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ONSOZ

Salmonellozis Diinya genelinde yaygin, gida kaynakli zoonoz enfeksiyonlarin
basinda gelmektedir. insanlarda en sik gozlenen Salmonella serovari, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis)’dir. S. Enteritidis i¢in major
bulagma yolunun kontamine yumurta ve kanath eti tiikketimi ile gida zincirine gegis
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, tavuk orijinli S. Enteritidis suglarinm antibiyotik
direng (AMR) profillerinin, ¢esitlilik ve epidemiyolojilerinin  belirlenmesi,
salmonellozisin izlenmesi ve kontrolii i¢in olduk¢a Onemlidir. Salmonellozis
epidemiyolojisinin belirlenmesinde, ayirim giici yiiksek Multiple Locus Variable
Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA) ve Pulsed-Field Gel Electrophoresis

(PFGE) genotiplendirme yontemleri giivenilir bir arag olarak siklikla kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye’de ilk kez tavuk orijinli S. Enteritidis suslar1
MLVA ile genotiplendirildi. S. Enteritidis suslar1 izolasyon orijinleri, AMR profilleri,
MLVA ve PFGE genotipleri bazinda degerlendirilerek epidemiyolojik analiz
gergeklestirildi. Genotiplendirme analizleri sonucunda belirlenen avantaj, dezavantaj
ve genotip bulgularinmn, S. Enteritidis molekiiler epidemiyolojisini konu alan yeni

bilimsel ¢alismalara 1s1k tutabilmesi amaclandi.

Doktora ve tez ¢aligmam siiresince ilgi ve destegini hi¢cbir zaman esirgemeyen
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1. GIRIS

1.1. Salmonella Etimoloji ve Nomenklatiirii

Salmonella, ilk kez 1880 yilinda bakteriyolog Dr. Karl Joseph Ebert tarafindan
tifolu hastalardan izole edilmis tifoidal basil olarak tanimlanmustir. Veteriner patolog
Dr. Daniel Elmer Salmon, 1885 yilinda etkeni domuzlardan izole ederek domuz kolera
basili olarak adlandirmistir. Bakteriyolog Joseph Lignieres, 1900 yilinda Dr. Salmon’a
ithafen bakteri cins adin1 “Salmonella” olarak belirlemistir. Hemen ardindan 1901
yilinda kiiltiirel ve serolojik tespiti Schottmiiller tarafindan gergeklestirilmistir (Monte
ve Sellera, 2020). Salmonella serovarlar1 “The World Health Organization
Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella (WHOCC-Salm)”
kurulusu tarafindan hazirlanan gsemada antijenik formiilasyonlar seklinde
tamimlanmaktadir. White tarafindan ilk referans sema, 1926 yilinda gelistirilmistir. F.
Kauffmann’mn Salmonella komitesine katilimiyla 1934 yilinda sema, “Kauffmann-
White semas1” admi almis ve 44 serovari iceren ilk baskisi yaymnlanmistir. L. Le
Minor’tin komiteye katilimiyla sema 1965 yilinda “White-Kauffmann-Le Minor”
semasi olarak adlandirilmistir. P. A. D. Grimont ve F.X. Weill, 2003-2007 yillar1
arasinda semay1 2555 serovar olarak giincellemistir. Giiniimiizde “Antigenic Formulae
of The Salmonella Serovars” olarak da bilinen sema, yeni serovarlarm eklenmesiyle
yillik olarak giincellenmektedir (Patrick ve Weill, 2007).



1.2. Salmonella Etiyoloji ve Taksonomisi

Salmonella etkenleri, Gram negatif, ¢comak seklinde (0,7-1,5 X 2-5 pm),
kapsiilsiiz ve sporsuz bakterilerdir. Fakiiltatif anaerobik, katalaz pozitif, oksidaz
negatif olan bu etkenler, mezofilik kosullarda pH 6,5-7,5 araliginda optimal tireme
gostermektedir. S. enterica subsp. enterica serovar Gallinarum biovar Gallinarum (S.
Gallinarum) ve S. enterica subsp. enterica serovar Gallinarum biovar Pullorum (S.
Pullorum) hari¢ diger tiim Salmonella serovarlari, peritrik flagella ile aktif olarak
hareket etme yetenegine sahiptir (Markey ve ark., 2013).

Salmonella cinsi  Proteobacteria subesi, Gammaproteobacteria sinifi
Enterobacterales takimi, Enterobacteriaceae ailesi igerisinde yer almaktadir.
Salmonella cinsi, Salmonella enterica ve Salmonella bongori olmak tizere 2 tiirden
olusmaktadir. Salmonella enterica, S. enterica subsp. enterica (I), S. enterica subsp.
salamae (I1), S. enterica subsp. arizonae (I11a), S. enterica subsp. diarizonae (111b), S.
enterica subsp. indica (IV) ve S. enterica subsp. houtenae (V1) olmak {izere 6 alt tiire
ayrilmaktadrr. Bu alt tiirlerden yalmizca Salmonella enterica subsp. enterica,
sicakkanli canlilarda enfeksiyon olusturmaktadir. Salmonella enterica subsp. enterica

icerisinde 2600’1 askin serovar bulunmaktadir (Eng ve ark., 2015).

Salmonella serovarlari, konak spesifik ve konak spesifik olmayan serovarlar
olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Konak spesifik serovarlar S. enterica subsp. enterica
serovar Typhi (S. Typhi) (insan), S. Gallinarum ve S. Pullorum (kiimes hayvanlari),
S. enterica subsp. enterica serovar Dublin (sigir), S. enterica subsp. enterica serovar
Choleraesuis (domuz)’dir. Konak spesifik olmayan serovarlar ise hem insan hem de
hayvanlar1 iceren genis bir konak araliginda enfeksiyon olusturmaktadir. Bu
serovarlara, S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis), S. enterica
subsp. enterica serovar Infantis (S. Infantis), S. enterica subsp. enterica serovar

Typhimurium (S. Typhimurium) vb. serovarlar 6rnek verilebilir (Cizelge 1.1) (Markey



ve ark., 2013). Salmonella etkenleri i¢in bir diger smiflandirma, tifoidal ve tifoidal
olmayan Salmonella serovarlar1 seklindedir. Tifodial serovarlar, S. Typhi, S. enterica
subsp. enterica serovar Paratyphi A, B, C, S. Pullorum ve S. Gallinarum’dur. Tifoidal

olmayan serovarlara ise S. Enteritidis, S. Infantis, S. Typhimurium vb. serovarlar 6rnek

verilebilir (Eng ve ark., 2015).

Cizelge 1.1. Salmonella serovarlari, konaklari ve olusturduklar1 enfeksiyonlar.

Konak Serovar adi Enfeksiyon
Konak Koyun S. Abortusovis Abort ve diare
spesifik At S. Abortusequi Abort ve diare
serovarlar Domuz S. Choleraesuis Enteritis ve septisemi
Sigir S. Dublin Enteritis ve septisemi
Kiimes hayvanlar1 S. Gallinarum Kanatl tifosu
Insan S. Paratyphi Paratifoidal ates
Kiimes hayvanlar1 S. Pullorum Pullorum hastalig1
Insan S. Typhi Tifoidal ates
Konak At, domuz, koyun, kiimes | S.Enteritidis, S. Infantis, Enteritis, septisemi ve
spesifik hayvanlari, sigir ve insan S. Kentucky, gida zehirlenmesi
olmayan S. Typhimurium
serovarlar ve diger pek ¢ok serovar

1.3. Salmonella Epidemiyolojisi

Salmonella etkenleri, memeliler, kuslar ve siiriingenler olmak iizere genis bir
konak yelpazesinde salmonellozise neden olmaktadir. Salmonellozis, diinya ¢apinda
en sik goriilen ikinci zoonotik enfeksiyondur. Insanlarda, yillik ortalama 94 milyon
gastroenterit vakasi ile 155,000 6liim meydana gelmektedir (Almeida ve ark., 2013 ve
Tang ve ark., 2019). insanlarda salmonellozisde enterik ates, bakteriyemi, ishal, mide
bulantisi

kramplar1 ve mide gibi komplikasyonlar gdzlenmektedir. Kanath

hayvanlarda ise artritis, halsizlik, istahsizlik, septisemik ishal, topallik ve 6liime varan



farkli klinik tablolar olusturmaktadir. Tifoidal Salmonella orijinli salmonellozis

vakalarinda morbidite ve mortalite yiiksektir (Eng ve ark., 2015).

Salmonella etkenlerinin dogal habitat1 insan ve hayvanlarin bagirsaklaridir. Bu
durum, etkenin digki ile sa¢ilmasma neden olmaktadir. Hem horizontal hem de vertikal
bulasmanmn olmasi salmonellozis prevalansini artirmaktadir. Salmonella etkenleri,
enfekte canlilar ile direkt olarak bulagsabildigi gibi kontamine bitkisel iriinler,
hayvansal iirinler ya da g¢evresel faktorler ile indirekt olarak da bulagmaktadir.
Kontamine gida ve i¢gme suyu ile gida zincirine bulagsmanin olmasi halk sagliginda

ciddi riskler olusturmaktadir (Mezal ve ark., 2014 ve Tang ve ark., 2019).

Insan ve hayvanlardaki salmonellozis vakalarmin %99’u S. enterica subsp.
enterica orijinlidir. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety
Authority, EFSA) 2019 yili zoonotik etkenler raporuna gore, insanlarda en yaygin
goriilen salmonellozis major etkeni %50,3’1iik oran ile S. Enteritidis’dir (EFSA, 2021).
Global olarak, S. Enteritidis insanlarda salmonellozis nedeni olarak siklikla
bildirilmektedir (Wei ve ark., 2019). S. Enteritidis i¢in major bulasma yolunun
kontamine yumurta ve kanatl eti tiiketimi oldugu bilinmektedir (Campioni ve ark.,
2013 ve Liu ve ark., 2011). Bu nedenle, tavuk orijinli suslarmn cesitlilik ve
epidemiyolojilerinin belirlenmesi, salmonellozis enfeksiyonunun izlenmesi ve kontrol

altina alimmasinda olduk¢a 6nemlidir (Hashemi ve ark., 2017).

1.4. Salmonella izolasyon ve Identifikasyonu

Salmonella etkenleri, “British Standarts Instution” tarafindan yaymnlanan
uluslararasi altin standart “International Organization for Standardization 6579:2017”

izolasyon yontemi ile izole edilmektedir (The British Standards Institution, 2017).



Izolasyon prosediirii ile Salmonella spp. olarak adlandirilan etkenler kiiltiirel,
biyokimyasal, antijenik ve genetik 6zelliklerine gore tiplendirilmektedir (Cizelge 1.2
ve 1.3). Biyokimyasal testler, sus ya da serovar diizeyinde ayirim yapmada yetersiz
kalmaktadir (Markey ve ark., 2013). Sus ya da serovar diizeyinde teshis igin
konvansiyonel serotiplendirme ya da genotiplendirme yapilmaktadir.

Cizelge 1.2. Salmonella etkenlerinin cins diizeyinde kiiltiirel ve biyokimyasal
ozellikleri.

O/F Fakiiltatif anaerobik Glikoz +
Katalaz + Siikroz -
Oksidaz - Laktoz -
Hareket d Ksiloz +

Gaz + Lizin +

Hidrojen siilfiir + Lizin dekarboksilaz +
indol - B-galaktozidaz -
Sitrat T Fenilalanin deaminaz -

Ure - Ornitin dekarboksilaz +

Metil red + Voges-Proskauer -

+, suslarin %90-100’1 pozitif; d, suslarin %26-27’si pozitif; -, suslarin %0-10"u pozitif.

Cizelge 1.3. Salmonella etkenlerinin tiir ve alt tiir diizeyinde kiiltiirel ve biyokimyasal
ozellikleri.

S. bongori S. enterica
Ozellik enterica | salamae | arizonae | diarizonae | indica | houtenae
V) n )] (1ma) (111b) (v) V1)

B-galaktozidaz + - - + + d -
Laktoz - - - G ) ©) -
Dulsitol + + + - - d -
Malonat kullanim1 - - + + + -
Jelatin hidrolizi - - + + + + +
KCN kiiltiirii + - - - - -

+, suslarin %90-100’1 pozitif; (+), suslari %76-89’u pozitif; d, suslarin %26-751 pozitif; (-) suslarin %0-10’u pozitif.

Konvansiyonel serotiplendirme, 80 yili askin bir siiredir Salmonella
enfeksiyonlarmim izlenmesinde kullanilmaktadir. Bu yontem ile Salmonella suslari,
yiizey (Vi), somatik (O) ve flagellin (H) antijenleri ile Kauffmann-White-Le Minor

semasina gore serovar diizeyinde tiplendirilmektedir. Salmonella etkenleri ilk olarak,



lipopolisakkarit yapidaki O antijeni ile A’dan Z’ye kadar harflerle temsil edilen farkli
“serogrup” diizeyinde smiflandirilir. Ardindan protein yapidaki H antijenleri ile “Faz
17 ve “Faz 2” diizeyinde smiflandirma yapilir. Hareketsiz serovarlar olan S. Pullorum
ve S. Gallinarum serovarlarinda iki faz da bulunmamaktadir. Monofazik serovarlarda
ise tek bir faz bulunmaktadir (Patrick ve Weill, 2007 ve Tang ve ark., 2019). Ancak
konvansiyonel mikrobiyolojik ve serolojik temellere dayali bu yontem is yiikii fazla,
pahali ve zaman alan bir yontemdir; plazmasindan elde edilmis maliyeti yiiksek
antijen-spesifik mono ve poli antiserumlar gerektirmektedir. Analiz i¢gin minimum 3
giin gerekirken yanlis negatif reaksiyonlar ile bu slire uzayabilmektedir.
Degerlendirmesi gii¢ olan agliitinasyon reaksiyonlar1 i¢in iyi egitimli personeller
gerekmektedir. Bu nedenle sus, klan ya da serovar diizeyinde hizli ve dogru teshise
olanak saglayan genotiplendirme yontemleri giinlimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genotiplendirme yontemleri, epidemiyolojik ¢aligmalarda objektif
ve giivenilir bir ara¢ olarak salgin kaynagmin ve bulasma yollarmin saptanmasina
olanak saglamaktadir (Dewaele ve ark., 2012 ve Tang ve ark., 2019). Salmonella igin
kullanilan baslica genotiplendirme yontemleri sunlardir: AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats), MLST (Multilocus Sequence Typing), MLVA (Multiple Locus Variable
Number of Tandem Repeats Analysis), PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis),
Ribotyping, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), vb. ( Ferrari ve ark.,
2017 ve Torpdahl ve ark., 2005).

1.5. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

PFGE, ilk kez 1984 yilinda tamimlanmis uluslararasi bir genotiplendirme
yontemidir. Spesifik bir bakteriyel patojenin farkli suslari arasindaki genetik
benzerligi saptamakta kullanilmaktadir. Salmonella genotiplendirilmesinde altin
standart kabul edilen PFGE, salmonellozis salgin arastirmalarinda siklikla
kullanilmaktadir (Tang ve ark., 2019).



PFGE, genomik DNA’nin spesifik restriksiyon enzimi ile 10-800 kb
biiyiikliigiinde 10-30 adet fragmente kesilmesine ve fragmentlerin elektroforez ile
ayrigtirilmasina dayanmaktadir. Elde edilen “fingerprint paternleri”” sayesinde bakteri
izolatlar1 ayristirilir (Ferrari ve ark., 2017). Salmonella gibi Gram negatif bakteriler
icin Xbal, Sfil, Notl ve Spel gibi farkli restriksiyon enzimleri kullanilmaktadir. Xbal,
Salmonella PFGE analizi i¢in yaygin olarak tercih edilen restriksiyon enzimidir
(Dewaele ve ark., 2012 ve Tang ve ark., 2019).

PFGE, ayirim giicii yiiksek bir testtir. Ancak degerlendirmesi zor, laboratuvar is
yukil fazla ve zaman alan (4-6 giin) bir yontemdir (Tang ve ark., 2019). Egitimli
personel ve standardize edilmis protokollere ihtiya¢c duyulmaktadir (Liu ve ark., 2016).
Bu dezavantajlar, PFGE’nin genis bir Ornek grubu icin kullanilabilirligini
azaltmaktadir. Ayrica tek restriksiyon enzimi kullanilmasi nedeniyle analizin ayirim
giicli, bakteri genomunun igerdigi plazmitler, transpozonlar ve integronlara gore
degiskenlik gostermektedir (Dewaele ve ark., 2012 ve Wei ve ark., 2019). S.
Enteritidis gibi genetik olarak homojen etkenlerin epidemiyolojisini saptamada, PFGE
aymrim giictiniin sinirh oldugu bilinmektedir (Liu ve ark., 2011; Mezal ve ark., 2014;
Muvhali ve ark., 2017 ve Wei ve ark., 2019). Bu nedenle bazi ¢alismalarda PFGE’e
tamamlayici1 ya da alternatif olarak ek bir genotiplendirme yonteminin kullanilmasi
onerilmektedir (Ferrari ve ark., 2017 ve Liu ve ark., 2016). Bu genotiplendirme
yontemlerinin basinda, MLVA gelmektedir. PFGE analizine tamamlayici olarak
MLVA o0nerilen ¢alismalarda, iki analiz yonteminin kombinasyonu ile Salmonella
suslarinda aymrim giiciinlin arttig1 bildirilmistir. Boylelikle daha detayli veriler
saglanarak verimli bir epidemiyolojik analiz gergeklestigi 6ne siiriilmiistiir (Mezal ve
ark., 2014 ve Wei ve ark., 2019). Pek ¢ok ¢alismada ise PFGE ile yiiksek oranda klonal
bulunan S. Enteritidis suglarin tiplendirilmesinde MLVA’nin daha gii¢lii ayirim
sagladigi ve MLV A’nin alternatif genotiplendirme analizi olarak kullanilabilecegi

belirtilmektedir (Dewaele ve ark., 2012 ve Tang ve ark., 2019).



1.6. Multiple Locus Variable Number of Tandem Repeats Analysis
(MLVA)

MLVA, ilk kez 2000 yilinda tanimlanan ve S. Enteritidis salginlarinda basartyla
kullanilan bir genotiplendirme yontemidir (Tang ve ark., 2019). Bakteri genomunda
bulunan ve “Degisken Sayida Ardisik Tekrar” (Variable Number of Tandem Repeats,
VNTR) olarak adlandirilan degisken sayida ardisik tekrarli dizilerin tespitine dayali
bir DNA “fingerprint” analizidir. VNTR dizileri, biyolojik fonksiyonu tam olarak
bilinmeyen, kodlama yapan ya da yapmayan dizilerdir. VNTR dizileri biiyiikliikleri,
ayni tiire ait suslar arasinda degisken olan polimorfik bolgelerdir. Bu analizde temel
olarak, VNTR dizileri polimorfizminin saptanmasi hedeflenmektedir. VNTR
dizileri, Polimeraz Zincir Reaksiyon (Polymerase Chain Reaction, PCR) ile ¢ogaltilir.
Cogaltilan lokuslarm fragment analizi, kapiller elektroforez sistemleri ile
gerceklestirilir. Elde edilen diziler iizerinden her bir VNTR lokusunun allel tipi
belirlenir. VNTR lokuslari, allelik formiilasyonlar seklinde birlestirilerek MLV A

genotipleri olusturulur (Ferrari ve ark., 2017 ve Wei ve ark., 2019).

MLVA is yiikkii az, ucuz ve standardizasyona ag¢ik bir genotiplendirme
yontemidir. Analiz, kisa bir siirede (1-2 giin) tamamlanmaktadir. Tekrarlanabilir,
karsilastirilabilir ve yorumlanabilir sonuglara sahip olmas1 yoniinden kolay ve objektif
bir analiz yontemi olarak kabul edilmektedir. Genis 6rnek gruplarmi ¢alismak i¢in
elveriglidir (Dewaele ve ark., 2012; Ferrari ve ark., 2017 ve Tang ve ark., 2019). Aktif
bir salginda hizla evrimlesen bakteri suslarmin tiplendirilmesine ve orijinlerinin
tespitine olanak saglamaktadir. Bulasma rotalarmin saptanmasinda, antimikrobiyal
direncin tespitinde ve gida giivenliginde siklikla kullanilmaktadir. Bacillus anthracis,
Burkholderia pseudomallei, Clostridium perfringens, Coxiella burnetii, Escherichia
coli, Francisella tularensis, Leptospira interrogans, Mycobacterium tuberculosis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica ve Yersinia
pestis gibi pek ¢ok bakteri tiirli igin MLV A test prosediirii bulunmaktadir (Hashemi ve

ark., 2017). Ozellikle gida kaynakli patojenlerinin izlenmesinde giiglii bir arag olarak



siklikla onerilmektedir (Martin ve ark., 2018 ve Mezal ve ark., 2014). S. Enteritidis
gibi yiiksek oranda genetik homojenite gosteren bakteriyel etkenlerin tiplendirilmesi
icin de kullanilabilmektedir (Tang ve ark., 2019). Pek ¢ok giincel literatiirde insan ve
insan dig1 kaynaklardan izole edilen S. Enteritidis suslar1 ayrrimimda MLV A’nin, altin
standart kabul edilen PFGE’den daha yiiksek aymrim giiciine sahip oldugu
vurgulanmistir. PFGE ile ayirt edilemeyen Salmonella suslarmin MLVA ile ayirt
edilebildigi bildirilmistir. (Dewaele ve ark., 2012; Ferrari ve ark., 2017 ve Lindstedt
ve ark., 2004).

S. Enteritidis suslarinin MLV A ile tiplendirilmesi lizerine farkli test protokolleri
bulunmaktadir. Bu protokollerde kullanilan VNTR lokuslari, primer dizileri, marker
standartlari, floresan boyalar ve dizi analizi platformlar1 degiskenlik gostermektedir.
S. Enteritidis i¢in standardize edilmis MLV A protokollerinden biri, Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezleri (Centers for Disease Control and Prevention, CDC)’nin
onerdigi MLV A standart operasyon prosediiriidiir. Bu prosediirde, S. Enteritidis SE1,
SE2, SE3, SE5, SE6, SE8 ve SE9 olmak iizere toplam 7 adet VNTR lokusu i¢in
fragment analizi gergeklestirilmektedir. Elde edilen diziler, S. Enteritidis VNTR allel
listesine gore tiplendirilerek MLV A genotipleri saptanmaktadir (CDC, 2013 ve Tang
ve ark., 2019).

1.7. Antimikrobiyal Diren¢ (AMR)

Antimikrobiyallerin terapotik amaglar disinda kullanimi gibi yanlis uygulamalar
nedeniyle tedavide basarisizlik, maliyet artisi, mortalite artisi, vb. olumsuz sonuglar
ortaya ¢ikmaktadir (Jiang ve ark., 2021). En 6nemli olumsuz sonuglardan biri, direngli
bakteri suslarinin gelismesidir. Yanls uygulamalar nedeniyle antibiyotik direnci
insidens ve cesitliliginde biiyiik oranda artis olmustur. Gida ve ilag Dairesi (Food and

Drug Administration, FDA)’ne gore, artan antimikrobiyal diren¢ diinya capinda



onemli bir tehdit olarak kabul edilmektedir (Shang ve ark., 2021 ve Wang ve ark.,
2020). Salmonella, direng artis1 gdzlenen bakteri cinslerinden biridir. Ik kez 1960’1
yillarda yalnizca kloramfenikole karsi direng tespit edilmisken giintimiizde pek ¢ok
calismada cesitli antimikrobiyallere direngli Salmonella suslari raporlanmistir (Eng ve
ark., 2015). Ozellikle ¢oklu-ilag direncli (multi-drug resistant, MDR) Salmonella
suslarinin ortaya ¢ikmasiyla Salmonella enfeksiyonunun insan ve hayvan sagligi igin
olusturdugu riskler artmustir. Diinya Saghk Orgiitii (World Health Organization,
WHO) tarafindan yaymlanan antimikrobiyal direncin siirveyansma iliskin kiiresel
rapora gore, tifoidal olmayan MDR Salmonella bir¢ok iilkede ciddi bir saglik sorunu
olarak kabul edilmektedir (Dominguez ve ark., 2021). Bu nedenle Salmonella,
WHO'nun 6ncelikli patojen listesine alinarak takip edilmeye baslanmistir (Tacconelli
ve ark., 2018). Direngli Salmonella etkenleri, gida kontaminasyonu ile insanlara
bulasmakta ve tedavisi gii¢ zoonoz enfeksiyonlar olusturmaktadir. Bu nedenle tavuk
orijinli Salmonella etkenlerinin antimikrobiyal direng takibi, halk ve hayvan sagligi
acisindan olduk¢a 6nemlidir (Dominguez ve ark., 2021 ve Shang ve ark., 2021).

Bu tez calismasinda, Tiirkiye’de ilk kez tavuk orijinli S. Enteritidis suslarinin
MLVA ile genotiplendirilmesi ve MLVA genotiplendirme bulgularinin, PFGE
genotiplendirme bulgulari ile karsilastirilarak yontemlerin avantaj ve dezavantajlarimin
belirlenmesi amaclandi. Bununla birlikte, S. Enteritidis suslarina ait AMR, PFGE ve
MLVA analiz bulgulari, kiimes yetistirme tipi, izolasyon yil1 ve cografik lokasyon

parametreleri ile birlikte degerlendirilerek epidemiyolojik analiz yapilmasi hedeflendi.
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2.1. GEREC

2. GEREC ve YONTEM

2.1.1. Salmonella Enteritidis Suslari

Bu calismada, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

Dali kiiltir koleksiyonunda bulunan tavuk orijinli 200 adet S. Enteritidis susu

kullanildi. 2018-2020 yillar1 arasinda kanath endiistrisinin yogun oldugu iller basta

olmak tizere 16 farkl ildeki broyler, broyler damizlik, yumurtaci ve yumurtaci

damizlik tavuk kiimeslerinden izole edilmis suslar se¢ildi (Cizelge 2.1). Tim

analizlerde pozitif kontrol susu olarak “Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu

(American Type Culture Collection, ATCC)” 13076 S. Enteritidis” susu kullanildi.

Cizelge 2.1. S. Enteritidis suslarinin kiimes yetigtirme tipi Ve cografik lokasyona gore

dagilimu.
Lokasyon Broyler Broyler damuzlik | Yumurtaci Yumurtact damizhik
Afyon 5
Ankara 1 7
Aydin 1
Balikesir 53 1 1 1
Bilecik 6
Bolu 12 1 1
Bursa 26 2
Canakkale 25 1
Diizce 2 1
Izmir 18 1 1
Konya 2
Kiitahya 2
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Manisa 11 1

Sakarya 13 1

Samsun 2

Usak 1

Toplam 167 14 18 1

2.1.2. Kullanmilan Besiyeri, Kimyasal ve Soliisyonlar

Tez cahismasinda kullanilmak {izere temin edilen besiyeri, kimyasal ve

soliisyonlar asagida listelenmistir.

Agaroz: Agaroz (Biomax, Ispanya), SeaKem Gold agaroz (Lonza, isvigre), PFGE

agaroz (Biorad, Amerika).
Agaroz boyama soliisyonu: Etidyum bromiir (Merck, Amerika).

Antibiyotik disk: Ampisilin  (AMP), Gentamisin (CN), Kloramfenikol (C),
Meropenem (MEM), Nalidiksik asit (NA), Sefotaksim (CTX), Sefoksitin (FOX),
Seftazidim (CAZ), Seftriakson (CRO), Siprofloksasin (CIP), Siilfanomidler (S),
Tetrasiklin (TE), Trimetoprim (W), Trimetoprim-siilfametoksazol (SXT) (Oxoid,
Birlesik Krallik).

Antiserum: Salmonella Polyvalent A-S+Vi,  Salmonella Polyvalent OMA,
Salmonella monovalent O:9, Salmonella monovalent O:12, Salmonella Polyvalent H,
Salmonella monovalent H:g, Salmonella monovalent H:m ve Salmonella monovalent
H:gstpu (SSI, Danimarka).

Mueller-Hinton agar: Mueller-Hinton agar (Oxoid, Birlesik Krallik).
Nutrient agar: Nutrient agar (Oxoid, Birlesik Krallik).
Proteinaz-K: Proteinaz-K (Thermo Scientific, Amerika).

Restriksiyon enzimi: Xbal restriksiyon enzimi (Thermo Scientific, Amerika).
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Ultra saf su: Ultra saf su (SNP Biotechnology, Tiirkiye).
10x TBE: 10x TBE (SNP Biotechnology, Tiirkiye).

10x TE: 10x TE (SNP Biotechnology, Tiirkiye).

2.1.3. Laboratuvar Cihaz ve Ekipmanlar

Tez ¢alismasinda kullanilan laboratuvar cihaz ve ekipmanlar1 asagida

listelenmistir.

Biyolojik giivenlik kabini: Safe 2020 Laminar flow (Thermo Scientific, Amerika).
Calkamal inkiibator: Inkiibator (Memmert, Almanya).

Densitometre: Denl Mc Farland densitometre (Biosan, Ukrayna).

Derin dondurucu: -20°C derin dondurucu (Bosch, Almanya) ve -80°C derin

dondurucu (Thermo Scientific, Amerika).

Dizi analiz cihazi: Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems, Amerika)
Etiiv: HeraTherm 37°C (Thermo Scientific, Amerika).

Goriintiileme iinitesi: G:Box, UV (SynGene, Hindistan).

Giic¢ kaynag: Elite 300 Plus elektroforez gii¢c kaynagi (Wealtec, Birlesik Krallik)
Hassas terazi: SBC41 hassas terazi (Scaltec, Amerika).

Inkiibator: DryBlock Heating Thermostat Bio TDB-200 inkiibator (Biosan,
Ukrayna).

Jel elektroforez iinitesi: Owl A2 large Gel System 20 x 25 cm (Thermo Scientific,
Amerika).
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Jel elektroforez iinitesi taraklar: A2-24D (1,5 mm kalinlik, 6,5 mm genislik, 7 pl
hacim, 24 adet kuyucuk) (Thermo Scientific, Amerika).

Otoklav: StreamArt otoklav (Niive, Tiirkiye).

Otomatik pipetler: Finnpipette 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000
ul’lik pipetler (Thermo Scientific, Amerika).

PFGE jel elektroforez iinitesi: CHEF-DRIII PFGE jel elektroforez iinitesi (Biorad,
Amerika).

Santrifiij: MicroCL21 santriflij (Thermo Scientific, Amerika).
Sogutucu: +4°C sogutucu (Bosch, Almanya).

Spektrofotometre: NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Amerika).
Termal cycler: Arktik cycler (Thermo Scientific, Amerika).

Vortex: Vortex (Fine, Kore)

2.1.4. Dizi Analiz Programlari ve Veri Tabanlan

Tez calismasinda kullanilan fragment analiz programlari ve veri tabanlari

asagida listelenmistir.

CDC PulseNet veri tabam: S. Enteritidis PulseNet standart protokollerine gore PFGE
ve MLV A analizleri gerceklestirildi.

Dizi analiz programm: Applied Biosystems marka “GeneMapper versiyon 5”

programi MLV A analizi i¢in kullanildi.

Fingerprint analiz programi: Applied Maths marka BioNumerics GelCompar 11

versiyon 6.6.11 programu fingerprint analizi i¢in kullanildi.
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2.2. YONTEM

2.2.1. Salmonella Enteritidis Aktivasyonu ve Konvansiyonel
Serotiplendirme

S. Enteritidis suslari, saf ve taze bakteri kiiltiirleri elde etmek amaciyla Nutrient
agar plaklarina pasajlandi. 37°C’lik aerobik kosullarda 24 s inkiibe edildi. Bakteri
suslar;, konvansiyonel serotiplendirme analizi ile konfirme edildi. Bu amagla
Salmonella polyvalent ve monovalent O, H antiserumlar1 ve Kauffmann-White-Le
Minor referans semast kullanildi (Patrick ve Weill, 2007). Konvansiyonel
serotiplendirme analizinde, ATCC 13076 S. Enteritidis susu pozitif kontrol olarak
kullanild.

2.2.2. Antimikrobiyal Direng¢ Testi

Antimikrobiyal direng testi WHO Salmonella antimikrobiyal direng testi
protokoliine gore (http://antimicrobialresistance.dk/) gergeklestirildi (WHO, 2018).
Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile Salmonella i¢in 6nerilen 14 farkl antibiyotik
test edildi (Cizelge 2.2). Bakteri suslari, Nutrient agarda 37°C’lik aerobik kosullarda
24 s inkiibasyon ile saf ve taze olarak tiretildi. Standart ¢6zelti olarak, 0,5 McFarland
¢ozeltisi esas alind1 ve 4 ml FTS (fizyolojik tuzlu su) ¢ozeltisinde bakteri inokulumlar1
hazirlandi. Hazirlanan inokulumlardan, Mueller-Hinton agar plaklarina steril bir svap
ile 60°’lik agilarda yayma ekim yapildi. Antibiyotik diskleri yerlestirilerek, agar
plaklar1 37°C’lik aerobik kosullarda 16-18 s inkiibe edildi. Inhibisyon zon ¢aplari, mm
olarak 6lgiildii. Bakteri suglar1 direngli, orta direngli ve duyarl seklinde gruplandirildi.
Referans degerler i¢in “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M100,
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28’inci bask1)” kriterleri esas alindi (CLSI, 2018). U¢ veya daha fazla antibiyotige

direngli izolatlar, MDR S. Enteritidis olarak tanimlandi (Dominguez ve ark., 2021).

Cizelge 2.2. Kullanilan antimikrobiyallerin sinif, altsinif ve konsantrasyonlari.

Antimikrobiyal sinifi/altsiifi Antimikrobiyal Konsantrasyon
Aminoglikozitler Gentamisin 10 ug
Beta Laktamlar/2.Nesil Sefalosporinler | Sefoksitin 30 ug
Seftazidim 30 ug
Beta Laktamlar/3.Nesil Sefalosporinler | Sefotaksim 30 ug
Seftriakson 30 ug
Beta Laktamlar/Karbapenemler Meropenem 10 ug
Beta Laktamlar/Penisilinler Ampisilin 10 pg
Fenikoller Kloramfenikol 30 ug
Fluorokinolonlar/1.Nesil Kinolonlar Nalidiksik asit 30 ug
Fluorokinolonlar/2.Nesil Kinolonlar Siprofloksasin 5ug
Siilfonamidler 300 pg
Siilfonamidler Trimetoprim 5ug
Trimetoprim-siilfametoksazol 25 ug
Tetrasiklinler Tetrasiklin 30 ug

2.2.3. Darbeli Alan Jel Elektroforezi (Pulsed-Field Gel Electrophoresis,
PFGE)

PFGE analizi, CDC Salmonella serovarlar1 PulseNet PFGE standart protokoliine
gore (https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/pfge.html)  gergeklestirildi  (CDC,
2017). Bakteri suslari, Nutrient agarda 37°C’lik aerobik kosullarda 24 s inkiibasyon
ile saf ve taze olarak iiretildi. Suslar, hiicre slispansiyon tamponunda (100 mM Tris:
100 mM EDTA, pH 8.0) OD610:1 olacak sekilde siispanse edildi. Hiicre
stispansiyonlari, 1:1 oraninda 400 pl %1°lik SeaKem Gold agaroz plaklara gomiilerek
agaroz plaklari hazirlandi. Agaroz plaklari, 25ul proteinaz-K (20 mg/ml) ve 5 ml hiicre
lizis tamponu (50 mM Tris: 50 mM EDTA, pH 8,0, %1 sarkosil) igerisine alindu.
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Calkalamali su banyosunda 55°C’lik 175-200 rpm’de 1,5-2 s boyunca lizis
gerceklestirildi. Agaroz plaklari, 2 kez 55°C sicakliginda 10-15 ml ultra saf su ile 15’er
dk yikandi. Ardindan 3 kez 55°C sicakliginda 15 ml TE (10 mM Tris: mM EDTA, pH
8,0) ile 15’er dk yikama islemi gergeklestirildi. Yikanan plaklar, 50U/ul Xbal
restriksiyon enzimi (Thermo Fisher Scientific, USA) ile 37°C 1,5-2 s inkiibe edilerek
bakteriyel kromozom kesimi gergeklestirildi. Plaklar, horizontal olarak %1’lik PFGE
agaroz jel igerisine yerlestirildi. CHEF-DRIII (Contour-Clamped Homogeneous
Electric Field) kullanilarak elektroforez gerceklestirildi. Elektroforez kosullari, 14°C
sicaklik, 19 s, 6V/cm (200V) akim ve 2,2-63,8 sn “lineer pulse” olarak ayarlandu.
Yiiriitme tamponu olarak, 0,5 TBE ¢ozeltisi kullanildi. Agaroz jel, etidyum bromiir
(10mg/ml) soliisyonu ile 30 dk boyand:. Ultra saf su (500 ml) ile 2-3 kez 20 dk yikama
islemi gerceklestirildi. PFGE bant paternleri, G:BOX floresan goriintiileme iinitesi
(Syngene, India) ile goriintiilendi. BioNumerics GelCompar 1l 6.6.11 programi
(Applied Maths, Belgium) ile Xbal filogenetik analizi ger¢eklestirildi. Benzerlik
dendrogrami, UPGMA (unweighted-pair group method using average) filogenetik
agaclandirma metodu, Dice benzerlik katsayis1 (%1 optimizasyon) ve %1,5 sapma
degeri kullanilarak olusturuldu. Bant paternleri karsilastirilarak farkli PFGE
genotipleri (PT) tespit edildi. Karsilastirilan iki sus arasinda en fazla 3 adet farkli bant
mevcut ise suslar genetik olarak yakin iligkili kabul edildi. Farkli bant sayis1 3 ‘ten fazla
olan suslar, 2 ya da daha fazla bagimsiz mutasyon ile farklilasmis ve genetik olarak

uzak suslar olarak kabul edildi (Tenover ve ark., 1995).
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2.2.4. Multiple Locus Variable Number of Tandem Repeats Analysis
(MLVA)

MLVA, CDC S. Enteritidis PulseNet MLVA standart protokoliine gore
(https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/mlva.html) gergeklestirildi (CDC, 2013).
Nutrient agarda saf ve taze olarak iiretilmis bakteri kolonilerinden kaynatma yontemi
ile DNA 1izolasyonu gercgeklestirildi. DNA 6rnekleri, PZR analizinde kullanilana dek -
20°C’de saklandi. 7 farkli VNTR lokusu (SE1, SE2, SE3, SE5, SE6, SE8 ve SE9),
spesifik primer ¢iftleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. S. Enteritidis MLVA PZR primerleri.

Lokus Floresan boya | ileri Primer (5°-3’) Geri Primer (5°-3°)

SEA o, TGTGGGACTGCTTCAACCTTTG CCAGCCATCCATACCAAGACC
GGC AACACTCTATGA
GTGCTTCCTCAGGTTGCTTTTAG | GGGGAATGGACGGAGGCGAT

SE-2 CallRed590
CCTTGTTCG AGACG
CGGGATAAGTGCCACATAACAC | CGCCAGTGTTAAAGGAATGA

SE-3 CallRed590
AGTCGCTAAGC ATGAACCTGCTGATG

GCCGAACAGCAGGATCTGTCC

SE-5 HEX GGCTGGCGGGAAACCACCATC

ATTAGTCACTG
GGTGACGCCGTTGCTGAAGGT
SE-6 FAM CTGGTCGCAGGTGTGGC
AATAACAGAGTC
GGTAGCTTGCCGCATAGCAGCA

SE-8 HEX GGCGGCAAGCGAGCGAATCC
GAAGT
CCACCTCTTTACGGATACTGTCC

SE-9 FAM GGCGTTACTGGCGGCGTTCG
ACCAGC

Her bir sus i¢in toplam hacim 10 pl olacak sekilde 2 adet multipleks PZR
kuruldu. Multipleks-1 PZR ile SE1, SE2, SE6 ve SE8 VNTR lokuslar1 ¢ogaltildi.
Multipleks-1 PZR i¢in Cizelge 2.4’de belirtilen konsantrasyon ve hacimlerde PZR
bilesenleri kullanildi. Multipleks-2 PZR ile SE3, SE5 ve SE9 VNTR lokuslari
cogaltildi. Multipleks-2 PZR igin Cizelge 2.5’te belirtilen konsantrasyon ve
hacimlerde PZR bilesenleri kullanildi. Multipleks PZR analizlerinde Cizelge 2.6’da

belirtilen reaksiyon kosullar1 uygulandi.
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Cizelge 2.4. Multipleks-1 PZR bilesenleri, hacimleri ve konsantrasyonlart.

Bilesen Hacim (ul) Konsantrasyon
Deiyonize su 4,91 -
10xPZR tamponu 1,00 1x
50mM MgCl2 0,40 2,00 mM
10mM dNTP 0,20 0,20 mM
2,5 UM SE1-F 0,20 0,05 uM
2,5 uM SE1-R 0,20 0,05 uM
12,5 uM SE2-F 0,32 0,40 uM
12,5 uM SE2-R 0,32 0,40 uM
12,5 uM SE6-F 0,34 0,43 uM
12,5 uM SE6-R 0,34 0,43 uM
2,5 uM SEB-F 0,28 0,07 uM
2,5 uM SE8-R 0,28 0,07 uM
5U/ul Taq polimeraz | 0,20 1,00U
DNA 1,00 -
Toplam hacim 10,00 -

Cizelge 2.5. Multipleks-2 PZR bilesenleri, hacimleri ve konsantrasyonlari.

Bilesen Hacim (pl) Konsantrasyon
Deiyonize su 5,52 -

10x PZR tamponu 1,00 1x

50 mM MgCl2 0,40 2,00 mM
10 mM dNTP 0,20 0,20 mM
12,5 uM SE3-F 0,40 0,50 uM
12,5 uM SE3-R 0,40 0,50 uM
2,5 uM SE5-F 0,20 0,05 uM
2,5 uM SE5-R 0,20 0,05 uM
2,5 uM SE9-F 0,08 0,02 uM
2,5 uM SE9-R 0,08 0,02 uM
5U/ul Taq polimeraz | 0,20 1,00U
DNA 1,00 -
Toplam hacim 10,00 -




Cizelge 2.6. Multipleks PZR kosullari; sicaklik, siire ve dongii sayist.

PZR basama@ Sicakhk Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 95°C 5 dk -
Denatiirasyon 94°C 20sn

Baglanma 65°C 20sn 2

Uzama 72°C 20sn

Son uzama 72°C 5dk -

Her bir multipleks PZR 6rnegi, Cizelge 2.7’de belirtilen toplam 9 pl hacmindeki
fragment mastermix ile birlestirildi. Denatiirasyon, 95°C’de 3 dk inkiibasyon ile
gerceklestirildi. Denatiire edilen 6rnekler, Applied Biosystems Genetic Analyzer 3500
(Applied Biosystems, USA) kapiller elektroforez sistemine yiiklendi. “GeneMapper
versiyon 5” programi (Applied Biosystem, USA) ile fragment analizi gerceklestirildi.
Her bir sus icin VNTR lokuslar1 biiyiikliikleri ve allel tipleri belirlendi. VNTR
lokuslari allelleri, allelik formiilasyonlar seklinde birlestirilerek MLVA genotipi (MT)
tespit edildi.

Cizelge 2.7. Fragment analizi mastermix bilesenleri.

Bilesen Hacim (ul)
Hi-Di formamid 8
GeneFlo 625 bp size standart | 1
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3. BULGULAR

3.1. Antimikrobiyal Direnc¢ Testi

Salmonella i¢in 6nerilen 14 farkli antimikrobiyal ile gergeklestirilen Kirby-
Bauer disk diflizyon AMR testi sonucunda, S. Enteritidis suslarinin %57’si (113/200)
tiim antimikrobiyallere kars1 duyarli bulundu. Tiim suslarin %39u (77/200) en az bir
antimikrobiyale kars1 direngli bulundu. En yiiksek direng, AMP ve CTX igin sirastyla
%25 (49/200) ve %21 (42/200) olarak tespit edildi. En yiiksek orta direnglilik CIP i¢in
%23 (46/200); en yiiksek duyarlilik SXT igin %100 (200/200) olarak tespit edildi
(Cizelge 3.1). FOX ve W i¢in %99 (198/200); C, CN ve TE i¢in %98 (195/200);
nalidiksik asit i¢in %95 (189/200) olmak {izere 6 farkli antimikrobiyale karst %90’1n
tizerinde duyarlilik tespit edildi (Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Antimikrobiyaller i¢in direncli, orta direngli ve duyarl sus sayis1 ve
yiizde oranlari.

Antimikrobiyal Direngli Orta direncli | Duyarh

AMP 49 (%25) 0 151 (%76)
CTX 42 (%21) 0 158 (%79)
FOX 2 (%1) 0 198 (%99)
CAZ 30 (%15) 0 170 (%85)
CRO 23 (%12) 0 177 (%89)
C 5 (%3) 0 195 (%98)
CIp 8 (%4) 46 (%23) 146 (%73)
CN 3 (%2) 1 196 (%98)
MEM 31 (%16) 0 169 (%85)
NA 11 (%6) 0 189 (%95)
S 30 (%15) 0 170 (%85)
TE 5 (%3) 0 195 (%98)
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Sekil 3.1. S. Enteritidis izolatlarinda direngli, orta diren¢li ve duyarli izolatlarin
antimikrobiyallere gore yiizde dagilimi. Grafik lizerindeki % degerler, direngli izolatlarin
oranini ifade etmektedir.

Broyler izolatlar1 icin en yiiksek direng, CTX ve AMP i¢in sirasiyla %25
(42/167) ve %23 (38/167) olarak tespit edildi. Broyler damizlik izolatlarinda en
yiiksek direng, AMP, MEM, S, TE ve W i¢in %7 (1/14) olarak tespit edildi. Yumurtac1
izolatlarinda en yiiksek direng, AMP ve NA i¢in sirasiyla %50 (9/18) ve %11 (2/18)
olarak tespit edildi. Test edilen 1 adet yumurtact damizlik izolat1 ise AMP, C, NA, S
ve TE i¢in direngli bulundu (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. S. Enteritidis direngli, orta direngli ve duyarli izolatlarin kiimes yetistirme tipi
ve antimikrobiyallere gore yiizde dagilimi. Grafik iizerindeki % degerler, direngli izolatlarin
oranini ifade etmektedir.

Tim S. Enteritidis izolatlarnin %21°nin (42/200) MDR S. Enteritidis oldugu
saptand1. 25 farkli MDR profili identifiye edildi. Bu profiller arasinda AMP-CTX-
CAZ-CRO-MEM-S heksa-resistant profilinin %14 (6/42) oran ile baskin MDR profili
oldugu saptandi. Baskin MDR profilinden sonra en yiiksek orana sahip MDR
profilleri, %12 (5/42) oran ile AMP-CTX-CAZ-CRO-MEM ve %10 (4/42) oran ile
AMP-CTX-MEM-S, CTX-CAZ-MEM olarak tanimlandi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. S. Enteritidis izolatlarinda yaygin MDR profillerinin yiizde dagilimu.

MDR S. Enteritidis izolatlarinin cografik lokasyon olarak Ankara, Balikesir,
Bilecik, Bolu, Bursa, Diizce, izmir, Konya, Manisa ve Sakarya illerine dagildig
saptandi. Cizelge 3.2’de MDR S. Enteritidis izolatlarmin cografik lokasyonlara gore
MDR profilleri ve oranlar1 yer almaktadir. MDR profilleri antimikrobiyaller bazinda
incelendiginde, bir bakteri izolatinda en fazla 9 farkli antimikrobiyale kars1 direng

tespit edildi.

Cizelge 3.2. MDR S. Enteritidis izolatlarinin cografik lokasyona gore dagilimi.

Lokasyon | MDR profili Say1 (%)
Ankara CAZ-CRO-CIP-MEM-S 1 (%2)
Balikesir | AMP-C-CIP-S-TE 1 (%2)
AMP-CAZ-S 2 (%5)
Bilecik AMP-CTX-CAZ-CRO-MEM 1 (%2)
AMP-CTX-CAZ-CRO-MEM-S 1 (%2)
AMP-CTX-CRO-FOX-MEM-NA 1 (%2)
AMP-CTX-MEM-S 3 (%7)
Bolu C-S-TE 1 (%2)
CTX-CAZ-CRO-CIP-MEM-NA-S 1 (%2)
CTX-CAZ-CRO-MEM-NA-S 1 (%2)
CTX-CAZ-CRO-S 1 (%2)
CTX-CAZ-MEM 1 (%2)
CTX-CAZ-MEM-S 1 (%2)
CTX-CRO-CIP-MEM-NA 1 (%2)
Bursa AMP-CTX-CAZ-CRO-CIP-MEM-NA-TE 1 (%2)
AMP-CTX-CAZ-CRO-CN-MEM 1 (%2)
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AMP-CTX-CAZ-CRO-FOX-CIP-MEM-NA-S 1 (%2)
AMP-CTX-CAZ-CRO-MEM 1 (%2)
AMP-CTX-CAZ-CRO-MEM-S 5 (%12)
AMP-TE-W 1 (%2)
AMP-CTX-TE 1 (%2)
AMP-CTX-S 1 (%2)
Diizce CTX-CAZ-CRO-CN-MEM-S 1 (%2)
CTX-CAZ-CRO 1 (%2)
fzmir CTX-CAZ-MEM 3 (%7)
Konya AMP-C-TE-W 1 (%2)
Manisa C-CIP-NA 1 (%2)
Sakarya C-CIP-NA 1 (%2)
AMP-CTX-MEM-S 1 (%2)
AMP-CTX-MEM 1 (%2)
AMP-CTX-CAZ-CRO-MEM 3 (%7)

AMR testi ile elde edilen bulgular, izolasyon yilina gore degerlendirildi. 2018
yilinda izole edilmis 43 adet S. Enteritidis izolati igin, en yiiksek direng¢ AMP, CTX
ve MEM igin sirastyla %72 (31/43), %67 (29/43) ve %58 (25/43) olarak tespit edildi.
En yiiksek orta direnglilik %65 (28/43) ile CIP’e karsi saptanirken; tiim 2018
izolatlarmin SXT’e kars1 %100 (43/43) duyarli oldugu goriildi. 2019 yilinda izole
edilmis 113 adet S. Enteritidis izolat1 igin, en yiiksek direng sirasiyla, CTX ve S i¢in
%12 (13/113) ve %58 (8/113) olarak tespit edildi. En yiiksek orta direnglilik %10
(11/113) ile CIP’e kars1 saptanirken; tiim 2019 izolatlarinin FOX, C, TE, W ve SXT’e
kars1 %100 (113/113) duyarh oldugu goriildii. 2020 yilinda izole edilmis 44 adet S.
Enteritidis izolat1 i¢in, en yiiksek direng AMP i¢in %25 (11/44) olarak tespit edilirken;
en yiiksek orta direnglilik %16 (7/44) ile CIP’e karsi tespit edildi. Tim 2020
izolatlarmm CTX, FOX, CRO, CN, M ve SXT’e kars1 %100 (44/44) duyarl oldugu
gorildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. S. Enteritidis izolatlarinda direngli izolatlarin antimikrobiyallere ve yillara
gore yiizde dagilimi.

3.2. Pulsed-Field Gel Electrophoresis

Xbal-PFGE analizi ile elde edilen bant paternleri, UPGMA filogenetik
agaclandirma yontemi ile gruplandirildi. Olusturulan filogenetik agacta tiim S.
Enteritidis izolatlari, benzerlik indeksleri %52,8 ile %100 arasinda degisen Xbal-
PFGE paternlerinde gruplandirildi (Sekil 3.5). Tiim izolatlar, A ve B taksonu olmak
lizere 2 ana taksona ayrildi. izolatlarin %57,5’ini (115/200) iceren A taksonu, baskin
takson olarak tanimlanirken, A taksonunun Al (n=113) ve A2 (n=2) olmak tiizere 2 alt
taksona ayrildig1 goriildii. Al alt taksonu, A taksonunun % 98,2’sini olusturan alt
takson olarak tanimlandi. B taksonu ise izolatlarin %42,5’ini (85/200) igerdigi, B1 ve
B2 olmak lizere 2 alt taksona ayrildig: goriildii. B1 alt taksonunun, B taksonunda yer

alan izolatlarin %89,4’nii kapsadig1 saptandi.
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Sekil 3.5. S. Enteritidis suslarinin Xbal-PFGE analizi sonucu elde edilen dendrogramu.

27



18

P13

P14
P15

P16

P17

P18

P21
P22
P23

P24

P25

P26

P27

- P28

P29

- P30

P31

‘ P32

Sekil 3.5. Devam. S. Enteritidis suslarmin Xbal-PFGE analizi sonucu elde edilen

dendrogrami.

S. Enteritidis suslari, Tenover ve ark. (1995) tarafindan bildirilmis “PFGE ile
bakteriyel sus tiplendirme kriterlerine” gore gruplandirildi. PFGE paternleri arasinda
bant farklilig1 gézlenmeyen suslar, ayni salgin susundan koken almis ve genetik olarak

ayni suslar olarak tanimlandi. PFGE paternleri arasinda 2-3 adet bant farkliligi
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gozlenen suslar, ayni susundan koken almis ve genetik olarak yakin suslar olarak kabul
edildi. PFGE paternleri arasinda farkli bant sayis1 3‘ten fazla olan suslar, 2 ya da daha
fazla bagimsiz mutasyon ile farklilagmis ve genetik olarak uzak suslar olarak
tanimlandi. Xbal-PFGE paternleri bu esaslara gore incelendiginde, 32 farkli PFGE
genotipi (PT1-PT32) belirlendi. Bunlardan PT6 genotipi, tiim izolatlarin %12,5’ini
(26/200) olusturan baskin PT olarak tanimlandi. PT6 genotipini sirastyla %9, %8,5 ve
%?7,5 oran ile PT3, PT1 ve PT2 genotipleri takip etmektedir. A taksonunda 12, B
taksonunda 20 PT bulunmaktadir. Baskin takson olan A taksonunun B taksonuna
kiyasla, %40 daha az degisken oldugu saptandi. Bir diger deyisle, A taksonunun B
taksonuna kiyasla %60 daha korunmus oldugu goriildii (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. S. Enteritidis PFGE genotipleri i¢in elde edilen oranlar.

PT Oran PT Oran
PT1 0,085 (17/200) PT17 0,020 (4/200)
PT2 0,075 (15/200) PT18 0,005 (1/200)
PT3 0,090 (18/200) PT19 0,005 (1/200)
PT4 0,025 (5/200) PT20 0,005 (1/200)
PT5 0,005 (1/200) PT21 0,005 (1/200)
PT6 0,125 (25/200) PT22 0,005 (1/200)
PT7 0,055 (11/200) PT23 0,005 (1/200)
PT8 0,030 (6/200) PT24 0,045 (9/200)
PT9 0,040 (8/200) PT25 0,055 (11/200)
PT10 0,035 (7/200) PT26 0,025 (5/200)
PT11 0,005 (1/200) PT27 0,005 (1/200)
PT12 0,005 (1/200) PT28 0,060 (12/200)
PT13 0,060 (12/200) PT29 0,020 (4/200)
PT14 0,005 (1/200) PT30 0,030 (6/200)
PT15 0,005 (/200) PT31 0,005 (1/200)
PT16 0,015 (3/200) PT32 0,045 (9/200)
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PFGE genotipleri, izolasyon yili bazinda incelendiginde Sekil 3.6’daki gibi bir
dagilim saptandi. Baskin PFGE genotipinin 2018 yil1 izolatlarinda PT6 (n=13), 2019
yili izolatlarinda PT2 (n=12) ve 2020 yili izolatlarinda PT25 (n=10) oldugu tespit
edildi.
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Sekil 3.6. S. Enteritidis izolatlarinda PFGE genotiplerinin yillara gore dagilimi. Siitunlar
iizerinde goriilen degerler, belirtilen yildaki baskin genotipe ait toplam izolat sayisini ifade
etmektedir.

3.3. Multiple Locus Variable Number of Tandem Repeats Analysis

S. Enteritidis suslari, 7 VNTR lokusu allelik formlarmnin tespitine dayali MLV A
ile genotiplendirildi. Analiz sonucunda, 34 farkli MLV A genotipi (MT1-MT34) tespit
edildi. Bunlardan 20 farkli MT, yalnizca bir izolatta tespit edilmistir. MLVA

genotipleri i¢in allelik profiller, izolat sayisi ve oran1 Cizelge 3.4’te belirtilmistir.
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Cizelge 3.4. S. Enteritidis MLVA genotipleri igin allelik profiller ve oranlar.

MT | SE1 | SE2 | SE3 | SE5 | SE6 | SE8 | SE9 Oran

MTL | 1 3 7 10 10 1 3 0,010 (21200)
MT2 | 1 5 7 10 10 1 3 0,005 (1/200)
MT3 | 4 4 7 10 10 1 3 0,005 (1/200)
MT4 | 4 6 3 10 10 1 2 0,020 (41200)
MT5 | 4 7 3 9 10 1 2 0,015 (3/200)
MT6 | 4 7 3 10 10 1 2 0,125 (25/200)
MT7 | 4 7 3 11 10 1 2 0,020 (41200)
MT8 | 4 7 5 11 10 1 2 0,010 (21200
MT9 | 4 7 7 9 10 1 3 0,025 (5/200)
MT10 | 4 7 7 10 10 1 3 0,060 (12/200)
MT11 | 4 7 7 12 10 1 3 0,005 (1/200)
MT12 | 4 7 10 7 10 1 2 0,005 (1/200)
MT13 | 4 7 10 13 10 1 2 0,005 (1/200)
MT14 | 5 3 7 6 10 1 4 0,005 (1/200)
MT15 | 5 3 7 10 10 1 3 0,015 (3/200)
MT16 | 5 3 7 10 10 1 ] 0,005 (1/200)
MT17 | 5 3 7 12 10 1 3 0,005 (1/200)
MT18 | 5 4 7 10 10 1 3 0,060 (12/200)
MT19 | 5 4 7 10 10 1 4 0,005 (1/200)
MT20 | 5 5 7 6 10 1 4 0,005 (1/200)
MT21 | 5 5 7 9 10 1 3 0,015 (3/200)
MT22 | 5 5 7 10 10 1 3 0,500 | (100/200)
MT23 | 5 5 7 10 10 1 4 0,005 (1/200)
MT24 | 5 5 7 11 10 1 3 0,005 (1/200)
MT25 | 5 5 7 12 10 1 3 0,005 (1/200)
MT26 | 5 5 7 13 10 1 2 0,005 (1/200)
MT27 | 5 7 3 8 10 1 2 0,005 (1/200)
MT28 | 5 8 3 9 10 2 2 0,005 (1/200)
MT29 | 5 8 3 10 10 1 2 0,005 (1/200)
MT30 | 7 8 7 9 10 1 2 0,015 (3/200)
MT31 | 7 | 11 7 11 10 1 2 0,005 (1/200)
MT32 | 7 | 29 7 17 10 1 2 0,005 (1/200)
MT33 | 21 | 5 7 10 10 1 3 0,010 (21200)
MT34 | 21 | 7 10 13 10 1 2 0,005 (1/200)




Toplam izolat sayismin %50’sini (100/200) olusturan MT22, baskin MLV A
genotipi olarak tanimlandi. MT22 genotipini, %12,5 (25/200) oran ile MT6 genotipi
takip etmektedir (Sekil 3.7).
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6,00% = Diger genotipler

12,50%

Sekil 3.7. S. Enteritidis izolatlarinda yaygin MLV A genotiplerinin yiizde dagilimu.

MLVA genotipleri, izolasyon yili bazinda incelendiginde Sekil 3.8’deki gibi bir
dagilim saptandi. Baskin MLV A genotipinin 2018 ve 2019 yili izolatlarinda MT22
(swrastyla n=31 ve n=67), 2020 yil1 izolatlarinda MT6 (n=11) oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.8. S. Enteritidis izolatlarmda MLVA genotiplerinin yillara gore dagilimu.
Stiitunlar tizerinde goriilen degerler, belirtilen yildaki baskin genotipe ait toplam izolat sayisini
ifade etmektedir.
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S. Enteritidis VNTR lokuslar1 bireysel polimorfizmleri incelendiginde en fazla
varyanta sahip lokuslarin SE5 (n=9) ve SE2 (n=8) lokuslar1 oldugu anlasildi. SES ve
SE2 lokuslari, en polimorfik lokuslar kabul edildi. Buna karsilik SE1 (n=5), SE3
(n=4), SE8 (n=2) ve SE9 (n=3) lokuslarinin daha az polimorfizm gosterdigi saptandi.
SE6 lokusunda ise tek varyant tespit edilerek herhangi bir polimorfizm goriilmedi
(Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. S. Enteritidis VNTR lokuslar1 genetik gesitliligi.

VNTR lokus = Tekrar dizisi (bp) = Varyant sayisi

SE1 7 5
SE2 7 8
SE3 12 4
SE5 6 9
SE6 33 1
SE8 86 2
SE9 9 3

3.4. Antibiyotik Diren¢ Testi ve Genotiplendirme Bulgularinin

Karsilastirilmasi

S. Enteritidis izolatlar1 i¢in antimikrobiyal direng testi ve genotiplendirme
bulgular1 karsilastirildi. Bu amag¢ dogrultusunda, AMR, PFGE ve MLVA analiz
bulgular1 ile kiimes yetistirme tipi, izolasyon yili ve cografik lokasyon gibi izolat
parametreleri birlikte degerlendirildi. Analiz bulgular1 ve izolat parametrelerinin Xbal-
PFGE dendrogramu ile kombine edildigi Sekil 3.9 karsilastirma semas1 lizerinden

epidemiyolojik analiz gerceklestirildi.
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Sekil 3.9. S. Enteritidis suslari izolat verileri ve genotiplendirme bulgular1 karsilagtirma
semasi. AMR testinde direngli suslar kirmizi, orta direngli suglar turuncu ve duyarl suslar
yesil kutular ile ifade edilmektedir.
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Sekil 3.9. Devam. S. Enteritidis suslar1 izolat verileri ve genotiplendirme bulgular1
karsilagtirma semasi. AMR testinde direngli suglar kirmizi, orta direngli suslar turuncu ve
duyarl suslar yesil kutular ile ifade edilmektedir.
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4. TARTISMA

Bu tez calismast ile Tiirkiye’de ilk kez tavuk orijinli S. Enteritidis suslart MLV A
ile genotiplendirildi. Tim S. Enteritidis suslar1 icin AMR profilleri ve PFGE
genotipleri belirlendi. Elde edilen antimikrobiyal direng ve genotiplendirme bulgulart,
yetistirme tipi, izolasyon yil1 ve cografik lokasyon gibi parametreler bazinda incelendi.
Suslar arasi klonal iligki, filogenetik analiz ile ortaya konularak epidemiyolojik analiz
gerceklestirildi. MLVA genotiplendirme bulgular1 ile PFGE genotiplendirme
bulgular1 karsilastirilarak genotiplendirme yOntemlerinin avantaj ve dezavantajlari

ortaya konuldu.

Son yillarda, enfeksiyoz etkenlerin antimikrobiyal direncinde hizli bir artis s6z
konusudur. Direngli bakteriler ¢apraz kontaminasyon ile hayvan ve insanlara
bulagmakta, bulasici hastaliklarin antimikrobiyallerle tedavisi zorlagsmaktadir. Bu
nedenle, antimikrobiyal direncin artis1 kiiresel bir sorun kabul olarak edilmektedir.
MDR Salmonella izolatlarinin insan ve hayvanlarda hizla arttig1 pek ¢ok bilimsel
caligma ile bildirilmektedir. MDR Salmonella kaynakli salmonellozisin klinik tablosu
daha siddetli ve uzun seyretmektedir. Tedavisi olduk¢a zordur. Daha enfeksiyonun
baslangicinda, septisemi ve i¢ organlarda anormallikler goriilmektedir (Dominguez ve
ark., 2021 ve Eng ve ark., 2015). Bu nedenle, zoonoz Salmonella etkenlerinde
antimikrobiyal direncin takip edilmesi, halk ve hayvan sagligi icin 6nem teskil

etmektedir.

Bu tez galigmasinda, tavuk orijinli 200 adet S. Enteritidis izolatmm AMR profili
belirlendi. S. Enteritidis izolatlarinin %57’si tiim antimikrobiyallere duyarli; %39’u en
az bir antimikrobiyale kars1 direngli bulundu. Utrarachkij ve ark. (2016), Tayland’da
gerceklestirdikleri ¢alismalarinda S. Enteritidis izolatlarinin %86,6’smin en az bir

antimikrobiyale direngli oldugunu bildirmistir. Fardsanei ve ark. (2018), Iran’da
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gerceklestirdikleri ¢alismalarinda S. Enteritidis izolatlarinin %97,7’sini en az bir
antimikrobiyale kars1 direngli bulmustur. Benzer sekilde, Wei ve ark. (2019) Cin’de
gerceklestirdikleri galismalarda S. Enteritidis izolatlarinin tamaminin (%100) en az
bir antimikrobiyale direngli oldugunu bildirmistir. Calismamizda tespit edilen
%39’luk oranin, bu ¢aligmalarda belirtilen oranlarin oldukea altinda oldugu goriildii.
Bu durumun, iilkemizdeki diisiik S. Enteritidis prevalansi ile iliskili oldugu diistiniildii.
Ulkemizde 2018 yilinda raporlanmis Ulusal Salmonella Kontrol Programi (2018)
(USKP)’nda, S. Enteritidis’in broylerlerde %1,5, yumurtacilarda %0,4 prevalansta
bildirilmesi bu kaniy1 destekler nitelikte bulundu. Diisiik S. Enteritidis prevalansinin,

S. Enteritidis izolatlarinin direng kazanma riskini direkt olarak azalttig1 diisiiniildii.

Bu tez ¢aligmasinda, en yiiksek antimikrobiyal direng ampisiline (%25) karsi
gozlendi. Bu bulgu, Shang ve ark. (2021)’nin ‘yiiksek direncin proflaksi ve biiyiimenin
desteklenmesi amaciyla yetistiriciler tarafindan kanatl tiretiminde ampisilinin yaygin
kullannmindan kaynaklandigi’ kanisin1 desteklemektedir. Calismamiz ile benzer
olarak, Mezal ve ark. (2014), S. Enteritidis suslarinda en yiiksek direnci (%35)
ampisiline karsi tespit etmistir. Tavuk orijinli Salmonella izolatlarinda ampisilin
direncini karsilastirmak i¢in tilkemizdeki ¢alismalar da incelendi. Kahraman ve ark.
(2018) Salmonella izolatlarinda %12,5 oranda ampisilin direnci saptamigtir. USKP
kapsaminda ise tiim S. Enteritidis suslarmda ortalama ampisilin direnci %12,3 oranda
bulunmustur. Ayni raporda broyler S. Enteritidis izolatlarimda %10, yumurtaci S.
Enteritidis izolatlarinda %33,3 ampisilin direnci bildirilmistir (Tarim ve Orman
Bakanhigi, 2018). Calismamizda broyler S. Enteritidis izolatlarinda %23, yumurtaci S.
Enteritidis  izolatlarnda %50 ampisilin  direnci bulundu. Tim bulgular
karsilastirildiginda, 2018-2020 siirecinde hem ortalama ampisilin direncinin hem de
yetistirme tipine gore ampisilin direnglerinin arttig1 goriilmektedir. Ayrica yumurtact
izolatlarda, broyler izolatlara kiyasla daha yiiksek ampisilin direnci saptanmasi
acisindan USKP ve ¢aligmamiz bulgular1 paralel bulundu. S. Enteritidis izolatlarinda
zamana bagli olarak artan ampisilin direnci, bu antimikrobiyalin tedavideki basarisi

acisindan endise verici bulundu.
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AMR testi ile sefalosporin grubu sefotaksim (%21), seftazidim (%15) ve
seftriakson (%12) antimikrobiyallerine kars1 direng ortalama direncin (%8,9) tizerinde
bulundu. 2018 yil1 USKP kapsaminda sefotaksim gibi sefalosporinlere kars1 direngli
S. Enteritidis izolat1 tespit edilmedi (Tarim ve Orman Bakanligi, 2018). Benzer
sekilde, Giiran ve ark. (2020) tavuk orijinli Salmonella izolatlarinda seftazidim ve
seftriakson gibi sefalosporinlere karsi direng olmadigini bildirdi. Bu bulgular
dogrultusunda, caligmamizda %12 ile %21 oraminda degisen sefalosporin direnci
saptanmasi, sefalosporin direncinde artis oldugunu gosterdi. Boylelikle Wei ve ark.
(2019) tarafindan bildirilmis ‘sefalosporinlere karsi artan direng’ kanis1 desteklenmis

oldu. Sonug olarak, sefalosporin direncindeki artigin izlenmesinin gerektigi diisiiniildi.

Florokinolon grubu antimikrobiyallerden siprofloksasin, WHO tarafindan
salmonellozis tedavisinde birinci basamak antimikrobiyal olarak 6nerilmektedir. Bu
caligmada, izolatlarm yalnizca %4’i siprofloksasine direngli bulundu. Utrarachkij ve
ark. (2016), Fardsanei ve ark. (2018) ve Giiran ve ark. (2020) tarafindan sirasiyla
%51,1, %90,9 ve %100 olmak {iizere yiiksek siprofloksasin direnci bildirilmistir.
Calismamizda ise diisiik siprofloksasin direnci (%4) saptandi. Bu bulgu, Wang ve ark.
(2019) Salmonella izolatlarinda diisiik siprofloksasin direnci saptadig1 ¢caligmalari ile
uyumlu bulundu. Bu c¢alismada, genis spektrumu sayesinde siprofloksasinin
salmonellozis tedavisinde kullanishh bir antimikrobiyal oldugunu vurgulanmistir.
Calismamizda diisiik direng saptanmasina ragmen, en yiiksek orta direngliligin (%23)
siprofloksasine kars1 tespit edilmesi siprofloksasinin direncinin izlenmesi gerektigini
gosterdi. Insan salmonellozis vakalarinda, siprofloksasin siklikla ilk swrada
kullanilmaktadir. Bu nedenle, direngli bakterilerin kontamine gidalar ile alinmasi
insanlarda tedaviyi olumsuz etkileyecek 6nemli bir risk olarak kabul edilmektedir
(Jiang ve ark., 2021).

Bu ¢aligmada, florokinolon grubu bir diger antimikrobiyal olan nalidiksik asite
kars1 %6 oraninda direng saptandi. Calismamizin aksine, Utrarachkij ve ark. (2016) ve
Fardsanei ve ark. (2018) tarafindan yiiksek nalidiksik asit direnci (%83,2 ve %77,3)
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bildirilmistir. Benzer sekilde, Shang ve ark. (2021), Salmonella izolatlarinda %97
oraninda nalidiksik asit direnci raporlamistir. Nalidiksik asit, Salmonella iliskili
enfeksiyonlarm tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Dolayisiyla artan nalidiksik asit

direncinin tedaviyi sekteye ugratacagi diisiiniilmektedir.

Tiim S. Enteritidis izolatlarinda %21 oraninda MDR S. Enteritidis saptandi. Bu
bulgu, Yang ve ark. (2002) ve Utrarachkij ve ark. (2016) calismalarinda raporlanan
MDR S. Enteritidis bulgular1 ile uyumlu bulundu. Yang ve ark. (2002) %21 oranda
MDR S. Enteritidis; Utrarachkij ve ark. (2016) %25,5 oranda MDR S. Enteritidis
tespit etmistir. Fardsanei ve ark. (2018) Iran’da %68,2, Wei ve ark. (2019) Cin’de
%81, Shang ve ark. (2021) Giiney Kore’de %52,8 olmak iizere yiiksek MDR S.
Enteritidis oran1 bildirmistir. Yiiksek MDR orani bildirilen bu c¢aligmalara kiyasla,
tilkemizde MDR S. Enteritidis oranimnin daha diisiik oldugu goriildii. Bu durumun S.
Enteritidis’in izlenmesine yonelik iilkesel kontrol stratejileri farkliliklarmdan
kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Ulkemizde USKP‘nin kapsamli sekilde uygulanmasi
sayesinde diisiik S. Enteritidis prevalans: ve buna bagl olarak da diisik MDR S.

Enteritidis oran1 tespit edildigi sonucuna varildi.

S. Enteritidis izolatlar1 arasinda 25 farkli MDR profili gozlendi. Bir bakteri
izolatinda en fazla 9 farkli antimikrobiyale karsi direng tespit edildi. MDR profilleri
arasinda AMP-CTX-CAZ-CRO-MEM-S heksa-resistant profilinin %214 oran ile
baskin MDR profili oldugu saptandi. Baskin MDR profilinden sonra en yiiksek orana
sahip MDR profilleri, AMP-CTX-CAZ-CRO-MEM (%12) ve AMP-CTX-MEM-S ve
CTX-CAZ-MEM (%10) olarak tanmimlandi. Utrarachkij ve ark. (2016) ise MDR
Salmonella izolatlarinda ampisilin ve nalidiksik asite kars1 direncin ortak oldugunu
bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda tanimlanmis baskin MDR profillerinde, Utrarachkij
ve ark. (2016) bulgulari ile benzer olarak ampisilin yer almaktadir. Pek ¢ok ¢alismada
nalidiksik asit direncinin yiiksek bulundugu ve MDR Salmonella profillerinde ortak
olarak gozlendigi bildirilmistir. Ornegin, Fardsanei ve ark. (2018) caligmalarinda

baskin MDR profillerinde ortak olarak siprofloksasin ve nalidiksik asit tespit etmistir.

39



Siprofloksasin ve nalidiksik asit, bu tez ¢alismasinda bulunan MDR profillerinden
yalnizca birinde (C-CIP-NA) bulunmaktadir.

S. Enteritidis, diinya ¢apinda insanlarda en yaygin gozlenen salmonellozis
etkenidir. Afrika, Amerika, Asya ve Avrupa iilkelerinde insan salmonellozis salgin ve
sporadik vakalarinda baskin Salmonella serovaridir (Fardsanei ve ark., 2018). Major
bulagsma yolunun kontamine kanatl iiriinleri tiikketimi ile gida zincirine gegis oldugu
bilinmektedir (EFSA, 2017 ve Liu ve ark., 2011). Kontamine yumurta ve kanath eti
tilketiminden kaynaklanan S. Enteritidis salginlar1 iizerine pek ¢ok bilimsel ¢aligma
bulunmaktadir (Mezal ve ark., 2014). Bulasma kaynag: disiiniildiigiinde, kanatl S.
Enteritidis suslarinin epidemiyolojisinin belirlenmesi biiyiikk 6nem teskil etmektedir
(Hashemi ve ark., 2017). Salgin kaynagi ve bulagsma rotalarinin saptanmasina yonelik
epidemiyolojik ¢aligmalar kontaminasyonun dnlenmesine ve kontrol programlarmin
gelistirilmesine yardimci olmaktadir (Fardsanei ve ark., 2018). S. Enteritidis
salginlarinda enfeksiyonun etkin kontrolii ve verimli bir epidemiyolojik analiz i¢in

molekiiler tiplendirme yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Liu ve ark., 2016).

S. Enteritidis genotiplendirme yontemlerinden ilki, altin standart PFGE'dir.
PFGE, aymrim giicii yiiksek bir genotiplendirme yontemidir (Tang ve ark., 2019).
Ancak laboratuvar is yiikii fazla ve zaman alan bir analiz olup genis 6rnek gruplari igin
elverisli degildir (Dewaele ve ark., 2012). Yiiksek oranda klonal ve genetik homojenite
gosteren S. Enteritidis salgin suslariin tiplendirilmesinde ayirim giicli sinirlt kabul
edilmektedir (Liu ve ark., 2011 ve Muvhali ve ark., 2017). Alegbeleye ve Sant’Ana
(2020), calismalarinda PFGE’nin S. Enteritidis salgin takibinde sinirli ayirim sagladigi
kanisint desteklemistir. Arastirmacilar, PFGE’in smirli ayirim sorununu ¢ozmede
MLVA yonteminin gii¢lii potansiyele sahip oldugunu belirtmistir. Bu nedenle, S.
Enteritidis epidemiyolojisini saptamada PFGE’e alternatif ya da ek olarak MLV A
onerilmektedir. MLV A, PFGE’e kiyasla belirli avantajlara sahiptir. Baslica avantajlari
is yiikll az, ucuz, kolay ve kisa siirede tamamlanabilen bir genotiplendirme yontemi

olmasidir. Ayni zamanda tekrarlanabilir ve karsilastirilabilir sonuglara sahip olmasi
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yoniinden verimli bir yontem olarak kabul edilmektedir (Campioni ve ark., 2013 ve
Tang ve ark., 2019). Laboratuvarlar arasi ¢alismalarda standardizasyonu kolaydir (Liu
ve ark., 2016). Genis ornek gruplari igin elveriglidir. Pek ¢ok bilimsel ¢aligmada S.
Enteritidis genotiplendirmesinde ayirim giicii bakimindan PFGE’den daha giiclii

oldugu sonucuna varilmistir (Dewaele ve ark., 2012 ve Ferrari ve ark., 2017).

Amerika, Asya, Avrupa, Brezilya, Gliney Afrika lilkelerinde olmak tizere Diinya
capinda, S. Enteritidis icin MLV A ile genotiplendirme yapilmis cesitli caligmalarda
MLVA’nin epidemiyolojisini saptamada kullanigh oldugu vurgulanmistir (Campioni
ve ark., 2013 ve Muvhali ve ark., 2017). MLVA, &zellikle kanatli ve insan orijinli S.
Enteritidis suslarinin genetik yakmnligmi saptamak icin kullanilmaktadir. Ornegin
Marcantonio ve ark. (2020), 2018 yilinda Italya’da gerceklesmis bir S. Enteritidis
salgini epidemiyolojik a¢idan incelenmistir. Arastirmacilar, MLV A ile insan ve kanath
orijinli suslarin genetik olarak benzer oldugunu saptamistir. Ayrica tiramisu orijinli S.
Enteritidis izolatt MLVA genotipinin, Polonya yumurtalar1 ile yakindan iligkili
oldugunu bildirmislerdir. Saptadiklart MLVA genotipinin, kanath iiriinleri ve
insanlarda ortak MLVA genotipi olarak ¢oklu-iilke salginlarna neden oldugu
raporlanmistir. Bu arastirma, insanlardaki S. Enteritidis salmonellozis salginlarinin

kontamine kanatl tiriinleri tiiketiminden kaynaklanmasina iyi bir delil niteligindedir.

S. Enteritidis MLV A ile genotiplendirilmesi tizerine farkli pek ¢ok test protokolii
bulunmaktadir. CDC PulseNet MLVA standart operasyon prosediiriine gore
gerceklestirilmis ¢alismalara Mezal ve ark. (2014), Bartholomew ve ark. (2014), Liu
ve ark. (2016) ve Wei ve ark. (2019) calismalar1 6rnek verilebilir. Mezal ve ark. (2014)
kanatli ve klinik orijinli S. Enteritidis suslar1 i¢in PEFGE ve MLV A ile genotiplendirme
hedefledigi ¢aligmada, 60 adet sus icin 6 farkli PFGE paterni ve 18 farkli MLVA
genotipi belirlenmistir. En yaygin PFGE genotipinde tiplendirilmis 41 izolatin, 14
farkli MLVA genotipine dagildigi belirtilmistir. Arastirmacilar, kanatli ve klinik
orijinli S. Enteritidis suslar1 ayirimmda PFGE analizi ayirim giiciiniin smirli oldugunu

ve MLVA analizinin yiiksek aymrim giicii ile epidemiyolojik analizde kullanisl bir
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yontem oldugunu belirtmislerdir. Bartholomew ve ark. (2014), ¢alismalarmda MLV A
genotipinin izolat orijini diizeyinde ayirima olanak sagladigini gostermistir. Liu ve ark.
(2016), insan salgin suslart molekiiler epidemiyolojisini saptamaya yonelik
caligmalarinda, MLVA yonteminin tatmin edici ve etkili bir aywrim sagladigini
belirtmistir. MLV A’nin, S. Enteritidis salmonellozis salginlarinda rutin tiplendirmede
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Genotiplendirme sonucunda, 29 farkli PFGE
genotipi ve 33 farklt MLV A genotipi tespit edilmistir. MLV A ile 2 farkli salginin ayn1

orijini paylastigi ve epidemiyolojik olarak yakindan iliskili oldugu anlasilmistir.

CDC PulseNet MLVA yontemi ile etkin bir genotiplendirme ¢alismasi, Wei ve
ark. (2019) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada, klinik orijinli 79 adet S. Enteritidis
izolatt MLV A ve PFGE ile genotiplendirilmistir. 26 farkli MLV A genotipi ve 33 farkli
PFGE genotipi tespit edilmistir. Calismada, iki yontemin kombinasyonu ile 60 farkl
genotip elde edilmistir. MLVA ve PFGE kombinasyonu ile yapilan S. Enteritidis
genotiplendirilmesinin PFGE ya da MLV A’nm tek basina kullanimimdan daha giiglii
bir ayrim sagladigi belirtilmistir. Wei ve ark. (2019) benzer olarak, Kim ve ark. (2014)
ve Mezal ve ark. (2010) calismalarinda S. Enteritidis salgin suslarinin gii¢lii ayrimi1

icin MLVA ile PFGE kombinasyonunu 6nermektedir.

Bu tez caligmasinda, VNTR lokus polimorfizmleri karsilastirildiginda en
polimorfik lokusun SES5, en stabil lokusun SE6 oldugu tespit edildi. Bu bulgular, Liu
ve ark. (2016), Mezal ve ark. (2014), Wei ve ark. (2019) bildirdikleri polimorfizm
bulgular1 ile uyumlu bulundu. Mezal ve ark. (2014) da en stabil lokusu SE6, en
polimorfik lokusu SE5 olarak saptamustir. Liu ve ark. (2016), benzer olarak SE3, SE6
ve SE8 lokuslarinin daha az polimorfik oldugunu, polimorfizmi en yiliksek olan
lokusun SES5 lokusu oldugunu bildirmistir. Wei ve ark. (2019) da en polimorfik
lokusun SE5 oldugunu bildirmistir. Téim bulgular goz 6niine alindiginda 2014 yilindan
giinlimiize dek polimorfik lokusun ayni oldugu tespit edildi. Bu durum, MLVA
genotiplendirme ¢aligmalarinda yakin iligkili suglarm ayrimi igin SE5 lokusunun ilk

sirada kullanilabilecegini diisiindiirdii.
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Bu tez calismasinda S. Enteritidis izolatlari, antimikrobiyal direng ve
genotiplendirme bulgular1 karsilastirildi. Bu karsilagtirma, Xbal-PFGE analizi
dendrogramu iizerinden gerceklestirildi. i1k olarak A ve B taksonlari, izolatlarin kiimes
yetistirme tipi yoniinden incelendi. A taksonunda yer alan suslarin %92°ni (106/115)
broyler izolatlar1 olusturmaktadir. B taksonunda ise broyler izolatlarin %37’si
(61/167), broyler damizlik izolatlarinin %79°u (11/14), yamurtac1 izolatlarinin %67’si
(12/18) ve 1 adet yumurtact damizlik izolat1 yer almaktadir. Sonug olarak, baskin A
taksonunun B taksonuna kiyasla kiimes yetistirme tipi yoniinden daha az c¢esitlilige

sahip oldugu goriildii.

PFGE ve MLVA genotipleri, izolatlarm kiimes yetistirme tipi ve cografik
lokasyonu yoniinden karsilastirildi. Afyon ili orijinli yumurtaci izolatlarin tamaminin
B2 alt taksonunda yer aldig1 ve PT32 genotipinde oldugu saptandi. Bu izolatlarin
MLVA genotipi incelendiginde 2019 yili izolatinin MT6, 2020 yili izolatlarinin ise
MT4 genotipinde oldugu goriildii. Bu noktada MLV A’ ’nin yetistirme tipi, cografik
lokasyon ve PFGE genotipi ayni izolatlarin izolasyon yilina gore ayirimina olanak
sagladig1 anlasildi. Ayni zamanda, MT4 ve MT6 genotipleri arasindaki SE2
lokusundaki tek tekrarlik farklilik izolatlarin genetik a¢idan yakin oldugunu gérmeye
de olanak sagladi. Boylelikle MLVA ile aym kiimes yetistirme tipine, cografik
lokasyona ve PFGE genotipine sahip izolatlarin genetik yakmligi goriiliirken ayni
zamanda izolasyon yilina gore ayrimi da yapildi. Sonug olarak bu izolatlar igin MLV A
ve PFGE genotipleri ile izolatlarm kiimes yetistirme tipi, cografik lokasyonu ve
izolasyon yili arasinda bir korelasyon tespit edildi. Aydin ili orijinli tek yumurtaci
izolati, PT32 ve MTI15 genotipinde bulundu. Dolayisiyla bu izolatin Afyon ili
yumurtaci izolatlari ile yakligi PFGE ile, cografik lokasyona gore ayrimi ise MLV A
ile ortaya kondu. Ankara ili orijinli broyler damizlik izolatlarinin tamami, B1 alt
taksonunda yer almaktadir. 2020 yilinda izole edilmis bu izolatlarin PT25 ve MT10
genotipinde oldugu belirlendi. Kiimes yetistirme tipi, izolasyon tarihi ve cografik
lokasyonu ortak olan izolatlarin ayni genotipte oldugu anlasildi. A1 alt taksonunda yer

alan Ankara ili orijinli tek broyler izolatin ise PT6 ve MT22 genotipinde oldugu
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saptand1. Yetistirme tipi degistiginde genotiplerin de degismesi, PFGE ve MLVA ile

yetigtirme tipine gore ayirim saglandigimi gosterdi.

Campioni ve ark. (2013) yapmis oldugu calismada, Brezilya ve Kuzey
Amerika’da insan, gida ve kanath orijinli 188 adet S. Enteritidis susu MLVA ile
genotiplendirilmistir. Genotiplendirme sonucunda, MLV A’nin genetik acidan yiiksek
homojeniteye sahip pandemik suslarin bdlgesel aywriminda basar1 sagladigi
gorilmistir. Boylelikle MLVA ile cografik lokasyona gore ayrimin saglanmasi
acisindan bu tez ¢alismasi ve Campioni ve ark. (2013) ¢aligmasi paralel bulundu.
MLVA ile izolasyon yili ve cografik lokasyona gore ayrim saglandigi, Muvhali ve ark.
(2017) tarafindan da bildirilmistir. Calismalarinda 7 farkli gida salgmindan izole
edilmis 39 adet S. Enteritidis susu MLVA ile tiplendirilmistir. Genotiplendirme
sonucunda, 3 farkli MLV A genotipi elde edilmis ve bunlarin salgmlarin gerceklestigi
yillara ve cografik lokasyonlara paralel olarak degiskenlik gosterdigi anlasilmistir.
Aragtirmacilar, MLV A’nin epidemiyolojisini saptamak i¢in verimli bir ara¢ oldugunu
bildirmistir. Kobayashi ve ark. (2014) kanatl, domuz ve ke¢i orijinli 79 adet S.
Enteritidis susunu MLVA ile tiplendirdigi calismada, 14 farkli MLV A genotipi tespit
edilmistir. Genotiplendirme sonucunda, MLVA genotiplerinin 1975-2009 yillar1
arasindaki baskin salgin susunun yillara gore degisimi ile epidemiyolojisinin tespitini
sagladig1 belirtilmistir. Farkli olarak, Wei ve ark. (2019), PFGE ve MLVA genotipleri
ile cografik lokasyon arasinda herhangi bir iliski olmadigini belirtmislerdir. Bu

nedenle, izolatlar sporadik vaka oldugunu diistinmiislerdir.

AMR testi bulgulari, PFGE ve MLVA genotipleri yoniinden incelendi.
Siprofloksasine kars1 orta direnglilik gdsteren izolatlarm biiyiik ¢ogunlugunun (%76)
baskin A taksonunda yer aldig1 ve tamaminin broyler orijinli oldugu belirlendi. Bu
bulgu, broyler tavuk orijinli Salmonella izolatlarinda yiiksek siprofloksasin direnci

bildiren ¢alismalar ile uyumlu bulundu (Xiong ve ark., 2020).
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MDR S. Enteritidis izolatlarinin %26’smin baskin PT6 genotipinde oldugu ve
%355 nin baskin MT22 genotipinde oldugu belirlendi. Bu durum, baskin genotiplerde
antimikrobiyal direncin daha yaygin oldugunu diisiindiirdii. Ayrica MDR S. Enteritidis
izolatlarmimn biiyiik ¢ogunlugunun (%81) Xbal-PFGE dendrogrami A taksonununda
yer aldig1 saptandi. Bu nedenle, yaygin genotipteki izolatlarda ¢oklu ilag direncliligin
yiiksek oldugu anlasildi. Fardsanei ve ark. (2018) ile Wei ve ark. (2019) ¢alismalarinda
S. Enteritidis izolatlar1t AMR profilleri ile PFGE genotipleri arasinda herhangi bir iligki
gozlenmedigi belirtilmistir. Ayrica baskin MDR profili AMP-CTX-CAZ-CRO-S-
MEM-S olan heksa-resistant izolatlarm tamami MT22 genotipinde bulundu. Bu
noktada, baskin MLV A genotipi MT22 ile baskin MDR profili arasinda bir korelasyon
belirlendi. Bu duruma, Utrarachkij ve ark. (2016) calismasi 6rnek verilebilir.
Calismada MT 5-5-11-7-3 ile nalidiksik asit ve ampisilin direnci arasinda; MT 5-5-9-
73 ile trimetoprim-siilfametoksazol ve tetrasiklin direnci arasinda anlamli bir iliski

oldugu belirtilmistir.

MDR S. Enteritidis izolatlari, kiimes yetistirme tipi, izolasyon yil1 ve cografik
lokasyonu bazinda karsilastirildi. Coklu-ilag direncine sahip izolatlarmin %931
(39/42) olmak iizere biiyiik ¢ogunlugunun broyler yetistirme tipinde oldugu tespit
edildi. Bu bulgu, broyler tavuk orijinli S. Enteritidis izolatlarinda antimikrobiyal

direncin olduke¢a yliksek oldugunu ortaya ¢ikardi.

Bu tez ¢alismasi ile S. Enteritidis izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisinin
aragtirtlmasinda MLVA ve PFGE yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 belirlendi.
MLVA yonteminin PFGE’e kiyasla kolay uygulanabilir, is yiikii az ve kisa stirede
tamamlanabilen bir yontem oldugu belirlendi. Dolayisiyla, MLVA’nin rutin
genotiplendirme uygulamalar1 i¢in verimli bir yontem oldugu disiiniildii. PFGE,
kullanilan kimyasallarin hazirlanmasi da dahil beceri gerektiren pek ¢cok manuel islem
icermesi agisindan uygulanmasi zor bir yontem oldugu diistiniildii. PFGE ile herhangi
bir konfirmasyon sansi olmaksizin genotiplendirme tamamlanirken, MLVA’da

elektroforez ya da fragment analizi ile genotiplendirme tamamlanmadan
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konfirmasyonunun miimkiin oldugu belirlendi. Boylelikle MLVA ile genis 6rnek
gruplar1 i¢in kisa siirede genotiplendirme yapabilmenin miimkiin oldugu saptandi.
Ancak PFGE’nin genis O0rnek gruplari igin siire, maliyet ve uygulamanin zorlugu
acisindan elverisli bir yontem olmadig1 anlasildi. Uygulamalardaki farkliliklarin yani
sira MLVA ve PFGE, genotiplendirme bulgular1 yoniinden de karsilastirildi. Ayirim
giicii agisindan iki yontem arasinda belirgin bir farklilik gériilmedi. Hem MLVA hem
de PFGE ile belirli izolat gruplarinda izolatlarn orijinlerine gore ayirim
gerceklestirildi. Ancak MLV A’nin kiimes yetistirme tipi, cografik lokasyonu ve PFGE

genotipi ayni izolatlarn arasinda izolasyon yilina gore ayirimini sagladigi tespit edildi.
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5. SONUC ve ONERILER

S. Enteritidis, Diinya capinda insan salmonellozis vakalarinda en yaygin
gozlenen Salmonella serovaridir. Major bulasma yolunun kontamine kanatl tiriinleri
tilketimi ile gida zinciri oldugu bilinmektedir. S. Enteritidis salginlarinda enfeksiyonun
etkin kontrolii i¢in salgm kaynaginin ve bulagsma rotalarinin saptanmasina yonelik
epidemiyolojik analiz olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla, genotiplendirme yOontemleri
siklikla kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasi ile Tirkiye’de ilk kez tavuk orijinli S.
Enteritidis suslart MLVA ile genotiplendirildi. Tim S. Enteritidis suslar1 icin AMR
profilleri ve PFGE genotipleri belirlendi.

Antimikrobiyal direng testi ile tiim izolatlarin %57’s1 kullanilan tiim
antimikrobiyallere karsi duyarli bulundu. En yiiksek antimikrobiyal diren¢ (%25)
ampisiline kars1 bulunurken, tiim suslarin trimetoprim-siilfametoksazole kars1 duyarh
oldugu saptandi. Ulkemizde gerceklestirilmis ¢alismalar incelendiginde, ampisilin
direncinin zaman igeriSinde arttig1 belirlendi. Tim S. Enteritidis izolatlarinda %21
oraninda MDR S. Enteritidis saptandi. MDR S. Enteritidis izolatlarmm %93’niin
broyler orijinli izolatlar oldugu belirlendi. Yiiksek MDR orani bildirilen Diinya
capmdaki pek ¢ok calismaya kiyasla, iilkemizdeki MDR S. Enteritidis oraninin daha
diisiik oldugu gorildii. Bu durumun, S. Enteritidis’in izlenmesine yonelik iilkesel

kontrol stratejileri basarisindan kaynaklandigi diisiiniildii.

PFGE ve MLVA yontemleri ile genotiplendirme sonucunda 32 farkli PFGE
genotipi ve 34 farkli MLVA genotipi saptadi. Ayirim giicli agisindan iki yontem
arasinda belirgin bir farklilik saptanmadi. Belirli 6rnek gruplarinda, MLV A ve PFGE
genotipleri ile izolatlarin kiimes yetistirme tipi, cografik lokasyonu ve izolasyon yili
arasinda bir korelasyon tespit edildi. MLV A ile ayn1 kiimes yetistirme tipine, cografik
lokasyona ve PFGE genotipine sahip izolatlarin genetik yakinligi goriiliirken ayni

zamanda izolasyon yilina gore ayrim yapildi. Ayrica baskin MDR profiline sahip
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izolatlarin tamamimnin, baskin MLVA genotipinde oldugu belirlendi. MLVA
genotiplendirme bulgular1 ile PFGE genotiplendirme bulgular1 karsilastirilarak
genotiplendirme yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari ortaya konuldu. MLVA
yonteminin PFGE’e kiyasla kolay, is yiikii az ve kisa siirede tamamlanabilen bir
yontem oldugu saptandi. MLV A’nin genis 6rnek gruplar1 ve rutin genotiplendirme

uygulamalar1 i¢in daha elverisli bir yontem oldugu sonucuna varildi.
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OZET

Tiirkiye’deki Tavuk Orijinli Salmonella Enteritidis Suslarinin MLVA ve PFGE

ile Genotiplendirilmesi ve Antimikrobiyal Direncin Saptanmasi

Salmonellozis enfeksiyonu, tifoidal olmayan Salmonella serovarlarinin neden oldugu
zoonoz bir enfeksiyondur. Diinya ¢apinda yaygin, gida kaynakli zoonoz enfeksiyonlarin
basmda gelmektedir. Kontamine gida ve i¢me suyu ile gida zincirine bulasmanin olmasi, halk
sagliginda ciddi riskler olusturmaktadir. Insanlarda yillik ortalama 94 milyon gastroenterit
vakasi ile 155,000 6lim meydana gelmektedir. EFSA 2019 yil1 zoonotik etkenler raporuna
gore, insanlarda en yaygin gozlenen Salmonella serovari, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Enteritidis’dir (%50,3). Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (S.
Enteritidis) i¢in major bulasma yolunun kontamine yumurta ve kanath eti tiikketimi oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, tavuk orijinli S. Enteritidis suslarimin ¢esitlilik ve
epidemiyolojilerinin belirlenmesi salmonellozis enfeksiyonunun izlenmesi ve kontrol altina
alinmasi igin oldukg¢a 6nemlidir. Gliniimiizde salmonellozis epidemiyolojisinin belirlenmesi
amaciyla siklikla genotiplendirme yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri Multiple
Locus Variable Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA)’dir. MLVA, Salmonella
etkenlerinin molekiiler epidemiyolojisinin saptanmasinda kullamilan altin standart Pulsed-
Field Gel Electrophoresis (PFGE) ile kiyaslanabilir diizeyde yiiksek ayirim giiciine sahip bir
genotiplendirme yontemidir. Bu c¢alismada, Tirkiye’deki farkli illerde yer alan tavuk
kiimeslerinden izole edilmis 200 adet S. Enteritidis susunun MLVA ile PFGE genotiplendirildi
ve AMR (antimicrobial resistance) profilleri belirlendi. AMR testi sonucunda %21 oranda
MDR (multi-drug resistant) S. Enteritidis tespit edildi. Ulkemizde ilk kez bu ¢alisma ile tavuk
orijinli S. Enteritidis suslar1 igin MLVA ile genotiplendirme gergeklestirildi. PFGE ile 32
PFGE genotipi (PT), MLVA ile 34 MLVA genotipi (MT) saptandi. Baskin genotiplerin PT6
ve MT22 oldugu belirlendi. iki yontemin de belirli érnek gruplarinda izolatlarin kiimes
yetistirme tipi, izolasyon yil1 ve cografik lokasyona goére ayirimina olanak sagladigi anlasildi.
PFGE’e kiyasla MLV A y6nteminin kolay ve kisa siirede tamamlanabilen bir genotiplendirme
yontemi oldugu belirlendi. Ayrica MLVA’nin genis 6rnek gruplarinda kullamilabilir bir
yontem oldugu tespit edildi.

Anahtar Sézciikler: AMR, Epidemiyoloji, MLVA, PFGE, Salmonella Enteritidis.
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SUMMARY

Antimicrobial Resistance and Genotyping by MLVA and PFGE of Chicken
Originated Salmonella Enteritidis in Turkey

Salmonellosis is a zoonotic infection caused by nontyphoidal Salmonella serovars. It is
one of the leading food-borne zoonosis infections worldwide. Transmission to the food chain
poses serious risks to public health with contaminated food and drinking water. In humans, an
average of 94 million gastroenteritis cases occur annually, with 155.000 deaths. According to
the EFSA 2019 zoonotic agents report, the most common Salmonella serovar in humans is
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (50.3%). The consumption of
contaminated eggs and poultry meat is known to be the major transmission route for
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis). Therefore,
determination of diversity and epidemiology of chicken originated strains is important in
monitoring and controlling salmonellosis infection. Nowadays, genotyping methods are
frequently used to determine epidemiology of salmonellosis outbreaks. Multiple Locus
Variable Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA), is one of these methods. MLVA is
genotyping method that is used to reveal the molecular epidemiology of Salmonella agents
and has a high discriminatory power comparable to the gold standard Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE). In this study, a total of 200 S. Enteritidis strains genotyped by MLVA
and PFGE and determined AMR (antimicrobial resistance) profiles which were isolated from
chicken coops in different cities in Turkey. As result of the AMR test, MDR S. Enteritidis was
detected with rate of 21%. For the first time in our country, genotyping was performed by
MLVA for chicken originated S. Enteritidis strains. 32 PFGE genotypes (PT) were detected
with PFGE, and 34 MLVA genotypes (MT) were detected with MLVA. Dominant genotypes
were determined to be PT6 and MT22. It was understood that both methods allowed the
separation of isolates according to poultry breeding type, isolation year and geographical
location in some sample groups. Compared to PFGE, the MLVA method was determined to
be an easy and short-term genotyping method. In addition, MLV A was detected to be a useful
method in large sample groups.

Keywords: AMR, Epidemiology, MLVA, PFGE, Salmonella Enteritidis.
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