ok mikroorganizma tirlini icermektedir
(Cox ve Pavic, 2010).

Diglamada, ugucu yag asitlerinin Uretimi ve kolonizasyon alanlarinda
meydana gelen yarisma sonucunda direkt etkisini gostererek, bagirsak
hareketlerinde artis ve konak immun sistemini uyarici etki yapmaktadir. Ticari
kosullarda, Salmonella’nin digslanmasinda dusuk stres kosullarinda ve iyi bir

biyoguvenlik ile ilk birka¢ gunlik uygulama suresince yarigmaci digslama
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uygulamasi sonucunda Salmonella-ari civcivlerin Uretimi saglanmaktadir
(Cox ve Pavic, 2010).

1.6. Sagaltim

Pullorum Hastaligi'na ve Kanatli Tifo’suna karsi etkili olan koruyucu ve tedavi
edici ilaglar gelistirilmistir. Cesitli Sulfonamid’ler, Nitrofuran’lar, Tetrasiklin’ler
ve Aminoglikozid’ler bu hastaliklardan sekillenen o6lumleri azaltmaktadir.
Aminoglikozid’lerden ise Gentamisin, rutin izleme programlarinda siklikla
basvurulan énemli bir ajandir ve hem hayvan hem de insan infeksiyonlarinin
tedavisinde siklikla kullaniimaktadir (Gast, 2008; Yildirnm, 2010).

Gentamisin direngliligi Aminoglikozid Asetilaz (AAC), Aminoglikozid
Nukleotidil Transferaz (ANT) ve Aminoglikozid Fosforilaz (APH) enzimlerini
kodlayan  birgok gen tarafindan  belirlenmektedir.  Yumurtalarin,
inkubasyondan 6nce neomisin sulfat ile spreylenmeleri civcivleri Pullorum
Hastaligi'ndan korumaya yardimci olmaktadir. Fazla kontamine olan
yumurtalarin ise S. Gallinarum’dan korunmalarina yardimci olmak igin
Gentamisin iceren antibiyotikli sollisyonlar kullanilmaktadir. S. Pullorum’un
ise Klortetrasiklin ve Nitrofurazon’lara karsi direng gelistirdigi bildirilmistir
(Gast, 2008; Yildirnm, 2010).
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1.7. Dezenfeksiyon

Hastaliklara neden olan mikroorganizmalarin inaktivasyonuna
‘dezenfeksiyon’ denilmektedir. Dezenfeksiyon ¢ogunlukla kimyasallar, 1si ve

ultraviyole 15131 ile yapiimaktadir (Arda, 2006).

Kimyasal maddeleri iceren birgok dezenfektan drin mevcuttur.
Dezenfektan maddeler bakterilerin vejetatif formlarini 6ldurtr, ancak daha
direncli olan spor formlarini 6ldirmeyebilir. Bundan dolayi dezenfeksiyon
islemi yapildiginda, sterilizasyonun gerceklestigi sdylenemez (Ewart, 2001;
EPA, 2004).

Dezenfeksiyon, Salmonella’nin infeksiyon zincirini kirmak ve kros-
kontaminasyonlari engellemek amaciyla oldukga buylk 6neme sahiptir.
Salmonella etkenlerine spesifik olan dezenfektanlarin kullaniimasi ile cansiz
ortamlarda bulunan tim mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi ve gida
maddelerine bulasmalarini engellemek amaciyla dezenfeksiyon islemleri
yapilmaktadir (Moretro, 2012).

1.8. Dezenfektanlarin Etki Tarzlari ve Dezenfektanlarin Tiirleri

Dezenfektanlarin etki tarzlan ve dezenfektanlarin tirleri ise bakteri
membranlarinin fonksiyonunu bozanlar, proteinleri denatlire edenler, enzim
aktivitesini bozanlar ve nlkleer sistemi bozanlar olarak doért guruba

ayrilmaktadir. Bunlar;
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1.8.1. Bakteri Membranlarinin Fonksiyonunu Bozanlar

Dezenfektan maddelerin genel 6zellikleri arasinda ylzey gerilimini disirmek
ve ozmotik basinci arttirmak bulunmaktadir. Boylelikle zararli organizmalarin
hicre membranlarinin yari gegirgen oOzelligi bozulmakta, beslenmesi
aksamakta ve sonu¢ olarak metabolizmasi  durarak  olumleri
gerceklesmektedir. Bu etki tarzina sahip olan kimyasal maddeler arasinda
fenoller-fenolli  bilesikler, sentetik deterjanlar ve organik solventler
bulunmaktadir (Arda, 2006).

1.8.1.1. Fenol-Fenolliu Bilesikler

Fenolin dezenfeksiyon etkisi i¢in genellikle %2-3’luk solUsyonlari
kullanilmaktadir. Ayrica sabunlara da katilarak suda erime veya etki etme
kabiliyetini de arttirmaktadir. Ayni zamanda, bakteri ve asilarin inaktivasyonu
ile birlikte serum muhafazasi amaciyla da %0,1- 0,2’lik solisyonlarindan da
yararlaniimaktadir. Fenol yapisinda bulunan halkalarin yapisal yer
degistirmesi sonucunda etkileri artmaktadir. Metil fenol, orto, meta ve para
kresol ve halogenlenmis fenol bunlara 6rnek olarak verilirken diger fenolll
bilesiklere, kreolin, sagrotan, dettol, diklorfen, tetraklorfen, valvanol, baktol ve
sudal gibi %1-5 yogdunluklu dezenfektanlar 6rnek verilebilmektedir (Arda,
2006).
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1.8.1.2. Sentetik Deterjanlar

Bu tarz deterjanlar ylzey aktif maddelerdir. Yapilarinda bulunan hidrofobik
kisim; uzun zincirli hidrokarbonlardan olugmakta ve yine yapilarinda bulunan
hidrofilik polar gruplarin kimyasal karakterlerine gore u¢ gruba ayriimaktadir
(Arda, 2006).

a) Katyonik Deterjanlar: Kuarterner amonyum bilesikleri i¢erisinde yer
alan bu deterjanlar yuzey aktif maddelerdir. Etki tarzlarini bakterinin yari
gegirgenlik 6zelligini bozarak membranlarinda bulunan fosfor, nitrojen,
protein, lipid ve diger komponentler arasinda bulunan baglari koparmak
sureti ile etki etmektedirler. Boylelikle membran butunligu zarar gormekte,
enzimler denatlire olmakta etken inaktive edilmektedir. Kuarterner amonyum
bilesikleri igerisine alkil iceren birgok radikal girebilir ve zephiran, ceepryn,
phemerol, diaparane, cetavion, roccal ve laurodin 6rnek verilebilmektedir
(Arda, 2006).

b) Anyonik Deterjanlar: yuksek yag asitlerinin sodyum ve potasyum
tuzlari olup, en onemlileri sabunlardir. YlUzey gerilimini azaltarak suyun
Islatma kabiliyetini arttirmaktadirlar. Genellikle Gram pozitif etkenlere etki
etmektedirler. Sodyum lauryl sulphate ve alkil benzen sulfonat diger aniyonik

deterjanlara 6rnek olarak verilebilmektedir (Arda, 2006).

C) iyonik Olmayan Deterjanlar: Polieter ve poligliserol esterler burada
yer almaktadirlar. Cok etkili dezenfektanlar arasinda yer almamakta, deride
bulunan bakterilere saponifikasyon ile girerler ve bu sekilde etki
gOstermektedirler (Arda, 2006).
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1.8.1.3. Organik Solventler

Bu solventler mikrobiyostatik etkiye sahip olmakla beraber etil alkol, metil
alkol, aseton, isopropilakol ve toluen bu maddelerdendir. Alkoller hucre
membraninda bulunan lipidleri ayirarak etkilerini gostermektedirler. Bakteri

sporlari Uzerine etkileri bulunmamaktadir (Arda, 2006).

1.8.2. Proteinleri Denatiire Edenler

Enzimlerin yapisinda bulunan proteinlerin denatire olmasi, bakterilerin
olumune neden olmaktadir. Bu maddeler arasinda; asitler ve alkaliler yer
almaktadir. Asit maddelere mineral asitlerden; hidroklorik asit, sulfirik asit,
fosforik asit ve nitrik asit, organik asitlerden; laktik asit, asetik asit, propiyonik
asit ve butirik asit ornek verilebilir. Alkali maddelerden fazla iyonize
olabilenlere; sodyum hidroksit ve potasyum hidroksit ornek verilebilirken,
zayif alkalilere; kalsiyum dioksit, nitrat iki oksit gibi érnekler verilmektedir
(Arda, 2006).

1.8.3. Enzim Aktivitesini Bozanlar

Bu maddeler mikroorganizmalarda bulunan enzimlerin katalitik etkiye sahip
bélgelerine ya da substantlar ile birlesen fonksiyonel gruplara (-SH
gruplarina) karsi  afinite  duyarak o6zel baglarla bu bdlgelere
baglanmaktadirlar. Bdylelikle mikrobiyosidal ve mikrobiyositik etki

gOstermektedirler. Agir metaller, tuzlar-iyonlar, oksidan maddeler ve alkilen
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maddeler bunlar arasinda yer alan kimyasallardir (Arda, 2006). Ayrica, bu
bilesiklerin yliksek konsantrasyonlarda kullanimi hicresel enzim sisteminin
inaktive olmasini ve temel metabolitlerin (amino asit vb.) hicreden digari

sizmasini saglamaktadir (O’connor ve Rubino, 1991).

1.8.4. Niikleer Sistemi Bozanlar

Bu grubu kimyasal boyalar meydana getirmektedir. Boyalar, organizmalarin
DNA’si ile birleserek aktivitelerini, replikasyonlarini ve protein sentezlerini
engellemektedirler. Bazik boyalar, asidik ve notr boyalardan daha etkilidirler.
Malasit yesili, kristal viyole ve akridin boyalar bunlar arsinda yer almaktadir
(Arda, 2006).

1.9. Dezenfeksiyonun Dereceleri

Dezenfeksiyonlarin dereceleri Uge ayrililmaktadir. Bunlar, dusik, orta ve
yuksek dereceli dezenfeksyonlar basliklar altina 3 bdlimde incelenebilir
(Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008; Rutala ve Weber, 2008).

1.9.1. Dusiik Dereceli Dezenfeksiyon

Dusuk duzeyli dezenfektanlarin kullanildiginda birgcok bakterinin vejetatif

formunu, bazi mantarlari ve zarfli viruslari (6rnegin; hepatit B, C, hantavirus
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ve HIV) oldurebilmektedir. Boyle dezenfektanlar mikobakterileri ve bakteri
sporlarini  6ldirememektedir. Bu dezenfektanlar genellikle cevresel
yuzeylerin temizlenmesi amaciyla kullaniimaktadir (Petric ve ark., 2003;
Dvorak, 2008; Rutala ve Weber, 2008).

1.9.1.1. Fenollii Dezenfektanlar

Fenol, genellikle agiz ¢alkalama sularinda, sivi sabun ve yluzeylerde ayrica,
ev icinde kullanilabilen (6rnedin; Lisol gibi) dezenfektanlarda bulunmaktadir.
Fenolli dezenfektanlar bakterilere (6zellikle Gram pozitif bakteriler) ve zarfli
viruslara karsi etkilidirler. Zarfsiz viruslar ve sporlara ise etki
edememektedirler. Bu dezenfektanlar etkilerini organik materyallerin
varliginda surdurebilmektedirler. Bu sinif maddeler, laboratuvar ylzeyleri ve
cok kritik Gneme sahip olmayan medikal malzemeler dahil hastane gevresinin
de dekontaminasyonunda kullaniimaktadir. Fenoller, yari kritik 6Gneme sahip
malzemelerin dekontaminasyonu igin 6nerilmemektedir, cunki bu maddeler
kalici olabilmekte ve doku irritasyonuna yol acabilmektedir. Fenol igceren
dezenfektanlar genellikle guvenlidir, ancak etki suresinin uzunluguna bagli
olarak deri irritasyonuna yol acgabilmektedir (Petric ve ark., 2003; Dvorak,
2008; Rutala ve Weber, 2008).

1.9.1.2. Kuarterner Amonyum Bilesikleri

Yuzey aktif katyonik deterjanlar olarak sayilan bir grup kimyasal maddelerdir
(Cords ve Dychdala, 1993; Boothe, 1998). Kuarterner amonyum bilesikleri

yaygin olarak kullanilan dezenfektanlar arasinda bulunmakta ve konsantre



21

edilerek antiseptik olarak da kullaniimaktadirlar. Direkt olarak deri ve doku
antiseptigi olarak kullanimlari ise ciddi saglik problemlerine neden olmustur.
Bunun diginda, steteskop ya da kardiyak kateterler gibi hasta sagligi
materyallerinde dezenfeksiyon amagh olarak kullaniimaktadirlar. Ylksek
sertlige sahip sularda, pamuk iceren materyallerde iyi bir temizleyicidir, ¢inku
aktif icerikleri ile bu materyaller kuarterner amonyum bilesiklerini absorbe
etmekte ve mikrobiyal Kkirliligi azaltmaktadir. Bu bilesigi iceren
dezenfektanlarin iceriginde; NH** bulunmakta ayrica, aril alkil, benzil, didesil,
etilbenzil, aksitil gibi amonyum klorid iceren maddeler ile de kombine
edilebilmektedir. Benzalkonyum klorur, kuarterner amonyum bilegiklerinden
daha ¢ok doku dostu olan dezenfektanlardir. Kuarterner amonyum bilesikleri,
Gram pozitif, Gram negatif bakteriler ve zarfli viruslara karsi etkili
dezenfektanlar arasinda bulunmaktadir (Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008;
Rutala ve Weber, 2008).

Zarfsiz viruslara, mantar ve sporlu bakterilere kargi etkisiz kalmaktadir.
Kuarterner amonyum bilegikleri, genellikle toksik etkili olmamasina karsin,
uzun sureli temaslarda irritasyona neden olmaktadir. Bu bilesikler genellikle
yer yuzeyleri ve duvarlar icin kullanimda tercih edilmektedir (Petric ve ark.,
2003; Dvorak, 2008; Rutala ve Weber, 2008).

1.9.2. Orta Dereceli Dezenfeksiyon

Orta duzeyli dezenfektanlarin kullanildi§i bu uygulama bakterilerin vejetatif
formlarini, birgok virus ve mantari éldururken, bakterilerin spor formlarina etki

edememektedir.
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1.9.2.1. Alkoller

Alkoller arasinda: Etil alkol ve isopropil alkol yer almaktadir. Bu alkollerin
bakterilerin vejetatif formlarina kargi bakteriyostatik etkisinden ¢ok
bakterisidal etkileri bulunmaktadir. Ayrica, bunlar tuberkulosidal, fungusidal
ve zarfli viruslara karsi virusidal etkiye de sahiptirler. Alkoller zarfsiz viruslar
ve bakteri sporlarina kargi etkili degildir. %50 konsantrasyonun altinda dilte
edildiklerinde sidal aktiviteleri aniden kesilmektedir. Bakterisidal etkinin elde
edilebilmesi igin su icerisinde %60-90 (hacim/hacim) oraninda bir dilisyon
hazirlanmasi gerekmektedir. Alkollerin antimikrobiyal etkileri proteinleri
denature etmelerinden kaynaklanmaktadir. Bunlar ayni zamanda yluzey ya
da medikal malzemelerin dezenfeksiyonu icin de kullaniimaktadir. Alkollerin
etki etme zamanlarina bagli olarak organik materyallere penetre
olamayabilirler. Yanici bir madde olmasindan dolayl depolanmasi mutlaka
serin bir yerde yapilmali ve iyi havalandirma kosullarina sahip olmalidir.
Ucucu oOzellikte olmasindan dolayl ise, maddelere etki slresine dikkat
edilmesi gerekmektedir. Dokulari irrite etmektedir. Ylzey dezenfektani olarak
kullaniimas! icinse oldukga pahahdirlar. Etil ya da isopropil alkolin
kullaniminda yukarida belirtildigi gibi koruma ve el antiseptigi amaciyla %60-
90’k dilisyonlari kullaniimalidir (Larson, 1991; Petric ve ark., 2003; Dvorak,
2008; Rutala ve Weber, 2008).

1.9.2.2. Hipokloridler

Klor igceren dezenfektanlar arasinda en ¢ok kullanilani hipokloridlerdir. Hem
sivi olan (6rn; sodyum hipoklorid) hem de kati olan (6rn; kalsiyum hipoklorid,
sodyum dikloroizosiyanurat) formlari bulunmaktadir. En yaygin kullanilan

formu ise sivi solisyon halinde bulunan %4-6’ik sodyum hipoklorid’dir. Genig
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spektrumlu antimikrobiyal aktivitesi bulunmakta ve toksisite orani oldukga
dusuk seviyededir. Dezavantajlarindan biri ev icerisinde kullanildiklarinda
deri, g6z, orofarinks ve 6zefageal irritasyonlara neden olmakta, digeri ise
yuksek konsantrasyonlarda (>500 ppm) metaller tzerine koroziv etkiye sahip
olmalari, organik materyalleri ise inaktif hale getirmeleridir (Petric ve ark.,
2003; Dvorak, 2008; Rutala ve Weber, 2008).

Hipokloridler uygun konsantrasyonda temasta bulundugu zarfli ve
zarfsiz viruslari elimine etmektedir. Ayrica, mantar, bakteri ve alglere karsi da
etkilidir. Ancak, sporlu bakteriler Uzerine etkisizdir. Ylzey dezenfeksiyonu
amaciyla 1:50 oraninda dilie edilerek kullaniimaktadir. Dekontaminasyon
amaciyla tavsiye edilen dezenfektanlar arasinda yer almaktadir. Kan ya da
digki gibi organik materyalleri klor icerikli dezenfektanlar inaktive etmektedir,
bdylece bu materyaller ile calisiimadan ©6nce mutlaka dezenfeksiyon
isleminin yapilmasi gerekmektedir (Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008; Rutala
ve Weber, 2008).

1.9.2.3. iyot ve iyodofor Dezenfektanlar

lyot ve iyodoforlar kimyasal dezenfektanlar arasinda yer almaktadir.
Bilesimleri birbirine benzeyen kimyasallardir. Bunlar bakterisidal, sporosidal,
virusidal ve fungisidal etkili maddelerdir. Butun bu 6zellikleri ise etki suresine
bagli olarak degismektedir. lyodun dezenfeksiyon 6zelligi, klor gibi, uygulama
suresine bagli olarak organik materyallerin mevcudiyetini notralize etmelerine
dayanmaktadir(Gottardi, 199; Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008; Rutala ve
Weber, 2008). iyot dokular igin irrite edici ya da metaller igin koroziv etkili
olabilmektedir. “Tamed” iyodinleri gibi cerrahi operasyonlar sirasinda

kullanilan c¢egitleri antiseptik 0zellikte olup, doku irritasyonuna yol
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agmamaktadirlar ( Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008; Rutala ve Weber,
2008 ). En siklikla kullanilan iodophor povidon-iyot'tur. Ticari povidon-iyot
solusyonlarinin 1:2’lik ve 1:100’luk sulandirmalari Staphylococcus aureus

Uzerine mikrobisidal etkiye sahiptir (Rutala ve Weber, 1997).

1.9.3. Yuksek Dereceli Dezenfeksiyon

Bu derecedeki dezenfeksiyon  bakterilerin  vejetatif  formlarina,
mikobakterilere, mantarlara, zarfli ve zarfsiz viruslara etki ederken, bakteri
sporlarinda etkisiz kalmaktadir. Yuksek duzeyli dezenfektan kimyasallari
(genellikle kimyasal sterilizanlar olarak bilinmektedirler) uygulama suresinin
uzunluguna bagli olarak sterilizasyon kabiliyetine sahiplerdir. Bu kimyasallar
ile uygulama yapilmadan once mutlaka uygulama vyapilacak maddenin
onceden temizlenmesi gerekmektedir (Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008;
Rutala ve Weber, 2008).

1.9.3.1. Hidrojen Peroksit

Peroksitlerden olan hidrojen peroksit anaerobik bakterilere kargi en iyi etkiyi
gosteren dezenfektanlardandir. Yuksek konsantrasyonlarda uygulama

zamanina bagli olarak dokulara zarar verebilmektedir.

Cevresel dezenfektanlar olarak stabilize  hidrojen  peroksit
kullanilmaktadir. Arastirmalar stabilize hidrojen peroksid’in genis dlgude zarfli

ve zarfsiz viruslar, vejetatif bakteriler, mantarlar ve bakterisporlari gibi
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patojen mikroorganizmalara karsi etkili oldugunu gostermistir. Ticari Ureticiler
bu solusyonun 30  dakika icerisinde  sterilizasyon, yuksek
konsantrasyonlarinin ise 5 dakikada dezenfeksiyon yaptigini ortaya
koymuslardir (Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008; Rutala ve Weber, 2008).
Hidrojen peroksit, endustriyel alanlarda % 30 gibi yuksek konsantrasyonlarda
kullanilmaktadir. % 5-20 konsantrasyon araliklarinda bakterisidal, virisidal ve
fungisidal etki, daha vylksek konsantrasyonlarda ise sporosidal etki

go6stermektedir (Cords ve Dychdala, 1993).

1.9.3.2. Gluteraldehit

Aldehidler germisidal etkili, gluteraldehit'ler ise bakterisidal, virusidal,
fungisidal, sporosidal ve parasitisidal etkilidirler. Likid ve gaz formlari bulunan
gluteraldehitler hem  sterilizasyon hem de dezenfeksiyon igin
kullaniimaktadir. Orta derecede kalici 6zelliktedir ve organik materyallerde
kisith miktarda etki gostermektedir (Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008;
Rutala ve ark., 2008). Organik madde varhginda glutaraldehit’ler,
formaldehid’e oranla daha ylksek antibakteriyel etkinlige sahiptir (Quinn ve
Markey, 2001). Gluteraldehitler yUksek toksik etkili olabilen bir
dezenfektandir. Uygulama yapildiktan sonra iyi bir havalandirma yapilmasi
gerekmektedir (Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008; Rutala ve Weber, 2008).
En iyi, pH'nin 7,0 ve sicakh§in yiksek oldugu ortamda calismaktadir (Quinn
ve Markey, 2001). Sekiz dezenfektan arasinda yapilan testlerde, yuksek
sicaklikta en etkili ¢calisan kimyasal dezenfektan grubunun glutaraldehit’ler

oldugu saptanmistir (Gelinas ve ark., 1991).
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1.9.3.3. Formaldehit

Formaldehit gaz ve sivi formlarinda dezenfeksiyon ve sterilizasyon amaciyla
kullaniimaktadir. Formaldehit, %37 oraninda formaldehit iceren ve formalin
olarak adlandirilan su bazli igerik seklinde ticari olarak satilmaktadir. Su
icerikli solusyonu bakterisidal, tlberkilosidal, fungisidal, virusidal ve
sporosidal olarak etkimektedir. Bu madde, potansiyel karsinojenik olmasi
nedeni ile kullanimi 8 saat olarak sinirlanmaktadir. Bu nedenden dolayi
formaldehitin kullanim alanlari ile uygulayicilarin direkt olarak temasa
gegcmemesi gerekmektedir. Sonug olarak, dezenfeksiyon ve sterilizasyon igin

kullanimina oldukga dikkat edilmelidir.

Mikroorganizmalarin  genis bir kismi  sivi  formlu formaldehit
solisyonunun farkli konsantrasyonlarinda zarar goérmektedir. Formaldehit-
alkol kimyasal sterilizasyona neden olmasina ragmen neden oldugu
irritasyondan dolayi kullanimi sinirlidir (Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008;
Rutala ve ark., 2008 ).

1.9.3.4. Orto-Fitalaldehit

Orto-fitalaldehit (OPA), tipki gluteraldehit gibi antimikrobiyal etkiye sahiptir ve
benzer bir kimyasal sterilizandir. OPA, glueraldehitlere gobre bircok
potansiyel avantaja sahiptir. Ylksek araliktaki pH (pH 3-9)’da mikemmel bir
kullanim alanina sahiptir. Ayrica, gozler ve burun igin de irritan dedgildir.
OPA’nin dezavantaji ise, proteinleri (korunmayan deri) boyamasi nedeni ile

zarar vermesidir ve uygulanmasina dikkat edilmesi gerekmektedir. Uygulama
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aninda ellerin, gozlerin ve agzin kapanmasi gerekmektedir. Kokusu yoktur
(Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008; Rutala ve Weber, 2008).

1.9.3.5. Perasetik Asit

Perasetik ya da peroksiasetik asit tUm mikroorganizmalara karsi hizli bir
sekilde etki etmektedir. En 6nemli avantajlarindan biri, beraber kullanildigi
artnlerin (asetik asit, su, oksijen, hidrojen peroksit gibi) yapisini bozmamasi
ve kalinti birakmamasidir. Organik maddeler Uzerinde etkisi kalici olmaktadir
ve dusuk i1silarda dahi sporosidal etkilidir. %1’lik solisyonu 6 gun igerisinde
hidrolize olarak stabil olmayan konuma ge¢cmekte ve etkinligini yitirmektedir
(Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008; Rutala ve Weber, 2008).

1.9.3.6. Perasetik Asit Ve Hidrojen Peroksit

Bu iki kimyasal sterilan madde 0.08 perasetik asit + %1’lik hidrojen peroksit
icermektedir. Bu  kimyasalin  bakterisidal  6zelligi  bulunmaktadir.
Arastirmacilar, bu Granun sporsuz olan tum mikroorganizmalari 20 dakika
icerisinde etkisiz hale getirdigini ortaya koymuslardir (Petric ve ark., 2003;
Dvorak, 2008; Rutala ve Weber, 2008 ).
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1.10. Dezenfektanlarin Secim Kriterleri

Dezenfektanlar genellikle “sidal” etkili olup, potansiyel patojenik ajanlari
oldurme yetenekleri bulunan maddelerdir. Bir dezenfektanin se¢iminde en
onemli kriterlerden biri her zaman kullanilan bir dezenfektani degil, sizin
istediginiz etkiye yonelik cevabi alabilecediniz dezenfektanin kullaniimasidir.
En ideal dezenfektan, genis spektrumlu (bakterilerin, viruslarin, protozoalarin,
mantar ve sporlarin eliminasyonunu saglayabilen) olmali, irrite etmemeli,
toksik etkisi bulunmamali, koroziv olmamal ve pahali olmamalidir. Yine
dezenfektanin segimine karar vermede, potansiyel patojenik ajana kargi etkili
olmasi, insan saghgina zararli olmamasi, c¢evre ve alet-ekipmana etkili

olabilmesi gerekmektedir. Bunlar:

1) Kontaminasyona neden olan mikroorganizmanin tipi: Her
dezenfektanin mutlaka antimikrobiyal bir etkisi bulunmaldir.

2) Kontaminasyonun derecesi: Bu belirleyiciler dezenfektanin kalitesi ve
etki etme zamani ile dogru orantilidir.

3) Protein iceren maddelerin varhgdi: Yuksek protein iceren materyaller
bazi kimyasal dezenfektanlari nétralize ve absorbe edebilmektedir.

4) Organik ve sabun gibi dezenfektanlari noétralize edici maddelerin
bulunmasi.

5) Dezenfektanlarin kimyasal vyapilariz Bu uygun dezenfektanin
seciminde etkinliginin anlasiimasi acisindan 6nem tagimaktadir.

6) Dezenfektanin kalite ve konsantrasyonu: Uygulama alaninda en iyi
etki edebilecek dezenfektanin segimi agisindan 6nem tasimaktadir.

7) Etki zamani ve sicaklik: Yeterli sure ve uygun sicaklik, dezenfektanin
etkinligi acisindan 6nemlidir ve bu durum kontaminasyon derecesine
de baghdir.

8) Spesifik alanlar i¢in kalici etkinligi ve aktivitesi dnemlidir.

9) Uygulama isisi, pH ve diger maddeler ile olan etkilesimleri mutlaka

g6z onunde bulundurulmahdir.
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10) Cevreye Kkarsi toksik etkili olmamali ve insan saghgini tehdit
etmemelidir.

11) Ayrica ekonomik olmalidir (Petric ve ark., 2003; Dvorak, 2008; Rutala
ve Weber, 2008).

1.11. Dezenfektanlara Karsi Direng

Kanatli ve domuz etleri, insanlarin gida zinciri igerisinde yer almaktadir. Bu
gidalar Salmonella enterica yonunden yaygin bir rezervuar gorevi
gormektedir. Ayrica, gida kokenli patojenlerin en basinda gelen bu etken ayni
zamanda ¢oklu antibiyotik direncinden de sorumludur (Chuanchuen ve ark.,
2007).

Kuarterner amonyum bilesiklerine karsi bulunan direng genleri iki aile
icerisinde bulunmaktadir. gacA/B genleri ¢oklu antibiyotik direng plazmidleri
uzerinde yer almakta ve sadece Staphylococlar’da bulunan ailedir. Diger
direng genleri ise daha kuguk ¢oklu antibiyotik direng ailesini ve smr olarak
bilinen qacC/D, qacE, qacEA1, qacF, qacG, gqacH ve qgacJ meydana
getirmektedir. Antibiyotik ve QAC diren¢ genleri, gqacE gibi, sinif | integronlar

Uzerinde yer almaktadir (Gaze ve ark., 2005).

Kuarterner amonyum bilesiklerini iceren dezenfektanlar genellikle giftlik
cevrelerinde kullaniimaktadir. Burada en ¢ok dikkat edilmesi gereken konu
tekrarh kullanimlari olan dezenfektanlara kargi bakterilerin sekillendirmis

olduklari diren¢g mekanizmalaridir (Chuanchuen ve ark., 2007).
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Ciftliklerde yaygin olarak; benzalkonyum klorid katyonikleri ve yuzey
aktif olan kuarterner amonyum bilesikleri kullaniimaktadir. Bugune kadar,
Listeria monocytogenes ve Staphylococcus spp.’lerin, (kuarterner amonyum
bilesiklerinden)  benzalkonyum  klorire karsi direng  gelistirdikleri
belirlenmistir. Bunu belirlemede faydalanilan ana genler gacEk ve qacEA1’dir.
Bunlar, kuarterner amonyum bilesiklerine ve etidyum bromid gibi boyalara
karg! sekillenen direng genleridir. Mutant tard gackE olan qacEA1, Gram
negatif bakterilerde 06zellikle ¢oklu antibiyotik direncini de iceren sinif |

integronlar Uzerinde yer almaktadir (Chuanchuen ve ark., 2007).

Integronlar, en iyi ve detayli sekilde Enterobacteriaceae familyasinda ve
dikkat c¢ekici olarak da S. Typhimurium tanimlayici tip (DT) 104 ile
calisiimistir. S. Enteritidis izolatlari ise daha kisithdir. S Enteritidis
infeksiyonlarinin insidensi birgok Ulkede giderek artmakta ve insan
infeksiyonlari arasinda en yaygin izolat olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Artis
1970’lerin ortalarindan itibaren meydana gelmis ve 1990’larda primer
infeksiyon kaynagi olarak S. Typhimurium’un yerini S. Enteritidis almistir
(Lindstedt ve ark., 2003).

integronlar genel olarak, integraz (intl1) genini ve antibiyotik direnc gen
kasetlerini barindiran, integrasyon kaset alanlarini (attl) iceren ve agik okuma
kapilari (ORF) ile birleserek onlari fonksiyonel hale getiren genler olarak
tanimlanmaktadir. integronlarin tek basina horizontal gen transferi yapmalari
mumkun  degildir. Ancak, konjugatif plazmidler, transpozonlar ve
bakteriyofajlar aracihgi ile bir bakteriden digerine aktarilabilme &zellikleri
bulunmaktadir. Bu da direng profilinin gelismesinde buylk rol oynamaktadir
(Lapierre ve ark., 2008). Gram negatif bakterilerde doért sinif kromozomal ve

plazmid iligkili integron tespit edilmigtir (Bass ve ark., 1999).
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Sinif | integronlar, gacEA1; kuarterner amonyum bilesiklerine karsi
diren¢ genini ve sull; sulfonamid direng genini icermektedir. Bu genetik
elementler, mikrobiyal genomlarin igerisinde bulunan antimikrobiyal direncin
genis bir alanda yer alan c¢oklu lokuslarindan antibiyotik direng genlerine
baglanmasindan sorumludur. Sinif | integronlar, genis bir konakgi araligi olan
plazmidler icerisinde ya da Tn21- Tn21 benzeri transpozon igerisinde yer
alan, tamamlanmig ya da kesilmis Tn402 transpozonunu icermektedir.
identifiye edilmis bakteriyel kiiltirlerde bulunan sinif | integronlarda biitiin bir
Tn402-benzeri transpozon modulleri de bulunmakta ve agir metal
direncliliginin yani sira antibiyotik direngliligini de bir arada igeren oOzellikler

sergilemektedir (Nemergut ve ark., 2008; Roswarne ve ark., 2010).

Bu calismanin amaci, Salmonella serotiplerinin gesitli dezenfektanlara
kargi direncinin saptanarak bu direngler arasindaki olasi iligkinin

belirlenmesidir.
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2. GEREG ve YONTEM

2.1. Mikroorganizmalar

Calismada kanatllardan izole edilen ve Ankara Universitesi Veteriner
Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kuiltur Koleksiyonunda yer alan
Salmonella enterica subspecies enterica serovar Infantis, Salmonella
enterica subspecies enterica serovar Typhimurium ve Salmonella enterica
subspecies enterica serovar Enteriditis serotipleri kullanildi. Serotiplerin
dzellikleri  serolojik  testlerle incelenerek teyit edildi. izole edilip
serotiplendiriimis  suslarin saklanmasi amaciyla da %20 Gliserin (Merck)
ilave edilmis Trypticase Soy Broth (TSB, Oxoid)dan vyararlanildi (Arda,
2006).

2.2. Dezenfektanlar

Deneysel c¢alismada kullanilacak dezenfektanlar ticari bir dezenfektan
firmasindan hammadde olarak saglandi. Calismada kullanilan dezenfektanlar

ve karakteristik 6zellikleri asagida belirtilmistir;

Benzalkonyum Klorur (Kuarterner Amonyum Bilesikleri): Calismada
kuarterner amonyum bilesiklerinden benzalkonyum klorir’lin beyaz renkte ve

sivi formdaki % 100’lik konsantrasyonu kullanildi.
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Glutaraldehit: Calismada glutaraldehid’in renksiz ve sivi formdaki % 100’1tk

konsantrasyonu kullanildi.

Hidrojen Peroksit: Calismada hidrojen peroksid’in renksiz ve sivi formdaki

% 100’luk konsantrasyonu kullanildi.

lyot: Calismada iyot'un koyu mor renkte ve sivi formdaki % 100’lik

konsantrasyonu kullanildi.

2.3. Besiyerleri

Nutrient Broth (NB) (Oxoid): Suslarin Uretilmesi, sulandiriimasi ve

saklanmasi asamalarinda kullanildi.

Nutrient Agar (NA) (Merck): Suslarin Uretiimesi ve bakteri sayimlarinin

yapilmasi igin kullanildi.

2.4. Tampon Solilisyonlar

Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) (Oxoid): Distile su igine % 0,9 sodyum klorur

(NaCl) katilarak hazirlandi ve otoklavda sterilize edildi.
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Durdurucu Solusyon: Dezenfektanlar ile mikroorganizmalar arasindaki
tepkimeyi durdurmak igin kullanilan bu solusyon, Sorensen fosfat buffer (1,25
mM) (Sodyum fosfat, dibazik (Na2HPO4xH20) ve Potasyum Fosfat,
monobazik (KH2PO4)) igerisine asagida igerigi belirtilen maddeler eklenerek
hazirlandi (Wirtanen ve ark., 2001).

Lesithin % 0,6 wiv
Tween 80 % 6,0 wiv
Sodyum thiosulfat % 0,8 wliv
L-histidine hidroklorid % 0,5 wlv
Sigir serum alblmini % 0,72 wiv

Bu solisyon 0,22 mikrometrelik filtreden gegirilerek sterilize edildi.

2.5. Organik Maddeler

Skim milk (Oxoid): Distile su igine %10 skim milk katilarak hazirlandi ve

otoklavda sterilize edildi.

2.6. Mikroorganizmalarin Aktivasyonu

Besiyerlerinde -20 °C ve -80 °C’de saklanan suslardan Salmonella Infantis,
Salmonella Typhimurium ve Salmonella Enteriditis Nutrient agar’a ekilerek 37

°C’de aerobik kosullarda 24-48 saat inkubasyona birakilarak aktive edildi. Bu
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sure sonunda, Ureyen bakteri kolonilerinden 6ze ile Nutrient broth’a ekimleri
yapildi. 24-48 saat 37 °C’de inkubasyona birakilarak kulturler hazirlandi. Bu
kiltarlerden tekrar Nutrient broth igerisinde Ureyen bakteriler suslarina ait
kaltarlerin  yogunlugu steril fizyolojik su ile uygun sulandirmalarla 0,5

McFarland standardina gére (1,5%x10® CFU/ml) subkdltiirleri hazirlandi.

2.7. Bakteri Sayimlari

Calismada, test inokulumlarindaki bakteri konsantrasyonunu hesaplamak igin
ve testler sonrasi dezenfektanlarin etkisini belirlemek icin bakteri sayimlari
yapildi. Miles ve Misra (1938)'nin yontemi modifiye edilerek uygulandi.
inokulumlardaki bakteri konsantrasyonunu hesaplamak icin yapilan sayimda;
her bir bakterinin Nutrient broth igindeki logaritmik faz subkiltlrlerden,
fizyolojik tuzlu su igerisine 10 katli sulandirmalar yapildi. 10, 10° ve 10®lik
sulandirma orneklerinden 0,1 ml alinarak Nutrient agara Ug¢ seri yayma
tarzinda ekim vyapildi. Dezenfektanlarla temastan sonra bakteri sayisini
belirlemek icin yapilan sayimda; test ortamindan 0,1 ml alinarak Nutrient
agar'a Ug¢ seri yayma tarzinda ekim yapildi. Ekim yapilan tim besiyerleri 37
°C’de 24 saat inkubasyona birakildi ve orijinal suspansiyonun 1 ml’ sindeki

ortalama bakteri sayisi Arda (1997)’ nin bildirdigi ydonteme gore hesaplandi.
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2.8. Antimikrobial Aktivitenin Saptanmasi

Sivi formdaki % 100’lik Kuarterner amonyum bilesiklerinden benzalkonyum
klorlr, gluteraldehit, hidrojen peroksit ve lyot soliisyonlarindandan, cam
tupler icerisine 7 seri olacak sekilde 1:100’luk, 1:200’luk ve 1:400’'lUk 8’er ml
final sollUsyonlar eklendi. Dezenfektan sulandirmalari steril distile su ile
yapildi. Her seri final sollUsyon igerisine, 1’er ml sabit konsantrasyondaki
bakteri subkulturinden ve 1’er ml organik madde(skim milk) eklendi.
Homojen bir sekilde karismasi saglandi. 5. dakika, 30. dakika, 60. dakika, 6.
saat ve 24. saatlerde karisimlardan 1 ml alinarak, 9 ml durdurucu
solUsyonunun igerisine eklenildi. 5 dakika durdurma suresinin ardindan, bu
karisimdan 0,1 ml alinarak U¢ seri Nutrient agara yayma seklinde ekim
yapildi. Besiyerleri 4°C, 20°C ve 37°C’de 24 saat inkube edildi ve Ureyen
koloniler  sayildi. Dezenfektanlarin mikroorganizmalar  Uzerindeki
antimikrobiyal etkinligi temas surelerine gore degerlendirildi. Testler oda

sicakhginda yapildi.

2.9. PCR’da Kullanilan Maddeler

PCR’da Etanol (%95’lik) (Merck), Tris Borik asit EDTA (TBE) (AppliChem),
10xPCR Buffer (Fermentas), 25 mM MgCI2 (Fermentas), 10 mM dNTP
karisimi (Fermentas), Taq DNA polimeraz (Fermentas), Primerler (Operon),
DNA marker (100 bp) (Fermentas), Agarose (Prona), Ethidium Bromide

(Fermantas), 6xLoading Dye (Fermentas) kullanildi.
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2.10. PCR’da Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Bu calismada, hassas terazi (Scaltec sbc41), santriflij (Hettich), steril kabin
(laminar flow) (Bioair Instruments, Aura 2000, Mac), vorteks (Fine Vortex),
DNA Thermal Cycler (Biometra), Jel elektroforez cihazi ve gu¢ kaynagi
(Wealtec elite 3000 plus), UV transilliminatorll bilgisayarli gértntileme
sistemi (Gene Genius, Syngene, Bio Imaging System), Termal printer (Sony)
kullanildi.

Ekstraksiyon

DNA ekstraksiyonunda ticari Fermentas GeneJET Genomik DNA
Purifikasyon kiti (Fermentas) kullanildi. Protokol olarak kit proseduri
icerisinde bulunan; Gram negatif bakteriler igin DNA purifikasyonu protokolu

secildi. Bu prosedure gore DNA ekstraksiyonu asagida belirtildigi gibi yapildi.

* Pelet, 180 pl digestion solusyonu ile suspanse edildi. Daha sonra 20 pl
Proteinaz K sollisyonu eklendi ve vortekslendi. Lizis igin 56°C’de 30 dakika
inkube edildi.

* 20 yl RNase A solusyonu eklendi ve vorteks yapilarak 10 dakika oda
Isisinda inkubasyona birakildi.

« 200 pl lizis solusyonu eklendi. Homojen bir karigim elde etmek igin 15
saniye vorteks yapildi.

* 400 pl %50’lik etanol eklendi ve vorteks yapildi.

* Hazirlanan lizat, spin column tipune aktarildi.

* 6000 g'de 1 dakika santrifij edildi. Koleksiyon tlpu atilarak yeni 2 mllik
koleksiyon tupa takildi.
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* 500 pl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer | solusyonundan eklendi
8000 g’'de 1 dakika santrifuj edildi. Koleksiyon tupu atilarak yeni koleksiyon
tapa takildi.

* 500 pl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer Il solisyonundan eklendi
12000 g’de 3 dakika santriflj edildi. Koleksiyon tupu atilarak, spin column 1,5
ml'lik ependorfa takildi.

» 200 pl elution buffer eklendi ve 2 dakika oda i1sisinda inkubasyonu takiben
8000 g'de 1 dakika santriftij edildi.

» Spin column atilarak 1,5 ml’lik ependorfa icerisinde saf DNA elde edildi.

Ekstraksiyonu yapilan DNA &rnekleri amplifikasyon iglemleri yapilana

kadar -20°C’de template DNA olarak kullaniimak Uzere saklandi.

Primerler

Bu calismada, NCBI-BLAST [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/] ve Fast-PCR
[http://primerdigital.com/fastpcr.html] [http://insilico.ehu.es/PCR/] programlari
kullanilarak; kuarterner amonyum bilesiklerine direngten sorumlu integron
sinif 1 geni (qacE A 1) hedef bolgeleri belirlendi (Chuanchuen ve ark., 2007).
Hedef gene yodnelik primerler elde edildikten sonra, Salmonella enterica
subspecies enterica serovar Infantis, Salmonella enterica subspecies
enterica serovar Typhimurium ve Salmonella enterica subspecies enterica
serovar Enteriditis suglar’ndan DNA ekstraksiyonu yapildi. Kullanilan
primerin baz dizisi, ilgili gen bdlgesi, urin uzunlugu ve kaynak bilgileri

Cizelge 2.1.de sunulmustur.


http://primerdigital.com/fastpcr.html
http://insilico.ehu.es/PCR/
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Cizelge 2.1. Primerin baz dizisi, baglandidi spesifik gen bdélgeleri, PCR urina

uzunlugu.
Primer Sekans Hedef Uriin
Adi Gen uzunlugu
qacEA1F 5- ATCGCAATAGTTGGCGAAGT -3’ gacEA1 226 bp
gacEA1 R 5- CAAGCTTTTGCCCATGAAGC -3

Elektroforez

Amplifiye edilen her érnekten 10 ul alinip 2 pl 6xLoading Dye solisyonu ile

karistirilarak, 0,75 grik %1,5’luk agoroz (Prona) iceren 50 ml TBE solUsyonu

ile hazirlanan jele yuklendi. Jeldeki birinci géze 4 ul DNA Marker (Gene Ruler
100 bp DNA Ladder Plus, Fermantas) konularak 90 Volt'ta 45 dakika

elektroforez islemi gergeklestirildi (Sambrook ve Russell, 2002).

Orneklerin Goriintiilenmesi

Biyo-gorintileme sistemi (Gene Genius, Syngene) kullanilarak jeldeki

bantlar goruntilendi.
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2.11. Kuarterner Amonyum Bilesikleri (Benzalkonyum Klorir)

Direncliliginin Belirlenmesi

Kuarterner amonyum bilesikleri ve sinif | Integrona ait genotipik direnglilik
profillerinin incelenmesi amaciyla PCR (Polymerase Chain Reaction) igin
siraslyla ekstraksiyon, amplifikasyon, elektroforez ve goéruntileme iglemleri
gergeklestirildi. Salmonella Typhimurium, Salmonella Infantis ve Salmonella
Enteriditis  suslann Nutrient agarda aktive edildi. 1:400’'luk kuarterner
amonyum bilegiklerinin sulandiriimasi hazirlandi. Nutrient agar'da saf olarak
ureyen Salmonella Typhimurium, Salmonella Infantis ve Salmonella
Enteriditis'ten U¢ ayri subkdltir hazirlandi. Her Salmonella tipune 8'er mi
dezenfektan solisyonu eklendi. Dezenfektan sulandirmalar steril distile su
ile yapildi. Her tup icerisine, 1’er ml sabit konsantrasyondaki bakteri
subkultiriinden ve 1’er ml organik madde(skim milk) eklendi. Homojen bir
sekilde karismasi saglandiktan sonra karigimdan 1 ml alinarak, 9 ml
durdurucu solusyonunun igerisine eklenildi Nutrient agar’a ekildi. Kuarterner
amonyum bilesiklerine maruz kalan Salmonella Typhimurium, Salmonella
Infantis ve Salmonella Enteriditis suslari Nutrient agar'da Gredikten sonra 1,5
ml'lik ependorf tlplerin igerisinde her bakteriden birer koloni konulup DNA

ekstraksiyonu yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Bakteri Sayisi

Dezenfektan uygulamadan oOnce calistigimiz, Salmonella enterica
subspecies enterica serovar Infantis, Salmonella enterica subspecies
enterica serovar Typhimurium ve Salmonella enterica subspecies enterica
serovar Enteriditis serotiplerinin 0,5 McFarland standardina gére (1,5x10%

CFU/ml) sayimi yapildi. Bakteri sayisi Cizelge 3.1.’de gosterildi.

Cizelge 3.1. Dezenfektan uygulamadan 6nce bakteri sayisi

S. Enteritidis 1,3 x 108 CFU/ml
S. Infantis 1,6 x 108 CFU/mI
S. Typhimurium 1,64 x 108 CFU/mI

3.2. Antimikrobial Aktivitenin Sonuglari

Dezenfektanlar Salmonella enterica subspecies enterica serovar Infantis,
Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium ve Salmonella
enterica subspecies enterica serovar Enteriditis serotipleri Uzerine uygulandi.

Dezenfektan etkinlik bulgulari Cizelge 3.2.’de gosterildi.
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3.2.1. Benzalkonyum Kiloriir (Kuarterner Amonyum Bilesikleri)

Farkli sulandirma oranlarindaki % 100’luk  kuarterner amonyum
bilesiklerinden benzalkonyum klortr’in 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat
ve 24 saat temas surelerindeki etkisi cesitli Salmonella’lar Uzerinde

incelendi.

Salmonella Enteritidis: Kuarterner amonyum bilesiklerinden Benzalkonyum
klorir'iin 1:100’l0k konsantrasyonunun ve 1:200’lik konsantrasyonunun 5
dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24 saatteki temas slrelerinde
yapilan bakteri sayimlarinda bakteri varligi saptanmadi. 1:400’lUk
konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika ve 6 saatteki temas

surelerinde yapilan bakteri sayimlarinda ise bakteri varligi tespit edildi.

Sekil 3.2.1. Benzalkonyum klorar'dn 1:400’lUk sulandirmasinin farkli temas
surelerinde Salmonella Enteritidis Uzerine etKkisi.

BAKTERI SAYISI

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN

42C 20°C 37°C
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Salmonella Infantis: Kuarterner amonyum bilesiklerinden Benzalkonyum
klorar'an 1:100’luk konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat
ve 24 saatteki temas surelerinde yapilan bakteri sayimlarinda bakteri varligi
saptanmadi. 1:200’lUk konsantrasyonunun ve 1:400’luk konsantrasyonunun
5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24 saatteki temas surelerinde

yapilan bakteri sayimlarinda ise bakteri varligi tespit edildi.

Sekil 3.2.2. Benzalkonyum klorar'an 1:200°luk sulandirmasinin farkli temas
surelerinde Salmonella Infantis Uzerine etkisi

BAKTERI SAYISI

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN
42C 20°C 37°C

Sekil 3.2.3. Benzalkonyum klorar'an 1:400’luk sulandirmasinin farkli temas
surelerinde Salmonella Infantis Uzerine etkisi

BAKTERI SAYISI

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN

4°C 20°C 37°C
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Salmonella  Typhimurium: Kuarterner  amonyum  bilesiklerinden
Benzalkonyum klorar'an 1:100’lik konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika,
60 dakika, 6 saat ve 24 saatteki temas surelerinde yapilan bakteri
sayimlarinda bakteri varligi saptanmadi. 1:200’Ilik konsantrasyonunun ve
1:400’luk konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24
saatteki temas surelerinde yapilan bakteri sayimlarinda ise bakteri varlgi

tespit edildi.

Sekil 3.2.4. Benzalkonyum klorar'dn 1:200’lUk sulandirmasinin farkli temas
surelerinde Salmonella Typhimurium tzerine etkisi

BAKTERI SAYISI

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN
4°C 20°C 37°C

Sekil 3.2.5. Benzalkonyum klorar'an 1:400’luk sulandirmasinin farkli temas
surelerinde Salmonella Typhimurium Uzerine etkisi

BAKTERI SAYISI

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN

4°C 20°C 37°C
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3.2.2. Glutaraldehit

Farkli sulandirma oranlarindaki % 100’luk Glutaraldehid’in 5 dakika, 30
dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24 saat temas surelerindeki etkisi cesitli

Salmonella’lar Uzerinde incelendi.

Salmonella Enteritidis: Glutaraldehid’in 1:100°luk konsantrasyonunun ve
1:200’luk konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24
saatteki temas slrelerinde yapilan bakteri sayimlarinda bakteri varligi
saptanmadi. 1:400’lik konsantrasyonunun 5 dakikadaki temas surelerinde

yapilan bakteri sayimlarinda ise bakteri varligi tespit edildi.

Sekil  3.2.6. Gluteraldehid’in  1:400’lUk sulandirmasinin  farkli temas
surelerinde Salmonella Enteriditis Uzerine etkisi

BAKTERI SAYISI

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN
42C 20°C 37°C

Salmonella Infantis: Gluteraldehid’in  1:100’lUk  konsantrasyonunun,
1:200’luk konsantrasyonunun ve 1:400’lik konsantrasyonunun 5 dakika, 30
dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24 saatteki temas surelerinde yapilan bakteri
sayimlarinda bakteri varligi saptanmadi.
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Sekil 3.2.7. Glutaraldehid’in 1:100’lUk, 1:200’lik ve 1:400’lUk sulandirmasinin
farkl temas surelerinde Salmonella Infantis tGzerine etkisi

BAKTERI SAYISI

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN
4eC 20eC 37°C

Salmonella Typhimurium: Glutaraldehid’in 1:100’luk konsantrasyonunun 5
dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24 saatteki temas surelerinde
yapilan bakteri sayimlarinda bakteri varhg saptanmadi. 1:200’lUk
konsantrasyonunun ve 1:400’lUk konsantrasyonunun 5 dakikadaki temas

surelerinde yapilan bakteri sayimlarinda ise bakteri varlidi tespit edildi.

Sekil 3.2.8. Glutaraldehid’in  1:200’lUk sulandirmasinin  farkli temas
surelerinde Salmonella Typhimurium Gzerine etkisi

BAKTERI SAYISI

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN

42C 20°C 37°C
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Sekil 3.2.9. Glutaraldehid’in  1:400’lUk sulandirmasinin farkli temas
surelerinde Salmonella Typhimurium Gzerine etkisi

BAKTERI SAYISI

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN
4°C 20°C 37°C

3.2.3. Hidrojen Peroksit

Farkli sulandirma oranlarindaki % 100’luk hidrojen peroksid’in 5 dakika, 30
dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24 saat temas surelerindeki etkisi cesitli

Salmonella’lar Uzerinde incelendi.

Salmonella Enteritidis: Hidrojen peroksid’in 1:100’lik konsantrasyonunun,
1:200’luk konsantrasyonunun ve 1:400’liUk konsantrasyonunun 5 dakika, 30
dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24 saatteki temas surelerinde yapilan bakteri

sayimlarinda bakteri varligi saptanmadi.

Salmonella Infantis: Hidrojen peroksid'in 1:100’'lUk konsantrasyonunun,
1:200’luk konsantrasyonunun ve 1:400’lik konsantrasyonunun 5 dakika, 30
dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24 saatteki temas surelerinde yapilan bakteri
sayimlarinda bakteri varligi saptanmadi.
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Salmonella Typhimurium: Hidrojen peroksid’in 1:100°1Uk
konsantrasyonunun, 1:200’l0k konsantrasyonunun ve 1:400’luk
konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24 saatteki

temas surelerinde yapilan bakteri sayimlarinda bakteri varligi saptanmadi.

Sekil 3.2.10. Hidrojen peroksid’in  1:100°luk, 1:200°luk ve 1:400’luk
sulandirmasinin  farkh temas sirelerinde Salmonella Typhimurium,
Salmonella Infantis ve Salmonella Enteriditis Uzerine etkisi

a
>
<
v
I
w
=
b4
<
]
5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN
4°C 209C 37°C
3.2.4. lyot

Farkli sulandirma oranlarindaki % 100’lik iyod’un 5 dakika, 30 dakika, 60
dakika, 6 saat ve 24 saat temas surelerindeki etkisi cesitli Salmonella’lar

Uzerinde incelendi.

Salmonella Enteritidis: iyod’un 1:100’lik konsantrasyonunun ve 1:200’liik
konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24 saatteki
temas surelerinde yapilan bakteri sayimlarinda bakteri varligi saptanmadi.
1:400’luk konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24
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saatteki temas surelerinde yapilan bakteri sayimlarinda ise bakteri varligi

tespit edildi.

Sekil 3.2.11. lyod’un 1:400°lik sulandirmasinin farkh temas sirelerinde
Salmonella Enteriditis Uzerine etkisi

BAKTERI SAYISI

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN
4°C 20°C 37°C

Salmonella Infantis: iyod’'un 1:100’lik konsantrasyonunun ve 1:200’liik
konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24 saatteki
temas surelerinde yapilan bakteri sayimlarinda bakteri varligi saptanmadi.
1:400’luk konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saatteki

temas surelerinde yapilan bakteri sayimlarinda ise bakteri varligi tespit edildi.
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Sekil 3.2.12. iyod’'un 1:400’lik sulandirmasinin farkli temas sirelerinde
Salmonella Infantis Gzerine etkisi

BAKTERI SAYISI

—H\@_@

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN
== 49C 20°C 37°C

Salmonella Typhimurium: Iyod’'un 1:100’lik konsantrasyonunun ve
1:200’lUk konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6 saat ve 24
saatteki temas sirelerinde yapilan bakteri sayimlarinda bakteri varligi
saptanmadi. 1:400’luk konsantrasyonunun 5 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 6
saat ve 24 saatteki temas surelerinde yapilan bakteri sayimlarinda ise bakteri

varligi tespit edildi.

Sekil 3.2.13. iyod’'un 1:400’lik sulandirmasinin farkli temas sirelerinde
Salmonella Typhimurium Uzerine etkisi

—0

BAKTERI SAYISI

5DAK 30DAK 60DAK 6SAAT 24SAAT
ZAMAN
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3.3. Kuarterner Amonyum Bilesiklerinin Direngliliginde Rol Oynayan
Sinif | integrona Ait Genotipik Bulgular

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kultir
Koleksiyonunda yer alan ve daha Once Anabilim Dalimizda kanathlardan
izole edilen Salmonella enterica subspecies enterica serovar Infantis,
Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium ve Salmonella
enterica subspecies enterica serovar Enteriditis serotiplerinin kromozomal
DNA’sinda sinif | Integron varligi genotipik olarak arastirildi. Tasarlanan

gacE A 1 primer cifti kullanildi. Elde edilen sonuglara gére

L
L
L
N—
-
-
- -
- -

e

Sekil 3.2.14. PCR’da qacE A 1 pozitif drnek goérinti. M: Marker (100 bp); 7.-
kontrol, 8. + kontrol, 1. VE 4. kuarterner amonyum bilegiklerin varliginda
pozitiflik saptanan ornek.
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3.4. Kuarterner Amonyum Bilesikleri Direnclilik Testlerine Ait Genotipik

Bulgular

Salmonella enterica subspecies enterica serovar Infantis, Salmonella
enterica subspecies enterica serovar Typhimurium ve Salmonella enterica
subspecies enterica serovar Enteriditis serotiplerinin DNA’sl; qacE A 1
geninin varhdi yonianden kuarterner amonyum bilesikleri uygulanarak ve PCR
ile incelendi. Sirasi ile direnglilikte rol oynayan gacE A 1 geninin varligi

Cizelge 3.3'de gosterildi.

Cizelge 3.3. PCR sonucunda hedef gene goére pozitif cikan kuarterner
amonyum bilesikleri direncli suglar

Salmonella Salmonella Salmonella
Bakteriler Infantis Enteriditis Typhimurium
Kuarterner gacE A1 gacE A1 gacE A1
amonyum bilesikleri | geni negatif geni negatif geni pozitif
varliginda
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4. TARTISMA

Salmonella genusunda yer alan bakteriler, kanatlilarda gesitli akut ve kronik
hastaliklara yol agmaktadir. Bu hastaliklar dlinya capinda sureklilik arz
etmekte ve énemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. infekte olan kanatli
suruleri Salmonella i¢in 6nemli bir rezervuardir ve gida zinciri vasitasiyla da
insanlara bulagsmaktadir. Kanatl endustrisinde yer alan modern tesisler
giderek artmakta ve Salmonella’nin yayilmasindaki firsatlari daha kompleks
ve zor hale getirmektedir. Dezenfeksiyon, Salmonella’nin infeksiyon zincirini
kirmak ve kros-kontaminasyonlari engellemek amaciyla oldukga buyuk
Oneme sahiptir. Salmonella etkenlerine spesifik olan dezenfektanlarin
kullanilmasi ile cansiz ortamlarda bulunan tium mikroorganizmalarin
uzaklastirimasi ve gida maddelerine bulagsmalarini engellemek amaciyla
dezenfeksiyon islemleri yapilmaktadir. Bu c¢alismada dezenfektanlarin
Salmonella organizmasi Uzerine olan etkilerinin zaman, I1s1 ve konsantrasyon
diizeylerinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu amacla Ankara Universitesi
Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali  Kdiltir Koleksiyonundan
toplam 3 adet olmak lizere; S. Enteritidis, S. infantis ve S. Typhimurium susu

ile calisiimistir.

Salmonella gibi enterik mikroorganizmalarda gdzlenen, 6zellikle goklu
antibiyotik direnci ve diger direng mekanizmalari integronlar ile de iligkilidir.
Integronlar genel olarak, integraz (intll) genini ve antibiyotik direng gen
kasetlerini barindiran, integrasyon kaset alanlarini (attl) iceren ve agik okuma
kapilari (ORF) ile birleserek onlar fonksiyonel hale getiren genler olarak
tanimlanmaktadir. integronlar ayni zamanda dezenfektanlar (qacE Deltal) ve
sulfonamidlere (sull) karsi sekillenen direng genlerini de barindirmaktadir
(Maguire ve ark., 2001).
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Lindstedt ve ark., (2003), Norvegian hastahanesi’nden elde ettikleri ve
zoonotik karakterli olan S. Enteritidis ve S. Typhimurium’a ait olan 156 adet
izolat ile calismiglardir. Bu suslardan 66 adet S. Typhimurium’un 64’Unde
(%97); 90 adet S. Enteritidis’in 20’sinde (%22.2) integronlarin varhg: tespit
edilmigtir. Chuanchuen ve ark., (2007), kanath ve domuzlardan elde ettikleri
toplam 122 adet Salmonella enterica izolatinda klinik olarak énem tasiyan
antibiyotiklere ve kuarterner amonyum bilesiklerinden benzalkonyum Klortr'e
karg! olan duyarliigi arastirmiglardir. Tum izolatlar gack, qacEA1 ve intll
(sinif 1 integraz) genlerinin varli§i agisindan incelenmislerdir. gacEA1 gen
varligl %27 izolatta tespit edilmis, qacE ise elde edilememigtir. intl1 geni ise
23 adet izolatta tespit edilmistir. Daly ve Fanning (2000), rastgele olarak
topladiklari  Salmonella enterica serotype Typhimurium izolatlarinda
dezenfektanlara karsi direnci (qacEA71) ve sulfonamid direngliligini (sull)
iceren genleri barindiran integron iligkili gen kasetlerinin varligini
arastirmiglardir. Toplam 226 serotip Typhimurium’un 133 adedi insanlardan,
32 adedi sigirlardan, 18 adedi domuzlardan, 5 adedi koyunlardan, 2 adedi
kanatlilardan, 4 adedi atlardan, 6 adedi kedi-kopekten ve 3 adet izolatta
sonradan eklenmistir, 23 izolat ise gida kaynakli oldugu bildirilmistir. 223
izolatin 183’Unun (%871’i) sinif | integronlari icerdigini ortaya koymuslardir.
integronlar ayni zamanda dezenfektanlara karsi gacEA1 direng genini
bulundurmalari agisindan incelenmis ve yine ayni dizeyde pozitiflik

saptanmigtir.

Bu calismada 3 adet olmak Uzere; S. Enteritidis, S. Infantis ve S.
Typhimurium izolatlarinin kuarterner amonyum bilesiklerinin varliginda ve
yoklugunda Uuretilmelerinden sonra kromozomal DNA’larinda gacEA1 geninin
varligi PCR ile arastirildi. Kuarterner amonyum dezenfektaninin varhginda S.
Enteritidis, ve S. Infantis qacEA1 genini bulundurmasi yéninden negatif
olarak, S. Typhimurium ise pozitif olarak saptandi. Kuarterner amonyum
dezenfektaninin yoklugunda S. Enteritidis, ve S. Infantis qacEA1 genini

bulundurmasi yénunden negatif olarak, S. Typhimurium ise pozitif olarak
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saptandi. Chuanchuen ve ark., (2007), Daly ve Fanning (2000)in
dezenfektanlarin yoklugunda yaptiklari arastirma sonuglari incelendiginde; S.
Enteritidis ve S. Typhimurium izolatlarinin gacEA1l genini igermeleri
agisindan benzer sonuglar elde edildi. Dezenfektanlarin yoklugunda gacE

geni arastirlmadigi icin sonuglar agisindan karsilastirilma yapilamadi.

Kanatl Uretim alanlarinda etkili sanitasyon programlarinin gelistiriimesi,
tuketiciler icin halk saghgi agisindan 6nem tasimaktadir. Dezenfektanlarin
uzun sdreli kullanimlari sonucunda kanatli kimeslerinde bu etken maddelere
kargi diren¢ sekillenmektedir. Gehan ve ark., (2009), Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus
aureus, Aspergillus fumigatus ve Fusarium spp., Newcastle Hastali§i Virusu
Lasota susuna karsi; Perasan®(%5 Perasetik asit, %20 H,0,, %10 asetik
asit), H,O,®(%50 H,0, + 100 ppm Dihydroxybenzole), Aldekol®(kuarternar
amonyum+ gluteraldehit bilesikleri), Quatovet®(kuarterner amonyum
bilesikleri) ve Vircon-S®( potasyum peroksimonosulfat ve sodyum klorur) gibi
ticari olarak kullanilan bes adet dezenfektan ile temas sureleri 10, 30 ve 60
dakika olarak calismiglardir. Salmonella icin ilk 10 dakikallk temasta
Aldekol® hari¢, organik madde varliginda mikrobiyal Greme go6zlenirken, 30
ve 60 dakikallk temaslarda Quatovet® ve Vircon-S® haric Ureme
g6zlenmemis ve dezenfektanlar etkili olarak ¢alismislardir. Yani 10, 30 ve 60
dakikalik temaslarda kuarterner amonyum + gluteraldehit bilesikleri beraber
olarak etkili calismisken 30 ve 60 dakikalik temaslarda H,O- etkili calismis ve
10, 30 ve 60 dakikalik temaslarda kuarterner amonyum bilesikleri etkili olarak
calismamistir. Sander ve ark., 2002 yilinda yaptiklari bir ¢calismada kanatl
kimeslerinden elde ettikleri 6 adedi Salmonella’ya ait olan 17 adet bakteriyel
izolatin H,O,, Biosentry, Advantage 256 ve Poul-Phene dezenfektanlarini 5,
10 ve 15 dakikahk surelerle galigarak mikroorganizmalar Uzerindeki etkilerini
arastirmiglardir. Sonug olarak; Salmonella turlerinde H,O2'nin 5-10 dakikada,
Biosentry’'nin 5 dakikada, Advantage 256 ve Poul-Phene’in 5-15 dakikada
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uremeleri baskiladiklarini ve farki cins ve ture ait bakterilerin ayni

dezenfektanlara kargi farkli duyarlihdga sahip olduklarini tespit etmislerdir.

Weber ve ark., (2007), gluteraldehid’in 0Ozellikle ylksek yagh
preparatlari 20-45 dakikalik strelerde, Mycobacteria spp., Methylobacterium
spp., Trichosporon, fungal askosporlar ve Cryptosporidium spp.’nin
gluteraldehid’e karsi direngli olduklarini bildiriimiglerdir. McLaren ve ark.,
(2011), Salmonella Typhimurium ve Salmonella Enteritidis'ten elde ettikleri ¢
adet izolat ile 1slak model ve kuru modelde yapilan dezenfeksiyon
calismasinda 30 dakika, 2 saat ve 4 saat boyunca gluteraldehit, iyot ve
hidrojen peroksit igeren dezenfektan maddeler ile galismiglar ve en etkili
surenin 30 dakikalik sure igerisinde oldugunu tespit etmiglerdir. Gehan ve
ark., (2009)'nin 30. ve 60. dakikada elde ettikleri hidrojen peroksit sonucu ile
uyumlu bulundu. Sander ve ark., (2001)nin hidrojen peroksid’e karsi
yaptiklari incelemede 5-10 dakikalik temas surelerinde benzer sonuglar elde
edildi. McLaren ve ark., (2011)'nin gluteraldehit, iyot ve hidrojen peroksit ile
yaptiklari incelemede 30 dakikalik temas surelerinde benzer sonuglar elde
edildi. Cahgmalarda kullanilan diger dezenfektan etken maddeleri benzer

olmadigi igin gerekli karsilagstirma yapilamadi.

McLaren ve ark., (2011), tavuk ve hindi kimeslerinden elde ettikleri 3
adet S. Typhimurium ve S. Enteriditis izolatlari Uzerinde gluteraldehit,
hidrojen peroksit ve iyot bilegikleri ile 0,5x, 1x, 2x konsantrasyonlarda
37°C'de; 30 dakika, 2 ve 4 saat temas suresi ile calismiglardir. 37°C'de
gluteraldehit etken maddesi iceren dezenfektanda bu temas suresi ve
derecesinde Ureme gozlememiglerdir. Ancak iyot ve hidrojen peroksit etken
madde igeren dezenfektanda 37°C’'de, 30 dakikalik temas siiresinde lUreme

gOzlenirken, 2 ve 4 saatlik temas surelerinde Ureme gézlememislerdir.
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Stringfellow ve ark., (2009), ticari tavuk kimeslerinde en sik kargilasilan
bakteriler olan S. aureus ve S. Typhimurium’a karg! kullanilabilecek olan en
uygun dezenfektan segimi icin uygulama zamani, 1si ve organik maddeler
Uzerine calismislardir. 4, 20, 32 ve 43°C'de ve 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24
ve 30 hafta boyunca belirli konsantrasyonlari denemiglerdir. Kuarterner
amonyum bilesikleri, klorheksidin, fenol ve amonyum bilesiklerini igeren
solusyonlar kullaniimigtir. Fenol bilesikleri Salmonella Typhimurium’a karsi 6
hafta siresince yliksek i1sida (43°C) ve 16 hafta boyunca yiksek Isida
(32°C’de) en etkili dezenfeksiyonu sagladigini bildirmiglerdir. S. aureus iginse
onemli olanin 1s1 derecesi oldugu sonucuna variimistir. Bu ¢alismada belirli
konsantrasyonlarin denendigi, Greme olmayan 1siI dereceleri Stringfellow ve
ark., (2009)nin calismasinda Ureme olmayan isi dereceleri ile benzerlik
goOsterdi. Ancak, kullanilan dezenfektan etken maddelerinde benzerlik
gOstermedi. McLaren ve ark., (2011)nun ¢alismasinda ureme olmayan 1si
dereceleri gluteraldehit acisindan benzerlik gosterirken, iyot ve hidrojen
peroksit'te benzerlik goéstermemektedir. Weber ve ark., (2007)nin
calismasinda kullanilan izolatlarin farkli olmasi nedeni ile gerekili

kargilastirma yapilamamistir.

Moretro ve ark., 2009, gida enduUstrisine yonelik yapmis olduklari bir
calismada 2’'si Salmonella Agona, 1’si Salmonella Montevideo, 2’si
Salmonella Senftenberg ve 2’si Salmonella Typhimurium’a ait olan toplam 7
adet Salmonella etkenine karsi farkl tiplerde dezenfektanlar kullanarak, bu
etkene yonelik aktif olarak en ¢ok ise yarayan dezenfektani arastirmislardir.
Bu amacla dokuz adet dezenfektan ile calismiglardir. Tum dezenfektanlardan
hazirlanan suspansiyonlar Salmonella’ya kars etkili olmustur. Tensid-tabanli
dezenfektanlar ve hipokloridin dusik bakterisidal aktivite gosterdikleri ortaya
konulurken ayni zamanda dezenfektan konsantrasyoununda sekillenen
azalmanin da etkinligi azaltidi ortaya koymuslardir. %70-80 ethanol
konsantrasyonunun Salmonella’ya karsi etkili oldugunu ve Virkon S kullanilan

alanlarda %70’lik ethanol’iin bakterisidal aktiviteyi arttirdigini bildirmislerdir.
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McLaren ve ark., (2011), tavuk ve hindi kimeslerinden elde ettikleri 3
adet S. Typhimurium ve S. Enteritidis izolatlari Gzerinde gluteraldehit, iyot ve
peroksit etken maddelerini iceren dezenfektanlar ile bakterisidal aktivite
arastirmasi yapmiglardir. Sonugta en etkili dezenfektan etken maddesinin
gluteraldehit oldugunu tespit etmiglerdir. Sander ve ark., 2001 yilinda
yaptiklari bir calismada kanath kUmeslerinden elde ettikleri 6 adedi
Salmonella’ya ait olan 17 adet bakteriyel izolatin H,O,, Biosentry, Advantage
256 ve Poul-Phene dezenfektanlarini kullanmiglar ve en etkili olan
dezenfektanin Biosentry oldugu sonucuna varmiglardir. Wales ve ark.,
(2006), 12 adet Salmonella etkeni identifiye edilen yumurtaci kiimesleri ve S.
Enteritidis’in kontaminasyon kaynadi olan alanlarinda kalitatif ve kantitatif
kaltur teknikleri vasitasiyla kontaminasyonu gidermeyi amaclamiglardir. Bu
amacla sadece kuru temizlik, 1slak temizlik ve dezenfeksiyon iglemlerini
uygulamiglardir. Bu amagla kuarterner amonyum bilesikleri, formaldehit ve
peroksijen kullanmislardir. Sonu¢ olarak uygulanan kuru temizlik ardindan
dezenfektan kullaniminin ¢ok dustk duzeyli bir dezenfeksiyon sagladigi,
Islak temizlik ve ardindan uygulanan dezenfektanlarin orta duzeyde
dezenfeksiyon sagladigi ve kuru temizlik ile beraber uygulanan
dezenfektanlarin en yuksek diuzeyde dezenfeksiyon vyaptiklarini ortaya
koymusglardir. Layton, 2006'da Salmonella bakterisine karsi en etkili
dezenfektanin hangisi oldugunu arastirmistir. Clorox, Lysol ve Safeway
olmak Uzere U¢ dezenfektanli sprey ve U¢ dezenfektan kagidi ile galigmistir.
Bu amacgla, petride Uretilen Salmonella bakterisine karsi petri Uzerine
dezenfektanlar eklenerek ve 24-48 saatlik inkubasyona tabii tutularak
calisiimistir. inkubasyon siiresi sonunda olusan inhibisyon zonlari dlgiilerek
dezenfektanin etkinligine karar verilmistir. ANOVA ve Tukey istatistiksel
testleri yapilarak data sonuclar karsilastiriimis ve en etkili dezenfektanin

Clorox oldugu ortaya konulmustur.

Gehan ve ark., (2009), Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,

Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Aspergillus fumigatus ve
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Fusarium spp., Newcastle Hastali§i Virusu, Lasota susu‘na karsi; Perasan®,
H.O,®, Aldekol®, Quatovet® ve Vircon-S® gibi ticari olarak kullanilan bes
adet dezenfektan kullanmiglar ve H,O.®'nin en etkili dezenfektan oldugunu
ortaya koymuslardir. Bu calismada en etkili dezenfektan hidrojen peroksit
olarak tespit edildi. Bu sonug; Gehan ve ark., (2009)'nin sonucu ile benzer
bulunurken, McLaren ve ark., (2011) ve Sander ve ark., (2001)’'nin sonucu ile
uyumlu bulunmadi. Layton (2006), Wales ve ark., (2006), Moretro ve ark.,
(2009)'nin calismalarinda kullanilan dezenfektanlarin benzer etken madde

icermemeleri nedeni ile uygun karsilastirma yapilamadi.

McLaren ve ark., (2011), Salmonella’nin neden oldugu giftlik
kontaminasyonlarina karsi genel olarak kullanilan dezenfektanlarin
koruyuculugunu arastirmisgtir. Yumurtaci tavuklardan elde edilen 2 adet
Salmonella Enteritidis PT4 susu ve hindi kimesinden elde edilen 1 adet
Salmonella Typhimurium DT104 susuna karsi kuru ve islak olmak Utzere iki
farkh sekilde dezenfektan uygulamalarini arastirmigtir. Kuru model igin 10
dakika boyunca; Salmonella inokule edilmis ylzey ve ekipmanlara adherent
ve kalici organik materyaller ile dezenfektan uygulamasi yapilmig, islak
modelde ise etkenlerin 10 kath seri dilusyonlar yapilarak 0.5, 2 ve 4.
saatlerde dezenfektanlar dilisyonlara eklenmis ve sonuglar
degerlendirilmistir. Dezenfektanlar Ingiltere’nin izin verdigi miktarlarda
bakteriyel patojenlerin genel kontroli amaci ile 0.5x, 1x ve 2x
konsantrasyonlarda kullaniimistir. Klorkresol tabanli dezenfektanlar yuksek
oranda kullanildiginda kuru ve islak model igin Salmonellalarin tamamen
O0lmesine neden olmustur. Formaldehit ve gluteraldehit iceren dezenfektanlar
ise kuru uygulamalarda oldukca yuksek oranda etkili olurken i1slak modelde
daha az etkinlik géstermislerdir. Test edilen diger dezenfektanlar (kuarterner
amonyum bilesikleri, amfoterik sUrfaktanlar, iyodin igerikli preparatlar,
peroksijenler ve doymus fenol bilesikleri) orta derecede etkili olarak tespit

edilmiglerdir.
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Huberman ve Terzolo, 2008 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, kanatli
Tifo’suna kars! kullanilan ve tavuklarin igme sularina katilan N-alkil dimetil
benzil amonyum klorid dezenfektaninin uygun dozajinin ne kadar oldugunu
arastirmiglardir. Bu amagla, 21 gunliuk Salmonella’dan ari olan tavuklar ile
calismislar ve her bir grupta 10’ar tavuk bulunan 6 grup olusturmusglardir. 15
gun boyunca her gun igme sularina 0, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 ppm
olmak Uzere dezenfektan eklenmistir ve bu dizeylerde koruyucu oldugu
tespit edilmistir. Sonrasinda her birinde 65 adet tavuk bulanan 6 grup
olusturulmus ve 9 gun boyunca 0, 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm olarak
dezenfektan uygulamasi yapilmis olup ayni zamanda 10 cfu Salmonella
Gallinarum INTA91 susu oral olarak inokule edilmistir. Her bir gruptan elde
edilmis 35 adet kontrol tavugu uygulama yapilan tavuklarla birlikte ayni kafes
icerisinde yer almiglardir. Hayatta kalan tUm hayvanlar 8 gin sonra sakrifiye
edilmislerdir. Bu gruplardan Salmonella Gallinarum arastirmasi yapilmistir.
Bunlarin; 3 adet kontrol grubunda etken identifikasyonu yapilirken, gruplarin
3’Unde kontroller dahil olmak Uzere etken identifikasyonu gdzlenmemistir.
Ancak inokulasyon vyapilan gruplarin her birinde Salmonella Gallinarum
identifiye edilmigtir. 50 ppm dezenfektan uygulamasi yapilan grupta,
uygulama yapilmayan gruplara kiyasla %30 gibi 6nemli bir dizeyde mortalite
azalmas! dikkat cekmistir. iki grup arasinda énemli bir mortalite farkliligi
g6zlenmemistir (%45). YUksek dozajda dezenfektan uygulamasinin yapildigi
gruplar arasinda ise %70-%85 oraninda yuksek mortalite gozlenmigtir.
Dezenfektan dozajindaki artis nedeni ile gézlenen olumlerin normal bagirsak
florasini baskiladigi nedeni ile koruyuculugunu kaybettigi distnialmustar. Bu
nedenle yapilan g¢alisma sonucunda oral dozajin 25-50 ppm degerlerinde
olmasinin horizontal infeksiyona karsi azalmaya neden oldugunu belirtmigler
ve yuksek dozajlarin horizontal bulagsmaya ve mortalite artisina neden
oldugunu ortaya koymuslardir. Bu ¢alismada; kullanilan etken maddelerin her
biri icin ayri ayri hazirlanan sulandirma konsantrasyonlari, McLaren ve ark.,
(2011), Huberman ve Terzolo (2008)nun calismalarindan daha yuksek

konsantrasyonda hazirlanmasi nedeni ile gerekli karsilastirma yapilamadi.
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McLaren ve ark., (2011)'nin yaptigli ¢alismada sonug olarak iyot'ta ve
peroksitte orta dereceli, gluteraldehit’te ise iyi dereceli bir dezenfeksiyon elde
etmeleri agisindan benzerlik gosterdi. Ancak c¢alisma, McLaren ve ark.,
(2011)nin  yaptigi c¢alismada sonu¢ olarak iyotta orta dereceli bir
dezenfeksiyon elde etmeleri acgisindan benzerlik gosterdi. Huberman ve
Terzolo (2008)'nun kullandigi dezenfektan etken maddeleri benzer olmadigi

icin gerekli karsilagtirma yapilamadi.
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5. SONUG VE ONERILER

Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal Kiiltiir
Koleksiyonundan elde edilen Salmonella Enteriditis, Salmonella Typhimurium
ve Salmonella Infantis ile g¢alisilarak, dezenfektanlarin etkinliginin
belirlenmesi amaciyla gergeklesgtiriien bu c¢alismada asagida belirtilen

sonuglara varildi.

incelenen suslar Uzerinde, farkh etken madde igeren dezenfektanlarin,
farkli 1s1 derecesi, temas slresi ve sulandirma oranlarinda direng ve
duyarhlik profilleri saptandi. Buna gore en etkili olan dezenfektanin hidrojen

peroksit oldugu sonucuna ulasildi.

Suslarin dezenfektanlara kargi direng profilleri hem konvansiyonel bir
yontem olan Cfu (koloni sayim yodntemi) ile fenotipik olarak, hem de bu
direnci kodlayan hedef gen bdlgesine ait primer cifti vasitasiyla molekduler bir

yontem olan PCR ile genotipik olarak incelendi.

Sonug olarak, bu calismada kullanilan Salmonella Infantis’in Salmonella
Enteritidis ve Salmonella Typhimurium’a gore dezenfektanlara duyarlilik
bakimindan daha az direngli oldugu ortaya konuldu. Kuarterner amonyum
bilesiklerine kargi Salmonella serotiplerinde gelisen direngten sorumlu olan

gen’e (qackE A 1) yanlizca Salmonella Typhimurium’da rastlanildi.
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Bu sonuglara gére daha fazla Salmonella Infantis saha susu ile farkli
dezenfektanlara direncinin test edilmesi, ¢alisma sonuglarinin gelistiriimesi
icin uygun bulundu. Ayrica, kuarterner amonyum bilesiklerine karsi
Salmonella serotiplerinde gelisen direngten sorumlu olan genin (qac A 1)
Salmonella Typhimurium disindaki 6nemli Salmonella serotiplerinde de

arastiriimasi gerektigi ortaya konuldu.
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OZET

Kanath Salmonelia’lari Uzerine Dezenfektanlarin Etkisinin

Karsilagtirmal Degerlendirilmesi

Bu calismanin amaci, Salmonella serotiplerinin ¢esitli dezenfektanlara karsi

direncinin saptanarak bu direngler arasindaki olasi iligkinin belirlenmesidir.

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Kaltur Koleksiyonunda yer alan S. Infantis, S. Typhimurium ve S. Enteriditis
serotipleri kullanilildi. Dezenfektan olarak hidrojen peroksit(H,02), iyot
bilegikleri, gluteraldehit bilesikleri ve kuarterner amonyum bilegikleri

kullanihdi.

Calismada, test inokulumlarindaki bakteri  konsantrasyonunu
hesaplamak ve testler sonrasi dezenfektanlarin etkisini belirlemek igin bakteri
sayimlari yapildi. inokulumlardaki bakteri konsantrasyonunu hesaplamak igin
yapilan sayimda; her bir bakterinin Nutrient broth icindeki logaritmik faz
subkultirlerden, fizyolojik tuzlu su igerisine 10 kath sulandirmalar yapildi.
Dezenfektanlarla temastan sonra 10 10° ve 10®hk sulandirma
orneklerinden Nutrient agar’a 0.1 ml ekim yapildi. Bakteri sayisi hesaplandi.
Kuarterner amonyum bilesiklerinden Benzalkonyum klorlr, Gluteraldehit,
hidrojen peroksit ve iyot'un Sivi formlarindaki % 100’lik cam tupler igerisine 7
seri olacak sekilde 1:100’luk, 1:200’luk ve 1:400’luk 8’er ml final solusyonlar
eklendi. Her seri final sollisyon icerisine, 1’er ml sabit konsantrasyondaki
bakteri subkultirinden ve 1’er ml organik madde(Skim Milk) eklendi. Nutrient
agara 5. dakika, 30. dakika, 60. dakika, 6. saat ve 24. saatlerde yayma
seklinde ekim yapildi. Besiyerleri 4°C, 20°C ve 37°C’de 24 saat inkube edildi
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ve Ureyen koloniler sayildi. Dezenfektanlarin mikroorganizmalar Uzerindeki
antimikrobiyal etkinligi temas surelerine gore degerlendirildi. Testler oda

sicakliginda yapildi.

Kuarterner amonyum bilesiklerine karsi Salmonella serotiplerinde

gelisen direncgten sorumlu olan gen (qacE A 1) PCR teknigi ile arastirildi.

Sonug olarak, bu calismada kullanilan Salmonella Infantis’in Salmonella
Enteritidis ve Salmonella Typhimurium’a gore dezenfektanlara duyarlilik
bakimindan daha az direngli oldugu ortaya konuldu. Kuarterner amonyum
bilesiklerine karsi Salmonella serotiplerinde gelisen direngten sorumlu olan

gen’e (qackE A 1) yanlizca Salmonella Typhimurium’da rastlanildi.

Anahtar Sozcukler: Dezenfektanlar, Direng, Kanatli, PCR, Salmonella
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SUMMARY

The Comparative Evaluation of Effects of Disinfectants on Avian

Salmonellae

The aim of this study is to determine the resistance of Salmonella serotypes
to various disinfectants and to determine the potential relation between these

resistant serovars.

Salmonella serotypes used in Department of Microbiology of Faculty of
Veterinary Medicine of Ankara University and from previously isolated S.
Infantis, S. Typhimurium and S. Enteriditis serotypes from poultry. The
disinfectants used in this study were hydrogen peroxide (H,O,), iodine
products, iodine compounds, glutaraldehyde compounds and quaternary

ammonium compounds.

In this thesis, to evaluate the efficacy of disinfectants, bacterial count
was performed from bacterial concentrations before and after exposing to
disinfectants. To calculate the concentration of inoculated bacteria all
bacteria were grown separately in nutrient broth until the log phase and ten-
fold serial dilutions were made in saline solution. After exposure to the
disinfectants, 0.1 mL of diluted bacteria from 10, 10°, 10° were evenly
inoculated onto three Nutrient agar petri dishes. Seven series of 1:100, 1:200
and 1:400 dilutions from 100 % benzalkonium chloride (quaternary
ammonium compounds), glutaraldehyde, and hydrogen peroxide and iodine
liquids were added to the final volume of 8 ml. Disinfectant dilutions were
made with sterile distilled water. Into every final solution, 1 ml of known

bacterial concentration and 1 ml of organic material (Skim Milk) were added
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and gently homogenized. After 5 min., 30 min., 60 min., 6 h. and 24 h 0.1 mL
of the mixture were evenly inoculated onto three Nutrient agar petri dishes.
Plates were incubated at 4°C, 20°C and 37°C for 24 h and the outgrown CFU
were counted. Antimicrobial activity of disinfectants on microorganisms were
evaluated according to the contact time. Tests were conducted at room

temperature.

For the resistance development of Salmonella serotypes to quaternary
ammonium compounds one of the class 1 integron gens (qacE A 1) was

found to be responsible by PCR.

Eventually it has been stated that Salmonella Infantis which used in this
study is less resistant in terms of sensitivity to disinfectants than Salmonella
Enteritidis and Salmonella Typhimurium. The gene which is responsible for
growing resistance at Salmonella serotypes towards quaternary ammonium

compounds has only been found in Salmonella Typhimurium.

Key words: Disinfectants, PCR, Poultry, Resistance, Salmonella
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