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ONSOZ

Gida kaynakli infeksiyonlarda bulagsma kaynaklar1 arasinda hayvansal
orijinli gidalar 6zellikle de kanatl orijinli gidalar 6nemli rol oynamaktadir.
Hayvansal orijinli gida patojenleri arasinda ise Salmonella’lar ilk siralarda
yer almaktadir. Insan Salmonellozis vakalarinda en yaygin Salmonella
serotiplerinden 4.’stiniin Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis
(S. Infantis) oldugu ve tavuklarda en yaygin olarak goriilen 3 serotip arasinda

da S. Infantis’in ilk sirada yer aldig1 bilinmektedir.

Gida kaynakli infeksiyonlarin azaltilmasinda, kontrol iglemlerinin, Gretim
asamasindan baglatilmasi gerekmektedir. Bu sebeple kanatli hayvanlarin sindirim
sistemine yerlesen S. Infantis suslarinin virulens 6zelliklerinin arastirilmasi, Uretim

asamasinda kontrol i¢in bir gerekliliktir.

Bu tez calismasinda, Tirkiye’de kanatlilardan yaygin olarak izole edilen S.
Infantis suslarinin virulens genlerinin varligi arastirildi. Ayrica S. Infantis ile S.
Infantis disindaki diger yaygin serotiplerin sahip oldugu virulens genlerinin de

karsilagtirmas1 yapildi.
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1. GIRIS

Son yillarda insanlarda gida kaynakli infeksiyonlarda bir artis s6z konusudur
ve bu durum oncelikli arastirma konulara arasindadir. Bu infeksiyonlarda bulasma
kaynaklar1 arasinda hayvansal orijinli gidalar ozellikle de kanatli orijinli
gidalar 6nemli rol oynamaktadir. Hayvansal orijinli gida patojenleri arasinda ise,

Salmonella’lar ilk siralarda yer almaktadir.

Hayvansal orijinli gidalardaki patojenlerin azaltilmasi i¢in kontrol islemlerinin
iiretim asamasindan baslatilmasi gerekmektedir. Bu nedenle hayvanlarin sindirim
sistemine yerlesen Salmonella serotiplerinin virulens 6zelliklerinin arastirilmasi;
iiretim asamasinda kontrol i¢in bir gerekliliktir. Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Infantis (S. Infantis); hem iilkemizde hem de diinyada, kanatlilarin sindirim
sisteminden ve kanatli iriinlerinden izole edilmekte ve Salmonella serotipleri

arasinda artis egilimi gostermektedir.

1.1. Etiyoloji

Salmonella; Enterobacteriaceae familyasindan, Gram negatif, fakiiltatif
intraseluler, katalaz enzim sistemine sahip, sporsuz, comak morfolojisinde (0.7-1.5
X 2-5 um) ve genellikle peritrik flagella ile hareket edebilen (Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Gallinarum biovars Gallinarum ve Pullorum harig) bir
bakteridir. Salmonella cinsi iiyelerinin optimum ireme sicakligt 35°C-37°C
arasindadir (Izgiir, 2006).

Salmonella 'nin, Salmonella bongori ve Salmonella enterica olmak Uzere iki
tirti bulunmaktadir. Salmonella enterica; subsp. enterica, subsp. salamae, subsp.
arizonae, subsp. diarizonae, subsp. houtenae ve subsp. indica olmak iizere alt1 alt
tiire ayrilmaktadir (izgiir, 2006; Karasova ve ark., 2009). Salmonella cinsine ait

uyeler, White-Kauffmann-Le Minor semasina gore, sahip olduklari somatik ‘O’



antijenlerinin (lipopolisakkarit yapida) farkliliklarina gore serogruplara, flagellar ‘H’
antijenlerinin (protein yapida) farkliliklarina gore ise serotiplere ayrilmaktadirlar
(Izgiir, 2006; Sabbagh ve ark., 2010). White-Kauffmann-Le Minor semasinin
2010’da yayinlanan raporunda S. bongori de dahil olmak (izere Salmonella cinsine

ait 2610 serotip oldugu bildirilmistir (Guibourdenche ve ark., 2010).

1.2. Epidemiyoloji

S. enterica subsp. enterica’ya ait serotipler; insan ve hayvanlarda, Salmonella
infeksiyonlarinin  (sistemik infeksiyonlar ve enterit) yaklasik %99’unu
olusturmaktadir. Bu serotiplerin kii¢lik bir kismi1; dar bir araliga sahip hayvan tiirll ve
insanlarda, tifoid salmonellozis olarak da adlandirilan sistemik infeksiyona sebep
olmaktadir. Ornegin; S. enterica serovar Typhi, S. enterica serovar Paratyphi A, bazi
S. enterica serovar Paratyphi B serotipleri insanlarda tifo ve paratifoya, S. Gallinarum
kanatlilarda kanath tifosuna, S. Choleraesuis de domuzlarda septisemiye neden
olmaktadir (Akan, 2008; Barrow ve ark., 2010). Sistemik infeksiyona sebep olan bir
diger grup ise; gebe hayvanlarin ya da yumurtact tavuklarin iireme sistemine
yerlesmekte ve ¢ok gen¢ hayvanlarda ciddi diizeyde sistemik ¢ogalma ve enterite
sebep olmaktadir. Bu gruba; S. enterica subspecies enterica serotype Dublin, S.
enterica serotype Abortusovis, S. enterica serotype Abortusequi ve S. Pullorum
ornek verilebilmektedir (Akan, 2008; Barrow ve ark., 2010; Karasova ve ark., 2009).
Geriye kalan S. enterica subspecies enterica serotype Infantis, S. Derby ya da S.
enterica subspecies enterica serotype Hadar gibi paratifoid serotipler ise; genis bir
konak spektrumuna sahip olup, konagin bagirsagina yerlesmekte ve ya akut enterit
ya da subklinik infeksiyona yol acabilen ve zoonotik 6neme sahip olan serotiplerdir
(Akan, 2008; Barrow ve ark., 2010; Karasova ve ark., 2009).

Paratifoid Salmonellozis epidemiyolojisi; etkenlerinin  konak spesifik
olmamasi, asemptomatik 6zellik gostermesi ve diskiyla sacilmasindan dolayi tifoid
Salmonellozis’e gore daha karmasiktir (Izgiir, 2002). Salmonella etkenlerinin kanatl

triinlerine  bulagmasi; kanatli etlerinde, kesimhanelerde diski-karkas ve



yumurtalarda, diski-kabuk yoluyla olmaktadir. Insanlara bulasmada 6zellikle bulasik
yumurta ve tavuk eti 6nemli rol oynamaktadir (Akan, 2008). Salmonella nin kanatl
bagirsagina kolonizasyonu ve yiiksek diizeyde diskiyla sagilimi; 6zellikle hayvansal
gidalarin tiiketilmesiyle birlikte insan gida zincirine girmekte ve insanlarda

gastroenteritlere sebep olmaktadir (Barrow ve ark., 2010).

1.2.1. S. Infantis infeksiyonlar

Insanlarda Salmonellozise sebep olan en yaygin serotipler S. enterica subsp.
enterica serotype Enteritidis ve S. enterica subsp. enterica serotype Typhimurium
iken; son yillarda S. Infantis sikhigmin arttig1 bildirilmistir (Miller ve ark., 2010). Ik
S. Infantis kokenli salgin 1971 yilinda Finlandiya’da meydana gelmis ve bu salginin
kaynagmin broiler iretimi oldugu saptanmistir. Danimarka’da 1993 yilinda, S.
Infantis kokenli insan Salmonellozis salgint meydana gelmis ve salginda 500 kisi
tedavi gormiistiir. Bu salgin lizerinde yiiriitiilen epidemiyolojik ¢alismalarda, salginin
domuz etlerinden kaynaklandigi saptanmistir (Jacoby ve ark., 2006; Wegener ve
Baggesen, 1996). S. Infantis, 1970’lerden beri Arjantin, Avustralya, Brezilya,
Hollanda, Finlandiya, Kanada, Macaristan, Japonya, Yeni Zelanda ve Rusya gibi
Diinya’nin pek cok {ilkesinde rapor edilmistir (Miller ve ark., 2010). Japonya’da
2001 ve 2006 yillarinda (gliney ve bati kesimlerinde) yapilan calismalarda
broilerlerdeki baskin serotipin S. Infantis oldugu, 2010°da Japonya’daki 203
yumurtact isletmeden alinan gevresel toz 6rneklerinde en yaygin serotipin %11.1 ile
S. Infantis oldugu bildirilmistir. Japonya’nin ti¢ farkli bolgesinden toplanan tavuk eti
orneklerinden yapilan ¢alismada S. Infantis’in %17.9 ile en baskin serotip oldugu
ortaya konmustur (Iwabuchi ve ark., 2010; Iwabuchi ve ark., 2011; Kudaka ve ark.,
2006; Murakami ve ark., 2001). izlanda’da 2007°de yapilan bir ¢calismada kesimhane
ve kesimhane dncesinde alinan 6rneklerden tespit edilen S. Infantis; %50 pozitiflik
ile predominant sus olarak belirlenmistir (Thorsteinsdottir ve ark., 2007).
Macaristan’da farkli broiler kiimeslerinde 2008 yilinda yapilan ¢aligmada %20-100
oraninda S. Infantis pozitifligi saptanmigtir (Nogrady ve ark., 2008). Hollanda’da

2008 yilinda broilerlerde tespit edilen S. Infantis’in baskin iki serotipten biri oldugu



bildirilmistir (Pieskus ve ark., 2008). Giiney Avustralya Bolgesi’nde 2008’de yapilan
bir calismada tavuk etinde bulunan S. Infantis’in en ¢ok identifiye edilen iki
serotipten biri oldugu rapor edilmistir (Fearnley ve ark., 2011). Brezilya’da 2014
yilinda, broiler kiimeslerinden yapilan bir calismada S. Infantis’in %14.63 oraniyla
en sik karsilasilan serotipler arasinda yer aldig1 rapor edilmistir (Voss-Rech ve ark.,
2015). Polonya’da 2014’te sigir, domuz ve kanatli et drlinleri toplanmig ve S.
Infantis’in %18.5 ile kanath etlerinde, %14.2 ile de sigir, domuz ve kanath et
iirinlerinin toplaminda en yaygin 3 serotip arasinda bulundugu bildirilmistir (Maka
ve ark., 2014). Cin’de 2014 yilinda yapilan bir ¢aligmada marketlerden toplanan 395
adet tavuk karkasindan izole edilen 3 predominant serotip arasinda S. Infantis’in de
oldugu tespit edilmistir (Wang ve ark., 2014). Romanya’da 2014 yilinda yapilan bir
calismada iiretim tesisleri ve marketlerden 650 adet domuz ve tavuk eti ornekleri
toplanmis ve bu o6rneklerde S. Infantis’in %70.87 ile predominant 3 serotip arasinda
ilk sirada yer aldigi, 2015 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada kesimhane ve
marketlerden toplanan karkas ve tavuk eti orneklerinden %42.8 S. Infantis
pozitifliginin oldugu bildirilmistir (Mihaiu ve ark., 2014; Tirziu ve ark., 2015).
Israil’de 2012 yilinda yapilan bir galismada, 1999-2009 yillar1 arasinda insan
Salmonella izolatlar1 incelenmis ve 2008’e kadar en yaygin serotipin S. Enteritidis
iken, 2009°da S. Infantis oldugu bildirilmistir (Bassal ve ark., 2012). Ayrica Japonya
(2010), Almanya (2012) ve Brezilya’da (2013) yapilan ¢alismalarda kanath
etlerinin, insanlar icin S. Infantis’in bulagsma kaynagi oldugu rapor edilmistir
(Almeida ve ark., 2013; Hauser ve ark., 2012; Noda ve ark., 2010).

European Food Safety Authority (EFSA) 2016 yili raporuna goére; 229,213
insan vakasiyla Kampilobakteriyozis, gida kaynakli infeksiyon vakalarinda ilk sirada
yer almaktadir. Bunu 94,625 insan vakasiyla Salmonellozis izlemektedir. EFSA’ nin
onceki raporlarinda da oldugu gibi en sik karsilasilan insan Salmonella serotipleri
sirasiyla; S. Enteritidis, S. Typhimurium, monofazik S. Typhimurium 1,4,[5],12:i:-
ve S. Infantis’tir. EFSA 2016 yili raporunda, Salmonellozis’in en sik gorildigii
Avrupa Ulkeleri, 2015 yili raporunda oldugu gibi Cek Cumbhuriyeti ve Slovakya
olarak bildirilmistir. Salmonella vakalarmin en az goriildiigii tilkeler ise Portekiz ve

Yunanistan olarak belirtilmistir. Salmonellozis bildiriminde en biiyiik artisin



Bulgaristan ve Fransa’da oldugu belirlenmistir. EFSA’nin 2015 ve 2016 yili
raporlarinda, onceki yillardaki raporlara kiyasla, S. Infantis’in sebep oldugu insan
vaka sayisinda azalis tespit edildigi ancak S. Infantis’in halen, 4. en yaygin serotip
olarak 6nemini korudugu bildirilmistir. Ayrica 2016 yili raporuna gore; S. Infantis’in
baz1 suslari yiiksek seviyede ¢oklu ilag direnciyle iliskilendirilmistir. Son zamanlarda
S. Infantis’in farkli gevresel kaynaklardan artan izolasyon orani, bu serotipin énemli
diizeyde adaptasyon yetenegine sahip olduguna isaret etmektedir. Bu durumda S.

Infantis’in halk saglig1 agisindan yarattigi endisenin devam ettigi diisiintilmektedir

(Anon, 2016).

EFSA’nin 2016 yili raporuna gore; tavuklarda en yaygin olarak goriilen 3
serotip; S. Infantis (%33,6), S. Enteritidis (%15,8) ve S. enterica subsp. enterica
serotype Mbandaka (%6,7)’dir. S. Infantis’in 2013 yilindan beri tavuklardan izole
edilen en yaygin serotip oldugu bildirilmistir. En sik goriildiigii Avrupa Ulkeleri
Italya, Romanya, Slovenya, Hirvatistan ve Avusturya olarak belirlenmistir. Broiler
tavuk ve broiler tavuk etlerinden en ¢ok izole edilen Salmonella serotiplerinin
basinda yine S. Infantis’in geldigi bildirilmistir (Cizelge 1.1) (Anon, 2016).

Cizelge 1.1. Broyler tavuk ve broyler tavuk etlerinden izole edilen Salmonella serotiplerinin

dagilim1 (Anon, 2016).

1.3. Patogenez

1.3.1. Konaga Giris

Insan ve hayvanlarda etkenin temel bulasma yolu diski-agiz bulasmasidir.

Genellikle Salmonella serotipleri ile kontamine yiyecekler agiz yoluyla alindiginda,



midenin asit ortaminda canli kalarak ince bagirsak ve sekuma ulagmaktadirlar.
Bagirsagin epitel ve immun sistem hiicre hatti Salmonella serotiplerine kars1 ilk
koruyucu bariyeri olusturmaktadir. Salmonella serotipleri burada enterosit ya da M
hiicrelerine baglanip bagirsaga kolonize olmak igin bagirsak mikrobiatasi ile

yarigmaktadir (Barrow ve ark., 2010; Foley ve ark., 2013).

1.3.2. Konak Hiicreye Adhezyon ve Invazyon

Salmonella serotiplerinin gastrointestinal sisteme kolonize olmasi igin,
enterosit ya da M hicrelerine adheze olmasi gerekmektedir (Foley ve ark., 2013).
Fimbrial adhezinlerin yan1 sira Tip Ug Sekresyon Sistemi (T3SS)-1"in de invazyonun
baslangig basamagi olan konak hiicreye tutunma asamasina katki sagladig

bilinmektedir (Gerlach ve Hensel, 2007; Hanes, 2003; Wagner ve Hensel, 2011).

Bagirsak epiteline tutunan Salmonella serotipleri, T3SS-1’i eksprese
etmektedirler. Salmonella serotiplerinin konak hiicreyle kontakt kurmasiyla aktive
olan T3SS-1, bakteri sitoplazmasi ile konak hiicre membrani arasinda molekiiler bir
kanal gibi iglev gormektedir. Bu kanal vasitasiyla konak hiicreye bakteri toksinleri,
SipA/B/C/D, SopA/B/D/E/IE2 gibi efektor proteinler ve 20’den fazla yapisal ve
regilator protein transfer edilmektedir. Bu proteinler, konak hucre sinyallerini
degistirip hiicre yapisinda degisikliklere sebep olarak bakterinin hiicre igine
alinmasina ve konak hiicrede gen ekspresyonunun degismesine sebep olmaktadirlar
(Kim ve ark., 2010; Lee ve Schneewind, 1999; Ramos-Morales, 2012; Santos ve ark.,
2003).

Invazyon, hiicrenin yeniden yapilanmasinda rol oynayan efektor proteinler
araciliglyla olmaktadir. T3SS-1 tarafindan transloke olan proteinler, aktin
polimerizasyonunu direkt ya da indirekt yollarla aktive etmektedirler. SipA efektor
proteini, konak hiicreye direkt olarak baglanip aktini (hiicreye esneklik ve sekil veren
mikroflamentleri olusturan protein) polimerize etmekte; SopE, SopE2 ve SopB ise,

hidrolaz enzimini (Rho GTPase) aktive ederek polimerizasyonu uyarmaktadir. SipA,



SipC ve SopB gibi efektor proteinler ise konak hiicre membranin disa dogru
genislemesini saglamaktadirlar (Kim ve ark., 2010; Lee ve Schneewind, 1999;

Ramos-Morales, 2012).

Invazyon ayrica, epidermal tireme faktor reseptorii araciligiyla arasidonik asit
metabolizmasini aktive etmektedir. 5-lipoksijenaz enzimi l6kotrienlerde aragidonik
aside donligmekte ve bu da membran permeabilitesini arttirarak diyareyle sonuclanan
s1v1 birikimine sebep olmaktadir. Lokotrienler, Ca®* kanallarmi da kontrol ederek
hiicre ici Ca?* birikimine sebep olmakta ve bu da aktin polimerizasyonunu uyararak,
bakterinin internalizasyonuna ve Salmonella igeren vakuollerin (SCV) olusmasina
sebep olmaktadir (Bhunia, 2008).

Olgunlasan SCV’ler bagirsak limen hattindan bazal membrana go¢ ederek
fagolizozomal yikimdan kagmakta ve SCV’ler, makrofaj ve bagirsak hiicrelerindeki
Salmonella serotiplerinin yasamasinda ve ¢ogalmasinda kilit rol oynamaktadirlar.
Salmonella serotipleri konak hiicre igerisine alindiginda, intraseliiler patogenezde ve
sistemik infeksiyonda kritik rol oynayan ikinci bir T3SS ekspere etmektedirler. SPA-
2’den eksprese edilen T3SS-2, SCV’de efektdr protein sekresyonundan sorumludur.
Bu efektor proteinler, Salmonella ile ilgili flament (SIFs) olusumuyla sonlanan motor
protein ve hiicre yapisiyla etkilesime girmektedir. SIF’ler, SCV’ler ile hiicre i¢indeki
diger vezikiillerin Dbirlesmesine olanak taniyarak Salmonella serotiplerinin
¢ogalmasinda rol oynamaktadirlar (Bueno ve ark., 2012; Figueira ve Holden, 2012;
Foley ve ark., 2013; Ramos-Morales, 2012).

1.3.3. immun Yamt

Salmonella serotipleri; hiicre duvarlarinda bulunan lipopolisakkarit (LPS)’in
temel immunostimilatér komponenti olan lipit A ile konak hicrenin toll-benzeri
reseptor (TLR)-4’0n0, flagellinleri ile de TLR-5’ini stimile etmektedirler. Bakteri
ile etkilesime giren TLR; inflamatuvar proteinler, sistein X sistein (CXC) Uyeleri,
interloykin (IL)-6 ve IL-1’i iceren kemokin ve sitokinlerin indiiklenmesiyle konak

immun yanitin1 uyarmaktadir (Ashida ve ark., 2012; Barrow ve ark., 2010; Bueno ve



ark., 2012). Epitel htcre, fibroblast, B hicreleri, makrofajlar ve heterofilleri iceren
cok genis bir araliga sahip hiicre tipleri; Salmonella serotiplerine ya da onun LPS,
flagellin gibi komponentlerine karsin kuvvetli bir immun yanit gelistirmektedirler

(Smith ve ark., 2013).

Salmonella Patojenite Adast (SPA)-1’den kodlanan sipA’nin bagirsak epitel
hicrelerinde transepiteliyal notrofil gocuni baslatmak igin yeterli oldugu, sOpA’nin
da transepiteliyal notrofil gdgiiniin baslamasinda rol oynadig1 belirlenmistir. Bu
proteinler sayesinde kemotaktik maddelerin ekspresyonu artmakta ve lamina
propriaya notrofil gogii baslamaktadir. Salmonella serotipleri, infeksiyondan
yaklagik 1 saat sonra bazal membrana ulagmakta ve notrofil ve makrofajlar tarafindan
fagosite edilmektedirler. Salmonella serotipleri, sipB efektor protein ve caspase-1
aktivasyonu ile makrofaj hiicre Oliimiinii baglatmakta ve sonrasinda IL-1b
salgilanmasiyla yangisal reaksiyon artmaktadir. Yangisal reaksiyonun ilerlemesiyle
notrofiller, yangisal hiicre kiimeleriyle beraber epitel yiizeye go¢ ederek intestinal
limene ¢ikmaktadirlar. Yogun yangisal reaksiyon yogun transepitelyal notrofil
gocline sebep olarak, bazal membrandan epitelin ayrilmasi, intestinal liimene sivi
sekresyonu ve diyareyle sonu¢lanmaktadir (Gerlach ve Hensel, 2007; Santos ve ark.,

2003).

1.3.4. Dendiritik Hiicre ve Makrofajlarda Yasama

Az sayida olguda Salmonella serotipleri konak hiicre iginde ¢ogalmakta ve
immun yanittan kagarak invaziv ve sistemik bir infeksiyon yapabilmektedir. Bu
durum; Salmonella serotiplerinin, makrofaj ya da dendiritik hucrelere (gezici
fagosit) invaze olmasi durumunda gergeklesmektedir (Foley ve ark., 2013).
Bakteriler, makrofajlar tarafindan fagosite edilmelerine karsin oldiiriilmemekte,
hiicre i¢inde iiremeye devam ederek viicuda bu hiicreler vasitasiyla
yayilmaktadirlar. Hiicre i¢indeki sayilari artinca makrofaj parcalanmakta ve serbest
kalan bakteriler baska konak hiicreleri infekte etmektedirler (Diker, 2005).

Salmonella serotiplerinin makrofajlarda yasama yetenegi; mikroorganizmanin,



bagirsak submukozasindan retikiiloendotelyal sisteme ulasarak i¢ organlara
yayilmasina olanak saglamaktadir. PhoP/phoQ virulens regulator lokusu ve SPA-
2’de bulunan genler, Salmonella serotiplerinin makrofajlarda hayatta kalmasinda
oldukca 6nemli bir role sahiptir (Erhardt ve Dersch, 2015; Kuhle ve Hensel, 2004;
Lee ve Schneewind, 1999).

Dendritik hiicreler, lenfoid ve lenfoid olmayan dokularda yaygin sekilde
bulundugundan, Salmonella serotiplerinin konak viicuduna hizli sekilde
yayllmalarina olanak saglamaktadir. T3SS-2’nin, dendritik hicrelerde antijen
sunumunu baskiladigi ortaya konmus, bunun da, konak immun yanitinin infekte
hiicrelere etkisini sinirladigi bildirilmistir (Bueno ve ark., 2012; Figueira ve Holden,

2012; Foley ve ark., 2013; Kuhle ve Hensel, 2004).

1.4. Patogenezde Rol Oynayan Virulens Faktorleri

Bakterilerin konakta infeksiyon olusturabilme yetenekleri patojenite,
patojenitenin derecesi ise virulens olarak tanimlanmaktadir (Wang, 2007).
Salmonella serotiplerinin hayvan ve insanlarda infeksiyon yapabilmesi; konak
savunmasini notralize eden ve konak savunmasindan kacabilmeyi saglayan virulens
genlerinin kodlama ve eksprese edilmesine baglidir. Bunlar da patojenite adalari,
demir kazanim mekanizmasi, virulens plazmidleri ve adhezinler (fimbria) gibi

virulens faktorleri ile iligkilidir (Foley ve ark., 2013; Van Asten ve Van Dijk, 2005).

1.4.1. Salmonella Patojenite Adalar1 (SPA)

Patojenite adalari, virulensten sorumlu olan genleri kodlayan kromozomun
stabil olmayan bir bolgesidir. Patojen etkenler, virulensle iliskili olan bu genleri,
horizantal gen transferi yoluyla elde etmektedirler. Bu genomik bolgeler, horizontal

gen transferi yoluyla patojen olmayan tiirlere aktarildigi zaman, transfer oldugu



bakteriye de virulens ozellikler kazandirmaktadir (Gerlach ve Hensel, 2007; Ohl ve
Miller, 2001).

Virulens gen bdlgeleri, virulent Salmonella serotiplerinde 21 SPA icinde yer
almaktadir. Salmonella virulensi i¢in gerekli olan yaklasik 200 gen, ¢ogunlukla bes
patojenite adasi (SPA-1 - SPA-5) iizerinde bulunmaktadir (Cizelge 1.2) (Gyles ve
Boerlin, 2014; Hensel, 2004).

Cizelge 1.2. Salmonella patojenite adalari (Barrow, 2010; Sabbagh ve ark., 2010).

Patojenite Adas1 Buyukluk (kb) Fonksiyon
SPA-1 40 invazyon, T3SS-1, demir alim
invazyon, sistemik infeksiyon, T3SS-2,

SPA-2 40 epitel hiicrelerde ve makrafajlarda sag kalim
SPA-3 16.6 Mg transportu

SPA-4 25 T1SS'ni kodlayan genler

SPA-5 7.6 T3SS efektdr proteinleri Gretimi
SPA-6 59 saf ve diger gen kiimeleri, fimbriya
SPA-7 134 Vi antijeni

SPA-8 6.8 bakteriyosin sentezi

SPA-9 16 T1SS'ni kodlayan genler ve RTX benzeri direng
SPA-10 32.8 Sef fimbriya gen kiimesi, bakteriyofaj
SPA-11 14 makrofajlarda sag kalim
SPA-12 15.8 sistemik infeksiyon, T3SS, sspH2 efektdr proteini,
SPA-13 25 sistemik infeksiyon
SPA-14 9 makrofajlarda sag kalim
SPA-15 6.5 5 hipotetik protein
SPA-16 45 LPS modifikasyonu
SPA-17 5 LPS modifikasyonu
SPA-18 2.3 clyAve taiA invazyonile iligkili genler
SPA-19 14.1 T6SS
SPA-20 34 T6SS
SPA-21 55 T6SS
SGA-1 43 coklu antibiyotik direnci

YPA - septisemi, demir alimi

1.4.1.1. Salmonella Patojenite Adasi-1

S. enterica ve S. bongori’nin tim serotiplerinde bulunmakta ve Salmonella
infeksiyonlarinm intestinal fazi igin 6nemli oldugu bilinmektedir. Intestinal
Salmonelloziste kademeli inflamatuvar yanitin yam sira; oral infeksiyonu takiben
Salmonella serotiplerinin fagositoz yapmayan epitel hiicrelere invazyonun baslangig

basamaginda 6nemli role sahip oldugu ortaya konmustur (Valdez ve ark., 2009).
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Bu lokus, fagositoz yapmayan hcrelerin invazyonundan sorumlu olan 31 gen
ve T3SS-1 i¢in gerekli olan regiilatdr proteinler ile salgisal efektor proteinler gibi
cesitli komponentleri kodlayan ¢ok sayida geni tasimaktadir (Marlovits ve Stebbins,
2010; Zhou ve ark., 1999b).

SPA-1 genlerinin ¢ogu; intestinal ¢evreye benzeyen bir ortam olustugunda
eksprese edilmekte ve Salmonella serotipleri hiicre igerisine girdiginde
baskilanmaktadir. Bu genler; SPA-1’den kodlanan 5 regulator gen tarafindan kontrol
edilmektedir. SPA-1 regiilatorleri aym1i zamanda SPA-2 genlerini de
diizenlemektedirler. Iki komponent sistem PhoP/Q, SPA-1 ve SPA-2’nin

regiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Valdez ve ark., 2009).

Tip 111 sekresyon sistemi-1 (T3SS-1); konak hiicre sitoplazmasina bakteriyel
virulens proteinlerinin direkt aktarilmasini saglayan, konak hiicre fonksiyonunu
modifiye etmek icin gelistirilmis, 6zellesmis bir virulens aracidir. ‘Enjektor’ olarak
da adlandirilan bu sekresyon sistemi, en az 20 proteinin etkinligi sonucu olusan igne,
dis halka, boyun ve i¢ halkadan olugsmaktadir (Worrall ve ark., 2011) (Sekil 1.1).
Aktarilan bakteriyel proteinler; sitokin gen ekspresyonu, konak hiicre yapisi ve sinyal
aktarimi gibi temel hiicre fonksiyonlarini degistirmektedir. T3SS, hayvan ve bitki
patojenlerinin ¢ogunda korunmus olmasina ragmen, aktarilan efektor proteinler her
bir patojen i¢in tektir. Bu durum, her bir patojenin virulens fenotipini ayirmaya katki

saglamaktadir (Ohl ve Miller, 2001; Wisner ve ark, 2012).

T3SS-1, bakteri ile konak hiicre yiizeyi baglantiya gegtiginde aktive
olmaktadir. Non-fimbriyal adhezinleri kodlayan invH geni, intestinal ylzeyin
taninmasini saglayarak Salmonella nin konaga adaptasyonunu kolaylastirmaktadir.
SipABC proteinlerinin, konak hiicre yapisinda degisiklik yaparak bakterinin igeri
alinmasini sagladigi ve Salmonella serotiplerinde korundugu tespit edilmistir. T3SS-
I; konak hiicreye invazyona ek olarak, inflamatuvar yanit ve intestinal salginin
baslatilmasinda da biiyiik rol oynamaktadir. SopB ve SopE1/E2 efekttr proteinleri;
Rho GTPase, hicre bélinmesi kontrol proteini (CDC) 42 ve Racl’i (ras-related C3
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botulinum toxin substrate 1), aktive ederek hiicre aktininin dizenlenmesi

makropinositozis ve bakteriyel internalizasyonu saglamaktadir.

Sekil 1.1. Salmonella T3SS-1 ve T3SS-2. HM: konak membrani; VM: vakuolar membran;
OM: dis membran; IM: i¢ membran (Ramos-Morales, 2012).

SopB ve sopE proteinlerinin SPA-1 lokusunun disinda da (sopB proteini SPA-
5’te, sopE ise kriptik profajda) kodlandigi bildirilmistir. SitABCD genlerinin
kodladig1 efektor proteinler invazyonla iligkili olmayip demir alimi sisteminde rol
oynamaktadir (Hansen-Wester ve Hensel, 2001; Kaur ve Jain, 2012; Kuhle ve
Hensel, 2004, Li ve ark., 2009; Wallis ve Galyov, 2000; Zhou ve ark., 1999b).

T3SS-1’in, S. enterica ve S. Typhimurium’un tavuk bagirsagina
kolonizasyonunda gerekli oldugu ortaya konmustur. T3SS-1’in transkripsiyonel
regiilator proteini olan hilA’nin supresyonunun, S. enterica nin sekum ve internal

organlara kolonizasyonunu azalttig1 tespit edilmistir (Li ve ark., 2009).

1.4.1.2. Salmonella Patojenite Adasi-2

40’tan fazla gen kodlayan bir lokustur. Kodladig1 genlerin ¢ogu konak hiicre
icinde bakteri ¢ogalmasi sirasinda eksprese edilmektedir. spiC gen urinleri;
Salmonella serotipleri igeren fagozomlarin, fagolizozomal yapiya doniismesini
onlemektedir. Bu genin eksprese edilmesi sistemik infeksiyonun olusmasi ve
bakterinin makrofaj igerisinde ¢ogalmasinda 6nemlidir (Figueira ve Holden, 2012;
Kaur ve Jain, 2012; Kuhle ve Hensel, 2004).
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Tip 111 sekresyon sistemi-2 (T3SS-2); SPA-2’nin 25-kb’lik kism1 yalnizca S.
enterica’ya ait alt tirlerde bulunmakta ve intraselliiler bakteri tarafindan aktive
edilen T3SS-2’yi kodlamaktadir. T3SS-2; makrofajlarda canli kalma ve ¢ogalmay1
saglama gibi Ozelliklerin yani1 sira, SCV olusumunu saglayarak bakteriyi, konak
bagisiklik sistemine karsi da korumaktadir. T3SS-2 ile aktarilan efektor proteinler;
SCV’ler ile endositik yolun birlesmesini ve fagozomal membranda oksiradikal
formasyonu engellemektedir (Kuhle ve Hensel, 2004; Morgan, 2007; Wigley ve ark.,
2002; Wisner ve ark, 2012).

T3SS-2; farelerde S. Typhimurium, ineklerde S. Dublin ve tavuklarda S.
Gallinarumun sebep oldugu, tifoid benzeri sistemik infeksiyonun gelismesinde
onemli rol oynamaktadir (Wigley ve ark., 2002). T3SS-2 regulatori olan ssrA’nin
inaktivasyonun, S. enterica’min kanatli yumurta kanalina kolonizasyonunda
basarisizliga sebep oldugu ortaya konmustur (Li ve ark., 2009). ssaU geninde
mutasyon olan bir S. Typhimurium susu, 1 giinliik civcivlere verilmis ve sonugta
SPA-2’deki bir mutasyonun sistemik bakteri sayisinda ve patolojide azalmaya sebep

oldugu belirlenmistir (Jones ve ark., 2007).

1.4.1.3. Salmonella Patojenite Adasi-3

S.bongorive S. enterica’ ya ait alt tiirlerde bulunmaktadir. SPA-3’ten kodlanan
yiiksek affiniteli Mg?* alim sistemi (MgtCB), Salmonella serotiplerinin hem hicre

icinde hem de makrofajlarda canli kalabilmesini saglamaktadir (Gerlach ve Hensel,

2007; Gyles ve Boerlin, 2014; Hensel, 2004).

1.4.1.4. Salmonella Patojenite Adasi-4

Uzerinde 18 gen tagimaktadir. Bu lokustan eksprese edilen non-fimbrial
adhezinlerin S. enterica’nin intestinal fazinda rol oynadig: bildirilmistir (Kaur ve
Jain, 2012; Rychlik ve ark., 2009; Sabbagh ve ark., 2010). Ayrica Salmonella

serotiplerinin sitokin sekresyonunda, hiicrede apoptozis meydana gelmesinde ve
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etkenin makrofajlarda canli kalmasinda da rolii oldugu tespit edilmistir (Gerlach ve
Hensel, 2007; Marcus ve ark., 2000; Sabbagh ve ark., 2010).

1.4.1.5. Salmonella Patojenite Adasi-5

S. bongori ile S. enterica 'ya ait alt tiirlerde bulunmaktadir. T3SS-1 ile aktarilan
ve diyareye sebep olan sopB efektor proteini ile T3SS-2 ile aktarilan pipB ve sigD
gibi efektor proteinlerini kodlayan genler bu lokusta yer almaktadir. SopB, inositol
fosfataz aktivitesinde gorev alarak epitel hiicrelerde sivi sekresyonunu ile elektrolit
kaybini uyararak diyareye neden olmakta ancak invazyonda gdrev almamaktadir
(Gyles ve Boerlin, 2014; Hansen-Wester ve Hensel, 2001; Santos ve ark., 2003).
Cogunlukla sop efektor proteinlerini kodlayan genleri barindiran SPA-5’in
enteropatogenez ile iliskili oldugu ve inflamasyon ile infeksiyonun enterik fazindaki
klorid sekresyonu i¢in gerekli oldugu bildirilmistir (Santos ve ark., 2003; Schmidt ve
Hensel, 2004; Wood ve ark, 1998).

1.4.2. Demir (Fe) Kazanim Mekanizmasi

Demir, bir¢ok bakteri tiiriiniin lireme ve hayatta kalmasinda dolayisiyla
infeksiyonun devam ettirilmesinde  kritik 6neme sahip bir elementtir.
Salmonella’larda ¢ok sayida demir kazanim mekanizmasi tanimlanmistir. Bunlar,
enterobaktin ve aerobaktin gibi sideroforlar1 igeren ve Ozellesmis yapida demir
transport sistemleridir. Bu sistemlerde demir kazanimi, ¢ogunlukla bakteri hiicre dis
membran proteini olan TonB vasitasiyla olmaktadir. Tanimlanmis bir diger demir
alim mekanizmasi ise bakteri i¢ membranindaki porinlerden diffiizyon yoluyla
olmaktadir. Bu mekanizmada demir ¢oziinebilir durumda oldugundan siderofor

sentezine ihtiya¢ duyulmamaktadir (Zhou ve ark., 1999a).

Zhou ve ark. (1999a), S. Typhimurium’da yeni bir demir kazanim sistemi
tanimladiklarini bildirmislerdir. Bu sistem, bakteri adhezyonunda gok dnemli bir rolii
bulunan SPA-1’in sitABCD operonudur. Janakiraman ve Slauch (2000), farelerde S.
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Typhimurum sitA mutant susu ile yaptiklari ¢aligmada, SitABCD lokusunun S.
Typhimurium virulensi i¢in tamamen gerekli oldugu ve in vivo kosullarda demir alimi

icin Oncelikli sistem olabilecegini bildirmislerdir.

1.4.3. Virulens Plazmidleri

Bakterilere ait virulens faktdrlerinin bir kismi1 kromozomlarda kodlanirken bir
kism1 da plazmidlerden kodlanmaktadir. Plazmidler, 50-110 kb molekiiler agirlikta,
ekstrakromozomal DNA molekilleridir. Kendi kendilerine replike olabilmekte ve
bakteri bolinmesi sirasinda yeni hiicreye aktarilmaktadir. Virulens plazmidleri,
Salmonella cinsine ait tiim alttiirlerde bulunmamakta ve blyuklikleri serotipten serotipe
farklilik gostermektedir. Plazmidlerin bes gen iceren ‘SpvRABCD’ olarak adlandirilan 8
kb’lik bolgesi; bu plazmidi tasiyan Salmonella serotiplerinde, makrofajlarda hayatta
kalma, iireme, adaptasyon, antibiyotik direnci ve diger virulens faktoérleri gibi ¢ok
sayida fonksiyon i¢in gerekli genleri kodlamaktadir. Bu bolgeye Salmonella virulens
plazmidi (spv) de denmektedir (Gyles ve Boerlin, 2014; Marcus ve ark., 2000; Rychlik
ve ark., 2006).

Virulens plazmidlerinin infeksiyonun bagirsak fazindaki rolii net olarak
aciklanamamis olsa da, sistemik infeksiyonun baglatilmasinda gerekli oldugu
bildirilmistir. Spv, retikiiloendoteliyal sistemde bakteriyel Greme icin gerekmektedir.
Ancak fimbriyal operon (pef), konjugal transfer geni (traT) ve rck ile rsk gibi diger
plazmid lokuslar1; fimbriya biyosentezi ve serum direnci gibi infeksiyon siirecinin
diger asamalarinda da rol oynayabilmektedir. Virulens plazmidleri; Salmonella
enterica subspecies |’e ait bazi serotiplerde bulunmakta ve serotip spesifik plazmid
olarak da isimlendirilmektedir (Rotger ve Casadesus, 1999).

spvB ve spvC, S. Typhimurium’un plazmid aracili virulensi i¢in gerekli temel
faktorleri kodlamaktadir. spvB proteinleri, T3SS-1 araciligiyla konak hiicreye

transloke olurken aktin polimerizasyonuna da katilmaktadir. spvC proteinleri ise
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T3SS-1 ve T3SS-2 araciligiyla konak hiicreye transloke olmakta ve antiinflamatuvar
etki yaratmaktadir (Ibarra ve Steele-Mortimer, 2009; Fierer ve Guiney, 2001).

1.4.4. Adhezin (Fimbria)

Adhezin; bakterinin hiicreye tutunmasini saglayan, bakteri yiizeyinde bulunan
yapilardir. Adheziv yapilar, fimbrial ve non-fimbrial adhezinler olmak (zere iki ana
gruba ayrilmaktadir. Salmonella adhezinlerinin biiyiikk kismin1 fimbrial adhezinler
grubu olusturmaktadir. Fimbrial adhezinlerin fonksiyonu 6ncelikle, konak hicredeki
spesifik reseptorlere baglanarak kolonizasyon ve biofilm olusumunda gérev almaktir
(Jong ve ark., 2012; Wagner ve Hensel, 2011). Non-fimbrial adhezinler ise;
T1SS’den sekrete edilen adhezinler ve T5SS olarak da adlandirilan adhezinlerdir
(Wagner ve Hensel, 2011). Fimbrialar araciligiyla bagirsak dokusundaki farkli hiicre
tiplerine tutunan bakteriler daha sonra Peyer plaklarindaki epitel hiicrelerini ve M

hiicrelerini invaze ederek infeksiyon olusturabilmektedirler (Baumler ve ark., 1997).

Her bir Salmonella serotipi tek bir fimbrial operon kombinasyonunu
barindirmaktadir (Jong ve ark., 2012). Her bir fimbrial operon ¢oklu genler icermekte
(8-11) ve bu genler fimbrini (fimbria proteini) kodlamaktadirlar (Foley ve ark.,
2013). S. Typhimurium’da bulunan Ipf ve pef operonlarinin; farelerde, S.
Typhimurium’un peyer plaklarina kolonizasyonu ve sistemik virulensi i¢in 6nemli
oldugu bildirilmistir (Foster, 1991; Velge ve ark., 2012). S. Enteritidis PT4’Un 13
blyuk fimbriyal alt iinitesinin, kanatli bagirsagina adhezyon ve kolonizasyonunda

onemli rol oynadigi bilinmektedir (Foley ve ark., 2013).

Bu tez caligmasinda Tiirkiye’de, kanatlilardan yaygin olarak izole edilen S.
Infantis’in patojenite adalari (SipA, sipD, sopD, ssaR, sopB, sopE, sopE2, sifA) virulens
plazmidleri (spvC), adhezin (pefA) ve demir kazanimi (SitC) ile ilgili virulens
genlerinin varliginin arastiritlmasi amaglandi. Ayrica S. Infantis ile S. Infantis disindaki

diger yaygin serotiplerin sahip oldugu virulens genlerinin karsilastirmasi hedeflendi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1.GEREC

2.1.1. Materyal

Calismada kullanilan S. Infantis suslari, farkli yetistirme tipine sahip kanatl
kiimeslerinden altlik, toz, cevresel kaynaklardan, kemirici istasyonlarindan ve

kesimhane karkas orneklerinden izole edildi.

2.1.2. Bakteri Suslari

Teshis amacryla Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali1 Kanatli Teshis Laboratuvarina gonderilen broiler, damizlik, yumurtaci
kiimeslere ait altlik, toz, ¢evresel kaynaklardan ve kemirici istasyonlarindan alinan
materyaller ile karkas drneklerinden izole ve identifiye edilen 200 adet S. Infantis susu
ile hindi kiimeslerinden gonderilen altlik, toz, ¢evresel, kemirici 6rneklerinden izole
ve identifiye edilen 24 adet S. Infantis susu kullanildi. Bununla birlikte S. Infantis
suslartyla karsilagtirma yapmak amaciyla, Kanatli orijinli S. Typhimurium, S.
Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarindan 10’ar adet, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonundan temin

edildi. Suslar 2012 yilindan itibaren izole edilmis suslar1 kapsamaktadir.

Toplamda 224 adet kanatli orijinli S. Infantis susu ile S. Infantis digindaki diger
yaygin serotiplerden 40 adet olmak Uzere toplam 264 sus kullanildi (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Calismada kullanilan Salmonella serotiplerinin orijinleri.

Serotip Hayvan Turu Yetistirme Yonii Sus Sayis1 Toplam
Broiler 138
Damuzlik 6
. Tavuk
S. Infantis Yumurtact 6 224
Karkas 50
Hindi - 24
S. Typhimurium - - 10
S. Enteritidis - - 10
40
S. Kentucky - - 10
S. Hadar - - 10
Toplam Sus Sayisi 264

2.1.3. Salmonella izolasyon ve identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri, Ayirac

ve Antiserumlar

Salmonella serotiplerinin izolasyon ve identifikasyonu amaciyla 0On
zenginlestirme, selektif zenginlestirme ve selektif besiyerlerine ekim asamalari i¢in

kullanilan segici ve diferansiyel besiyerleri asagida yer almaktadir.

ISO 6579 2010: Appendix D izolasyon besiyerleri: tamponlanmig peptonlu
su, modifiye Rappaport Vassiliadis yar1 kat1 besiyeri, Muller-Kauffmann tetratiyonat-

novobiyosin buyyon, ksiloz lizin desoksikolat agar, ksiloz lizin tergitol-4 agar.

Biyokimyasal test besiyerleri ve ayiraglary: triple sugar iron agar (TSI), Ure
agar, L-lizin dekarboksilaz besiyeri, B-galaktosidaz test besiyeri, nutrient buyyon,
indol test besiyeri, kovaks, Voges Proskauer besiyeri, kreatin solusyonu (n-

amidinosarcosine), naftol etanol soltisyonu.

Serotiplendirmede kullanilan besiyerleri ve antiserumlar: nutrient agar,

swarm agar. Statens Serum Instute (Danimarka), Denka Seiken (Japonya).

2.1.4. Molekiiler Analizde Kullamilan Cihaz, Kimyasal ve Tampon Soliisyonlar
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Serotiplendirmesi yapilan Salmonella suslarinin DNA ekstraksiyonu ve

virulens gen analizi i¢in kullanilan malzeme ve cihazlar agsagida yer almaktadir.

Kimyasal ve tampon soltsyonlar: DNA izolasyon kiti (Thermo Scientific
GeneJET Genomic DNA Purification Kit, #K0721, #K0722), etanol (%95’ lik),
10xPCR buffer (EP0402, Thermo Scientific, USA), 25 mM MgCl. (EP0402, Thermo
Scientific, USA), dNTP mix (10 mM each) (R0193,Thermo Scientific, USA), Taq
DNA polimeraz (EP0402, Thermo Scientific, USA), primerler, agaroz (Agarose,
Biomax), tris borik asit EDTA (TBE) (B52, Thermo Scientific, USA), boyama
solisyonu (G108, SafeView™ Classic, Applied Biological Materials Inc., Canada),
6xLoading Dye (SM032, Thermo Scientific, USA), GeneRuler 100 bp Plus DNA
ladder (SM0321, Thermo Scientific, USA).

Cihazlar: hassas terazi (Scaltec, SBC41), santrifij (micro CL21, Thermo
Scientific, USA), steril kabin (laminar flow) (Class Il, Safety Cabinet Thermo
Scientific, USA), spektrofotometre ND-1000 (NanoDrop) (Thermo Scientific, USA),
vorteks (Thermo Scientific, USA), DNA thermal cycler (Thermo Scientific, USA),
(Biometra, Gottiengen), jel elektroforez tinitesi (cihaz ve gii¢ kaynagi) (Blu POWER
500), UV transilliminatorlii bilgisayarli goriintiileme sistemi (Gene Genius,

Syngene, Bio Imaging System, USA), vorteks (Thermo Scientific, USA).

2.2. YONTEM

2.2.1. Salmonella izolasyon ve Identifikasyonu

Bu ¢alismada Salmonella izolasyon ve identifikasyonu igin standart bir yontem
olan ISO 6579 prosediirii uyguland: (1SO 6579, 2002; WHO, 2010). Suslarin yiizey
(LPS, O-antijenleri) ve flagella antijenlerinin (protein, H-antijenleri) tespiti icin
serotiplendirme yapildi ve antijenik kombinasyonlar Kauffmann-White Semasina

gore degerlendirildi. Serotiplendirmesi tamamlanan Salmonella suslar1 daha sonra
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kullanilmak amaciyla %20 gliserinli tryptic soy broth (TSB)’ta stispanse edilerek -
20 ve -80°C’de saklandu.

2.2.2. Virulens Genlerinin Molekuler Analizi

DNA Ekstraksiyonu: Rastgele segilen 10 adet susun kaynatma yontemi ve
ticari kit (plasmid DNA ve genomik DNA) ile DNA ekstraksiyonu yapildi.
Spektrofotometre ile yapilan 6l¢iimlerde en temiz DNA ekstraktinin genomik DNA
kiti ile elde edildigi tespit edildi. Bu sebeple tiim suslarin DNA ekstraksiyonu i¢in
ticari Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kiti kullanild.
Protokol olarak kit prosedrd igerisinde bulunan Gram negatif bakteriler icin DNA
saflastirma protokolii uygulandi. Ekstraksiyonu yapilan DNA ornekleri islemleri
yapilana kadar -20°C’de saklandi (Sambrook ve Russell, 2002).

Polimeraz Zincir reaksiyonu (PCR): Kanatli orijinli S. Infantis suslarinin
virulens genlerinin ortaya konmasi i¢in PCR islemi, DNA ekstraksiyonunu takiben
amplifikasyon, elektroforez ve goriintiileme olmak iizere ii¢c asamada gerceklestirildi
(Sambrook ve Russell, 2002). Calismada konvansiyonel PCR yontemi kullanildi.
DNA ekstraksiyonu yapilan 224 adet S. Infantis ve diger serotiplere ait 40 adet susa
ait DNA Kkonsantrasyonlar1 spektrofotometre ile olglildii. Calismada analiz edilen
virulens genleri; daha 6nce S. Typhimurim ve S. Enteritidis suslarinda en g¢ok
calisilmis ve suslar arasinda farkliliklar bulunan genler arasindan se¢ildi. Kullanilan
primerlerin baz dizileri, ilgili gen bolgeleri, iiriin uzunluklari ve alindig1 kaynaklar

Cizelge 2.3’de gosterilmistir.

PCR karigimi her bir 6rnek i¢in; 14,8 pl nuclease free water, 2,5 ul 10 x PCR
tampon cozeltisi, 3 pl MgClz (25 mM), 0,5 pul ANTP (10 mM), 1 ul forward primer
(20 pmol), 1 pl reverse primer (10 pmol), 0,2 pl Tag DNA polymerase ve final hacim
25 ul olacak sekilde hazirlandi.
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Kullanilan primerler ile baglanma sicakliklarinin farklilik gdstermesi sebebiyle
ilk olarak gradient PCR yapildi. Gradient PCR ile 54-67°C arasinda calisildi ve

optimum baglanma sicakliklari segilerek ¢alisma boyunca kullanildi (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.2. Virulensle iliskili gen bolgelerinin bulundugu yerler, baglandiklar1 spesifik
gen bolgeleri, primerlerin baz dizini, primer adi, PCR fiiriinlerinin uzunluklar1 (bp) ve
primerlerin alindig1 kaynaklar.

Bulundugu = Hedef PCR

(5'-3") Primer dizini Primer . = - Kaynak
yer gen urunu
, F-ATGGTTACAAGTGTAAGGACTCAG _ Shah ve ark.
SipA SipA 2055 2011
R-ACGCTGCATGTGCAAGCCATC 0
F-ATGCTTAATATTCAAAATTATTCCG
SPA-1 sipD sipD | 1029 Shag "flark'
R-TCCTTGCAGGAAGCTTTTG 0
F-GAGCTCACGACCATTTGCGGCG
sopD sopD 1201 Raflf(atellu ve
R-GAGCTCCGAGACACGCTTCTTCG ark. 2005
X F-GCTCTAGACCTCAAGACTCAAGATG
SSPA Lo sopB SopB 1987 Raff(atggg ve
PA-5 R-GCGGCCGCTACGCAGGAGTAAATCGGTG ark. 2005
SPA-1, F-ATTGTTGTGGCGTTGGCATCGT Zou ve ark.
kriptik sopE sopE 376* 2011
profaj R-AATGCGAGTAAAGATCCGGCCT
F-TAC TAC CAT CAG GAG G
SopE2 SopE2 995 Raflf(atellu ve
. R-GAA TGT TTT ATG TGA CGC AG ark. 2005
PA-1
F-CAGTATATGCTCAACGCGATGTGGGTCTCC
sitC stC | 768 Skibgrgo‘ée
R-CGGGGCGAAAATAAAGGCTGTGATGAAC ark.
F-GTTCGGATTCATTGCTTCGG Hu ve ark
ssaR ssaR 1628 ’
A R-TCTCCAGTGACTAACCCTAACCAA 2008
PA-
F-ATG CCG ATT ACT ATA GGC AAT GG
SifA sifA 1011 Hu ve ark.
R-TTA TAA AAA ACA ACA TAA ACA GCCG 2008
F-ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA Chiu ve ark.
spvC spvC 571*
R-TGTCTCTGCATTTCGCCACCATCA 2006
SPV
F-GCGCCGCTCAGCCGAACCAG
pefA pefA 157 Skyberg ve
R-GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG ark. 2006

*Yapilan in-silico analiz sonucunda spvC ve pefA primerlerinin 571 ve 376 bp’lik gen
bolgelerini ¢cogalttig tespit edildi.

Cizelge 2.3. Primerlerin farkli baglanma sicakliklar.

Primer SipA sipD sopD ssaR sopB spvC SopE sopgE2 = sifA  sitC
°C 61 54 61 54 61 51 65 54 61 61

21



PCR karigimindan her bir tiipe 23 pl dagitildi ve her birine 2 pl 6rnek DNA
eklendi. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Dali’na ait sus
koleksiyonundan alinan standart S. Enteritidis (spvC icin), S. Typhimurium (pefA
icin) ve Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu’ndan alinan S. Infantis susu
(diger genler i¢in) pozitif kontrol olarak tiim testlerde kullanildi. Negatif kontrol
olarak da ayni miktarda nuclease free water kullanilarak onceden programlanan
thermal cycler cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon kosullari; 94°C’de 3 dk 6n
denatiirasyonu takip eden 30 siklus, 94°C’de 1 dk denatiirasyon, 54°C’de (Cizelge
2.3) 1 dk baglanma, 72°C’de 1 dk uzama ve 72°C’de 7 dk son uzama agamasi olarak
uygulandi.

pefA geni ile yapilan PCR denemelerinde kullanilan primer ¢iftinin birden fazla
sayida gen bolgesini ¢ogalttigi tespit edildi. Yapilan literatiir taramasina gore bu
primer ¢ifti farkli PCR karisimi1 ve amplifikasyon kosullarinda denendi. Skyberg ve
ark. (2006)’nin yaptig1 calismada kullanilan amplifikasyon kosullar1 kullanilarak en
ideal elektroforez goriintiisii elde edildi ve bu kosullar ¢alisma boyunca kullanildi.
Buna gore; 95°C’de 5 dk 0n denatiirasyonu takip eden 25 siklus, 94°C’de 30 sn
denattirasyon, 66,5°C’de 30 sn baglanma, 72°C’de 2 dk uzama ve 72°C’de 10 dk son

uzama asamast olarak uygulandi.

Elektroforez ve Goruntileme: Amplifikasyon drdnlerinin her birinden 5 pl
alinip 2 pl 6xLoading Dye soliisyonu ile karistirilarak, 20 cm’lik % 1,5 agaroz iceren
jele yiklendi. Jeldeki birinci gdze 5 pl DNA marker konularak 180 voltta 60 dk
elektroforez islemine tabii tutuldu (Sambrook ve Russell, 2002). Biyo-gérintiuleme
sistemi (Syngene) kullanilarak jeldeki 6rnekler gorintilendi.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Tez ¢calismas1 kapsaminda broiler, damizlik, yumurtaci kiimeslere ait altlik, toz,
cevresel kaynaklar, kemirici istasyonlarindan ve kesimhane karkas oérneklerinden
Salmonella spp. izolasyonu ve izole edilen suslarin biyokimyasal analiz ve
serotiplendirmesi yapildi. Broiler kiimeslere ait 138, yumurtact kiimeslere ait 6,
damizlik kiimeslere ait 6 sus ile 24 adet hindi izolat1 ve 50 adet karkas izolat1 olmak
Uzere toplam 224 adet S. Infantis susu kullanildi. Ayrica S. Infantis suslar ile
karsilastirma yapmak amaciyla 10’ar adet S. Typhimurium, S. Enteritidis, S.
Kentucky ve S. Hadar susu kullanildi. Toplamda 224 adet kanatli orijinli S. Infantis
susu ile 40 adet S. Infantis disindaki diger yaygin serotiplere ait suslar olmak Uzere

264 adet susun virulens genleri analiz edildi.

3.2. PCR Bulgulan

Calismada 224 adet S. Infantis ve diger serotiplere ait 40 adet susta (S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky, S. Hadar) sipA, sipD, sopD, sopB, sopE,
SOpE2, sitC, ssaR, , sifA, spvC ve pefA virulens genlerinin varligi konvansiyonel PCR
yontemi ile belirlendi.

SipA geni; 224 adet S. Infantis susunun 209°unda (%93,3) pozitif bulunurken
incelenen S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky, S. Hadar suslarinin
tamaminin bu geni tasidigi tespit edildi. Yetistirme yonii agisindan bakildiginda
broiler kiimeslere ait 138 adet S. Infantis susunun 125’inde (%90,57), damizlik
kiimeslere ait 6 adet S. Infantis susunun 6’sinda (%100) ve yumurtaci kiimeslere ait
6 adet S. Infantis susunun 5’inde (%83,33) sipA geni tespit edildi. Karkastan izole

edilen 50 adet S. Infantis susunun 49’unda (%98) ve hindiye ait materyallerden izole
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edilen 24 adet S. Infantis susunun tamaminda (%100) SipA geninin pozitif oldugu
tespit edildi (Sekil 3.1, Sekil 3.2).

Sekil 3.1. S. Infantis suslarinin tasidigi SipA genlerine ait PCR drtnlerinin jel elektroforez
goruntusu

Sekil 3.2. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin tasidigi sipA
genlerine ait PCR drunlerinin jel elektroforez goruntisi

sipD geni; S. Infantis suglarinin 208’inde (%92,85) pozitif bulunurken,
incelenen S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky, S. Hadar suslarinin
tamaminin bu geni tagidigi tespit edildi. Broiler kiimeslere ait S. Infantis suslarinin
125’inde (%90,57), damizlik kiimeslere S. Infantis suslarinin tamaminda (%2100),
yumurtact kiimeslere S. Infantis suslarinin 5’inde (%83,33) sipD geni pozitif olarak
tespit edildi. Karkastan izole edilen S. Infantis suslarinin 48’inde (%96) ve hindiye

ait materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin tamaminda (%100) sipD geninin
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pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 3.3, Sekil 3.4).

Sekil 3.3. S. Infantis suslarinin tagidigi sipD genlerine ait PCR (rlnlerinin jel elektroforez
goruntusu

Sekil 3.4. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin tasidigi sipD
genlerine ait PCR drtnlerinin jel elektroforez gorintisu

sopD geni; analiz edilen S. Infantis suglarinin (224 adet) 198’inde (%88,39),
10’ar adet S. Typhimurium ile S. Hadar susunun 9’unda (%90), S. Enteritidis
suslariin 8’inde (%80) ve S. Kentucky suslarinin 4’tnde (%40) pozitif olarak tespit
edildi. Yetistirme yoni agisindan bakildiginda broiler kiimeslere ait S. Infantis
suslarmin 125’inde (%90,57), damizlik kiimeslere S. Infantis suslarinin tamaminda
(%100) ve yumurtact kiimeslere S. Infantis suslarinin 3’{inde (%50) sopD geninin
oldugu belirlendi. Karkastan izole edilen S. Infantis suslarmin 44’tinde (%88) ve
hindiye ait materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin 20’sinde (%83,33) sopD

geninin pozitif oldugu saptand (Sekil 3.5, Sekil 3.6).
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Sekil 3.5. S. Infantis suslarinin tasidigi SopD genlerine ait PCR Grunlerinin jel elektroforez
goruntdsa

Sekil 3.6. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin tasidigi sopD
genlerine ait PCR drunlerinin jel elektroforez goruntisi

sopB geni; S. Infantis suslarmin 207’sinde (%92,41) pozitif bulunurken
incelenen S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky, S. Hadar suslarinin tamami
bu gen yonunden pozitif bulundu. Broiler kiimeslere ait S. Infantis suslarmin
125’inde (%90,57), damizlik ve yumurtact kiimeslere ait S. Infantis suslarinin
tamaminda (%100) sopB geni pozitif bulundu. Karkastan izole edilen S. Infantis
suslariin  46’smin  (%92) sopB genini tasidigi tespit edilirken hindiye ait
materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin tamaminda (%100) sopB geni
pozitif bulundu. (Sekil 3.9, Sekil 3.10).
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Sekil 3.7. S. Infantis suslarinin tagidigi sopB genlerine ait PCR urtinlerinin jel elektroforez
goruntdsd

Sekil 3.8. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin tasidigi sopB
genlerine ait PCR drunlerinin jel elektroforez goruntisi

SOpE geni; S. Infantis suslarinin 209’unda (%93,3) pozitif bulunurken
incelenen S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky, S. Hadar suslarinin
tamaminin bu geni tasidigr tespit edildi. Yetistirme yonii agisindan bakildiginda
broiler kiimeslere ait S. Infantis suslarinin 125’inde (%90,57), damizlik kiimeslere
ait S. Infantis suslarinin tamaminda (%100) ve yumurtaci kiimeslere ait S. Infantis
suslarinin 4’tinde (%66,6) SOPE geni tespit edildi. Karkastan izole edilen S. Infantis
suslart ile hindiye ait materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin tamaminda
(%100) sopE geninin pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 3.11, Sekil 3.12).

27



Sekil 3.9. S. Infantis suslarinin tasidigi SOpE genlerine ait PCR drnlerinin jel elektroforez
goruntusu

Sekil 3.10. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin tagidigi sopE
genlerine ait PCR drunlerinin jel elektroforez goruntisi

SOpE2 geni; S. Infantis suslarinin 166’sinda (%74,1), S. Typhimurium
suslarinin 5’inde (%50), S. Enteritidis suslarinin 7°sinde (%70), S. Kentucky
suslarinin 4’Unde (%40) ve S. Hadar suslarinin 9’unda (%90) tespit edildi. Yetistirme
yonii agisindan bakildiginda broiler kiimeslere ait S. Infantis suslarmin 97’inde
(%90,57), damizlik kiimeslere ait S. Infantis suslarinin tamaminda (%2100) ve
yumurtact kiimeslere ait S. Infantis suslarinin 4’inde (%66,6) SopE2 geni pozitif
olarak bulundu. Karkastan izole edilen S. Infantis suslarinin 38’inde (%76) ve
hindiye ait materyallerden izole edilen S. Infantis susunun 21’inde (%87,5) sopE2
geninin pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 3.13, Sekil 3.14).
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Sekil 3.11. S. Infantis suslarinin tasidigi SOPE2 genlerine ait PCR Urinlerinin jel elektroforez
goruntasu

Sekil 3.12. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin tagidigi SOpE2
genlerine ait PCR drunlerinin jel elektroforez goruntisi

sitC geni, S. Infantis suslarinin 206’sinda (%91,96) pozitif bulunurken;
incelenen S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin
tamaminin bu geni tasidigi tespit edildi. Yetistirme yonii agisindan bakildiginda
broiler kiimeslere ait S. Infantis suslarinin 121’inde (%87,68), damizlik kiimeslere
ait S. Infantis suslarinin tamaminda (%100) ve yumurtaci kiimeslere ait S. Infantis
suslarmin 5’inde (%83,33) sitC geni pozitif bulundu. Karkastan izole edilen S.
Infantis suslar1 ile hindiye ait materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin
tamaminin (%100) SitC genini tasidigi belirlendi (Sekil 3.17, Sekil 3.18).
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Sekil 3.13. S. Infantis suslarinin tasidig: sitC genlerine ait PCR urtnlerinin jel elektroforez
goruntusu

Sekil 3.14. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin tasidig sitC
genlerine ait PCR drunlerinin jel elektroforez goruntisi

ssaR geni; S. Infantis suslarinin 209’unda (%93,3) ve incelenen S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ile S. Hadar suslarinin tamaminda pozitif
bulundu. Ayrica broiler kiimeslere ait S. Infantis suslarmin 1251 (%90,57), damizlik
kiimeslere ait S. Infantis suslarimin tamami (%100) ile yumurtaci kiimeslere S.
Infantis suslarinin 5’1 (%83,33) ssaR geni yonuinden pozitif bulundu. Karkastan izole
edilen S. Infantis suslarinin 49’u (%98) ve hindiye ait materyallerden izole edilen S.
Infantis suslarinin tamami (%100) ssaR geni yoniinden pozitif olarak tespit edildi
(Sekil 3.7, Sekil 3.8).
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Sekil 3.15. S. Infantis suslarinin tagidigi ssaR genlerine ait PCR Urunlerinin jel elektroforez
goruntusu

Sekil 3.16. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin tagidigi ssaR
genlerine ait PCR drtnlerinin jel elektroforez gorintisu

sifA geni; S. Infantis suslarinin 203’Unde (%90,62), S. Typhimurium, S.
Enteritidis, S. Hadar suslarinin tamaminda (%100) ve S. Kentucky suslarinin 6’sinda
(%60) tespit edildi. Broiler kiimeslere ait S. Infantis suslarinin 123’inde (%89,13),
damizlik kiimeslere S. Infantis suslarinin tamaminda (%100) ve yumurtaci kiimeslere
ait S. Infantis suslarinin 3°tUnde (%50) sifA geni pozitif bulundu. Karkastan izole edilen
S. Infantis suslarinin tamaminda (%100) ve hindiye ait materyallerden izole edilen S.
Infantis suslarinin 21’inde (%87,5) sifA geninin pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 3.15,
Sekil 3.16).
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Sekil 3.17. S. Infantis suslarinin tasidig: SifA genlerine ait PCR urtinlerinin jel elektroforez
goruntusu

Sekil 3.18. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin tagidigi sifA
genlerine ait PCR drtnlerinin jel elektroforez goruntisi

spvC geni; S. Infantis suslarinin 20’sinde (%8,92), S. Typhimurium suslarinin
9’unda (%90), S. Enteritidis ve S. Hadar suslarinin 4’tiinde (%40) pozitif bulundu.
Incelenen S. Kentucky suslarmin higbirinde spvC genine rastlanmadi. Yetistirme
yonii agisindan bakildiginda broiler kiimeslere ait S. Infantis suglarmin 2’sinde
(%1,44), damizlik kiimeslere ait S. Infantis suslarinin tamaminda (%100) ve
yumurtaci kiimeslere ait S. Infantis suslarinin 3’{inde (%50) spvC geni tespit edildi.
Karkastan izole edilen S. Infantis suslarinin higbirinde spvC genine rastlanmadi.
Hindiye ait materyallerden izole edilen S. Infantis suslarmin 9’unda (%37,5) spvC
geninin pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 3.19, Sekil 3.20).
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Sekil 3.19. S. Infantis suslarmin tasidigi spvC genlerine ait PCR drunlerinin jel
elektroforez gorintdsi

Sekil 3.20. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin tagidigi spvC
genlerine ait PCR drunlerinin jel elektroforez goruntisi

pefA geni; S. Infantis suslarinin yalniz birinde (%0,44) pozitif olarak tespit
edildi. S. Typhimurium suslarinin 9’unda (%90), S. Enteritidis suslarinin 3’{inde
(%30), ve S. Hadar suslarinin 4’{inde (%40) pozitif bulundu. Incelenen S. Kentucky
suslarinin higbirinde pefA genine rastlanmadi. Broiler ve yumurtaci kiimeslere ait S.
Infantis suslarmnin hi¢birinde pefA geni tespit edilmedi. Yalnizca damizlik kiimeslere
ait S. Infantis suslarmin bir tanesi (%16,66) pefA geni yoninden pozitif bulundu.
Karkas ve hindiye ait materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin higbirinde
pefA genine rastlanmadi (Sekil 3.21, Sekil 3.22).
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Sekil 3.21. S. Infantis suslarinin tasidigi pefA genlerine ait PCR Urinlerinin jel elektroforez
goruntusu

Sekil 3.22. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin tasidigi pefA
genlerine ait PCR drunlerinin jel elektroforez goruntisi

Incelenen S. Infantis suslarinda 11 adet virulens geninin hepsini tasiyan bir adet
(%0,44) sus tespit edildi. Bu sus damizlik kiimeslere ait materyallerden izole
edilmisti. Higbir virulens genini tagimayan 13 adet susun (%5,80) broiler
kiimeslerine ait oldugu belirlendi. S. Infantis disindaki diger yaygin serotiplere
bakildiginda tiim virulens genlerini tasiyan bir adet (%10) S. Typhimurium, ¢ adet
(%30) S. Enteritidis ve dort adet (%40) S. Hadar susu oldugu tespit edildi.

Incelenen S. Infantis suslarinin 209’ unun (%93,3) sipA, ssaR ve sopE, 208’inin
(%92,85) sipD, 207’sinin (%92,41) sopB, 206’sinin (%91,96) sitC, 203’{iniin
(%90,62) sifA, 198’inin (%88,39) sopD, 166’smin SOPE2 (%74,1), 20’sinin (%8,92)
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spvC ve 1’inin (0,44) pefA virulens genlerini tasidigi belirlendi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Broiler, damizlik, yumurtaci, karkas ve hindi kiimeslerinden izole edilen S.
Infantis suslarinda virulens genlerinin bulunma sikligi.

Bulunma Sikhgi (%)

Gen Toplam
Broiler Damizhk Yumurtaci Karkas Hindi

SipA 125 (90,57) 6 (100) 5 (83,33) 49 (98) 24 (100) 209 (93,30)
sipD 125 (90,57) 6 (100) 5 (83,33) 48 (96) 24 (100) 208 (92,85)
sopD = 125(90,57) 6 (100) 3 (50) 44 (88) 20(83,33)  198(88,39)
ssaR 125 (90,57) 6 (100) 5 (83,33) 49 (98) 24 (100) 209 (93,30)
sopB | 125(90,57) 6 (100) 6 (100) 46 (92) 24 (100) 207 (92,41)
SopE | 125(90,57) 6 (100) 4 (66,6) 50 (100) 24 (100) 209 (93,30)
sopE2 = 97 (70,28) 6 (100) 4 (66,6) 38 (76) 21 (87,5) 166 (74,10)
sifA 123 (89,13) 6 (100) 3 (50) 50 (100) 21 (87,5) 203 (90,62)
sitC 121 (87,68) 6 (100) 5 (83,33) 50 (100) 24 (100) 206 (91,96)
spvC 2 (1,44) 6 (100) 3 (50) 0 9 (37,5) 20 (8,82)
pefA 0 1 (16,66) 0 0 0 1(0,44)

Cizelge 3.2. S. Infantis, S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinda
virulens genlerinin bulunma sikligi.

Bulunma Sikhgi (%)
Gen
S. Infantis S. Typhimurium S. Enteritidis S. Kentucky S. Hadar
SipA 209 (93,3) 10 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100)
sipD 208 (92,85) 10 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100)
sopD 198 (88,39) 9 (90) 8 (80) 4 (40) 9 (90)
ssaR 209 (93,3) 10 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100)
sopB 207 (92,41) 10 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100)
SopE 209 (93,3) 10 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100)
SOpE2 166 (74,1) 5 (50) 7 (70) 4 (40) 9 (90)
sifA 203 (90,62) 10 (100) 10 (100) 6 (60) 10 (100)
sitC 206 (91,96) 10 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100)
spvC 20 (8,92) 9 (90) 4 (40) 0 (0) 4 (40)
pefA 1(0,44) 10 (90) 3(30) 1(0) 5 (40)
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Incelenen virulens genlerinin varligia bagh olarak; S. Infantis suslari arasinda
19, diger Salmonella serotipleri arasinda ise 8 farkli gen paterni oldugu tespit edildi.
Diger Salmonella serotiplerinin, S. Infantis suslar1 ile ortak olarak 1, 2, 5, 8, 10 ve
16; farkli olarak ise 20 ve 21 no’lu paternler arasinda dagilim gosterdigi belirlendi.
S. Infantis suslarinda 20 ve 21 no’lu gen paternine sahip sus olmadig: tespit edildi

(Cizelge 3.3).

Kanatli orijinli 264 adet Salmonella susunun toplam 21 adet gen paterni
gosterdigi belirlendi. S. Infantis suslarinin %74,55inin (167/224) 1 ve 2 no’lu gen
paternlerinde dagilim gosterdigi tespit edildi. Broiler kiimesleri ve karkastan izole
edilen S. Infantis suglarinin biiyiik bir boliimiiniin bu baskin gen paternlerinde yer
aldigr; damizlik ve yumurtaci kiimeslerden izole edilen S. Infantis suslarinin
higbirinin bu paternlerde yer almadig1 belirlendi. Bu durum, S. Infantis’in broiler
kiimeslere damizlik kiimesler disindaki bagka cevresel faktorler araciligiyla girdigini
gostermistir. Broiler, damizlik ve yumurtaci kiimeslerden izole edilen S. Infantis
suglarindan 9’nun, ortak olarak yalnizca gen paterni 5’te yer aldig: belirlendi. Bu
durum, az sayida susun damizlik kiimeslerden broiler kiimeslere ge¢cmis olabilecegini

gostermistir (Cizelge 3.3).

SOpE2, spvC ve pefA genlerini tasimayan ancak diger genleri tasiyan 27 broiler,
8 karkas ve 3 hindi orijinli olmak (izere toplam 38 S. Infantis susunun (%16,96) 1
no’lu gen paterninde yer aldig1 saptandi. Damizlik ve yumurtaci kiimeslerde bu gen

paternine dahil olan S. Infantis susu olmadig: belirlendi.

spvC ve pefA genleri disinda, incelenen tiim virulens genlerini tagiyan 90
broiler, 31 karkas ve 8 hindi orijinli olmak lizere 129 S. Infantis susunun (%57,58) 2
no’lu gen paterninde yer aldig1 belirlenirken; damizlik ve yumurtaci kiimeslerden 2
no’lu paterne dahil olan S. Infantis susu olmadigi belirlendi. 4 S. Typhimurium, 2 S.
Enteritidis, 2 S. Kentucky ve 5 S. Hadar susunun da yalnizca spvC ve pefA virulens

genlerini tasimadig1 ve ayn1 gen paterninde yer aldig: tespit edildi.
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pefA virulens geni disinda tiim genleri tasiyan 2 broiler, 5 damizlik, 2
yumurtaci ve 8 hindi orijinli toplam 17 S. Infantis susunun 5 no’lu paternde yer aldig

belirlendi. Karkas izolatlarinin ise hi¢ birinin bu paterne dahil olmadig: tespit edildi.

Broiler kiimeslere ait 138 susun 13’0ndn, incelenen 11 virulens geninin
hi¢birini tasimadigi ve bu virulens paterninde (7 no’lu patern) damizlik, yumurtaci,

karkas ve hindi orijinli S. Infantis suslarinin hig¢birinin yer almadigi belirlendi.
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Cizelge 3.3. Virulens genlerinin dagilimi (paternler)
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4. TARTISMA

Salmonella’ lar; yiizyili askin bir siiredir, hayvanlara ve insanlara bulasan, gida
kaynakli bir patojen olarak gosterilmistir. Insanlarda gida kaynakl1 infeksiyonlara
sebep olmasiin yani sira tibbi ve ekonomik, blyik masraflara yol agan énemli bir
patojen olarak kabul edilmistir (Raseta ve ark., 2015). EFSA’nin 2015 ve 2016 yili
raporlarinda, onceki yillardaki raporlara kiyasla, S. Infantis’in sebep oldugu insan
vaka sayisinda azalis tespit edildigi ancak S. Infantis’in halen, 4. en yaygin serotip

olarak 6nemini korudugu bildirilmistir (Anon, 2016).

Almeida ve ark. (2013), Brezilya’da yaptiklar1 calismada; 35 S. Infantis
izolatinda 11 adet virulens genini arastirmislardir. Kanatli izolatlarinin tamaminda
SipA, sip D ve sopD genleri pozitif (%100) bulurken; 35 izolatin, bu 3 virulens geni
yoniinden pozitifligi %97,1 (34/35) olarak bildirilmistir. Figueiredo ve ark. (2015),
Portekiz’de 106 Salmonella spp. susunda 105 virulens genini arastirmislardir. Bu
suslardan, 1 kanatli ve 5 domuz orijinli olmak iizere 6 adet S. Infantis susunda SipA,
sipD ve sopD virulens genlerini aragtirmiglardir. Kanatli izolat1 bu 3 gen yoniinden
pozitif (%100) olarak tespit edilirken, domuz izolatlarinda sipA ve sipD pozitifligi
%80; sopD pozitifligi ise %100 olarak bildirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda SipA geni; S. Infantis suslarinin 209’unda (%93,3) pozitif
bulundu. Yetistirme yonii agisindan bakildiginda broiler kiimeslere ait S. Infantis
suslarinin 125’inde (%90,57), damizlik kiimeslere S. Infantis suslarinin 6’sinda
(%100) ve yumurtaci kiimeslere ait S. Infantis suslarinin 5’inde (%83,33) sipA geni
tespit edildi. Karkastan izole edilen S. Infantis suslarinin 49’unda (%98) ve hindiye
ait materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin tamaminda (%100) sipA geninin
pozitif oldugu belirlendi. Incelenen S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky, S.
Hadar suslarimin tamaminda (%100) ise SipA geni pozitif bulundu.

sipD geni; S. Infantis suslarmin 208’inde (%92,85) pozitif bulundu. Broiler

klimeslere ait S. Infantis suslarinin 125’inde (%90,57), damizlik kiimeslere ait S.
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Infantis suslarinin tamaminda (%100), yumurtaci kiimeslere ait 6 S. Infantis
suslarmin 5’inde (%83,33) sipD geni pozitif olarak tespit edildi. Karkastan izole
edilen S. Infantis suslarinin 48’inde (%96) ve hindiye ait materyallerden izole edilen
S. Infantis suslarinin tamaminda (%100) sipD geninin pozitif oldugu tespit edildi. S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky, S. Hadar suslarinin tamaminin (%100)
sipD genini tasidig: tespit edildi.

sopD geni; analiz edilen S. Infantis suslarinin 198’inde (%88,39) pozitif olarak
tespit edildi. Broiler kiimeslere ait S. Infantis suslarinin 125’inin (%90,57), damizlik
kilimeslere ait S. Infantis suslarinin tamaminin (%100) ve yumurtaci kiimeslere ait S.
Infantis suslarinin 3°0ndn (%50) sopD genini tasidigi belirlendi. Karkastan izole
edilen S. Infantis suslarinin 44°Uniin (%88) ve hindiye ait materyallerden izole edilen
S. Infantis suslariin 20’sinin (%83,33) sopD genini tasidigi saptandi. sopD virulens
geni; 10’ar adet S. Typhimurium ile S. Hadar susunun 9’unda (%90), 10 S. Enteritidis
susunun 8’inde (%80) ve 10 adet S. Kentucky susunun 4’nde (%40) pozitif olarak
tespit edildi.

Tez galismasinda incelenen kanatli orijinli S. Infantis suslarindaki sipA, sipD
ve sopD genlerinin yiiksek pozitifligi, Almeida ve ark. (2013) ile Figueiredo ve ark.
(2015)’nin  bulgulariyla benzerlik gostermektedir. Salmonella adhezyon ve
invazyonunda gorevli olan en 6nemli yapilardan olan T3SS-1’den transloke edilen
efektor proteinleri kodlayan diger genler gibi SipA, sipD ve sopD genleri de, konak
hiicrede ‘membran ruffling’ olusumu ve aktin yapisinin bozularak bakterinin konak
hlicreye girisini kolaylagtirmaktadir. Bu ii¢ virulens geni ile ilgili bulgular, bu
genlerin Salmonellozis virulensinde 6nemli rol oynadigini bildiren Zhou ve ark.

(1999b)’nin bulgularini destekler niteliktedir.

Almeida ve ark. (2013), 35 adet S. Infantis izolatinda sopB ve sifA virulens
genlerini arastirmiglardir. S. Infantis suslarinin tamami sopB ve SifA genleri
yoniinden pozitif (%100) bulunmustur. Figueiredo ve ark. (2015), 106 adet
Salmonella spp. susu igerisinde, 1 kanatli ve 5 domuz orijinli olmak {izere 6 adet S.

Infantis susunun tamaminin SopB ve sifA genlerini tasidigini (%100) tespit
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etmislerdir. Gole ve ark. (2013) Avustralya’da, 31 yumurtact kiimesten saglanan
1860 yumurta o6rneginden (yumurta kabugu yiizeyi, yaumuta kabugu ve yumurta
icerigi) izole ettikleri 12 adet S. Infantis susunun tamaminin (%100) sifA ve sopB
virulens genlerini tagidigini bildirmislerdir. Skyberg ve ark. (2006), Amerika’da, 2
adet S. Infantis dahil olmak tizere 158 adet Salmonella spp. susunda sopB ve sifA
virulens genlerini aragtirmiglardir. Salmonellozis belirtisi gdsteren kiimeslerden izole
ettikleri suslarin (78 adet sus) tamaminin (%2100), sopB genini (1 S. Infantis susu
dahil) tasidigim tespit etmislerdir. Ayni ¢alismada, klinik olarak saglikli goriinen
kiimeslerden izole edilen 80 sustan, yalnizca bir susun SOpB genini tasimadigi ve bu
izolatlarda sopB gen pozitifliginin %98,75 oldugunu bildirmislerdir. SifA gen
pozitifligini, saglikli goriinen kiimeslerde %90, Salmonellozis belirtisi gosteren

kiimeslerde ise %83,33 olarak belirtmislerdir.

Krawiec ve ark. (2015), Polonya’da 36 farkli yirtic1 kus tiiriinden bir adet S.
Infantis olmak (zere 64 adet Salmonella spp. izolasyonu yapmislardir.
Serotiplendirdikleri tim Salmonella suslarinda sopB ve sifA dahil 17 adet virulens
genini arasgtirmiglar ve S. Infantis susunun sopB ve sifA genlerini tasidigini
bildirmiglerdir. Huehn ve ark. (2010), 9 Avrupa iilkesinde halk saglig1 ve veteriner
enstitiilerini de i¢eren birgok kaynaktan elde edilmis 523 Salmonella spp. susunda
virulens tiplendirmesi yapmislar ve kanatli, insan, domuz ve koyun orijinli olan 82

S. Infantis susunun 81 inin (%98,78) sopB genini tasidigini bildirmislerdir.

sopB geni; tez ¢alismasinda incelenen S. Infantis suslarinin 207°sinde (%92,41)
pozitif olarak tespit edilmistir. Bu genin broiler kiimeslerdeki durumuna
bakildiginda, S. Infantis suslarinin 125’inde (%90,57), damizlik ve yumurtaci
kiimeslere ait S. Infantis suslarinin ise tamaminda (%100) sopB geni pozitif
bulunmustur. Karkastan izole edilen S. Infantis suslarinin 46’sinin (%92) sopB genini
tagidig1 tespit edilirken hindiye ait materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin
tamamimda (%100) sopB geni pozitif olarak belirlenmistir. Incelenen S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky, S. Hadar suslarinin ise tamami (%100) bu

gen yoniinden pozitif bulunmustur.
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Bu ¢alismada arastirilan SifA genini, S. Infantis suslarinin 203’{iniin (%90,62)
tasidigi belirlenmistir. Broiler kiimeslerde S. Infantis suslarinin 123’{iniin (%8&9,13),
damizlik kiimeslerde S. Infantis suslarmin tamamimin (%100) ve yumurtac
kiimeslerde S. Infantis suslarinin 3’iiniin (%50) SifA genini tasidig: tespit edilmistir.
Karkastan izole edilen S. Infantis suslarinin tamamiin (%100) ve hindiye ait
materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin 21’inin (%87,5) sifA geni yoniinden
pozitif oldugu belirlenmistir. Incelenen S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Hadar
suglarinin tamaminda (%100) ve S. Kentucky suslarinin 6’sinda (%60) sifA geninin

varlig1 ortaya konmustur.

Tez ¢alismasinda incelenen kanatli orijinli S. Infantis suslarindaki sopB ve sifA
genlerinin yuksek pozitifligi, Almeida ve ark. (2013), Figueiredo ve ark. (2015), Gole
ve ark. (2013), Skyberg ve ark. (2006), Krawiec ve ark. (2015) ve Huehn ve ark.
(2010)’nin bulgulartyla benzerlik gostermektedir. Bakterinin konak hucre igine
alinmas1 asamasinda gorev alan sopB ve SCV ile diger hiicrelerin birleserek
bakteriyel yayilimin saglanmasinda rol oynayan sifA efektorleri proteinlerinin,
Salmonellozis’te ©nemli fonksiyonlar1 olan virulens faktorlerinden oldugu

bildirilmistir (Gole ve ark., 2013).

Karasova ve ark. (2009), Cek Cumhuriyeti’nde farkli Salmonella serotipleri ile
yaptiklar1 deneysel calismada 5 adet S. Infantis susunda SOpE virulens genini
arastirmiglar ve S. Infantis suslarindan 4’{iniin (%80) SOpPE genini tagidigini tespit
etmislerdir. Hopkins ve Threlfall (2004), Ingiltere ile Galler’deki S. enterica’ya ait
en yaygin 10 alt tiirde SOPE gen siklig1 ve polimorfizmini arastirmislar ve insan

orijinli bir S. Infantis susunun (%100) SOPE genini tasidigini bildirmislerdir.

SOpE geni; bu c¢alismada incelenen S. Infantis suslarmin 209’unda (%93,3)
pozitif tespit edilmistir. Yetistirme yonii a¢isindan bakildiginda broiler kiimeslerde,
S. Infantis suslarimin 125’inin (%90,57), damizlik kiimeslerde, S. Infantis suslarinin
tamaminin (%100) ve yumurtaci kiimeslerde S. Infantis suslarinin 4’{iniin (%66,6)
SOpE genini tasidigi belirlenmistir. Karkastan izole edilen S. Infantis suslar ile

hindiye ait materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin tamaminda (%100) SopE
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geninin pozitif oldugu tespit edilmistir. Incelenen S. Typhimurium, S. Enteritidis, S.

Kentucky, S. Hadar suslariin tamaminin (%100) bu geni tasidig1 saptanmistir.

Calismamizda incelenen kanatli orijinli S. Infantis suslarindaki SOpE geninin
yiiksek pozitifligi, Karasova ve ark. (2009) ile Hopkins ve Threlfall (2004)’1n yaptigi
caligmalarda elde ettikleri yiiksek pozitiflik degerleriyle benzerlik gostermektedir.
Hopkins ve Threlfall (2004), sopE 'nin aktin hiicre yapisinda degisikliklere yol agarak
konak hiicreye invazyonda gerekli bir protein olmasinin yani sira SOPE genini tasiyan
bakteriyofajin lizojenisi yoluyla elde edilen SOPE geninin; yeni epidemik suslarin
ortaya cikisinda ve SOPE geni tasiyan suslarin epidemik basarisina katkida
bulunabileceginden, bu yoniiyle 6nemli bir faktor olabilecegini belirtmislerdir. Bu
calismada, karkastan izole edilen S. Infantis suslarindaki %100 SOpE gen pozitifligi,

insan saglig1 a¢isindan 6nemli bulunmustur.

Hur ve ark. (2011), Kore’de 42 S. Typhimurium susundan SOpE2 dahil olmak
tizere 9 virulens genini arastirilmistir. 42 izolatin 41’inde (%97,61) sopE2 geni
pozitif bulunmustur. Ioannidis ve ark. (2013), Yunanistan’da gastroenteritli cocuk
hastalardan izole edilen 144 adet S. Enteritidis susunun 136’simin (%94,44) ve 27
adet S. Typhimurium susunun 4’{iniin (%14,81) sopE2 geni yonilinden pozitif oldugu

bildirmislerdir.

SOPE2 geni; bu g¢alismada S. Infantis suslarinin 166’sinda (%74,1) pozitif
bulunmustur. Broiler kiimeslerinde, S. Infantis suslarinin 97’sinin (%90,57),
damizlik kiimeslerinde S. Infantis suslarinin tamaminin (%2100) ve yumurtaci
kiimeslerde S. Infantis suslarinin 4’{iniin (%66,6) SOpE2 genini tasidig1 tespit
edilmistir. Karkastan izole edilen S. Infantis suslarinin 38’inde (%76) ve hindiye ait
materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin 21’inde (%87,5) sopE2 geninin
pozitif oldugu tespit edilmistir. Calismamizda incelenen S. Typhimurium suslarinin
5’inin (%50), S. Enteritidis suslarinin 7’sinin (%70), S. Kentucky suslarinin 4’{iniin
(%40) ve S. Hadar suslarinin 9’unun (%90) SOpE2 geni tasidigi tespit edilmistir.
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SOpE2; T3SS-1’den transloke edilen bircok efektdr proteinde oldugu gibi,
bagirsak epitel hiicrelerinde salgisal yaniti uyararak bagirsak lumeninde sivi
toplanmas1 ve bolgeye nétrofil goclinii baslatarak enterit fenotipine katkida
bulunmaktadir (Raffatellu ve ark., 2005). Yapilan literatiir taramasinda S. Infantis
suslarinda SOPE2 geninin arastirlldifina dair herhangi bir ¢aligmaya
rastlanilmamistir. Bu a¢idan ¢alismamiz ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Ayrica SOpE2
virulens geninin %74,1 pozitiflik oran1 ve insan sagligi a¢isindan 6nemli olan
S.Typhimurium ve S. Enteritidis serotiplerinde yiiksek diizeyde bulunmasi (%50-70),

insanlar i¢in potansiyel bir virulens faktoru olarak degerlendirilebilir.

Gole ve ark. (2013), 12 adet S. Infantis susunda sitC virulens geninin varligini
arastirmiglar ve 12 susun tamaminin (%100) SitC genini tasidigini tespit etmislerdir.
Skyberg ve ark. (2006), 2 adet S. Infantis susunda SitC geninin pozitif oldugunu
bildirmislerdir. Krawiec ve ark., (2015), bir S. Infantis susunun sitC genini tasidigini

bildirmislerdir.

sitC geni, bu ¢alismada inceledigimiz S. Infantis suslarinin 206’sinda (%91,96)
pozitif bulunmustur. Yetistirme yonii acisindan bakildiginda broiler kiimeslerde, S.
Infantis suslarinin 121’inde (%87,68), damizlik kiimeslerde S. Infantis suslarinin
tamaminda (%100) ve yumurtaci kiimeslerde S. Infantis suslarinin 5’inde (%83,33)
sitC geni pozitif olarak tespit edilmistir. Karkastan izole edilen S. Infantis suslari ile
hindiye ait materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin tamaminin (%100) sitC
genini tasidig1 belirlenmistir. incelenen S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky

ve S. Hadar suglarinin tamaminin (%100) bu geni tasidig tespit edilmistir.

Calismamizda incelenen kanatl orijinli S. Infantis suslarindaki sitC geninin
yiiksek pozitifligi, Gole ve ark., (2013), Skyberg ve ark., (2006), Krawiec ve ark.,
(2015)’nin yaptig1 caligmalarda elde ettikleri yiiksek pozitiflik degerleriyle benzerlik
gostermektedir. Zhou ve ark. (1999a), SPA-1’de yer alan sitABCD operonundan
eksprese edilen sitC geninin; demirin yetersiz oldugu ¢evresel kosullarda bakterinin
hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan demir ihtiyacini, bu efektdr protein

sayesinde karsiladigini bildirmislerdir. S. Infantis suslarindaki sitC geni yuksek
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pozitiflik orani, Zhou ve ark. (1999a)’nin sitC nin 6nemli bir virulens faktorii oldugu

bulgusunu destekler niteliktedir.

Almeida ve ark. (2013), Brezilya’da 35 adet S. Infantis susunda ssaR virulens
genini arastirmiglardir. 3 kanatli orijinli S. Infantis susunun {igliniin de (%100) ssaR
genini tasidigini; 35 izolattan ise 33’Unln (%94,28), bu gen yoninden pozitif

oldugunu tespit etmisglerdir.

ssaR geni; calismada incelenen S. Infantis suslarinin 209’unda (%93,3) tespit
edildi. Ayrica broiler kiimeslere ait S. Infantis suslarinin 125’i (%90,57), damizlik
kiimeslere ait S. Infantis suslariin tamami (%100) ile yumurtaci kiimeslere ait S.
Infantis suslarmin 5’1 (%83,33) ssaR geni yoniinden pozitif bulundu. Karkastan izole
edilen S. Infantis suslarinin 49°u (%98) ve hindiye ait materyallerden izole edilen S.
Infantis suslarinin tamami (%100) ssaR geni yonlinden pozitif olarak tespit edildi.
ssaR geni; incelenen S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ile S. Hadar

suglarinin tamaminda (%2100) pozitif bulundu.

Tez galismasinda incelenen kanatli orijinli S. Infantis suslarindaki ssaR geninin
yiiksek pozitifligi, Almeida ve ark. (2013)’nin bulgulariyla benzerlik gostermektedir.
ssaR geni tarafindan kodlanan ssaR efektor proteini, T3SS-2’nin olusumunda yer
alan, temel yapisal proteindir. Cogunlukla bakteri internalizasyonu, hiicre igi
cogalma ve hayatta kalma gibi bakterinin invazyon siirecinde yer alacak olan efektor
proteinler T3SS-2 araciligiyla konak hiicreye transloke olmaktadirlar (Hu ve ark.,
2008). Bu agidan ssaR geninin, Salmonella infeksiyonlarinin patogenezinde 6nemli

bir yere sahip oldugu bulgusu kuvvetlendirilmistir.

Figueiredo ve ark. (2015); kanatli, domuz, sigir ve islenmis etlerden izole
edilen bir kanatli ve bes domuz orijinli olmak Uzere 6 adet S. Infantis susunun spvC
genini tasimadigini tespit etmislerdir. Huehn ve ark. (2010); kanatli, insan, domuz ve
koyun orijinli olan 82 adet S. Infantis susunun higbirinin spvC genini tagimadigini
bildirmislerdir. Krzyzanowski ve ark. (2014), 54 lagim suyu orneginden 6’st S.

Infantis olmak (zere 35 adet Salmonella spp. susunda spvC virulens geninini
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aragtirmiglar ve S. Infantis suslarinin higbirinin bu geni tasimadigini tespit

etmislerdir.

spvC geni; ¢alismada incelenen S. Infantis suslarmin 20’sinde (%8,92) pozitif
olarak tespit edilmistir. Yetistirme yonii agisindan bakildiginda broiler kiimeslere ait
S. Infantis suslarinin 2’sinin (%1,44), damizlik kiimeslere ait S. Infantis suslarinin
tamaminin (%100) ve yumurtaci kiimeslere ait S. Infantis suslarinin 3’0n0n (%50)
spvC geni tasidig tespit edildi. Karkastan izole edilen S. Infantis suslarimin hicbirinde
spvC genine rastlanmadi. Hindiye ait materyallerden izole edilen S. Infantis
suslarinm 9°unda (%37,5) spvC geninin pozitif oldugu belirlendi. incelenen S.
Typhimurium suslarinin 9’unda (%90), S. Enteritidis ve S. Hadar suslarinin 4’tnde
(%40) spvC geni pozitif bulundu. S. Kentucky suslarmin higbirinde spvC genine

rastlanmadi.

Spv genleri, Salmonella serotiplerinin retikiilo-endotelyal sistemde gogalma ve
sistemik infeksiyon olusturmada rol oynayan onemli virulens faktorleri arasinda
degerlendirilmektedir (Figueiredo ve ark., 2015). Krzyzanowski ve ark. (2014),
Huehn ve ark. (2010) ve Figueiredo ve ark. (2015)’nin yaptiklari ¢alismalarda
aldiklar1 sonuglar ile bu tez ¢aligmasinda elde edilen sonuclar kiyaslandiginda, spvC
geni yoniinden farklilik oldugu goriilmiistiir. SpvC geni, ¢alismada incelenen S.
Infantis suslarinda, diisiik oranda da olsa, pozitif bulunmustur. Bu farkililigin, diger
calismalara kiyasla daha fazla Ornekle c¢alisilmis olmasinin yani sira virulens

plazmidlerinin serotip spesifik olmasindan da kaynaklanabilecegi diigiiniilmiistiir.

Skyberg ve ark. (2006), Salmonella serotiplerinde pefA virulens gen
pozitifligini; salmonellozis belirtisi gosteren kiimeslerde %10,26 ve saglikli goriinen
kiimeslerde %3,75 olarak bildirmislerdir. Krawiec ve ark. (2015), yirtic1 kuglardan
izole ettikleri bir adet S. Infantis susunun pefA virulens genini tasimadigini
bildirmislerdir. Figueiredo ve ark. (2015); kanatli, domuz, sigir ve islenmis etlerden
izole edilen 6 adet S. Infantis susunun pefA virulen genini tasimadigini tespit

etmislerdir.
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pefA geni; bu calismada incelenen S. Infantis suslarinin yalnizca birinde
(%0,44) pozitif olarak tespit edildi. Broiler ve yumurtaci kiimeslere ait S. Infantis
suslarin hig¢birinde pefA geni tespit edilemedi. Yalnizca damizlik kiimeslere ait S.
Infantis suslarmin bir tanesi (%16,66) pefA geni yonlnden pozitif bulundu. Karkas
ve hindiye ait materyallerden izole edilen S. Infantis suslarinin higbirinde pefA genine
rastlanmadi. S. Typhimurium suslarinin 9’unda (%90), S. Enteritidis suslarinin
3’linde (%30), ve S. Hadar suslarinin 4’iinde (%40) pozitif bulundu. Incelenen S.

Kentucky suslarinin higbirinde pefA genine rastlanmadi.

Invazyonun baslangic basamagi olan konak hiicreye tutunma asamasinda
adhezinler ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir. pefA tarafindan kodlanan fimbria da bu
asamada yer alan 6nemli bir virulens faktoriidiir (Figueiredo ve ark., 2015). Tez
caligmamizdaki pefA geni arastirmasi sonuglarimiza gore, S. Infantis suslarinda ¢ok
diisiik oranda da olsa pefA pozitifligi bulunmasi, konuyla ilgili yukarida 6zetlenen
calismalardan farkli bir durum ortaya koymaktadir. pefA, spvC gibi plazmid tGzerinde
taginan genlerdir ve virulens plazmidlerinin serotip spesifik oldugu bilinmektedir
(Skyberg ve ark. 2006). Kromozomal genlerle kiyaslandiginda plazmid aracili

genlerin diisiik pozitifliginin bundan kaynaklanabilecegi diistintildii.

Huehn ve ark. (2010); sopE, spvC ya da pefA gibi faj ya da plazmid baglantili
virulens genlerinin, bu genleri tasimayan serotip ya da suslar tarafindan
kazanilmasinin, Salmonella'nin farkli ¢evresel kosullara adapte olmasini ve serotipe
0zgu ekolojiye sahip yerlerde yeni nislerin ele gegirilmesini saglayabilecegini

bildirmiglerdir.

Sunulan tez ¢alismasinda, S. Infantis suslarinin %74,55’inin (167/224) pattern 1
ve 2 de bulundugu belirlendi. Broiler kiimeslerinden izole edilen S. Infantis suslarinin
%84,78’nin (117/138) ve karkastan izole edilen S. Infantis suslarinin da %78 nin
(39/50) aynmi paternlerde yer aldigi goriildii. Bu durum, broiler kiimeslerden ve
karkastan izole edilen S. Infantis suslarinin biiyiik bir benzerlik gosterdigini ortaya
koymaktadir. Broiler kiimeslerinden izole edilen suslarin biiyiik kisminin yer aldigi

baskin gen paternlerinde, damizlik klimeslerden izole edilen S. Infantis suslarinin yer

47



almamasi, S. Infantis’in broiler kiimeslere damizlik kiimesler disindaki baska
kaynaklardan bulastigini  gostermektedir. Broiler, damizlik ve yumurtaci
kiimeslerden izole edilen S. Infantis suslarindan 9’nun, ortak olarak yalnizca gen
paterni 5’te yer aldig1 belirlendi. Bu durum, az sayida susun damizlik kiimeslerden

broiler kiimeslere bulastigini ortaya koymaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, Tirkiye’de kanatlilardan yaygin olarak izole edilen S.
Infantis suslarinin virulens genlerinin varligi arastirildi. Ayrica S. Infantis ile S.
Infantis digindaki diger yaygin serotiplerin sahip oldugu virulens genlerinin de

karsilastirmasi yapildi.

Calismada arastirillan virulens genleri analiz edildiginde, S. Infantis’in
molekiiler epidemiyolojisi agisindan 6nemli veriler edildi. Bu ¢alismada SopE2

virulens geni, S. Infantis suslarinda ilk kez arastirildu.

S. Typhimurium ve S. Enteritidis suslariyla karsilastirildiginda, S. Infantis
suslarindaki SipA, sipD, sopD, ssaR, sopB, sopE, sifA ve sitC genlerinin varligi
benzer bulunurken; sopE2, spvC ve pefA gen varliginda 6nemli farkliliklar tespit
edildi. sopE2 geni S. Infantis suslarinda %74,1oraninda pozitif olarak belirlenirken
S. Typhimurium suslarinda gen pozitifligi %50 olarak belirlendi. spvC ve pefA geni
S. Infantis suslarinin %8,92 ve %0,44tinde pozitif iken; S. Typhimurium
suslarindaki pozitiflik orani sirasiyla, %90 ve %90; S. Enteritidis suslarinda ise %40

ve %30 olarak belirlendi.

S. Infantis suglarinin %74,55’inin baskin gen paternlerinde (patern 1 ve 2) yer
aldig1; damizlik ve yumurtacit kiimeslerden izole edilen S. Infantis suslarinin ise
hicbirinin bu paternlerde yer almadigr belirlendi. Bu durum, S. Infantis’in broiler
kiimeslere damizlik kiimesler disindaki baska cevresel faktorlerle girdigini gosterdi.
Broiler, damizlik ve yumurtact kiimeslerden izole edilen S. Infantis suslarindan
9’nun, ortak olarak yalnizca gen paterni 5’te yer almasi, az sayida susun damizlik

kiimeslerden broiler kiimeslere bulagsmis olabilecegini gosterdi.

Insan saglig1 acisindan énemli oldugu bilinen SOpE geninin, karkastan izole
edilen S. Infantis suslarindaki %100 pozitifligi, halk saghgr acgisindan Onemli

bulundu. Ayrica SOpE2 virulens geninin %74,1 pozitiflik oran1 ve insan saglig
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acisindan Onemli olan S. Typhimurium ve S. Enteritidis serotiplerinde yiksek
diizeyde bulunmasi (%50-70), insanlar igin potansiyel bir virulens faktori olarak

degerlendirilebilir.

Kanatli hayvanlarda Salmonellozis patogenezinin virulens genleri ile olan
iligkisinin daha detayl sekilde ortaya konmasi, hem hayvan sagligi hem de insan

saglig1 agisindan 6nem arz etmektedir.

Gida kaynakli infeksiyonlarin azaltilmasinda, kontrol islemlerinin, iiretim
asamasindan baslatilmasi gerekmektedir. Bu sebeple kanathi hayvanlarin sindirim
sistemine yerlesen S. Infantis suslarinin 6zellikle de baskin gen paternlerinde yer alan
suslarin; kanatli kiimeslerine girisinin 6nlenmesi, liretim agamasinda, kontrol i¢in bir

gerekliliktir.

Insanlardan izole edilen S. Infantis suslarinda virulens gen varlig1 arastirilarak,
kanatli orijinli S. Infantis izolatlarinin, insan saglig1 agisindan potansiyeli ortaya

konmalidir.

Son yillarda insan Salmonellozis’ine sebep olan Salmonella serotipleri
arasinda S. Infantis sikligmin artisinin sebepleri arastirilarak, detayli bir sekilde

ortaya konmalidir.
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OZET

Kanath Orijinli Salmonella Infantis Suslarinda Virulens Genlerinin Molekiiler

Analizi

Bu tez calismasinda, Tiirkiye’de kanatlilardan yaygin olarak izole edilen S.
Infantis suslarinin virulens genlerinin varligi arastirildi. Ayrica S. Infantis ile S.
Infantis disindaki diger yaygin serotiplerin sahip oldugu virulens genlerinin de

karsilastirmasi yapildi.

Calismada, farkli yetistirme tipine sahip kiimeslerin (broiler, damizlik,
yumurtact) altlik, toz, cevresel ve kemirici Ornekleri ile kesimhane karkas
orneklerinden izole edilen 200 adet S. Infantis susu ile hindi kiimeslerinden
gOnderilen altlik, toz, ¢cevresel ve kemirici 6rneklerinden izole ve identifiye edilen 24
adet S. Infantis susu incelendi. Ayrica, S. Infantis suslariyla karsilastirma yapmak
amaciyla, S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky ve S. Hadar suslarinin (kanath
orijinli) her birinden 10’ar adet sus kiiltiir koleksiyonundan temin edildi. Kanath
orijinli 224 adet S. Infantis susu ile S. Infantis disindaki diger yaygin serotiplerden

40 adet olmak Uzere toplam 264 susta virulens genleri arastirildi.

sipA, sipD, sopD, sopB, sopE, sopE2, sitC, ssaR, sifA, spvC ve pefA olmak
Uzere 11 adet virulens geni, 264 adet S. Infantis susunda, konvansiyonel PCR

yontemi ile arastirildu.

Incelenen S. Infantis suslarinin 209 unun (%93,3) sipA, ssaR ve sopE, 208’inin
(%92,85) sipD, 207’sinin (%92,41) sopB, 206’smin (%91,96) sitC, 203’{iniin
(%90,62) sifA, 198’inin (%88,39) sopD, 166’siin SOPE2 (%74,1), 20’sinin (%8,92)
spvC ve 1’inin (0,44) pefA virulens genlerini tagidigi belirlendi. S. Infantis suslarinin

%74.55’inin 1 ve 2 no’lu gen paternlerinde dagilim gdsterdigi tespit edildi.
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Bu galismada sopE2 virulens geni, S. Infantis suslarinda ilk kez arastirildi.
Broiler kimesleri ve karkastan izole edilen S. Infantis suslarmin baskin gen
paternlerinde yer almasi, damizlik ve yumurtaci kiimeslere ait S. Infantis suslarindan
higbirinin bu paternlerde yer almamasi; S. Infantis’in broiler kiimeslere damizlik
kiimesler disindaki baska c¢evresel faktorler araciligiyla girdigini gosterdi. S.
Typhimurium ve S. Enteritidis suslartyla karsilastirildiginda, S. Infantis suslarindaki
SipA, sipD, sopD, ssaR, sopB, sopE, sifA ve sitC genlerinin varligi benzer

bulunurken; sopE2, spvC ve pefA gen varliginda 6nemli farkliliklar tespit edildi.

S. Infantis suslarinda virulensle iliskili genlerin arastirildigt bu c¢alisma;
tavuklarda Salmonellozis patogenezi iizerine yapilacak arastirmalara detayl

epidemiyolojik veri sunmaktadir.

Anahtar kelimeler: S. Infantis, virulens, patogenez.
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SUMMARY

Molecular Analysis of Virulence Genes of Salmonella Infantis Isolated

from Poultry

In this thesis study, virulence genes of S. Infantis strains, which are commonly
isolated from poultry in Turkey, were analyzed. In addition to this, virulence genes

of S. Infantis and other common serotypes except to S. Infantis were compared.

In this study, 200 S. Infantis strains isolated from litter, powder, environmental,
rodent samples and carcasses in poultry slaughterhouse obtained from poultry
(broiler, breeder, laying) and 24 S. Infantis strains isolated and identified from litter,
powder, environmental and rodent samples obtained from turkey were analyzed. 10
strains of S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Kentucky and S. Hadar strains (poultry
origin) were also selected from the collection of strains in order to compare with S.
Infantis strains. Virulence genes of 264 strains which consist of 224 S. Infantis strains
and 40 strains from the other common serotypes except to S. Infantis were analyzed.
11 genes associated with the virulence (sipA, sipD, sopD, sopB, sopE, sopE2, sitC,

ssaR, sifA, spvC ve pefA) were analyzed by conventional PCR in these strains.

It was determined that in the 209 of S. Infantis strains (%93,3) were found sipA,
ssaR and sopE, 208 of (%92,85) sipD, 207 of (%92,41) sopB, 206 of (%91,96) sitC,
203 of (%90,62) sifA, 198 of (%88,39) sopD, 166 of (%74,1) sopE2, 20 of (%8,92)
spvC and 1 of (%0,44) pefA virulence genes. It was found that 74.55% of S. Infantis
strains were distributed in gene patterns 1 and 2. In this study, sopE2 virulens gene
in S. Infantis strains was investigated the first time. Involvement of dominant gene
patterns of S. Infantis strains isolated from broiler and carcass and none of S. Infantis
strains belonging to breeder and laying hens are included in these patterns indicated
that S. Infantis entered to broiler through other environmental factors except to the

breeder. The presence of sipA, sipD, sopD, ssaR, sopB, sopE, sifA and sitC virulence
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genes in S. Infantis strains were found to be similar, but significant differences were
found compared with S. Typhimurium and S. Enteritidis strains in the presence of

SOpE2, spvC and pefA virulence genes.

This study which examined virulence genes of S. Infantis strains indicates

detailed epidemiological data on studies on salmonellosis pathogenesis in chickens.

Key words: S. Infantis, virulence, pathogenesis.
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