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Dalgali Alan Jel Elektroforezi (PFGE) yontemi ile tanimlanan 18 adet Salmonella
Infantis susunun ila¢ direnglilikleri 16 farkli antibiyotik kullanilarak incelenmis ve
DMC 40 susunun diger suslardan farkli bir direng profiline sahip oldugu belirlenmistir.
Coklu ila¢ direnclilik 6zelligine sahip S. Infantis iiyelerinin tamaminin 206.5 kb
biiytikliikte ortak bir plazmid icerdigi saptanmistir. Konjugasyon denemeleri 206.5 kb
plazmidin konjugal aktarim yetenegi icerdigine ve nalidiksik asit direnglilik 6zelligini
kodladigina isaret etmistir. S. Infantis suslarindaki nalidiksik asit direngliligin molekiiler
mekanizmasiin analizi i¢in uygun primerler kullanilarak gyr4 gen bdlgesi
cogaltilmistir. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) iiriinlerinin dizi analizi sonucunda bu
gen bolgesinde Ser83—Tyr (TCC—TAC) nokta mutasyonu tespit edilmistir. Bu nokta
mutasyonunun 206.5 kb biiytikliikteki konjugatif plazmid tizerindeki gyrA4 geni tizerinde
tespit edilmesi, nalidiksik asit direncliliginin s6z konusu plazmid tarafindan
kodlandigin1 dogrulamistir. Tanimlayict PZR c¢alismalari sonucunda 206.5 kb
biiyiikliikteki plazmidin alict sustan farkli bir sinif I integron igerdigi ve bu integronun

gyrA geni ile iliskili oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT
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Antibiotic resistance characteristics of 18 Salmonella Infantis strains that were
identified by Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) was investigated by using 16
different antibiotic and it was determined that DMC 40 has a different resistance profile
than the other strains. All S. Infantis members features of multi drug resistance was
found to contain 206.5 kb common plasmid. Conjugation assays were pointed out that
the 206.5 kb plasmid has conjugally transfer ability and encoded nalidixic acid
resistance property in host strains. To determine the molecular mechanism of nalidixic
acid resistance in S. Infantis strains, gyr4 gene cluster was amplified with specific
primers. As a result of sequence analysis of PCR (Polymerase Chain Reaction)
products, Ser83—Tyr (TCC—TAC) point mutation was detected. Detecting this point
mutation at gyrA gene site of 206.5 kb size conjugative plasmid confirmed that nalidixic
acid resistance characteristic was encoded on this plasmid. End of descriptive PCR
(Polymerase Chain Reaction) it was detected that 206.5 kb plasmid had different class I

integron from recipient strain and this integron had a relation with gyrA gene.
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1. GIRIS

Soguk kanli hayvanlardan insana kadar ¢ok genis bir konak¢1 dizgesine sahip olan
Salmonella suslari, diinyada en yaygin gida kaynakli hastalik etmenleridir. Bazi
serotipler konake¢1 spesifik ozellik gostermekle birlikte biiyilik c¢ogunlugu capraz
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1 tiim sicak kanli hayvan
orijinli Salmonella serotipleri insan i¢in potansiyel patojen olarak tanimlanmaktadir.
Ana Salmonella bulas1 kaynaklar1 basta tavuk eti olmak iizere, sigir, domuz etleri,
yumurta ve siit irlinleri olarak tanimlanmistir. Kontamine gidalar tiiketildiginde,
Salmonella tiyeleri midenin asidik kosullarini tolore eder ve ince barsakta kolonize olur.
Ince barsak epiteline tutunmay1 lamina propria’ya giris izler. Bu bdlgede tifoit olmayan
Salmonella serotipleri lokal enfeksiyonu baslatir. S. Typhi ise bu asamadan sonra

sistemik enfeksiyona yol acar.

Antimikrobiyel ajanlarin sadece hastaliklarin tedavisinde degil gida iiretiminde
koruyucu olarak yaygin bir sekilde kullanimi, patojenlerde direnglilik gelisimi i¢in ciddi
bir secici baski olusturmaktadir. 1950’li yillardan beri bakterilerin gerek dogal ve
gerekse klinik izolatlarinda artan ilag direnglilik fenotipleri tanimlanmaktadir.
Salmonella serotiplerinde 6zellikle coklu ilag direnclilik gelisimine paralel olarak,
salginlarda % 0.2 olan 6liim oran1 % 4’e kadar ulagsmistir. Coklu ilag direngli suslarin
neden oldugu enfeksiyonlarda bir diger ©Onemli sorun, tedavide kullanilacak
antibiyotiklerin se¢iminde olasiliklarin kisitlanmasidir. Salmonella suslari igerisinde
tanimlanan en yaygin ¢oklu ilag direnglilik fenotipi S. Typhimurium DT104 tiir. 11k kez
bu susta tespit edilen bes farkli antimikrobiyel ajana karsi direnglilik, giiniimiizde
ozellikle geri kalmis ya da gelismekte olan iilkelerde yaygin tespit edilebilir bir 6zellik
haline gelmistir. Coklu ila¢ direnglilik 06zelligi gosteren Salmonella serotiplerinin
basinda, S. Typhi, S. Paratyphi, S. Infantis, S. Uganda, S. Agona, S. Newport, S. Hadar,
S. Heidelberg ve S. Typhimurium gelmektedir.

S. Infantis, Salmonella enfeksiyonlarinin ana kaynaklarindan birini teskil eden kanath
etleri ve {irtinlerinde en sik rastlanilan serotipler arasinda yer almaktadir. Sigirlarda ve

insanda salmonellozise yol agan bu serotipin klinik vakalardaki etkinliginin hizli bir



sekilde artis1, coklu ilag direnclilik fenotipinin gelisimi ile dogrudan iliskilidir. Klinik
olmayan habitatlarda yiliksek oranda ilag¢ direngliligine sahip S. Infantis suslarinin
tanimlanmasi, bu suslarin ilaglarin secici baski olusturdugu kosullarda dominant hale
gelmesini tesvik etmektedir. Diger yandan, ilag direnglilik genlerinin yatay gen transferi
yolu ile tiir i¢i ve tilirler arasi aktariminin saglanabilmesi, ¢oklu ilag direngli suglarin
gelisimi ve yayilmasinda temel hareket noktasini olusturmaktadir. Ila¢ direnglilik gen
kasetlerinin yakalanmasi ve yatay gen transfer sistemlerini yoneten determinantlarla
iliskilendirilmesinde rol oynayan temel yapilar integron elementleridir. Bu nedenle
integronlar, Salmonella’da ilag direnglilik ¢alismalarinin ana unsurlarindan biri haline

gelmistir.

Bu calismada Tiirkiye kokenli S. Infantis suslarinin ¢oklu ila¢ direnclilik 6zelliklerinin
tanisi, bu Ozelliklerin integronlar ve konjugatif sistemler ile iligkisinin belirlenmesi

amaclanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Salmonella Cinsinin Genel Ozellikleri

Enterobacteriacea ailesi liyesi olan Salmonella cinsi; Gram-negatif, fakiiltatif anaerob,
katalaz enzim sistemine sahip, basil morfolojisinde (0.7-1.5 X 2-5 um) ve genellikle
peritrik flagella ile hareket edebilen bakterileri icermektedir. Ancak S. Pullorum ve S.
Gallinarum gibi baz1 serotipler hareketsizdir. Sitrat gibi kompleks karbonhidratlarin da
dahil oldugu bir¢cok karbon kaynaginin fermentasyonu sonucunda asit ve gaz
olustururlar. Salmonella cinsi iyelerinin optimum iireme sicakligit 35 °C-37 °C

arasindadir (Edwards et al. 2002, Fluit 2005).

Salmonella cinsi; S. enterica, S. bongori ve S. subterranea olmak iizere ii¢ tir
icermektedir. S. enterica tiirii ise; S.enterica subsp. enterica, salamae, arizonaei,

diarizonae, houtenae ve indica olarak adlandirilan alt1 alt tiire ayrilmistir (Fluit 2005).

Serotipler (serovaryete) ile tiirlerin karigtirllmasini engellemek ve adlandirmay1
sadelestirmek i¢in, serotip esas alindiginda alt tiir adinin gozardi edilmesi (S. enterica
subsp. I serotype Typhimurium yerine, S. enterica serotype Typhimurium gibi) ya da
kisa form (S. Typhimurium) kullanimi 6nerilmistir. S. enterica subsp. enterica insan ve
diger sicak kanli hayvanlari enfekte ederek sistemik ya da sistemik olmayan
enfeksiyonlara yol agan gida kokenli patojendir. Bugiine kadar kapsiiller (V1), flagellar
(H) ve somatik (O) antijenleri esas alinmak suretiyle 3000’e yakin serovaryetesi
tanimlanmistir (Grabber et al. 1995, Chen et al. 2004, Gay et al. 2006). Salmonella
tiyeleri esas olarak insan ve hayvanlarin bagirsak sisteminde bulunmaktadir. Ancak son
tanimlanan tiir olan S. subterranea uranyumca zengin sedimentlerden izole edilmistir.
Bazi1 Salmonella serotipleri konak¢i spesifik olsa da (S. Typhi, S. Pullorum, S.
Gallinarum gibi) biiyiik cogunlugu genis bir konake¢1 dizgesine sahiptir (Voetsch ef al.
2004, Suar et al. 2006).

Salmonella serotipleri, uygun kosullar altinda suda ya da toprakta haftalarca

yasayabilirler. Sularin rutin klorlanmasi, pastorizasyon ya da bir¢ok genel



dezenfeksiyon ajani kullanilarak bu bakteriler Oldiirtilebilir. Ancak saglikli ¢iftlik
hayvanlar1 ve evcil kanathilarda da s6z konusu serotipler kolonize olabilmekte ve bu
yolla hayvandan insana gecis gerceklesmektedir. Salmonella tim diinyada gidalar
araciligi ile enfeksiyona yol agan en 6nemli etmendir. Salmonella enfeksiyonu agisindan
en tehlikeli gidalar; kiimes hayvanlart eti, kiyma, sosis, yumurta iirlinleri, su triinleri,
dondurma, siit tozu ve krema olarak tanimlanmistir. Ayrica gesitli soslar ve salatalar,
pudingler ve diger siit irlinleri de Salmonella riski tasiyan gidalar arasinda yer
almaktadir. Ham madde isleme teknolojisi, depolama ve pazarlama kosullar1 Salmonella
riskinin biiylimesine neden olmaktadir. Salmonella’nin yol agtig1 gastroenterit’in siddeti
konak¢inin yasina baghidir. Yenidoganlarda, bebeklerde ve yaslilarda salmonellozis
daha siddetli bir seyir gosterir (Helms ef al. 2005, Raffatellu et al. 2005, Gibson et al.
2005).

2.2 S. Infantis’in Salmonellozis’teki Onemi

Insanlarda salmonellozisin ana kaynaklarindan biri kiimes hayvanlar1 ve onlarin
iriinlerinin tiiketimidir. Diger et iriinleri ve gidalar yaninda, kanatli {iretiminde en
yaygin rastlanilan serotiplerden biri S. Infantis’dir. Insan ve sigir salmonellozisine
neden olan bu serotip, Kauffman-White semasinda O antijenleri bakimindan C,, fajl H
antijenleri bakimindan “r” ve faj2 H antijenleri bakimindan “1.5” olarak tanimlanmistir
(Ando et al. 2003, Hamada et al. 2003). Halen S. Typhimurium ve S. Enteritidis insanda
salmonellozise yol acan en yaygin serotiplerdir. Ancak son yirmi yilda Ozellikle
gelismis ya da gelismekte olan iilkelerde yiiriitiilen calismalarda bu iki serotipin
baskinligmin giderek azaldigr ve S. Infantis basta olmak iizere, baska serotiplerin
sikliginin arttig1 tespit edilmistir (Zhao et al. 2003, Chen et al. 2004, Jacoby et al. 2006,
Asai et al. 2007). Ik S. Infantis kokenli salgmn 1971 yilinda Finlandiya’da meydana
gelmis ve bu salgimin kaynaginin broiler tiretimi oldugu saptanmustir. Biiyiikkbas hayvan
ciftliklerinde ise 1992 yilinda ayni serotipin yol a¢tifi salgmlar belirlenmistir. 1k
tanimlanan yaygin S. Infantis kokenli insan salmonellozis salgin1 1993 yili agustos
ayinda Danimarka’da meydana gelmistir. Bu salginda 500 kisi salmonellozis tedavisi
gormiistiir. Bu salgin iizerinde yiiriitiilen epidemiyolojik ¢alismalarda, salginin domuz

etlerinden kaynaklandig1r saptanmigtir (Wegener and Baggesen 1996, Jacoby et al.



2006). Bu siiregten sonra S. Infantis’in neden oldugu biiyiik c¢apli salmonellozis
salginlar1 Ingiltere, Kanada, Amerika Birlesik Devletleri ve ¢ok sayida Afrika iilkesinde
tanimlanmistir (Chen et al. 2004, Gay et al. 2006). Kanathilar ve biiyiikbas hayvanlar
yaninda, insan salmonellozisinde de S. Infantis hizli bir sekilde etkinligini
arttirmaktadir. Giiniimiizde S. Infantis insan salmonellozisinde en etkin ii¢lincii serotip

olarak tanimlanmaktadir (Jacoby et al. 2006, Chessa et al. 2008a).

S. Infantis’in Salmonella enfeksiyonlarinda etkinliginin hizli bir sekilde artmasi, tiim
ciftlik hayvanlarinda yaygin olarak bulunan bir serotip olmasi yaninda, ¢oklu ilag
direnglilik  regiilasyonunda icerdigi genetik elastisiteden kaynaklanmaktadir.
Giiniimiizde tiim diinyada ¢oklu ilag direnglilik sistemlerinin tespit edildigi serotiplerin
basinda S. Typhimurium ve S. Infantis gelmektedir (Tiikel et al. 2007, Chessa et al.
2008b).

2.3 Salmonella’da Coklu ilac¢ Direnclilik Gelisimi

Mikroorganizmalar antibiyotiklere ve diger kimyasal terapotik ajanlara kars1 direnclilik
kazanmada; hidroliz yolu ile inaktivasyon (B-laktamaz gibi), modifikasyon
(aminoglikozid direnglilik gibi), hedef degistirme (florokinolon direnglilikte mutant
DNA girazin ya da metisilin direngli Staphylococcus aureus’ta metisilin direngli
transpeptidazin tiretimi gibi), hedef ile temasin engellenmesi ve hiicre igine giren ajanin
hiicre disina atilmasi basta olmak iizere degisik mekanizmalar kullanmaktadir (Nikaido
1998). Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerde en etkin c¢oklu ila¢ direnclilik
mekanizmasi, ilacin hiicre digina atilmasidir. Bu mekanizmada ya basit tastyici
proteinler ya da kompleks membran fiizyon proteinleri rol almaktadir (Cloeckaert and

Schwarz 2001).

Antibiyotik ve diger kimyasal terapdtik ajanlarin kullaniminin yayginlik kazanmasinin
en Onemli yan etkisi, insan ve hayvanlarda sadece patojenlerin degil, ayn1 zamanda
normal flora iiyelerinin de adaptif mutasyonlar araciligi ile diren¢ kazanmasidir. Bu

kazanilan direng sistemlerinin tiir i¢i ya da yakin akraba tiirler arasinda aktarimi yaninda



uzak akraba tiirler arasinda da aktariminin saglanabilmesi 6zellikle patojenlerde ¢oklu
ilag direnglilik gelisiminin esasin1 teskil etmektedir (Chakravortty et al. 2002).
Salmonella’da ¢oklu ilag direnglilik 06zelligine sahip serotipler 1980°li yillarda
tanimlanmaya baslanmistir. Bununla paralel olarak tiim diinyada ¢oklu ila¢ direncli
suslarin neden oldugu salginlar ortaya ¢ikmigtir. Coklu ilag direngli bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarin kontrolii, gliniimiizde en ciddi saglik sorunlarindan biri haline
gelmistir (Desvaux et al. 2004, Coombes et al. 2005). Tirkiye’de Salmonella
serotiplerinde antibiyotik ve diger kimyasal ajanlara direnglilik iizerine sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Klinik ve gida kokenli izolatlar ile yiiriitiilen ¢alismalarda
florokinon tiirevlerine, nalidiksik asite, streptomisine, kanamisine, ampisiline ve
seftriaksona kars1 yaygin direng gelisimi saptanmistir (Ang-Kiigiiker et a/. 2000, Erdem
et al. 2005, Yazicioglu et al. 2005, Avsaroglu et al. 2007). Diinyada da, Tiirkiye ile
paralel bir sekilde, en fazla goriilen ¢oklu ila¢ direnglilik fenotipleri; ampisilin,
kloramfenikol/florfenikol, streptomisin/spektinomisin, sulfonamidler ve tetrasiklinlerin
kombinasyonlarin1 igcermektedir (Velge et al. 2005, Peirano et al. 2006, Zhao et al.
2006, Wilson et al., 2008).

Salmonella’da ¢oklu ilag direnglilik genleri kromozomal ya da plazmid DNA kokenli
olabilmektedir. Konjugatif plazmidler aracilig ile bu genlerin yakin ya da uzak akraba
tirlere aktarimi yaninda, kromozomal DNA kokenli ¢oklu ilag direnclilik genlerinin
integronlara bagli konjugatif transpozonlarla aktarimi da gerceklesebilmektedir. Bu
genetik transfer mekanizmalari, ila¢ direngliliginin dogal suslar arasinda hizla
yayilmasinin ana nedenidir (Fluit 2005, Rychlik ez al. 2006, Langille et al. 2007, Chessa
et al. 2008Db).

2.4 Salmonella’da ilac Direncliliginin Yayilmasinda Plazmidlerin, Transpozonlarin

ve Integronlarin Rolii

2.4.1 Plazmidler

Plazmidler; mayalar, bakteriler ve arkelerde yaygin olarak bulunan replikasyon

yetenegindeki kromozom disi DNA vyapilar1 olarak tanimlanmaktadir. Genellikle



tagidiklar1 genetik bilgi, bulunduklar1 organizmalarin atipik kosullara adaptasyonunu
saglar. Plazmidlerin  smiflandirilmasinda  kullanilan  kriterlerden  biri, gen
fonksiyonlaridir. Bu esasa gore plazmidler; direnclilik plazmidleri (antibiyotik, agir
metal iyonlar1 ve ultraviyole 1sinlara direng gibi), viriilenslik plazmidleri, bakteriyosin
tiretimi ve direngliligi kodlayan plazmidler, toksik organik bilesikleri pargalayan
plazmidler ve konjugatif plazmidler olmak {izere bes ana gruba ayrilmaktadir.
Plazmidler ayni zamanda bakteriyofaj DNA’s1 ile de stabil entegrasyon yapilari
olusturabilmektedir. Plazmidlerin tasidigi genler, ¢ogunlukla transpozonlar ve
insersiyon elementleri gibi hareketli genom bdlgeleri ile iligkilidir. Bu sayede s6z
konusu genlerin bolge spesifik rekombinasyon araciligi ile yer degistirmesi miimkiin
olmaktadir. Baz1 durumlarda transpozisyonel yapilar, plazmidlerle kromozomlar,
viriisler ya da bagka plazmidler arasinda da olusabilmektedir. Bu durumun en tipik

ornegi ilag direnglilik genlerinde saptanmistir (Helinski 2004).

Plazmidler; diizlemsel ya da g¢evrimsel yapida, 1 kb (kilo baz) — 1 Mb (mega baz)
arasinda molekiiler biiyiikliige sahip olabilen DNA yapilaridir. Bakteriler ayni anda ¢ok
sayida plazmid i¢erebilmektedir. Cevrimsel plazmidler genellikle kovalent olarak kendi
tizerine kapanmig (ccc) formda bulunmaktadir. Diizlemsel plazmidlerde ise, ug
bolgelerinde sa¢ tokasi yapilar1 ya da kovalent baglanmis terminal protein kompleksleri
tipiktir. Replikasyonlarinda farkli stratejiler kullanan bu kromozom dist DNA
elementleri, kopya sayisi genlerinin regiilasyonuna bagli olarak, hiicrelerde degisik
sayilarda bulunabilmektedir. Plazmid kopya sayist ile molekiiler biiyiikliikleri arasinda
ters bir oranti saptanmustir. Plazmid biiylikligl arttikca kopya sayisinda diisme

meydana gelmektedir (Stewart et al. 2004).

2.4.1.1 Salmonella cinsinde plazmidlerin fonksiyonlar:

Salmonella iiyelerinde genellikle biiyiikliikleri 1-250 kb arasinda degisen gosteren
plazmidlerin varlig1 saptanmistir. Bazi suslarda hi¢ plazmid bulunmazken, bazilarinda
icerdikleri farkli plazmidlerin sayis1 10’a kadar c¢ikabilmektedir. 20 kb’dan kiiciik
Salmonella plazmidleri genellikle kriptik (fonksiyonu bilinmeyen) plazmidlerdir.



Salmonella plazmidlerinin smiflandirilmasinda kullanilan ana kriter uyusmazlik
gruplaridir. Genel plazmid smiflandirilmasinda oldugu gibi Salmonella cinsinde de
plazmid siniflandirmasinda kullanilan bir diger kriter kodladiklar1 fenotipik 6zelliklerdir
(Montenegro et al. 1991). Bu esas dogrultusunda Salmonella plazmidleri; viriilenslik,
direnclilik (ilag, UV, agir metaller gibi), metabolik ve konjugatif plazmidler olmak
iizere dort ana baglik altinda incelenmektedir (Barrow and Lovell 1989, Montenegro et

al. 1991).

S. Typhimurium, Enteridis, Dublin, Cholerae-suis, Gallinarum, Pullorum ve Abortus-
ovis gibi belli basl Salmonella serotipleri 6zgiil viriilenslik plazmidleri icermektedir.
S6z konusu plazmidlerin konakgilarinda stabil bir sekilde varliklarimi siirdiirmesini
saglayan replikasyon ve stabilite bolgeleri, genetik analizler sonucu tanimlanmistir.
Korunmus seriler iceren bu bdlgelerden; IncFIB, repAZ, IncFIIA ve repA
kromozomdan bagimsiz replikasyonu, parAB ise hiicre bolinmesi esnasinda
plazmidlerin yavru hiicrelere dagilimini kontrol etmektedir. IncFI ve IncFII ile Incl ve
IncH en iyi tanimlanan uyusmazlik gruplaridir (Ou 1993). Tiim Salmonella viriilens
plazmidlerinde spvRABCD genlerinin varligr belirlenmistir. Ayrica serotiplere baglh
olarak rck (konakgi saldirisina direng) ve pef (plazmid tarafindan iiretimi kontrol edilen
fimbriya), srgAd (disiilfit oksidorediiktaz) ve mig-5 (makrofaj tegvik geni — karbonik
anhidraz) genleri de bulunabilmektedir (Wallis et al. 1995). Temel viriilenslik genleri
olan spvABCD’nin regiilasyonu, spvR geni lriinii tarafindan yapilmaktadir. spvB ve
spvC genleri temel efektor proteinleri (Salmonella’nin konake1 epitelini ve makrofajlar
isgalini yoneten proteinler) kodlamaktadir (Lesnick et al. 2001). Salmonella genom dizi
analizi ve plazmid biyolojisi ¢caligmalari; plazmid kodlu viriilenslik genlerinin evriminin
temel giiclinli, Salmonella’da diger patojenite adalarinin evriminde de oldugu gibi, yatay
gen transferinin (konjugasyon, transformasyon, transdiiksiyon) olusturduguna isaret

etmistir (McClelland et al. 2001, Eriksson et al. 2003).

Salmonella’da yiiksek molekiiler biiytikliige sahip plazmidlerin biiylik bir ¢ogunlugu
konjugatif ozellikte olup, coklu ila¢ direnglilik fenotipini kontrol etmektedir. Bu
bakterilerde ila¢ direnglilik genleri genellikle transpozonlar ile iligkili oldugundan

plazmidlerden kromozoma ya da kromozom {izerinden plazmidlere kopya aktarimi



miimkiin olmaktadir. Gerek konjugatif 6zellikleri ve gerekse transpozonlarin varligi
nedeni ile plazmidler Salmonella serotiplerinde sadece 1ilag direngliliginin
saglanmasinda degil, bu 6zelligin tiir ici ve tiirler aras1 aktarimi yolu ile yayilmasinda da
etkin bir rol oynamaktadir. Diger yandan ila¢ direnglilik gen kasetlerinin iligkili oldugu
integronlar araciligi ile s6z konusu plazmidlerin kromozomal entegrasyonu (epizomal
karakter) da gergeklesebilmektedir. Bu durum ilag¢ direngliliginin stabilitesinde biiytik
onem tasimaktadir (Guerra et al. 2002, Schwarz et al. 2006).

Bugiine kadar degisik Salmonella serotiplerinde tespit edilen en yaygin plazmid kodlu-
antibiyotik direnglilik 6zelligi B-laktam grubuna karsi gelistirilen direng sistemlerini
kapsamaktadir. B-laktamlar, bakteri hiicre duvarinda penisilin baglanma proteininin
iligkilendigi transpeptidasyon bdlgelerini bloke etmek suretiyle bakteriyosidal etki
gosterirler. B-laktam antibiyotikler; penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler olmak
lizere ii¢ biiyiik grup altinda toplanmaktadirlar. Ozellikle penisilinlerin yaygin klinik
kullanimlarindan dolayi, bu grup antibiyotiklere kars1 Sa/monella suslarinda ytiksek
direnglilik gelisimi meydana gelmistir (Walsh 2003, Alcaine ef al. 2007). Salmonella’da
B-laktam direnclilik, B-laktamaz enzimi tarafindan saglanmaktadir. Bu enzim B-laktam
halka yapisim1 hidrolize etmek suretiyle, antimikrobiyel aktiviteye sahip olmayan -
aminoasitlerin olusumuna yol agar. Salmonella’da B-laktamaz iiretiminden sorumlu
genler genellikle serotiplerde farkli biiyiikliikklerde olabilen plazmidler iizerinde
kodlanmaktadir. Ancak bazi serotiplerde, nadir de olsa, kromozomal DNA iizerinde
kodlanan B-laktamaz genleri de saptanmistir. Plazmid kodlu Salmonella B-laktamazlari,
metallo-B-laktamazlar grubunda (Grup C B-laktamazlar) yer almaktadir. Grup A, B ve D
B-laktamazlar ise Salmonella serotiplerinde daha nadir saptanan B-laktamazlardir (Li et

al. 2007, Livermore et al. 2007).

Kinolon ve florokinolonlar, sentetik bakteriyosidal ilaglardir. Medikal kullanim izni
alan ilk kinolon, nalidiksik asittir. Bugiine kadar farkli kusak kinolonlarinin iiretimi
gergeklestirilmistir ve gelistirilmelerine devam edilmektedir. Kinolonlarin hedefi DNA
giraz ve DNA topoizomeraz IV enzimleridir. Sa/monella izolatlarinda yaygin nalidiksik
asit direncinin ve diisiik diizeyde de olsa florokinolonlara karsit direng gelisiminin

belirlenmesi, bu grup antimikrobiyallerin de kullaniminda sorunlar yaratmaya



baslamustir. Salmonella serotiplerinde ilk belirlenen kinolon direnglilik mutasyonlari,
plazmid ve kromozomal DNA kodlu gyr4 ve gyrB genlerinde tanimlanmistir. Bu
mutasyonlar sonucunda genellikle 83. pozisyonundaki serin (Ser-83) fenilalanin, tirozin
ya da alanine veya 87. pozisyondaki aspartik asit glisin, asparajin ya da tirozine
doniismektedir. Diger mutasyon tipi olan parC’de ise 57. pozisyondaki treonin serine
dontismektedir. Florokinolonlara direng saglamada da plazmid ve kromozomal DNA
kokenli genlerde meydana gelen ¢ok sayida mutasyonun varligir belirlenmistir. Bu
mutasyonlar 6zellikle hiicre disina madde akisin1 kontrol eden pompalar {izerine etki
etmektedir. Plazmidler {izerinde en yaygin olarak kodlanan kinolon direnglilik gnr geni
tarafindan saglanmaktadir. Bu gen {riini DNA giraz enzimine baglanmak suretiyle
hiicreleri kinolon inhibisyonundan korumaktadir. gnr geni igeren plazmidlerin
genellikle konjugatif 6zellikte saptanmasi, s6z konusu direnglilik 6zelliginin hizli bir

sekilde yayilmasini agiklamaktadir (Alcaine et al. 2007, Kehrenberg et al. 2007).

Salmonella’da aminoglikozitlere kars1 direnglilik, aminoglikozitlerin enzimler araciligi
ile modifikasyona ugratilmasi sonucunda meydana gelmektedir. Salmonella genomik
adalarinda (SGI) kodlanan aminoglikozit asil transferazlar Ozellikle gentamisin,
tobramisin ve kanamisine, aminoglikozit fosfotransferazlar ise streptomisine karsi
direncliligin saglanmasinda Onemli rol {iistlenmektedir. Aminoglikozitlere karsi
direnglilik olusumunda rol oynayan son grup enzimler olan niikleotidil transferazlar ise,
genellikle integronlara bagli gen kasetleri icerisinde yer aldigi i¢in plazmid ve
kromozomal DNA molekiillerinin her ikisi tizerinde de bulunabilmektedir (Villa and

Carattoli 2005, Alcaine et al. 2007).

Kloramfenikol ve florfenikolleri iceren fenikol grubuna karsi direnclilik Salmonella
genomik adalarinda yer alan ve yiiksek diizeyde hareketlilik iceren floR geni tarafindan
kodlanmaktadir. Bugiine kadar fenikol direnglilikten sorumlu herhangi bir plazmid

tanimlanmamistir (Schwarz ef al. 2006, Suh and Odeh 2008).

Genis konake1 etkinligi nedeniyle klinik kullaniminda cok tercih edilen tetrasiklinler
30S ribozomal alt {initenin A bolgesine baglanmak suretiyle bakteriyel protein sentezini

inhibe etmektedir. Salmonella serotiplerinde tetrasiklin direngliliginin ana mekanizmast
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akis pompalar1 ile ilacin hiicre disina atimidir. Bakteri gruplarinda yaygin olarak
rastlanan bir diger direnclilik olan tetrasiklinin enzimatik inaktivasyonu Salmonella’da
belirlenememistir. Sa/monella’da oksitetrasikline direnglilikte rol oynayan 32 farkli gen
saptanmistir. Bu genler cogunlukla Salmonella genomik adasi I ve konjugatif transfer
yeteneginde olan degisik molekiiler biiyiikliikteki plazmidler tlizerinde yer almaktadir

(Walsh 2003, Halawani and Shohayeb 2008).

Son antimikrobiyel grup olan siilfonamidler ve trimetoprim bakteriyostatik etkiye sahip
bilesiklerden olusmaktadir. S6z konusu bilesikler tetrahidrofolik asit sentezini inhibe
etmek suretiyle etkilerini gostermektedir. Salmonellozisin tedavisinde trimetoprim ve
siilffonamid kombinasyonlarinin kullanimi uzun zamandir en uygun tedavi yontemi
olarak belirlenmis oldugu i¢in, bu bakterilerde s6z konusu bilesiklere karsi genis bir
direnclilik gelisimi meydana gelmistir. Sulfanomid direncliliinin saglanmasinda sul/
geni rol oynamaktadir. su/ geni {iriinii dihidropteorat sintaz enzimidir. Salmonella’da
tanimlanan temel sul genleri su/l, sul2 ve sul3’tir. Salmonella serotiplerinde en yaygin
olarak bulunan su/l geni konjugatif transfer yeteneginde olan plazmidler iizerinde ve
integronlara bagli olarak belirlenmistir. Ayn1 sekilde nadir rastlanan su/2 ve sul3
genlerinin de konjugatif plazmidler tarafindan tasindigr saptanmistir. S6z konusu
genlerin Salmonella genomik adalarinda kopyalarinin tespit edilmesi, integron davranisi

ile aciklanmaktadir (Zhao et al. 2006, Hradecka et al. 2008, Saeed ef al. 2009).

2.4.2 Transpozonlar

Transpozonlar, bulunduklar1 organizmanin genomunda farkli pozisyonlara hareket etme
yetenegindeki DNA pargalaridir. Transpozisyon olarak adlandirilan bu siireg
mutasyonlara neden olmanin yaninda, genomdaki DNA miktarinin artmasinda da rol
oynamaktadir. Bu hareketli DNA pargalar1 ayn1 zamanda “sigrayan genler” olarak da
adlandirilmaktadir. Bolge spesifik ve bolge spesifik olmayan rekombinasyon yapma
yetenegindeki bu DNA parcalari, diger bakterilerde oldugu gibi Salmonella cinsi

iiyelerinde de yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Salmonella genomunda hem
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kromozomal DNA hem de plazmidler {izerinde ¢ok sayida farkli transpozon kopyasi

belirlenmistir (Waturangi et al. 2003).

Antibiyotik direnclilik adaptif bir mekanizma oldugu icin, direnglilik ve viriilenslik
genleri evrimlesmeleri acisindan biiylik oranda ortak 6zellikler icermektedirler. Her iki
ozelligi kodlayan genler veya gen gruplar1 kromozomal DNA ve plazmid DNA iizerinde
bulunabilmektedir. Bu genlerin genomda farkli DNA molekiilleri tizerinde bulunmasi,
hareketli elementler ya da wviriisler tarafindan tasinmasi ile gerceklesmektedir.
Antibiyotik direnclilik genlerini tagiyan ¢ok sayida transpozon ya da insersiyon elementi
tanimlanmistir (Pasquali et al. 2005). Salmonella’da tetrasiklinlere direngliligi kodlayan
genler genellikle transpozonlarla birlesik olarak bulunmaktadir. tet4 (membran iliskili
pompa proteini) bu bakterilerde Tn/721 olarak adlandirilan 11.1 kb biiyiikliikte ve
konjugatif 6zellik icermeyen bir transpozonun yapisinda bulunmaktadir. S6z konusu
transpozonun hareketliligi, konjugatif plazmidler tarafindan saglanmaktadir. Bazi
Salmonella serotiplerinde Tn/721 transpozonu ile B-laktamlara direngliligi kodlayan
Tn3 transpozonunun konjugatif olmayan plazmidler ve kromozom iizerinde birlesik
kopyalart saptanmistir. Bu durumda birlesik element, iki farklt grup antimikrobiyel
ajana karst direnglilik saglamaktadir. Bu birlesik yapilarin Salmonella’da ¢oklu ilag
direnglilik genlerinin gelisimi ve genomik adalarin evriminde 6nemli rol oynadigina

inanilmaktadir (Su et al. 2006).

Gram-negatif bakterilerde streptomisin direncliligi saglayan aph(6)-1a(strA) ve aph(6)-
ld(strB) genleri yaygin olarak bulunmaktadir. Bu str4 ve strB genleri Salmonella
serotiplerinde Tn5393 transpozonu lizerinde tanimlanmustir. Diger yandan, Erwinia
amylovora (bitki patojeni)’da tanimlanan bir insersiyon serisi olan IS/733lin, Tn5393
iceren Salmonella suslarina aktarimi halinde streptomisin direngliligin diizeyinin yiliksek
oranda arttig1 belirlenmistir. Bu durum Salmonella’da ilag direngliliginin gelisiminde
tiirler aras1 yatay gen transferinin de etkin bir mekanizma olduguna isaret etmektedir

(Galimand et al. 2005, Su et al. 2006).
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Salmonella’da aminoglikozidlere direncliligi saglayan armA (aminoglikozid direngli
metilaz geni) Tn/548 transpozonunda tanimlanmistir. Bu transpozonu plazmidleri ya da
kromozomal DNA’lar1 {izerinde tasiyan suslar Ozellikle deoksistreptaminler ve
formisitine kars1 direncli hale gelmektedir. Bu gen ilk kez Klebsiella pneumoniae’nin
Inc/M grup plazmidi olan IP1204 {izerinde belirlenmistir. S6z konusu plazmid tizerinde
aym1 zamanda CTX-M-3 B-laktamaz geni de tespit edilmistir. Daha sonra yapilan
calismalarda Citrobacter freundii, Enterobacter cloaceae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Shigella flexneri ve Salmonella klinik izolatlarinin  tiimiinde
streptomisin/spektinomisin, sulfonamidler ve trimetoprim direnglilik genlerinin de
Tnl548 transpozonun yapisinda bulundugu saptanmistir. Bu genetik element iki ucunda
bulunan IS6 serisi ve replikatif transpozisyon yolu ile genomda kopya sayisini

cogaltmaktadir (Miriagou et al. 2006).

Aminoglikozid modifiye eden enzimler genellikle I. ve II. sinif integronlar {izerinde yer
almaktadirlar. Salmonella ve diger Gram-negatif bakterilerde ytiriitiilen ¢calismalarda I.
siif integronlarin genellikle Tn27, Tn/696 ve Tnl412 transpozonlari ile birlesik oldugu
belirlenmistir. Tn2/ transpozonu streptomisin/spektinomisin direnclilik genini tasiyan
In2 integronu ile birlesik halde ve IncFI plazmidleri tizerinde tespit edilmistir. II. sinif
integronlar ise genellikle Tn7 transpozonu iizerinde lokalize olmaktadir. Salmonella
suslarinda da yaygin olarak bulunan bu transpozonlarin yapisinda yer alan dfr41-sat I-
aadl gen Kkasetleri, c¢oklu ilag direnglilik fenotipinin ortaya ¢ikmasinda gorev
almaktadir. Kromozomal DNA {izerinde yer alan bu gen kasetleri lateral ve vertikal gen
aktarimi yolu ile ¢oklu ilag direngli Salmonella suslarimin evriminde 6nemli bir rol
tistlenmektedir (Miko ef al. 2003, Miriagou et al. 2006, Alcaine et al. 2007, Hradecka et
al. 2008).

2.4.3 Integronlar

Integronlar, agik okuma kaliplari (ORF) ile birleserek onlari fonksiyonel genlere
dontistiiren gen ifade sistemleridir. Bir integronda; integraz geni (/ntl), baglanma

bolgesi (att]) ve promotor temel yapilardir. Salmonella’da ilag direnglilik gen kasetleri
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iceren ve diger Gram-negatif bakterilerde de yaygin olarak bulunan doért sinif integron

tanimlanmistir (Klemm et al. 2000).

I. siif integronlar 5° ve 3’ uglarinda korunmus seriler icerirler. 5’ korunmus serileri
Intl, attl genleri ve promotor bolgelerinden, 3’ korunmus serileri ise siilfonamidlere
direnglilik genlerinden (su/l) olugsmaktadir. 3’ korunmus serilerinde ayni zamanda
dezenfektan olarak kullanilan kuarterner amonyum bilesiklerine direncliligi kontrol
eden qacEAI geni yer almaktadir. Bu integronlarda antibiyotik direnglilik gen kasetleri
5’ ve 3’ korunmus seriler arasinda tanimlanmistir. InO olarak tanimlanan integron gibi
bazi integronlarda hi¢ bir ila¢g direnclilik gen kaseti bulunmazken, bazi I. sif
integronlarda yedi adete varan sayida ilag direnclilik gen kaseti tespit edilmistir. Bugiine
kadar I. sinif integronlarin yapisinda yer alan 60’dan fazla ila¢ direnclilik gen kaseti

tanimlanmistir (Edwards et al. 2002, Fluit 2005, Villa and Carattoli 2005).

Sulfatiaksazol, tetrasiklin, trimetoprim, streptomisin/spektinomisin direnglilik kodlayan
genleri igeren II. simif integronlar genellikle Tn7 transpozonu ile iliskili olarak
bulunmaktadir. Bu gen kasetleri II. sinif integronlarin 5’ korunmus serileri ile bitisiktir.
II. sinif integronlarin higbirinde siilfonamidlere direnglilik olusturan gen kasetleri tespit
edilmemistir. S6z konusu integronlar ayrica TN7 transpozonunun hareketliligini kontrol
eden genler de igermektedir. Bu sayede hem bulunduklar1 genomda kopya sayilarinin
artirllmas1 ve hem de yatay gen transferi yolu ile yayilmalari miimkiin olmaktadir
(Carattoli 2001, Fluit and Schmitz 2004, Mammeri et al. 2005, van Essen-Zandbergen
et al. 2007).

Bugiine kadar Salmonella’da tanimlanan tiim III. sinif integronlarin; karbapenemi de
iceren genis etki spektrumuna sahip B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direnclilik
genlerini tagidig1 saptanmistir. Diger integronlardan oldukga farkli bir integraz enzimine
sahip olan bu elementler, atipik rekombinasyon bolgeleri ile iligkilenmektedir (Magnus

and Mazel 2002, Villa and Carattoli 2005, Lapierre et al. 2008).
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Gram-negatif bakterilerde yaygin olarak bulunan ve konjugatif plazmidler ya da
transpozonlar aracilig ile yatay transferi gergeklestirilen IV. sinif integronlarin degisik
tiirlerde ylizlerce gen kaseti tasidig1 belirlenmistir. Baz1 bakterilerde ¢ok kopya halinde
bulunan bu yapilar integron adalarini olusturmaktadir. Salmonella’da c¢oklu ilag
direngliliginin gelisiminde 6nemli role sahip bu integronlarin antibiyotik direnclilik

adalarinin evrimini yonlendirdigi 6ne siiriilmektedir (Lapierre et al. 2008).

Salmonella’da ila¢ direnclilik genlerinin kazanimindan sorumlu ana ajanlarin
integronlar oldugu ¢ok sayida arastirma ile tanimlanmustir. Bagka kaynaklardan gen
kasetlerini alabilen bu genetik elementler, bakteriler arasinda kendi yatay transferlerini
gerceklestirme yeteneginde degildir. Ancak virlisler, konjugatif plazmidler ve
transpozonlar araciligi ile bakteriler arasinda yayilabilmekte ve 6zellikle ¢oklu ilag
direncli fenotiplerin olusumuna yol acabilmektedir (Hradecka et al. 2008, Lapierre et al.

2008).

2.5 Salmonella’da Yatay Gen Transferi

Ilag direnclilik, baska kaynaklardan kazanma ya da igsel (insintrik) olmak iizere iki
yolla olusmaktadir. Igsel direnclilifin molekiiler kaynagi mutasyonlar, kazamlmis
direngliligin kaynag1 ise yatay gen transferi ve rekombinasyonlardir. Temel olarak;
transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyon sistemlerinden olusan yatay gen
transferi mekanizmalar1 bakteriyel genomlarin evriminde énemli bir rol oynamaktadir.
Bu sistemler icerisinde tiir i¢i ve tiirler arasi gen aktarinminda en etkin olani
konjugasyondur. Konjugasyon Ozetle; bakteri hiicrelerinin fiziksel temas: sonucu
genetik materyalin verici hiicreden alict hiicreye tek yonli aktarimi olarak
tanimlanmaktadir. Konjugasyonu gergeklestiren genetik yapilar, transfer genleri iceren
(konjugatif 6zellik) plazmidler ya da transpozonlardir (Pepper 2003). Diger yatay gen
transferi mekanizmalarinda oldugu gibi; konjugasyonda da, kromozomdan bagimsiz
plazmid aktarimi hari¢, rekombinasyon gen kazaniminin ana kaynagini teskil etmektedir

(Hastings et al. 2004).
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Daha once de ifade edildigi gibi, Salmonella’nin da dahil oldugu ¢oklu ilag direnglilik
ozelligine sahip patojen gruplarinda s6z konusu fenotipin genetik kaynagini integronlar
teskil etmektedir. Integronlar Salmonella genomik adalarinda transpozonlarla,
kromozom disinda ise bagimsiz replikonlar olan plazmidler ile iliskilidir. Ilag¢ direnglilik
gen kasetlerini yapilarina alan bu hareketli DNA elementlerinin konjugasyon sistemleri
kullanilarak hem tiir ici hem de tiirler arasi aktarimi gergeklestirilebilmektedir.
Konjugatif hareketlilikte zorunlu genler plazmidler ya da transpozonlar igerisinde yer
alirken, yeni hiicreye (alic1) aktarilan ila¢ direnglilik genlerinin kromozomal
rekombinasyonu, integronlarin korunmus serileri tarafindan yonetilmektedir (Wright

2007).

Giglii bir segici baski altinda evrimlesen ila¢ direnglilik genlerinin ayn1 populasyon
icinde dominant hale geg¢mesi dogal bir siiregtir. Ancak farkli habitatlardaki ayni tiir
tiyeleri (klinik ve klinik olmayan habitatlardaki suslar gibi) ve farkl tiirler arasinda
antibiyotik direnglilik genlerinin yayilmasinda yatay gen transferi mekanizmalar1 rol
oynamaktadir. Secici baski altinda diren¢ genlerinin yeni modifikasyonlariin olusmasi
ve integronlarin gen kasetleri halinde bu genleri (¢cogunlukla birden fazla antibiyotik
genini) yakalamas1 konjugatif hareketliligin baslangic noktasini olusturmaktadir. S6z
konusu integronlarin konjugatif transpozonlar ya da plazmidler ile iliskilenmesi
suretiyle de tir i¢i ve tiirler arasi yayilimi gergeklestirilmektedir. Salmonella’da
konjugatif sistemler aracilig ile yayilan direnglilik 6zellikleri; basta B-laktam grubu
antibiyotikler olmak iizere, siilfonamitler, kinolon ve florokinolonlar, tetrasiklinler ve
aminoglikozid gruplarmin degisik tiyelerinde tanimlanmistir (Paterson and Bonomo

2005, Su et al. 2006, Alcaine et al. 2007, Martinez et al. 2008).

Salmonella’da ¢oklu ilag direngliliginin gelisiminin molekiiler mekanizmalarinin
calisilmasi yaninda, genom evriminin anlasilmasinda da konjugasyon sistemleri model
olarak kullanilmaktadir. Bu amagcla kullanilan en yaygin gen gruplart B-laktam

direngliligi kodlayan genlerdir (Martinez et al. 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriler

Calismada kullanilan Salmonella suslari, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Bolimi Kiiltiir Koleksiyonundan saglandi. Salmonella suslart LB broth ortaminda 37
°C’de 18 saat siireyle gelistirildi ve % 60 gliserol igeren steril LB broth ile 1:1
(hacim/hacim) oraninda karigtirilarak 2 mL’lik steril stok kiiltiir tiiplerinde -20°C’de

saklandi.

3.1.2 Antibiyotikler

Aragtirmada kullanilan antibiyotiklerin disk ve ¢oOzelti konsantrasyonlar1 sirasi ile

Cizelge 3.1 ve 3.2 de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan antibiyotikler disk konsantrasyonlar1 (Oxoid Ltd., UK).

Antimikrobiyel Madde (Sembol)

Grubu

Disk konsantrasyonu

(ng)
Kanamisin (KAN) Aminoglikozid 30
Neomisin (NEO) Aminoglikozid 10
Nalidiksik asit (NAL) Kinolon 30
Tetrasiklin (TET) Tetrasiklin 30
Spektinomisin (SPE) Aminoglikozid 10
Siilfonamit (SUL) Stlfonamit 300
Trimetoprim (TMP) Antifolat 5
Ampisilin (AMP) f -laktam 10
Amoksisilin/klavulanik asit (AMC) B -laktam 30
Seftiofur (EFT) B-laktam 30
Kloramfenikol (CHL) Fenikol 30
Florfenikol (FFC) Fenikol 30
Gentamisin (GEN) Aminoglikozid 10
Siprofloksasin (CIP) Kinolon 5
Trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) Antifolat/Siilfonamit 25
Streptomisin (STR) Aminoglikozid 10
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Cizelge 3.2 Minimal inhibisyon konsantrasyonu (MiK) kuyucuk test plani ve analizlerinde kullanilan antimikrobiyel madde oranlar

KAN

TET NEO SPE STR SUL NAL TMP
512 pg/ml 512 pg/ml 512 pg/ml 512 pg/ml 512 pg/ml 512 pg/ml 512 pg/ml 512 pg/ml
KAN TET NEO SPE STR SUL NAL TMP
256 pg/ml 256 pg/ml 256 pg/ml 256 pg/ml 256 pg/ml 256 pg/ml 256 pg/ml 256 pg/ml
KAN TET NEO SPE STR SUL NAL TMP
128 pg/ml 128 pg/ml 128 pg/ml 128 pg/ml 128 pg/ml 128 pg/ml 128 pg/ml 128 pg/ml
KAN TET NEO SPE STR SUL NAL TMP
64 ng/ml 64 pg/ml 64 pg/ml 64 ng/ml 64 pg/ml 64 pg/ml 64 pg/ml 64 pg/ml
KAN TET NEO SPE STR SUL NAL TMP
32 pg/ml 32 pg/ml 32 pg/ml 32 pg/ml 32 pg/ml 32 pg/ml 32 pg/ml 32 pg/ml
KAN TET NEO SPE STR SUL NAL TMP
16 pg/ml 16 pg/ml 16 pg/ml 16 pg/ml 16 pg/ml 16 pg/ml 16 pg/ml 16 pg/ml
KAN TET NEO SPE STR SUL NAL TMP
8 ug/ml 8 ng/ml 8 ng/ml 8 ug/ml 8 ng/ml 8 ng/ml 8 ng/ml 8 ng/ml
PK PK PK PK PK PK PK PK

KAN: Kanamisin, TET: Tetrasiklin; NEO: Neomisin; SPE: Spektinomisin; STR: Streptomisin; SUL: Sulfonamid bilesimi; NAL:
TMP: Trimetoprim; PK: Pozitif kontrol.

Nalidiksik Asit;




3.1.3 Besiyerleri

Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (Merck KGaA., Germany)

Rutin analizlerde suslar1 gelistirmek amaciyla kullanildi.

Icerik o/l
Tripton 10
Maya ekstrakti 5
NaCl 10
Agar 13

pH 7.0 £0.2 (sterilizasyondan 6nce)

Besiyeri igerigi 1000 mL saf suda ¢oziildi. Broth besiyeri cam tiiplere dagitildiktan, kati
besiyeri ise agar ilavesinden sonra, otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize edildi. Kati

besiyerleri 55 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra petrilere dokiildii.

Miiller-Hinton Broth (Oxoid Ltd., UK)

Icerik g/L
Et ekstakti 300
Kazein hidrolizat 17.5
Nisasta 1.5

pH 7.3 + 0.1 (sterilizasyondan 6nce)

38 gram toz besiyeri 1 litre saf su ile karistirild1 ve 121 °C otoklavda 15 dakika siire ile
sterilize edildi.
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3.1.4 Cozeltiler

SOC Ortam g/L
Tripton 20¢g
Maya Ekstrakti 5¢g

5M Na(Cl 2 mL
IM KC1 2.5mL
IM MgCl, 10 mL
IM MgSO4 10 mL
IM Glukoz 20 mL
dH,O 1000 mL

Besiyeri igerigi homojen olarak karistirildiktan sonra 121 °C / 15 dakika siire ile

sterilize edildi.

Kado Tampon Cozeltisi g/100mL
(50 mM Tris / 1 mM EDTA, pH 8)

Tris 0.6
EDTA 0.03
Liziz Cozeltisi mL
Steril, dH,O 11.5
15% SDS 4
250mM Tris 4

5N NaOH* 0.3

*Cozelti izolasyon sirasinda taze olarak hazirlandu.

DNA Jel Yiikleme Tampon Cozeltisi

Bromfenol mavisi 0.25 ml
Sakkaroz 40 g
Distile Su 100 ml
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Fenol/Kloroform Cozeltisi* mL

Fenol 1 ml
Kloroform 1 ml

*Cozelti, izolasyon sirasinda taze olarak hazirlandi.

1 M Tris-HCI, pH 8
Tris-Base 2422 ¢
Steril dH,O 200 mL

Cozeltinin pH’s1 ayarlandiktan sonra 121 °C/15 dakika siire ile sterilize edildi.

0.5 M EDTA, pH 8
Na,EDTA.2H,0 37.22 g
Steril dH,O 200 mL

Cozeltinin pH’s1 ayarlandiktan sonra 121 °C/15 dakika siire ile sterilize edildi.

Tris-EDTA Cozeltisi (TE) mL
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8)

1 M Tris-HCI, (pH 8) 10 mL
0.5 M EDTA, (pH 8) 2 mL
Steril dH,O 988 mL

Cozelti hazirlandiktan sonra 121 °C/15 dakika siire ile sterilize edildi.

Hiicre Siispansivon Tampon Cozeltisi

(100 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, pH 8)

1 M Tris-HCI, (pH 8) 10 mL
0.5 M EDTA, (pH 8) 20 mL
Steril dH,O 97 mL

Cozelti hazirlandiktan sonra 121 °C/15 dakika siire ile sterilize edildi.
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Seakem Agaroz (%1)-SDS

Seakem Agaroz (Biozym, USA) 025¢g
Tris-EDTA ¢ozeltisi (TE) 23.5mL
% 20 SDS ¢ozeltisi 1.25 mL

Seakem agaroz dnce TE c¢ozeltisi igerisinde eritildi. Daha sonra su banyosunda (GFL
1002, GFL GmbH., Germany) 50 °C’ye kadar sogutuldu ve sicakligi 50 °C’ye ayarlanan
% 20 SDS ¢ozeltisi belirtilen oranda eklendi.

0.5X Tris-Borat-EDTA (TBE) Cozeltisi
10X TBE Stok Cozeltisi 100 mL
Steril dH,O 1900 mL

Hiicre Liziz Tampon Cozeltisi

1 M Tris-HCI, (pH 8) 25 mL
0.5 M EDTA, (pH 8) 50 mL
Sarcosyl 5¢g

Steril dH,O 425 mL
Proteinaz K (20 mg/mL) 2.5mL

Seakem Agaroz (%1)-TBE

Seakem Agaroz lg

0.5X TBE ¢ozeltisi 100 mL

Seakem agaroz once 0.5X TBE ¢ozeltisinde eritilerek su banyosunda (GFL 1002, GFL
GmbH., Germany) 50 °C’ye kadar sogutuldu.
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3.1.5 Primerler

Calismada kullanilan primer dizileri ve PZR kosullar1 Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan primerler ve PZR kosullari.

. PZR iiriinii
Primer Primer cifti (Ileri/Geri) Ta/te
(be)
GGCATCCAAGCAGCAAGC/A
Sinif T integron 55°C/30 sn degisken
AGCAGACTTGACCTGAT
TGTCCGAGATGGCCTGAAGC/
gyrd 55 °C/30 sn 313
TACCGTCATAGTTATCCACG

T, -baglanma sicakligi; t. - uzama siiresi.
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3.2 Yontem

3.2.1 Plazmid izolasyonu

Plazmid saflagtirilmasinda modifiye Kado-Liu (1981) ve Kit ile izolasyon olmak iizere

iki farkli yol izlendi.

3.2.1.1 Kado-Liu yontemi ile plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu i¢in Kado ve Liu (1981) tarafindan Onerilen yontem modifiye
edilerek kullanildi (Guerra et al. 2002). Salmonella suslar stok kiiltiirden 2 mL LB
broth besiyerine inokiile edildi ve ¢alkalamali (200 rpm) inkiibatorde 37 °C’de 18 saat
inkiibasyona birakildi. Bu kiiltlirden mikrosantrifiij tiipiine 1 mL aktarilarak oda
sicakliginda 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra {ist faz uzaklastirildi ve
cokelti oda sicakliginda kurutuldu. Cokeltiler 20 pL Kado tampon c¢ozeltisi
icerisinde¢Oziildii ve 100 pL hiicre pargalama c¢ozeltisi (liziz ¢ozeltisi) eklenerek
homojen bir karisim elde edinceye kadar yavasca karistirildi. Ornekler 58 °C su
banyosunda (GFL 1002, GFL GmbH., Germany) 27 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda 100 pL fenol/kloroform karisimi uygulandi ve 2 dakika siiresince yavasca
karistirildi. Oda sicakliginda 14.000 rpm‘de 30 dakika santrifiijiin ardindan 90 pl iist faz
almarak 10 pL yiikleme tamponuyla karistirildi ve 10 dakika buz banyosunda bekletildi.

3.2.1.2 Kit ile plazmid izolasyonu

S. Infantis suslarindan plazmid izolasyonu ayrica Qiagen Plasmid Midi Kit (Cat. No.
12145) kullanilarak gerceklestirildi.

LB broth’ta % 1 oraninda inokiile edilerek 37 °C’de 18 saat 200 rpm ¢alkalama hizinda
gelistirilen bakteri kiiltiirlerinden 100 ml alind1 ve 500 rpm’de 10 dk santrifiij islemine
tabi tutularak hiicreler ¢oktiiriildii. Hiicre ¢okeltisi 4 ml P1 tampon igerisinde ¢oziildii.
Uzerine 4 ml P2 tamponu ilave edildi, elde 6 kez gevrilerek karistirildi ve oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi. Siire bitiminde karisim igerisine 4 ml P3 tamponu (3.0
M potasyum asetat, pH 5.5) ilave edildi ve ayn1 karistirma islemine tabi tutularak, buz
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banyosunda 15 dakika bekletildi. Buz banyosundan alinan tiipler 4 °C’de 13000 rpm’de
30 dakika santrifiij islemine tabi tutuldu (Sorwall RC5C Plus, Asheville, NC, USA). Ust
sivi tekrar 4 °C’de 13000 rpm’de santrifiij edildi. Burada olusan iist faz, QBT tampon
(750 mM NaCl, 50 mM MOPS, pH 7.0, % 15 etanol ve % 1.5 tritonX-100) ile
dengelenmis (kolonlarin dengelenmesi i¢in, kolonlara 4 ml QBT tampon konularak
tamamen akmasi1 beklendi) Qiagen-tip 100 kolonlara aktarildi ve sivinin kolondan
gecmesi beklendi. Bu asamadan sonra kolon iki kez 10 ml QC yikama tamponu (1.0 M
NaCl, 50 mM MOPS, pH 7.0, % 15 izopropanol) ile yikandi. Yikanan kolona 5 ml QF
geri kazanim tamponu (1.25 M NaCl, 50 mM TrisHCI, pH 8.5, % 15 izopropanol)
eklenerek DNA kolondan geri kazanildi. Bu siviya 3.5 ml izopropanol ilave edildi ve 4
°C’de 11000 rpm’de 30 dakika santrifiij islemi yapildi. Ust siv1 atildiktan sonra ¢okelti
% 70 etanol ile yikandi. Bu ortam 4 °C’de 11000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
DNA 6rnegini igeren ¢okelti oda sicakliginda kurutulduktan sonra 100 pl steril distile su

icerisinde ¢oziildii. DNA 6rnekleri kullanilana kadar -20 °C’de saklanda.

3.2.2 Elektroforez

Plazmid izolatlar1 % 0.8 agaroz konsantrasyonu ile hazirlanan jel sistemlerinde, her
kuyucuga 20 pL olacak sekilde yiiklendikten sonra 100 volt elektrik akimi uygulanarak
(~1 saat) elektroforez islemine tabi tutuldu. Plazmid biiytikliiklerinin hesaplanabilmesi
icin her jel 6rneginde bir kuyuya BAC-Tracker Supercoiled DNA Ladder (Epicentre
Biotechnologies, USA) yiiklendi.

PZR amplifikasyonu sonrasinda ise, 10 pl PZR iiriinii ve 2 pl 6xyiikleme boyasi
karigtirllarak % 1 oraninda agaroz igeren jelin kuyularina aktarildi. Bant
biiyiikliiklerinin belirlenebilmesi amaci1 ile kuyulardan birine 1kb DNA Marker
(Fermentas, Finland) yiiklendi. Tiim elektroforez islemlerinde Tris asetat EDTA (TAE)

tampon ¢ozeltisi kullanilda.
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Elektroforez islemi sonrasinda agaroz jeller, 0.2 pg/ml etidyum bromit (Sigma Chem.
Co., USA) ¢ozeltisinde 20 dakika siire ile boyandi ve 366 nm dalga boyunda UV 151k
altinda goriintiilenerek fotograflar1 alindi1 (Kodak Gel Logic 200 Imaging System).

3.2.3 Plazmidlerin biiyiikliiklerinin saptanmasi

S. Infantis suslarindan izole edilen plazmidlerin biiyiikliiklerinin belirlenmesinde;
molekiiler biiyiikliikleri bilinen ccc DNA marker’larinin elektroforetik hareketlilikleri
ile, biiytikliiklerinin logaritmalar1 arasinda tanimlanan dogrusal iliskiden yararlanildi
(Macrina et al. 1978, Southern 1979, Schaffer and Sederoff 1981). Marker ccc DNA
molekiillerinin agaroz jel fotograflar1 {izerinde Olgiilen go¢ araliklari ile, bilinen
biiyiikliiklerinin logaritmik degerlerine bagli olarak egrileri c¢ikarildi. Istatistik
analizlerle her farkli jel icin korelasyon katsayisi ve egrinin egimi belirlenerek,
bakterilerden izole edilen plazmidlerin biiyiikliikleri saptandi (Campbell 1974, Elder
and Southern 1983, Elder et al. 1983).

T E-(G.C)

Egrinin Egimi (I) = m
E—(G.C)

JID_(H.O).[B_(G.4)]

Korelasyon Katsayis1 (J) =

Molekiiler Biiytikliik (W) = Antilogjo [ I. (a-G) + H ]
X = marker DNA molekiillerinin agaroz jel lizerindeki go¢ araligi (mm)

Y = Marker DNA molekiillerinin biiyiikliigii (kilobaz)

A=X1+Xo+ X3+ e, + X,
B=X?+ X2+ X537+ oo, + X,
C= 10g10Y1 + 10g10Y2 + 10g10Y3 T o + 10g10Yn
D = (log10Y1 )+ (10g10Y2 )*+ (10€10Y3 )+ covveeerreerennn +(logioYy)
E= X] (1Og10Y1 )+X2 ( IOgloYz ) + X3 ( 10g10Y3 )+ ..................... +Xn ( lOglan)
G = Ortalama X = é
N
H = Ortalama Y = E
N
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o = Molekiiler biiytikligii bilinmeyen plazmidin jel tizerindeki gogii (mm)

3.2.4 Dalgah alan jel elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE)

Hiicreler Luria-Bertani agar ortaminda 37 °C’de 18 saat gelistirildi. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra, steril 6ze ile alinan hiicreler, 4 mL hiicre silispansiyon
tamponunda ¢ozililerek optik yogunluk spektrofotometrede (Ultrospec 2000, Amersham
Pharmacia Biotech Inc., Sweden) 610 nm dalga boyunda 1.35-1.4’e¢ ayarlandi.
Hazirlanan siispansiyonlar buz banyosunda muhafaza edildi. Agaroz tapalar
hazirlanirken 300 pl hiicre siispansiyonu, 15 upl Proteinaz K (20 mg/mL, son
konsantrasyon 0.5 mg/mL) ve 300 pl Seakem Agaroz (% 1)-SDS, 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiipiinde karistirilarak BioRad-PFGE kaliplara (Plug Molds, BioRad,
USA) aktarildi. Tapalar hazirlanirken agarozun katilagsmamasina 6zen gosterildi ve bu
amagla karigim 50 °C su banyosunda (GFL 1002, GFL GmbH., Germany) hazirlandi.
Daha sonra kaliplar +4 °C’de tapalarin katilasmasi i¢in 30 dakika bekletildi. Agaroz
tapalar katilagtiktan sonra 5 mL hiicre liziz tampon ¢ozeltisi aktarildi ve 54 °C’ye
ayarlanan c¢alkalamali (175-200 rpm) su banyosunda (GFL 1083, GFL GmbH.,
Germany) 2 saat tutuldu. Yikama islemi 50 °C’de calkalamali (175-200 rpm) su
banyosunda (GFL 1083, GFL GmbH., Germany) yapildi. Yikama iglemi her biri i¢in
15er dakika olacak sekilde 6nceden 50 °C’ye ayarlanan steril distile su (10-15 mL) ile
iki kere ve sonra yine sicakligi 50 °C’ye ayarlanan TE tampon ¢6zeltisi (10-15 mL) ile 4
kez tekrarlandi. Yikama islemleri tamamlandiktan sonra her bir tapa 2.5 mm seritler
halinde kesildi ve yeni bir TE tampon ¢ozeltisine aktarilarak kullanilincaya kadar +4
°C’de saklandi. Hazirlanan 2.5 mm‘lik agaroz seritler 120 ul SuRE tampon H ¢ozeltisi
(Roche Diagnostics GmbH, Germany) ile 15 dakika oda sicakliginda tutularak
dengelendi. Daha sonra tampon ¢ozeltisi pipet yardimiyla uzaklastirildi ve yerine 100
pl, yine bu ¢ozelti ile uygun konsantrasyonda hazirlanan Xbal (50U / hiicre; Roche
Diagnostics GmbH, Germany) restriksiyon enzimi eklendi. Restriksiyon kesimi, 37
°C’deki su banyosunda (GFL 1002, GFL GmbH., Germany) 2 saat inkiibe edilerek
yapildi. Bu islem sonunda enzim aktivitesinin durdurulmasi i¢in enzim ¢ozeltisi
uzaklastirilarak 500 pl 0,5X TBE ¢ozeltisi eklendi. Restriksiyon kesimleri tamamlanan

2.5 mm’lik agaroz seritler bir spatiil yardimiyla elektroforez taraginin her bir disine
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yatay sekilde koyuldu ve dise bulasan tampon ¢ozeltisi bir pipet yardimiyla
uzaklastirildi. Bu sekilde 5 dakika kurumaya birakilan tarak daha sonra jel kalibina
yerlestirildi. Hazirlanan ve 50 °C’ye sogutulan Seakem Agaroz (% 1)-TBE kaliba
yavagea dokiilerek 30 dakika polimerizasyona birakildi. Elektroforez ¢emberi (CHEF-
DR III Variable Angle System, BioRad, USA) 2.5 litre 0.5X TBE (0,016 g thiurea
eklenmis) ¢ozeltisi ile doldurularak 14 °C’ye sogutuldu. Hazirlanan agaroz jel ¢embere
yerlestirildi ve 6V/cm (200V), 2-64 saniye, 120°A agiyla, 20 saat sabit sicaklikta
kosturuldu. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra agaroz jel 20 dakika etidyum-
bromit ¢ozeltisinde (0.5 pg/mL) boyandi. Daha sonra, boyanin uzaklagmasi i¢in jel 30
dakika distile su ile yikandi. Startagene Eagle-Eye II jel dokiimantasyon sisteminde
(Stratagene, USA) UV 15181 altinda goriintiilendi. Bant biiyiikliikleri bu sisteme ait
bilgisayar programi kullanilarak hesaplandi (Stratagene, USA) (Angulo et al. 2000).

3.2.5 Antimikrobiyel direncin belirlenmesi

3.2.5.1 Disk difiizyon metodu

Kiilttirler steril 6ze ile % 1 oraninda 4 ml LB broth ortamina inokiile edildi ve
calkalamali (175-200 rpm) inkiibatorde 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra, steril saf su ile 1:100 (hacim:hacim) oraninda dilue edildi ve 100
ul  Miiller Hinton (Oxoid, UK) agar plaklar1 iizerine yayma ekim yapildi.
Antimikrobiyel ajanlar emdirilmis 6 mm’lik kagit diskler, agar yilizeyine yerlestirildi ve
37 °C’de 18 saat inkiibe edildi. Disk difiizyonu ¢aligmasinda, 16 farkli antimikrobiyel
madde kullanildi (Cizelge 3.1). Inkiibasyon sonrasi, disklerin etrafindaki zon ¢aplari
Olctildii ve Klinik Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI)’niin belirledigi kirilma
noktalar1 ile karsilastirildi. Buna gore sonuclar duyarli (S) ve direncli (R) olarak

belirlendi.
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3.2.5.2 Mikrodiliisyon yontemi

Duyarliliklar1 saptanacak olan mikroorganizmalarin, LB broth sivi besiyerinde
gelistirilen kiiltiirlerinden steril serum fizyolojik igerisinde McFarland 0.5 (10°
hiicre/ml) yogunlugunda ornekler hazirlandi ve 1:100 oraninda diliie edilerek 10°
hiicre/ml igeren mikroorganizma silispansiyonlar1 elde edildi. Bakterilerin iiretilmesi
amactyla Miiller Hinton Broth (MHB) (Oxoid Ltd., UK) besiyerleri kullanildi.
Minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin (MiK) tespit edilebilmesi i¢in 96 kuyucuklu
mikroplaklarda mikrodiliisyon yontemi, CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute,
2008) M27-A protokolii esas alinarak gergeklestirildi. 100 ul MHB besiyerini igeren
kuyularin ilk sirasina her antibiyotik i¢in son konsantrasyon 512 pg/ml olacak sekilde
1024 pg/ml stok solusyonundan eklendi (Cizelge 3.2). Ik kuyucuktan baslanarak bir
sonrakine 100 pl aktarildi ve son kuyucuktan 100 pl almarak diliisyon islemi
tamamlandi. Diliisyon sonrasinda tim kuyucuklara 10 pl bakteri siispansiyonu (10°
hiicre/ml) eklenerek bakteriler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon
sonrasi tiremenin oldugu son kuyucuktan bir sonraki kuyucuktaki antibiyotik miktar1

MIK degeri olarak tespit edildi.

3.2.6 Genomik DNA izolasyonu

Salmonella suslarindan genomik DNA izolasyonu, Sambrook et al. (1989) tarafindan
Onerilen yonteme gore yapildi. 5 mL LB broth ortaminda gelistirilen 18 saatlik
kiiltirden 1.5 mL’lik steril mikrosantriflij tiiplerine alinan bakteri siispansiyonlari,
14000 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi (Eppendorf Centrifuge 5415D, Eppendorf
GmbH., Germany). Tiiplerdeki iist sivi atildi ve hiicre ¢okeltisi oda sicakliginda
kurutuldu. Cokelti tizerine 300 uLL TE tampon ¢ozeltisi aktarildi ve slispanse edildi. Bu
stispansiyonlar 10 dk kaynar su banyosunda (GFL 1002, GFL GmbH., Germany)
tutulduktan sonra, hizli bir sekilde buz banyosuna alinarak sogutuldu. Bu ortamlar,
tekrar 14000 rpm hizda 2 dakika santrifiij edildi (Eppendorf Centrifuge 5415D,
Eppendorf GmbH., Germany) ve {ist s1v1 yeni bir steril mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

Izolasyon 6rnekleri —20 °C’de muhafaza edildi ve PZR amplifikasyonlarinda kullanildi.
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3.2.7 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) amplifikasyonlari

PZR amplifikasyonlari i¢in Carattoli et al. (2005) tarafindan Onerilen yontem optimize
edilerek kullanildi. PZR amplifikasyonlarinin gergeklestirilmesi i¢in GeneAmp9700
Thermocycler (Applied BioSystems, USA) cihazindan yararlanildi. Amplifikasyonlar

icin kullanilan reaksiyon karisimi ve amplifikasyon kosullar1 asagida belirtilmistir.

Reaksiyon karisimi:

Steril dH,O 355ul
10XPZR tampon ¢ozeltisi Sul
dNTP 1 ul
Ileri primer 1l
Geri primer 1 ul
MgCl,(25 mM) 4 nl
Taq DNA polimeraz 0,5 pl
DNA 2l

Amplifikasyon kosullari:
94 °C, 5 dakika
30 dongii; 94 °C, 30 saniye; T,, 30 saniye; 72 °C, t.
72 °C, 5 dakika
4°C, oo

T. (baglanma sicakligi) her bir primer igin ayri ayr1 T, (°C) = 2 X (A+T) + 4 X (G+C)
formiiliinden hesaplanirken, t. (uzama stiresi) beklenen PZR f{iriiniiniin baz cifti (bg)
cinsinden uzunluguna gore tayin edildi. Buna goére PZR iiriinii 500 bg¢ ve daha kiiciik ise
30 saniye, 500-700 bg¢ arasinda ise 40 saniye ve daha bliyiilk PZR f{iriinleri, 6rnegin;
1000 bg i¢in ise 1 dakika ya da daha fazla olarak belirlendi.
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3.2.8 DNA dizi analizleri

Saflagtirilan DNA o6rneklerinin dizi analizi REFGEN (ODTU Teknokent, Ankara)
firmas1 tarafindan yapildi ve sonuglar NCIB-BLAST programi kullanilarak
degerlendirildi.

3.2.9 Direnglilik genleri ve integron analizleri

Nalidiksik asit direnclilikte etkin mutasyonlarin tanimlanmasi amaci ile gyr4 genine

0zgl primerler kullanildi.

P11 P2
. p GTTRRRY GTTRRRY
int
I Gen kaseti |

I 5’-korunmus bélge | | 3’-korunmus bélge |

Sekil 3.1 Smif I integronlarin genel molekiiler organizasyonu (Le’vesque ef al. 1995).

Integron analizlerinin ilk asamasi olan integron varligmin belirlenmesi amaciyla; 1.
simif integronlarin saptanmasinda, 5’ ve 3’ korunmus bolgelere gore dizayn edilen

primer ¢iftinden yararlanildi (Sekil 3.1). Kullanilan primerler Cizelge 3.3’de verilmistir.
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3.2.10 Konjugasyon

Konjugasyon denemelerinde kullanilan verici ve alict sus kiiltiirleri LB broth ortaminda
37 °C’de 18 saat siire ile gelistirildi. Konjugal eslestirme i¢in, ge¢ eksponensiyel fazdaki
kiiltiirler (37 °C’de 6-8 saat siiresince ve 200 rpm karigtirma uygulanarak tiretildi)
kullanild1. Mikrosantrifiij tiiplerine 1 ml’lik hacimler halinde alinan kiiltiirler, 13000
rpm’de 30 sn santrifiij islemi uygulanarak ¢oktiiriildii. Coktiiriilen hiicreler, 1 ml 10 mM
MgSOy igerisinde ¢ozildii. Alict ve verici sustan 0.5’er ml alinarak karistirildi ve daha
sonra 0.4 um por capindaki membran filtreye emdirildi (Millipore Co. Bilkrica, MA,
USA). Bu islemi takiben filtreler LB agar ortami iizerine kondu ve 37 °C 4 saat inkiibe
edildi. Eslestirme isleminden sonra bakteri karisimini igeren membran filtreler 1 ml 10
mM MgSOy igerisinde ¢oziildii, PBS (fosfat ile tamponlanmis tuz ¢6zeltisi; % 0.8 NaCl,
% 0.02 KCL, % 0.144 Na,HPO., % 0.024 KH,PO4, pH 7.4) igerisinde seri diliisyonlar1
hazirland1 ve segici antibiyotikleri iceren LB agar ortamlarina inokiile edildi. Yalniz
verici ve alict suslarin inokiile edildigi LB ortamlari ise sahit olarak kullanildi (Ausubel

et al. 1994, Casadesus and Camacho 2002).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Salmonella Serotiplerinde Farkl Suslarin Tanis1

Ankara’da satisa sunulan etler (tavuk ve sigir eti), yumurta ve tiiketime hazir
salatalardan Avsaroglu et al. (2007) tarafindan izole edildikten sonra; faj tiplendirmesi
yaninda, serolojik ve biyokimyasal testler kullanilarak tanimlanan Salmonella
suslarinda klonal yayilma, dalgali alan jel elektroforezi ¢alismalari ile belirlenmistir. Bu
amagla suslardan kromozomal DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve Xbal restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesime tabi tutulmustur. Elde edilen her susa ait Xbal fragment
profili en az iki bant farklilig1 esas alinarak ayni serotipin diger suslarindan ayrilmistir
(Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6). Bu esasa gore yapilan siiflandirmada; S. Agona, S.
Enteridis, S. Thompson ve S. Wirchow tek, S. Kentucky ve S. subspecies I Rough form
iki, S. Infantis i¢ ve S. Typhimurium dokuz farkli grup altinda toplanmistir (Cizelge
4.1).

Genel Tirkiye profilini yansitmasa da Ankara’da toplanan orneklerde hakim serotip,
halen diinyadaki 6rneklemelerde (Ang-Kiigiiker ef al. 2000, Yan et al. 2003, Tenover
and Pearson 2004, Hata et al. 2005, Macedo-Vinas et al. 2008) oldugu gibi S.
Typhimurium’dur. Bu serotipi S. Infantis izlemektedir (Avsaroglu et al. 2007). Bu
serotiplerde klonal yayilma durumu dalgali alan jel elektroforezi (PFGE) analizleri ile
incelendiginde, sus farklilagmasinin kontaminasyon oranlari ile paralel bir sekilde arttigi
goriilmektedir. Salmonella kontaminasyonlarinda dominant serotiplerin yliksek
evrimlesme oranlarinin ana nedeni tiir i¢i ya da tiirler aras1 yatay gen transferleridir.
Ozellikle terapide ve hayvan yetistircilifinde yaygin antibiyotik kullaniminin yarattig
yiiksek secici baski, mutantlarin dominansisini belirleyen ana unsurdur. Bu hakim
serotiplerde meydana gelen sus farklilasmalari, kontaminasyonlarin engellenmesi
yaninda salmonellozis’in tedavi yiizdelerini de onemli 6lgiide diistirmektedir (Merkl
2004, Wang et al. 2004, Gay et al. 2006, Yang et al. 2009). Ozellikle S. Infantis
serotiplerinin gidalarda bulunma sikliginin artis1 ve sadece Ankara piyasasinda satiga

sunulan gidalarda bile 3 farkli sus profilinin belirlenmesi, kanath yetistirciliginde
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kontrolsiiz antibiyotik kullanimina ve agik satilan gidalarda hijyenik kosullara

uyulmadigina isaret etmektedir.
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A ERE 1

Sekil 4.1 Tiirkiye kokenli Salmonella suslarina ait PFGE profilleri

Hat Ornek  Serotip
1 (+)Kontrol  §. Branderup
2 DMA5S9 S.Agona
3 DMK34 S.Kentucky
4 DMK35 S.Kentucky
5 DMRS52 S.Subspec. I Rough form
6 DMR54 S.Subspec. I Rough form
7 DME24 S.Enteritidis
8 DMTH39 S.Thompson
9 DMV9 S.Virchow
10 DMVI0 S.Virchow
11 DMCI1 S.Infantis
12 DMC7 S.Infantis
13 DMCI2 S.Infantis
14 DNA Ladder (Qiagen, USA)
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Sekil 4.2 Tiirkiye kokenli Salmonella suslarina ait PFGE profilleri

Hat Ornek  Serotip
1 DNA Ladder (Qiagen, USA)
2  DMC20 S.Infantis
3  DMC23 S.Infantis
4  DMC40 S.Infantis
5 DMC41 S.Infantis
6 DMC(C43 S.Infantis
7  DMC45 S.Infantis
8 DMC46 S.Infantis
9 DMC47 S.Infantis
10 DMC48 S.Infantis
11 DMC53 S.Infantis
12 DMCS5S S.Infantis
13  DMC56 S.Infantis

14 (+)Kontrol . Branderup
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Sekil 4.3 Tiirkiye kokenli Salmonella suslarina ait PFGE profilleri

Hat Ornek  Serotip

1  (+)Kontrol S. Branderup

2 DMTI S. Typhimurium
3 DMT3 S. Typhimurium
4 DMTI2 S. Typhimurium
5 DMTI3 S. Typhimurium
6 DMTI14 S. Typhimurium
7  DMT27 S. Typhimurium
8 DMT35 S. Typhimurium
9 DMT42 S. Typhimurium
10 DMT44 S. Typhimurium
11  DMT45 S. Typhimurium
12 DMT47 S. Typhimurium
13 DMT63 S. Typhimurium
14 DNA Ladder (Qiagen, USA)
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Sekil 4.4 Tiirkiye kokenli Salmonella suslarina ait PFGE profilleri

Hat Ornek  Serotip

1 DNA Ladder (Qiagen, USA)
2 DMT64 S. Typhimurium
3 DMT65 S. Typhimurium
4  DMT66 S. Typhimurium
5 DMTé68 S. Typhimurium
6 DMT69 S. Typhimurium
7  DMTNT78 S. Typhimurium
8 DMTNT79 S. Typhimurium
9 DMTS80 S. Typhimurium
10 DMTSI S. Typhimurium
11 DMTg4 S. Typhimurium
12 DMTS8S8 S. Typhimurium
13 DMT93 S. Typhimurium
14 DMT96 S. Typhimurium
15 (+) Kontrol S. Branderup
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9 10 11 12 13 14

Sekil 4.5 Tiirkiye kokenli Salmonella suslarina ait PFGE profilleri

Hat Ornek Serotip

1 (+)Kontrol S§. Branderup

2 DMAG60 S.Agona

3 DME34 S. Enteritidis

4 DMR5S5 S.Subspec. I Rough form
5 DMK36 S. Kentucky

6 DMK37 S. Kentucky

7  DMTH40 S. Thompson

8 DMCS57 S.Infantis

9 DMCs8 S.Infantis

10 DMC70 S.Infantis

11 DMCT71 S.Infantis

12 DMC75 S.Infantis

13 (+)Kontrol  §. Branderup
14 DNA Ladder (Qiagen, USA)
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Sekil 4.6 Tiirkiye kokenli Salmonella suslarina ait PFGE profilleri

Hat Ornek Serotip

1 (+) Kontrol S. Branderup

2 DMT100 S. Typhimurium
3 DMTI101 S. Typhimurium
4 DMT102 S. Typhimurium
5 DMTI103 S. Typhimurium
6 DMT106 S. Typhimurium
7 DMT107 S. Typhimurium
8 DMT109 S. Typhimurium
9 DMT120 S. Typhimurium
10 DMTI21 S. Typhimurium
11  DMTI124 S. Typhimurium
12 DMTI126 S. Typhimurium
13 (+) Kontrol S. Branderup

14  DNA Ladder (Qiagen, USA)
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Cizelge 4.1 PFGE profillerine gore Salmonella serotiplerinde olusturulan sus gruplari

Serotip Kod No Grup Adx
S. Agona DMAS59, DMA60 SAI
DMK34, DMK36 DKI
S. Kentucky
DMK35, DMK37 DKII
) DMR52, DMR55 DRI
S. subspecies I Rough form
DMR54 DRII
S. Enteridis DME24, DME34 DEI
S. Thompson DMTH39, DMTH40 DTHI
S. Virchow DMV9, DMV10 DWI
DMC12, DMC57 DCI
DMC20, DMC55, DMC58 | DCII
. DMC1, DMC7, DMC23,
S. Infantis DMC40, DMC41, DMC43,
DMC45, DMC46, DMC47, | DCIII
DMC48, DMC56, DMC70,
DMC71, DMC75
DMT124 DTI
DMTI13, DMT102 DTII
DMT44, DMT107,
DMTI121 DT
DMT64, DMT109 DTIV
DMTS80 DTV
DMT84, DMT126 DTVI
o DMT1, DMT3, DMTI2,
S. Typhimurium DMT14, DMT35, DMT42,
DMT68, DMT69,
DMTN78, DMTN79, DTVII
DMTS81, DMT88, DMT93,
DMT96, DMT100,
DMTI101, DMT103
DMT27, DMT45, DMT47,
DMT63, DMT65, DMT66, | DTVIII
DMT106
DMTI120 DTIX
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4.2 S. Infantis Suslarinda Antibiyotik Duyarhlik Diizeylerinin Tanimi

Denemede kullanilan 18 adet S. Infantis susunda antibiyotik duyarlilik profilleri
oncelikle disk diflizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Yapay ve dogal antibiyotik
gruplarmin tiimiinii temsil edecek sekilde segilen 16 farkl antibiyotik diski ile yiiriitiilen
calismalar sonucunda DMC40 susu disindaki tiim S. Infantis suslarinin; kanamisin,
tetrasiklin, neomisin, spektinomisin, streptomisin, sulfonamit bilesikleri, nalidiksik asit
ve trimetoprime karst direncglilik gosterdigi, diger antibiyotiklere karsi ise duyarh
oldugu tespit edilmistir. DMC40 susu, kanamisine ve neomisine duyarlilik gostermesi
disinda, diger suslar ile ayni antibiyotik duyarlilik profiline sahip bulunmustur (Cizelge
4.2).

Antibiyotik direnglilik fenotipi tanimlanan suslarda, duyarlhilik diizeyleri, minimal
inhibisyon konsantrasyonlarinin kritik dilusyon yontemi ile arastirilmasi sonucu
belirlenmistir. Tiim suslarda en yliksek antibiyotik direnglilik diizeyi sulfonamit
bilesikleri i¢in belirlenmistir (R>512 pg/ml). Bunu nalidiksik asit ve spektinomisin
izlemistir (R>128 pg/ml). Kanamisin ve neomisine duyarlilik 6zelligi ile, diger ¢coklu
ilag direncli suslardan farklilik gésteren DMC40 susunda bu iki antibiyotige karsi 2
pg/mL’den daha diisik bir duyarlilik saptanmistir. Diger suslarda neomisin ve
kanamisin direnglilik diizeyleri, sirastyla R>32 pg/ml ve R>64 pg/ml olarak
belirlenmistir. Son olarak, tim suslarda tetrasiklin, streptomisin ve trimetoprim igin
minimal inhibisyon konsantrasyonunun 32 pg/mL’den biiyiik 64 pg/mL’den ise diisiik

oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

Tiurkiye kokenli S. Infantis suslarinda en yiliksek antibiyotik direnclilik diizeyinin
stilfonamit bilesiklerine kars1 tanimlanmasi, diinyada Sa/monella izolatlari ile yliriitiilen
antibiyotik direnclilik ¢alismalarinin sonuglarina uyum gostermektedir. Yaklasik kirk
yildir Salmonella serotiplerinde tanimlanan siilfonamit direnclilik, tifoit ve tifoit
olmayan salmonellozis’in tedavisinde yaygin bir kullanima sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ozellikle 1960’11 yillarda siilfonamitlerin trimetoprim ile sinerjik
bir etki gostererek Salmonella enfeksiyonlarinin tedavisinde daha etkin oldugunun

belirlenmesi, trimetoprim/sulfometaksazol
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Cizelge 4.2 S. Infantis suslarinda disk diflizyon yontemi ile belirlenen antibiyotik duyarlilik 6zellikleri

Antibiyotikler
SusKodNo ™ b AMC EFT CHL FFC KAN NEO GEN NAL CHP TET STR SPE SUL TMP SXT
DMC1 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC7 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC12 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC20 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC23 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC40 S S S S S S S S R s R R R R R S
DMC43 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC45 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC46 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC47 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC48 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMCS55 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC56 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC57 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC58 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC70 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC71 S S S S S R R S R s R R R R R S
DMC75 S S S S S R R S R s R R R R R S

AMP: Ampisilin; AMC: Amoksisilin/Klavulonik asit; EFT: Seftiofur; CHL: Kloramfenikol; FFC: Florfenikol; KAN: Kanamisin; NEO:Neomisin;
GEN: Gentamisin; NAL: Nalidiksik asit; CHP: Siprofloksasin; TET: Tetrasiklin; STR: Streptomisin; SPE: Spektinomisin; SUL: Siilfonamit bilesikleri;
TMP: Trimethoprim; SXT: Sulfatiazol/Trimetoprim; S: Duyarli; R:Direncli.



Sy

Cizelge 4.3 S. Infantis suslarinda antibiyotik direnglilik diizeyleri (pug/ml)

Antibiyotik
Sus Kod No
KAN TET NEO SPE STR SUL NAL TMP

DMCI1 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC7 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC12 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC20 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC23 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC40 S(=2) R(>32) S(=2) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC43 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC45 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC46 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC47 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC48 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC55 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC56 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC57 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC58 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC70 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC71 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)
DMC75 R(>64) R(>32) R(>32) R(>128) R(>32) R(>512) R(>128) R(>32)

KAN: Kanamisin; TET: Tetrasiklin; NEO: Neomisin; SPE: Spektinomisin; STR: Streptomisin; SUL: Siilfonamit bilesikleri; NAL: Nalidiksik asit;
TMP: Trimethoprim; S:Duyarli; R:Direngli.



kombinasyonlarinin kullanimini yayginlastirmistir. (Smith et al. 2000, Park et al. 2006,
Pai et al. 2007). Trimetoprim ve sulfometaksazol kombinasyonlari, ince barsakta
yiiksek emilime sahiptir ve bakteriyel gelisim i¢in zorunlu olan folik asit biyosentezini
yiiksek diizeyde engelleme yetenegindedir (Guerra et al. 2003, Porwollik et al. 2004,
Michael et al. 2008). Tirkiye kokenli S. Infantis suslarinin tiimiinde siilfonamit
direnglilik ile birlikte trimetoprim direnglilik 6zelliginin de tanimlanmasi, bu direnglilik
fenotiplerinin yaygin ila¢ kullanimindan kaynaklanan seg¢ici bir baski ile meydana
geldigini kanitlamaktadir. Diger yandan tiim suslarda saptanan ikinci en yliksek
antibiyotik direnglilik diizeyinin spektinomisin ve nalidiksik aside kars1 tespit edilmesi
de bu se¢ici baskinin dogrudan bir sonucudur. Zira kinolon grubu antibiyotiklerin en
yaygin kullanim alani, 6zellikle kiimes hayvanlari yetistiriciligidir. Kinolonlar ayrica
bazi iilkelerde gida koruyucusu olarak da kullanilmaktadir. Nalidiksik asit bu grubun en
cok kullanilan {iyesidir. S. Infantis suglarinin ana kékeninin kiimes hayvanlart olusu, bu
suslarin ¢ok yiiksek nalidiksik asit direnci icermelerini agiklamaktadir. Ozellikle 1990’11
yillardan beri Salmonella suslarinda kinolon ve florokinolon direngliliginin hizli artis1
nedeni ile kinolonlarin kullaniminin kisitlamast Onerilmektedir. Bu c¢aligmanin
sonugclari, bu tespitin Tiirkiye i¢in de dnemli olduguna isaret etmesi bakimindan kritik

bir deger tasimaktadir.

Nalidiksik asit 6rneginde oldugu gibi, spektinomisin ve tetrasiklin grup antibiyotikler,
ozellikle kiimes hayvanlar1 olmak {izere, hayvan yetistirciliginde geri kalmis ya da
gelismekte olan {ilkelerde, enfeksiyonlardan korunmak amaci ile yaygin bir kullanim
alan1 bulunmaktadir. Zira bu antibiyotik gruplar1 genis bir antibakteriyel aktivite
spektrumuna sahiptir. Kolay ulasilabilir olmalar1 kullanimlarin1 yayginlagtiran ana unsur
olarak one ¢ikmaktadir (Fabrega et al. 2008). Tiirkiye kokenli S. Infantis suslarinda
ortak olan bu direnglilik fenotiplerinin kdkeni de biiylik olasilikla kiimes hayvanlari

yetistiriciligine dayanmaktadir.

Tirkiye kokenli S. Infantis suslarinda kanamisin, neomisin ve streptomisin gibi
aminoglikozit grubu antibiyotiklere direnglilik fenotipinin ortaya ¢ikmasi, 6zellikle bu
antibiyotiklerin kanatli yumurtalarindan civciv ¢ikarilma siirecinde kullanimindan
kaynaklanmaktadir. Zira aminoglikozit antibiyotiklerin hayvansal gida iiretiminde

kullamldig1 bir diger alan domuz yetistiriciligidir (Michael et al. 2008). Ulkemizde
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domuz yetistiriciliginin  yok denecek kadar kisithh olusu bu Ongérimiizii

desteklemektedir.

S. Infantis suslarinda ortak olan antibiyotik direnclilik 6zelliklerinin tamaminin kiimes
hayvanlarinin iiretimi ile iliskili olusu, bu alanda iiretim birimlerinin denetlenmesinde
iilkemizde ciddi bir sorun olduguna isaret etmektedir. Bu sonuglar, bu caligmanin

Tiirkiye ¢apinda bir taramaya mutlak gereksinim oldugunu gostermektedir.

4.3 S. Infantis Suslarinin Plazmid Icerikleri

Coklu ilag¢ direnglilik 6zelligine sahip oldugu belirlenen ve PFGE analizleri sonucu sus
seviyesinde tanisi gerceklestirlen S. Infantis tliyelerinin plazmid profilleri, her sus grubu
icin birden fazla 6rnek secilerek arastirilmistir. Plazmid analizlerinde test kiti (Qiagen
Plasmid Midi Kit, Cat. No. 12145) yaninda, 6zellikle biiyiik plazmidlerin izolasyonunda
ylksek diizeyde izolasyon verimliligine sahip olan Kado and Liu (1981) yontemi

kullanilmustir.

Kullanilan her iki yontemde de S. Infantis suslarinin tamaminin yalmiz 206.5 kb (kilo
baz) biiyiliklikte tek plazmid igerdigi saptanmustir (Sekil 4.7 ve 4.8). Salmonella
serotiplerinde plazmid varligi oldukea yiiksek diizeyde degiskenlik gostermektedir. Bazi
serotiplerde viriilens o6zellik ve c¢oklu ilag direnglilik yaninda nadir metabolik
plazmidlerin varligi da tanimlanmistir. Plazmid igeren serotiplerde plazmid sayisi
genellikle 1-5 arasinda degismektedir. Ozellikle viriilenslik ile ilgili plazmidlerin
homolojisi iizerinde yiriitiilen calismalarda, degisik serotiplerde tanimlanan bu
plazmidlerin biiylik oranda benzer oldugu saptanmistir. Bu durum s6z konusu
plazmidlerin konjugatif hareketlilik yolu ile aktarim sonucu yayildigina isaret
etmektedir (Hall and Collis 1998, Magnus and Mazel 2002, Suh and Odeh 2008).
Degisik S. Infantis izolatlar1 ile yiriitilen ¢alismalarda S. enterica tiriiniin diger
tiyelerinde de yaygin bir sekilde gorildiigii gibi, plazmid varligi belirlenememistir.
Ancak bazi caligmalarda bu suslarin bir ya da nadiren 4 plazmid igerigine sahip
olduklart saptanmistir. S6z konusu suslarda bu plazmidler 2-100 kb biiytikliigiinde
tanimlanmis olup, 6zellikle biiyiik plazmidlerin (92-97 kb) bazi antibiyotik direnglilik
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(B-laktamaz) fenotipleri ile iligkili oldugu tespit edilmistir.  S. Infantis suslarindaki 20
kb’dan diisiik plazmidlerin ise kriptik plazmidler oldugu 6ne siiriilmiistiir (Lindqvist et
al. 1999, Lindqvist and Pelkonen 2007, Kehrenberg et al. 2007, Suh and Odeh 2008).

Tiirkiye kokenli S. Infantis suslarinda tanimlanan megaplazmid (206.5 kb), simdiye
kadar bu serotipte tanimlanan en biiylik plazmid olma 6zelligi ile dikkat ¢ekmektedir.
PFGE analizlerinde farkli gruplara ayrilan suslarda bu plazmidin ortak olusu, secici
baskinin etkisi ile yayildigina ve stabilite kazandigina isaret etmektedir. Bu
ongoriilerden hareketle tanimlanan megaplazmidin kontrol ettigi 6zellikler ve konjugal

transferi tizerinde durulmustur.
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Kromozomal
DNA

Sekil 4.7 §. Infantis suslarinin plazmid icerigi

Kuyu sirasi Sus No Plazmid biiyiikliigii
1 DMCI12 206,5
2 DMC40 206,5
3 DMCS58 206,5
4 DMC70 206,5

165, 120, 95, 55, 38, 28,
non-marker DNA, 8 kb

5 Marker
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Sekil 4.8 S. Infantis suslarinin plazmid igerigi

Kuyu sirasi Sus No Plazmid biiyiikligii
1 DMC7 206.5
2 DMC20 206.5
3 DMC(C23 206.5
4 DMC57 206.5
5 DMC75 206.5
6 Marker 165, 120, 95, 55, 38, 28, non-

marker DNA, 8 kb
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4.4 S. Infantis Suslarinda Nalidiksik Asit Direncliligin Molekiiler Analizi

Coklu ilag direnclilik 6zelligine sahip S. Infantis suslar1 verici olarak kullanilmak
suretiyle, sadece karbenisilin direnglilik iceren S. Typhimurium MAT alict susunda
yiriitiillen kat1 agar eslestirme yontemi sonucunda, olusan konjugantlarin yalniz 206.5
kb plazmidi kazandigi saptanmistir. Tiim konjugantlarda kazanilan tek direngliligin
nalidiksik asite kars1 saptanmasi, bu fenotipin 206.5 kb plazmid tarafindan kodlandigini
kanitlamaktadir (Sekil 4.9). Salmonella suslarinda plazmid ya da kromozomal DNA
kokenli genlerin konjugatif hareketlilgi yaygin rastlanilan bir 6zelliktir. Yatay gen
transferinin Sa/monella patojenite adalarimin evriminde oynadigi rol onemli Olgiide
tanimlanmistir.  Giinlimiizde Salmonella genomik adalart icinde Ozellikle konjugal
transfer sisteminin etkin oldugu yatay gen transfer mekanizmalarinin antibiyotik
direnclilik bolgelerinin olusumuna yol agtigi ileri siiriilmektedir (Kehrenberg et al.
2007, Suh and Odeh 2008). Tiirkiye kokenli S. Infantis suslarinda nalidiksik asit
(kinolon) direngliligin konjugatif 6zellikte 206.5 kb plazmid tarafindan kodlanmasi, bu
ozelligin hizli bir yayilim gosterecegine isaret etmektedir. Bu suslarda diger
antibiyotiklere karsi direngliligin 206.5 kb plazmid tizerinde kodlanmamasi
(kromozomal DNA kokenli olusu) konjugatif hareketliligi engelleyen bir husus degildir.
Zira antibiyotik direnclilik gen kasetlerinin konjugatif transpozonlar yoluyla dogrudan
aktarimi ya da konjugatif plazmidler iizerine tagindiktan sonra transferi de miimkiindiir.
Deneysel ¢alismamizda bu yolla aktarimin belirlenmemesi, s6z konusu mekanizmalarin
calisma kosullarinda aktive olmamasindan ya da diisiik bir etkinlige sahip olmasindan

kaynaklanabilir.

Konjugatif plazmidde kinolon direncliligin varligmin molekiiler analizi, bu ilag
direnglilik  genlerinin  plazmid iizerindeki varliinin  belirlenmesi  suretiyle
gerceklestirilmistir. Daha sonra ayni plazmid {izerinde 1. simif integronlarin varligi

tanimlayict PZR primerleri kullanilarak belirlenmistir.

Kinolon direncliligi kontrol eden gyr4 gen bolgesine 6zgii primerler ile gerceklestirilen

cogaltma calismalarinda verici, alici ve konjugant suslarda 313 baz ¢ifti uzunlukta bir
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bolge cogaltilmistir (Sekil 4.10). Bu denemede verici ve konjugant suslarda PZR
amplifikasyonu 206.5 kb plazmid kullanilarak, alic1 susta ise genomik DNA {izerinde
gerceklestirilmistir. Verici, alict ve konjugant suslarda elde edilen PZR fragmentlerinin
DNA dizi analizleri sonucu; verici ve konjugant sustaki gyr4 bdlgesinde, alict sustan
farkli olarak, bir nokta mutasyonu sonucu 83. pozisyondaki serinin tirozine doniistiigii
saptanmustir (Sekil 4.11). Bu durum, konjugatif plazmid tarafindan kodlanan kinolon

direncliligin (nalidiksik asit) s6z konusu mutasyondan kaynaklandigini1 gostermektedir.
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b
B
r=

|
b=t

206.5 kb

=4— Kromozomal DNA

Sekil 4.9 Verici sus, alict sus ve nalidiksik asit direnglilik aktarimi saglanan konjugantin
plazmid igerikleri

Kuyu sirasi Sus No
1 MAT1 (alic1 sus)
2 DMCI12+MA1 (konjugant)
3 DMCI12 (verici sus)




6000 bg

3000 bg

1000 bg

250 bg

Sekil 4.10 Konjugasyon denemelerinde kullanilan suslarda gyrA primerleri

Kuyu sirasi Sus No PZR Uriinii (bg)
1 DMC7 (verici) 313
2 Konjugant 313
3 MAI1 (alic1) 313

Marker (250-10000 bp;
M Generuler 1 kb DNA
Ladder, #SM0311)

10000, 8000, 6000, 5000,
4000, 3500, 3000, 2500,
2000, 1500, 1000, 750, 500,
250
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a)
TGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCACGGCGATTAC
GCAGTGTATGACACCATCGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACA
TGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATTGACGGCGACTCCGCGGC
GGCAATGCGTTATACGGAGATCCGTCTGGCGAAAATCGCCCACGAACTGAT
GGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTGGA

b)
TGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCACGGCGATTICC
GCAGTGTATGACACCATCGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACA
TGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATTGACGGCGACTCCGCGGC
GGCAATGCGTTATACGGAGATCCGTCTGGCGAAAATCGCCCACGAACTGAT
GGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTGGA

Sekil 4.11 Konjugatif plazmid (a) ve alict sus (b) genomundan gyr4 gen bdlgesinin
DNA dizi analizi
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Kinolonlar sentetik antibakteriyel bilesikler olup, etkilerini DNA sentezini bozmak
suretiyle gosterirler. Temel hedefleri Gram-negatif bakterilerde DNA topoizomeraz II
(DNA giraz), Gram-pozitif bakterilerde ise DNA topoizomeraz IV’tiir. Kinolonlarin
primer hedefi topoizomerazlar olmasina ragmen, bu enzimlere dogrudan baglanmazlar.
Bunun yerine topoizomeraz-DNA komplekslerine baglanmak suretiyle, topoizomeraz
aktivitesini inhibe ederler. Bu aktivite sonucunda DNA iizerinde negatif superkangal
doniislerin kaldirilmasi engellenir ve ayrica eslenen kromozom ayrismasi ger¢eklesmez.
Nihai etki DNA kiriklarin tesvik edilmesi suretiyle saglanir (Hall and Collis 1998,
Tran and Jacoby 2002, Lukinmaa et al. 2004, Villa and Carattoli 2005, Gay et al. 2006).

Gram-negatif bakterilerde kinolon direnglilikte ii¢ temel mekanizma tanimlanmustir. ilk
direnclilik mekanizmasi, DNA giraz enziminin gyr4 ve gyrB alt {initelerini kodlayan
genlerde meydana gelen nokta mutasyonlar1 sonucu, kinolon direngli DNA giraz
enzimlerinin olusumudur. Salmonella’da kinolon direngliligi kontrol eden bolgede
(QRDR) yer alan gyrd geninde meydana gelen nokta mutasyonlar1 sonucu 83.
pozisyondaki serinin (Ser-83) fenilalanin, tirozin ya da alanine veya 87. pozisyondaki
aspartik asidin glisin, asparajin ya da tirozine doniisimi ile kinolon direncliligin
saglandigr saptanmistir. Bu nokta mutasyonlari, kinolon ve florokinolon grup
antibakteriyel bilesikler icerisinde en yiiksek direncliligi nalidiksik aside kars1
gelistirmektedir (Aarts ef al. 2001, Cloeckaert and Schwarz 2001, Edwards et al. 2001,
Fluit 2005, Borg et al. 2006, Fabrega et al. 2008). Ikinci direnclilik mekanizmasinda,
DNA topoizomeraz IV’ii kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu
kinolon direnglilik ortaya cikmaktadir. Ozellikle Gram-pozitif bakterilerde etkinlik
gosteren bu mekanizma, bazi aragtirmacilar tarafindan Salmonella i¢in de bildirilmistir.
Ancak bu arastirmalarda topoizomeraz IV alt {initelerini kodlayan genlerde (6zellikle
parC ve parE) meydana gelen nokta mutasyonlarinin kinolon direnglilikte dogrudan
etkisi yerine, DNA giraz genlerinde meydana gelen mutasyonlarin etkisini artirdigi ileri
striilmektedir (Lan et al. 2009, Xia et al. 2009). Bununla birlikte topoizomeraz IV
genlerinde olusan nokta mutasyonlarinin Salmonella’da kinolon direnglilik iizerinde
herhangi bir etkisinin olmadigin1 gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (Amavisit et al.
2003, Herrero et al. 2008, Nishino et al. 2009). Kinolon direncliligin saglanmasinda

etkinlik gosteren sistemlerden biri olan akis pompalarinin regiilasyonu, Salmonella’da
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siklikla rastlanilan diger bir mekanizmadir. Son direnglilik mekanizmas1 ise plazmid
kodlu genler tarafindan yonetilen sistemlerdir. Bu mekanizmada, plazmid kodlu genler
tarafindan determine edilen direng¢ proteinleri DNA giraz enzimi ile etkileserek ilag
baglanmasini engellemektedir (Luque et al. 2009, Miirmann et al. 2009, Nishino et al.
2009).

Calismamizda yiiriitiilen molekiiler analiz sonuglar1 S. Infantis suslarinda konjugatif bir
plazmid (206,5 kb) iizerinde kodlanan gyr4 geninde 83. pozisyondaki serinin (Ser-83,
TCC) bir nokta mutasyonu ile tirozine (Tyr-83, TAC) doniisiimii sonucu nalidiksik asite
yiiksek diizeyde (>132 pg/ml) direngliligin saglandigin1 kanitlamaktadir. Cok sayida
Salmonella enterica serotipinde bu mutasyonun yliksek diizeyde kinolon direnglilik ile
iligkili oldugu ve konjugatif transpozonlar ya da plazmidler ile integronlarin
entegrasyonu sonucu yatay gen transferinin gerceklestigi belirlenmistir (Su et al. 2006,
Alcaine et al. 2007, Martinez et al. 2008, Nishino et a/. 2009). Bununla birlikte bugiine
kadar bu tiir kinolon direngliligin S. Infantis suslarinda mega plazmidlerin iizerinde
bulundugu ve konjugasyonu yolu ile aktarildigina dair bir veri bulunmamaktadir.
Calismamizda tanimlanan bu plazmidin kokeninin arastirilmasi, Tirkiye kokenli S.
Infantis suslarinda kinolon direngliligin evrimi ve gelecegi konusunda 6nemli ipuglari

verecektir.

Salmonella’da kinolonlarin da dahil oldugu birgok ila¢ direnglilik gen kaseti,
Salmonella genomik adasi I (SGI-I) igerisinde yer alan I. sinif integronlar tarafindan
yakalanmaktadir (Baker et al. 2008, Halawani and Shohayeb 2008, Lapierre et al. 2008,
Havlickova et al. 2009, Pan et al. 2009). Tirkiye kokenli S. Infantis suslarinda
nalidiksik asit direngliligin integronlar ile iliskisinin tanimlanmasi amaci ile, I. sif
integronlara o6zgii primerler kullanilarak ilgili genler aranmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonlart sonucu tim S. Infantis suslarinda I. sinif integronlara 6zgii 1000 bp ve
1200 baz cifti uzunlukta bolgeler cogaltilmistir (Sekil 4.12). Bu suslardaki konjugatif
plazmidde I. sinif integronlarin analizi sonuglar1 da genomik analizlerle paralel
bulunmustur (Sekil 4.13). Bu durum I. simif integronlarin konjugatif plazmid iizerinde

bulundugunu kanitlamaktadir. Alict susta I. sinif integronlarin primerleri
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6000 be

—
; 3000 bg
—— — ., — . — —
——— S s S D S S S S e 1000 b
Sekil 4.12 §. Infantis suslarinda I sinif integronlarin analizi
Kuyu sirasi Sus No PZR Uriinii (bg)
1 DMC7 1000; 1200
2 DMCI12 1000; 1200
3 DMC20 1000; 1200
4 DMC23 1000; 1200
5 DMC40 1000; 1200
6 DMC57 1000; 1200
7 DMCS8 1000; 1200
8 DMC70 1000; 1200
9 DMCT75 1000; 1200
(250-10000 bp; Generuler 1 kb DNA Ladder,
M(Marker)

#SM0311)
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6000 be

3000 be

1000 be

Sekil 4.13 Verici sus, konjugatif plazmid ve alict susta I. sinif integronlarin analizi

Kuyu sirasi Sus No PZR Uriinii (b¢)
1 DMC7 (verici sus) 1000; 1200
2 Konjugant 1000; 1200
3 MA1 (alict sus) 1200

(250-10000 bp; Generuler 1 kb DNA Ladder,

M(Marker) 4SMO311)

59



ile yiiriitiilen ¢cogaltma ¢alismalar1 sonucunda ise; verici sus ve konjugatif plazmidden
farkli olarak, yalniz 1200 baz cifti uzunlukta bolge ¢ogaltilmistir (Sekil 4.13). Bu bulgu
verici ve alici suglarda I. sinif integronlarin varyasyon gosterdigine isaret etmektedir.
Verici suglarda ve konjugatif plazmid iizerinde g¢ogaltilan 1. smif integron
fragmentlerinden 1000 baz ¢iftlik par¢anin jelden saflastirildiktan sonra gyr4 primerleri
ile c¢ogaltilan bolgesinin DNA dizi analizi sonuglari, tirozin mutasyonlu bdlgenin
varligini gostermistir (Sekil 4.14). Bu fragment alict susta . sinif integron primerleri ile
cogaltilamamigtir. Tiim bu bulgular Tiirkiye kokenli S. Infantis suglarinda nalidiksik asit
direncliliginin I. simif integronlar tarafindan yakalandigimni ve konjugatif bir plazmid
iizerine taginarak yatay gen transferinin saglandigini kanitlamaktadir. Nalidiksik asit
direnclilikte belirlenen nokta mutasyonunun etkinliginin ozellikle par geni (DNA
topoizomeraz IV geni) mutasyonlar1 ya da akis pompasi regiilasyonu ile desteklenip
desteklenmediginin arastirilmasi, kinolon direncliligin mekanizmalarinin
detaylandirilmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu nedenle yeni mutant bankalarinin
s6z konusu nokta mutasyonlar1 tarafindan taranarak sinerjetik etkilerin belirlenmesi ileri

diizey caligmalar olarak planlanmaktadir.
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TGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCACGGCGATTAC
GCAGTGTATGACACCATCGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACA
TGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATTGACGGCGACTCCGCGGC
GGCAATGCGTTATACGGAGATCCGTCTGGCGAAAATCGCCCACGAACTGAT

GGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTGGA

Sekil 4.14 Verici sus genomik DNA’s1 ve konjugatif plazmid (206.5 kb) lizerinde
cogaltilan gyr4 gen bolgesinin DNA dizi analizi

61



62



KAYNAKLAR

Aarts, H. J. M., Boumedine, K. S., Nesme, X. and Cloeckaert, A. 2001. Molecular tools
for the characterisation of antibiotic-resistant bacteria. Veterinary Research, 32,
363-380.

Asai, T., Ishihara, K., Harada, K., Kojima, A., Tamura, Y., Sato, S. and Takahashi, T.
2007. Long-Term Prevalence of Antimicrobial-Resistant Salmonella enterica
Subspecies enterica Serovar Infantis in the Broiler Chicken Industry in Japan.
Microbiology and Immunology, 51(1), 111-115.

Avsaroglu, M. D., Helmuth, R., Junker, E., Hertwig, S., Schroeter, A., Akcelik, M.,
Bozoglu, F. and Guerra, B. 2007. Plasmid-mediated quinolone resistance
conferred by qnrS1 in Salmonella enterica serovar Virchow isolated from

Turkish food of avian origin. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 60,
1146-1150.

Angulo, F. J., Johnson, K. R., Tauxe, R. V. and Cohen, M. L. 2000. Origins and
Consequences of  Antimicrobial-Resistant  Nontyphoidal  Salmonella:
Implications for the Use of Floroquinolones in Food Animals. Microbial Drug
Resistance, 6(1), 77-83.

Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D.Seidman, J. G., Smith, J. A.
and Struhl, K. 1994. Current protocols in molecular biology, 4. Baski., New
York.

Alcaine, S. D., Warnick, L. D. and Wiedmann, M. 2007. Review Antimicrobial
Resistance in Nontyphoidal Salmonella. Journal of Food Protection, 70(3),
780-790.

Ando, Y., Ono, K., Tsuji, R., Masutani, T., Fujiwara, Y., Kurazono, T. and Yanagawa,
K. 2003. Investigation on contamination level of Salmonella spp. in chicken
meat and analysis of Salmonella Infantis by PFGE method, Jpn. J. Food
Microbiol., 20, 123-127.

Ang-Kiiciiker, M., Tolun, V., Helmuth, R., Rabsch, W., Boral, O., Akbulut, D., Susever,
S. and Ang, O. 2000. Phage types, antibiotic susceptibilities and plasmid
profiles of Salmonella typhimurium and Salmonella enteritidis strains isolated
in Istanbul, Turkey. Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 6, 593-599.

Amavisit, P., Lightfoot, D., Browning, G. F. and Markham, P. F. 2003. Variation

between Pathogenic Serovars within Sa/monella Pathogenicity Islands. Journal
of Bacteriology, 185(12), 3624-3635.

63



Baker, S., Pickard, D., Whitehead, S., Farrar, J. and Dougan, G. 2008. Mobilization of
the incQ Plasmid R300B with a Chromosomal Conjugation System in

Salmonella enterica Serovar Typhi. Journal of Bacteriology, 190(11), 4084-
4087.

Barrow, P. A. and Lovell, M. A. 1989. Functional Homology of Virulence Plasmids in
Salmonella gallinarum, S. pullorum, and S. typhimurium. Infection and
Immunity, 57(10), 3136-3141.

Borg, M. A., Scicluna, E., de Kraker, M., van de Sande-Bruinsma, N., Tiemersma, E.,
Gir, D., Redjeb, S. B., Rasslan, O., Elnassar, Z., Benbachir, M., Bagatzouni,
D. P., Rahal, K., Daoud, Z., Grundmann, H. and Monen, J. 2006. Antibiotic
Resistance in the Southeastern Mediterranean-Preliminary Results from the
Armed Project. Eurosurveillance, 11, 164-167.

Campbell, G. S. 1974. A Simple Method for Determining Unsaturated Conductivity
From Moisture Retention Data. Soil Science, 177(6), 311-387.

Carattoli, A. 2001. Importance of integrons in the diffusion of resistance. Veterinary
Research, 32, 243-259.

Carattoli, A., Bertini, A., Villa, L., Falbo, V., Hopkins, K. L. and Threlfall, E. J. 2005.
Identification of plasmids by PZR-based replicon typing. Journal of
Microbiological Methods, 63, 219-228.

Casadesus, J. and Camacho, E. M. 2002. Genetic Mapping in Salmonella enterica. In:
Prokaryotic genomics. M. Blot (ed). Birkhauser, pp. 10-20, Basel/Switzerland.

Chakravortty, D., Wester, 1. and Hensel, M. 2002. Salmonella Pathogenicity Island 2
Mediates Protection of Intracellular Sal/monella from Reactive Nitrogen
Intermediates. The Journal of Experimental Medicine, 195(9), 1155-1166.

Chen, H., Joerger, R. D., Kingsley, D. H. and Hoover, D. G. 2004. Pressure Inactivation
Kinetics of Phage A cl 857. Journal of Food Protection, 67, 505-511.

Chessa, D., Winter, M. G., Nuccio, S., Tiikel, C. and Baumler, A. J. 2008a. RosE
represses Std fimbrial expression in Salmonella enterica serotype
Typhimurium. Molecular Microbiology, 68(3), 573-587.

Chessa, D., Dorsey, C. W., Winter, M. and Baumler, A. J. 2008b. Binding Specificity
of Salmonella Plasmid-encoded Fimbriae Assessed by Glycomics. The Journal
of Biological Chemistry, 283(13), 8118-8124.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2008. Performance standards for

antimicrobial susceptibility testing: 18th informational suplement. CLSI,
M100-S18 Clinical and Laboratory Standards Institute, 940, PA, USA.

64



Cloeckaert, A. and Schwarz, S. 2001. Molecular characterization, spread and evolution
of multidrug resistance in Salmonella enterica Typhimurium DT104.
Veterinary Research, 32, 301-310.

Coombes, B. K., Wickham, M. E., Lowden, M. J., Brown, N. F. and Finlay, B. B. 2005.
Negative regulation of Salmonella pathogenicity island 2 is required for

contextual control of virulence during typhoid. Proceedings of the National
Academy of Sciences of United States of America, 102(48), 17460-17465.

Desvaux, M., Parham, N. J. and Henderson, 1. R. 2004. The autotransporter secretion
system. Research in Microbiology, 155(2), 53-60.

Edwards, R. A., Matlock, B. C., Heffernan, B. J. and Maloy, S. R. 2001. Genomic
analysis and growth-phase-dependent regulation of the SEF14 fimbriae of
Salmonella enterica serovar Enteritidis. Microbiology, 147, 2705-2715.

Edwards, R. A., Olsen, G. J. and Maloy S. R. 2002. Comparative genomics of closely
related Salmonellae. Trends in Microbiology, 10(2), 94-99.

Elder, J. K. and Southern E. M. 1983. Measurement of DNA length by gel
electrophoresis II: Comparison of methods for relating mobility to fragment
length. Analytical Biochemistry, 128(1), 227-231.

Elder, R. T., Loh, E. Y. and Davis, R. W. 1983. RNA from the yeast transposable
element Ty/ has both ends in the direct repeats, a structure similar to retrovirus
RNA. Proceedings of the National Academy of Sciences of United States of
America, 80, 2432-2436.

Erdem, B., Ercis, S., Hascelik, G., Gur, D., Gedikoglu, S., Aysev, A. D., Sumerkan, B.,
Otkun, M. ve Tuncer, I. 2005. Antimicrobial resistance patterns and serotype
distribution among Salmonella enterica strains in Turkey, 2000-2002.

European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 24, 220-
225.

Eriksson, S., Lucchini, S., Thompson, A., Rhen, M. and Hinton, J. C. D. 2003.
Unravelling the biology of macrophage infection by gene expression profiling

of intracellular Salmonella enterica. Molecular Microbiology, 47(1), 103-118.

Féabrega, A., Sanchez-Céspedes, J., Soto, S. and Vila, J. 2008. Quinolone resistance in
the food chain. International Journal of Antimicrobial Agents, 31, 307-315.

Fluit, A. C. and Schmitz, F. J. 2004. Resistance integrons and super-integrons. Clinical
Microbiology and Infection, 10, 272-288.

Fluit, A. C. 2005. Towards more virulent and antibiotic-resistant Sa/monella? FEMS
Immunology and Medical Microbiology, 43, 1-11.

65



Galimand, M., Sabtcheva, S., Courvalin, P. and Lambert, T. 2005. Worldwide
Disseminated armA Aminoglycoside Resistance Methylase Gene Is Borne by
Composite Transposon Tn/548. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
49(7), 2949-2953.

Gay, K., Robicsek, A., Strahilevitz, J., Park, H. C., Jacoby, G., Barrett, T. J., Medalla,
F., Chiller, T. M. and Hooper, D. C. 2006. Plasmid-Mediated Quinolone
Resistance in Non-Typhi Serotypes of Salmonella enterica. Clinical Infectious
Diseases, 43, 297-304.

Gibson, G. R., McCartney, A. L. and Rastall, R. A. 2005. Prebiotics and resistance to
gastrointestinal infections. British Journal of Nutrition, 93(1), 31-34.

Grabber, J. H., Hatfield, R. D., Ralph, J., Zof, J. and Amrhein, N. 1995. Ferulate
cross-linking in cell walls isolated from maize cell suspensions.
Phytochemistry, 40(4), 1077-1082.

Guerra, B., Soto, S., Helmuth, R. Mendoza, M. C. 2002. Characterisation of a Self-
Transferable Plasmid from Salmonella enterica Serotype Typhimurium
Clinical Isolates Carrying Two Integron-Borne Gene Cassettes Together with
Virulence and Drug Resistance Genes. Antimicrobial Agents and

Chemotherapy, 46(9), 2977-2981.

Guerra, B., Malorny, B., Schroeter, A. and Helmuth, R. 2003. Multiple resistance
mechanisms in floroquinolone resistant Salmonella isolates from Germany.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 47, 2059.

Halawani, E. and Shohayeb, M. 2008. Molecular Characterisation of Multiple
Antibiotic Resistance in Salmonella enterica Serovar Typhimurium and
Enteritidis Isolated in Saudi Arabia. World Journal of Medical Sciences, 3(1),
43-49.

Hall, R. M. and Collis, C. M. 1998. Antibiotic resistance in gram-negative bacteria: the
role of gene cassettes and integrons. Drug Resistance Updates, 1, 109-119.

Hamada, K., Oshima, K. and Tsuji, H. 2003. Choromosomal Transferable Multidrug
Resistance Genes of Salmonella enterica Serovar Infantis. Japanese Journal of
Infectious Diseases, 56, 216-218.

Hastings, P. J., Rosenberg, S. M. and Slack, A. 2004. Antibiotic-induced lateral transfer
of antibiotic resistance. Trends in Microbiology, 12(9), 401-404.

Hata, M., Suzuki, M., Matsumoto, M., Takahashi, M., Sato, K., Ibe, S. and Sakae, K.
2005. Cloning of a Novel Gene for Quinolone Resistance from a Transferable

Plasmid in Shigella flexneri 2b. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
49(2), 801-803.

66



Havlickova, H., Hradecka, H., Bernardyova, 1. and Rychlik, 1. 2009. Distribution of
integrons and SGI1 among antibiotic-resistant Salmonella enterica isolates of
animal origin. Veterinary Microbiology, 133, 193-198.

Helinski, D. R. 2004. An Introduction to plasmids: A selective view of their history. In:
Plasmid Biology. B. E. Funnell and G. Philips (eds). ASM Press, pp. 1-21,
Washington, DC.

Helms, M., Ethelberg, S., Molbak, K. and the DT104 Study Group 2005. International
Salmonella Typhimurium DT104 Infections, 1992-2001. Emerging Infectious
Diseases, 11(6), 859-867.

Herrero, A., Rodicio, M. R., Echeita, M. A. and Mendoza, M. C. 2008. Salmonella
enterica serotype Typhimurium carrying hybrid virulence-resistance plasmids
(pUO-StVR): A new multidrug-resistant group endemic in Spain. International
Journal of Medical Microbiology, 298, 253-261.

Hradecka, H., Karasova, D. and Rychlik, I. 2008. Characterisation of Sal/monella
enterica serovar Typhimurium conjugative plasmids transferring resistance to
antibiotics and their interaction with the virulence plasmid. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, 62, 932-941.

Jacoby, G. A., Walsh, K. E., Mills, D. M., Walker, V. J., Oh, H., Robicsek, A. and
Hooper, D. C. 2006. gnrB, Another Plasmid-Mediated Gene for Quinolone
Resistance. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 50(4), 1178-1182.

Kado, C. I. and Liu, S. T. 1981. Rapid Procedure for Detection and Isolation of Large
and Small Plasmids. Journal of Bacteriology, 145, 1365-1373.

Kehrenberg, C., de Jong, A., Friederichs, S., Cloeckaert, A. and Schwarz, S. 2007.
Molecular mechanisms of decreased susceptibility to fluoroquinolones in avian
Salmonella serovars and their mutants selected during the determinetion of
mutant prevention concentrations. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 59,
886-892.

Klemm, M., Cheng, C., Cassell, G., Shuman, S. and Segall, A. M. 2000. Peptide
Inhibitors of DNA Cleavage by Tyrosine Recombinases and Topoisomerases.
Journal of Molecular Biology, 299, 1203-1216.

Lan, J., Warner, T. F. and Heise, C. P. 2009. Attenuated Salmonella typhimurium-
mediated interleukin-10 delivery is beneficial for dextran sodium sulfate-
induced murine colitis. Diseases of the Colon and Rectum, 43(3), 297-304.

Langille, M. G. L., Zhao, F., Fedynak, A., Hsiao, W. W. L., Xu, Y. and Brinkman, F. S.
L. 2007. Mobile Genetic Elements and Their Prediction. In: Computational
Methods for Understanding Bacterial and Archaeal Genomes. Ying Xu and J.
Peter Gogarten (eds). Imperial College Press, pp. 113-135, USA.

67



Lapierre, L., Cornejo, J., Borie, C., Toro, C. and San Martin, B. 2008. Genetic
Characterisation of Antibiotic Resistance Genes Linked to Class 1 and Class 2
Integrons in Commensal Strains of Escherichia coli isolated from Poultry ans
Swine. Microbial Drug Resistance, 14, 265-272.

Lesnick, M. L., Reiner, N. E., Flerer, J. and Guiney, D. G. 2001. The Sal/monella spvB
virulence gene encodes an enzyme that ADP-ribosylates actin and destabilizes

the cytoskeleton of eukaryotic cells. Molecular Microbiology, 39(6), 1464-
1470.

Lévesque, C., Piché, L., Larose, C. and Roy, P. H. 1995. PZR Mapping of Integrons
Reveals Several Novel Combinations of Resistance Genes. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 39(1), 185-191.

Li, X. Z., Mehrotra, M., Ghimire, S. and Adewoye, L. 2007. B-Lactam resistance and 3-
lactamases in bacteria of animal origin. Veterinary Microbiology, 121, 197-
214.

Lindqvist, N., Heinikainen, S., Toivonen, A.M., and Pelkonen, S. 1999. Discrimination
between endemic and feedborne Salmonella Infantis infection in cattle by
molecular typing. Epidemiology and Infection. 122, 497-504.

Lindqvist, N. and Pelkonen, S. 2007. Genetic surveillance of endemic bovine
Salmonella Infantis infection. Acta Veterinaria Scandinavica, 49(1), 15.

Livermore, D. M., Canton, R., Gniadkowski, M., Nordmann, P., Rossolini G. M., Arlet,
G., Ayala, J., Coque, T. M., Kern-Zdanowicz, 1., Luzzaro,, F., Poirel, L. and
Woodford, N. 2007. CTX-M: changing the face of ESBLs in Europe. Journal
of Antimicrobial Chemotherapy, 59, 165-174.

Lukinmaa, S., Nakari, U. M., Eklund, M. and Siitonen, A. 2004. Application of
molecular genetic methods in diagnostics and epidemiology of food-borne
bacterial pathogens. APMIS, 112, 908-929.

Luque, 1., Echeita, A., Leon, J., Herrera-Ledn, S., Tarradas, C. and Gonzalez-Sanz, R.
2009. Salmonella Indiana as a cause of abortion in ewes: Genetic diversity and
resistance patterns. Veterinary Microbiology, 134, 396-399.

Macedo-Vinas, M., Cordeiro, N. F., Bado, 1., Herrera-Leon, S., Vola, M., Robino, L.,
Gonzales-Sanz, R., Mateos, S., Schelotto, F., Algorta, G., Ayala, J. A., Echeita,
A. and Vignoli, R. 2008. Surveillance of Antibiotic Resistance evolution and
detection of class 1 and 2 integrons in human isolates of multi-resistant
Salmonella Typhimurium obtained in Uruguay between 1976 and 2000.
International Journal of Infectious Diseases, 13(3), 342-348.

Macrina, F. L., Kopecko, D. J., Jones, K. R., Ayers, D. J. and McCowen, S. M. 1978. A

multiple plasmid-containing Escherichia coli strain: convenient source of size
reference plasmid molecules. Plasmid, 1(3), 417-420.

68



Magnus, D. A. and Mazel, D. 2002. The role of integrons in antibiotic resistance gene
capture. International Journal of Medical Microbiology, 292, 115-125.

Mammeri, H., Van De Loo, M., Poirel, L., Martinez, L. and Nordmann, P. 2005.
Emergence of Plasmid-Mediated Quinolone Resistance in Escherichia coli in
Europe. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 49(1), 71-76.

Martinez, J. L., Fajardo, A., Garmendia, L., Hernandez, A., Linares, J. F., Solano, L.
and Sanchez, M. B. 2008. A global view of antibiotic resistance. FEMS
Microbiology Review, 33, 44-65.

Merkl, R. 2004. SIGI: score-based identification of genomic islands. BMC
Bioinformatics, 5, 1-14.

McClelland, M., Sanderson, K. E., Spieth, J., Clifton, S. W., Latreille, P., Courtney, L.,
Porwollik, S., Ali, J., Dante, M., Du, F., Hou, S., Layman, D., Leonard, S.,
Nquyen, C., Scott, K., Holmes, A., Grewal, N., Mulvaney, E., Ryan, E., Sun,
H., Florea, L., Miller, W., Stoneking, T., Nhan, M., Waterson, R. and Wilson,
R. K. 2001. Complete genome sequence of Salmonella enterica serovar
Typhimurium LT2. Nature, 413(6858), 852-856.

Michael, G. B., Cardoso, M. and Schwarz, S. 2008. Molecular analysis of multiresistant
porcine Salmonella enterica subs. enterica serovar Bredeney isolates from
Southern Brazil: identification of resistance genes, integrons and a group II
intron. International Journal of Antimicrobial Agents, 32, 120-129.

Miko, A., Pries, K., Schroeter, A. and Helmuth, R. 2003. Multiple-Drug Resistance in
D-Tartrate-Positive Salmonella enterica Serovar Paratyphi B Isolates from
Poultry Is Mediated by Class 2 Integrons Inserted into the Bacterial
Chromosome. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 47(11), 3640-3643.

Miriagou, V., Carattoli, A. and Fanning, S. 2006. Antimicrobial resistance islands:
resistance gene clusters in Sa/monella chromosome and plasmids. Microbes
and Infection, 8, 1923-1930.

Montenegro, M. A., Morelli, G. and Helmuth, R. 1991. Heteroduplex analysis of
Salmonella virulence plasmids and their prevalence in isolates of defined
sources. Microbial Pathogenesis, 11(6), 391-397.

Miirmann, L., dos Santos, M. C. and Cardoso, M. 2009. Prevalence, genetic
characterization and antimicrobial resistance of Salmonella isolated from fresh

pork sausages in Porto Alegre, Brazil. Food Control, 20, 191-195.

Nikaido, H. 1998. Multiple antibiotic resistance and efflux. Current Opinion in
Microbiology, 1, 516-523.

69



Nishino, K., Nikaido, F. and Yamaguchi, A. 2009. Regulation and physiological
function of multidrug efflux pumps in Escherichia coli and Salmonella.
Biochimica et Biophysica Acta, 1794, 834-843.

Ou, J. 1993. The 90 kilobase pair virulence plasmid of Salmonella serovar
Typhimurium coexists in strains with a plasmid of the 23 incompatibilitiy
groups. Microbial pathogenesis, 15(3), 237-242.

Pai, H., Seo, M. R. and Choi, T. Y. 2007. Association of QnrB Determinants and
Production of Extended-Spectrum B-Lactamases or Plasmid-Mediated AmpC

B-Lactamases in Clinical Isolates of Klebsiella pneumoniae. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 51(1), 366-368.

Park, C. H., Robicsek, A., Jacoby, G. A., Sahm, D. and Hooper, D. C. 2006. Prevalence
in the United States of aac(6’)-Ib-cr Encoding a Ciprofloxacin-Modifying
Enzyme. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 50(11), 3953-3955.

Pan, Z., Wang, X., Zhang, X., Geng, S., Chen, X., Pan, W., Cong, Q., Liu, X., Jiao, X.
and Liu, X. 2009. Changes in antimicrobial resistance among Salmonella

enterica subspecies enterica serovar Pullorum isolates in China from 1962 to
2007. Veterinary Microbiology, 136(3-4), 387-392.

Pasquali, F., Kehrenberg, C., Manfreda, G. and Schwarz, S. 2005. Physical linkage of
Tn3 and part of Tn/72/ in a tetracycline and ampicillin resistance plasmid

from Salmonella Typhimurium. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 55,
562-565.

Paterson, D. L. and Bonomo, R. A. 2005. Extended-Spectrum B-Lactamases: a Clinical
Update. Clinical Microbiology Reviews, 18(4), 657-686.

Peirano, G., Agerse, Y., Aarestrup, F. M., dos Reis, E. M. F. and Rodrigues, D. P. 2006.
Occurence of integrons and antimicrobial resistance genes among Salmonella
enterica from Brazil. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 58, 305-309.

Pepper, J. W. 2003. The evolution of evolvability in genetic linkage patterns.
BioSystems, 69, 115-126.

Porwollik, S., Boyd, E. F., Choy, C., Cheng, P., Florea, L., Proctor, E. and McClelland,
M. 2004. Characterisation of Salmonella enterica Subspecies I Genovars by
Use of Microrrays. Journal of Bacteriology. 186 (17), 5883-5898.

Raffatellu, M., Chessa, D., Wilson, R. P., Dusold, R., Rubino, S. and Baumler, A. J.
2005. The Vi Capsular Antigen of Salmonella enterica Serotype Typhi
Reduces Toll-Like Receptor-Dependent Interleukin-8 Expression in the
Intestinal Mucosa. Infection and Immunity. 73 (6), 3367-3374.

Rychlik, 1., Gregorova, D. and Hradecka, H. 2006. Distribution and function of
plasmids in Sa/monella enterica. Veterinary Microbiology, 112, 1-10.

70



Saeed, F., Khokhar, A., Zagardi, O. and Beerenwinkel, N. 2009. Multiple Sequence
Alignment System for Pyrosequencing Reads, www.arvix.org. Erisim Tarihi:
23.04.2009.

Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T. 1989. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York.

Schaffer, H. E. and Sederoff, R. R. 1981. Improved estimation of DNA fragment
lengths from agarose gels. Analytical Biochemistry, 115(1), 113-122.

Schwarz, S., Cloeckaert, A. and Roberts, M. C. 2006. Mechanisms and Spread of
Bacterial Resistance to Antimicrobial Agents. In: Antimicrobial resistance in
bacteria of animal origin. Frank M. Aarestrup (ed). ASM Press, pp.73-98,
Washington, DC.

Smith W. A, Mozet A. K. J., Hirsh D. C. 2000 Salmonella in California Wildlife
Species: Prevalance in Rehabilitation Centers and Characterisation of Isolates.
Journal of Zoo and Wildlife Medicine. 33 (3), 228-235.

Southern, E. M. 1979. Measurement of DNA length by gel electrophoresis. Analytical
Biochemistry, 100(2), 319-323.

Stewart, P. E., Byram, R., Grimm, D., Tilly, K. and Rosa, A. P., 2004. The plasmids of
Borrelia burgdorferi: essential genetic elements of a pathogen. Plasmid, 53(1),
1-13.

Su, L., Chen, H., Chia, J., Liu, S., Chu, C., Wu, T. and Chiu, C. 2006. Distribution of a
transposon-like element carrying blacmy.. among Salmonella and other
Enterobacteriaceae. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 57(3), 424-429.

Suar, M., Jantsch, J., Hapfelmeier, S., Kremer, M., Stallmach, T., Barrow, P.A. and
Hardt, W.D. 2006. Virulence of Broad- and Narrow- Host- Range Salmonella
enterica Serovars in the Streptomycin-Pretreated Mouse Model. Infection and
Immunity, 74 (1), 632-644.

Suh, Y. C. and Odeh, E. N. 2008. Plasmids: A Vehicle for rapid transfer of antibiotic
resistance markers of Salmonella species in animals. International Journal of

Integrative Biology, 2(1), 55-61.

Tenover, F. C. and Pearson, M. L. 2004. Methicillin-resistant staphylococcus aureus.
Emerging infectious diseases, 10(11), 2052-2053.

Tran, J. H. and Jacoby, G. A. 2002. Mechanism of plasmid-mediated quinolone
resistance. PNAS, 99(8), 5638-5642.

71



Tiikel, C., Akgelik, M., de Jong, M. F., Simsek, O., Tsolis, R. M. and Biumler, A. J.
2007. MarT Activates Expression of the MisL Autotransporter Protein of

Salmonella enterica Serotype Typhimurium. Journal of Bacteriology, 189(10),
3922-3926.

van Essen-Zandbergen, A., Smith, H., Veldman, K. and Mevius, D. 2007. Occurrence
and characteristics of class 1, 2 and 3 integrons in Escherichia coli, Salmonella

and Campylobacter spp. in the Netherlands. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 59, 746-750.

Velge, P., Cloeckaert, A. and Barrow, P. 2005. Emergence of Salmonella epidemics:
The problems related to Salmonella enterica serotyp Enteritidis and multiple
antibiotic resistance in other major serotypes. Veterinary Research, 36, 267-
288.

Villa, L. and Carattoli, A. 2005. Integrons and Transposons on the Salmonella enterica
Serovar Typhimurium Virulence Plasmid. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 49(3), 1194-1197.

Voetsch, A.C., Gildler, T. J. V., Angulo, F.J., Farley, M. M., Shallow, S., Marcus, R.,
Cieslak, P. R., Deneen, V.C. and Tauxe, R.V. 2004. FoodNet Estimate of the
Burden of Illnes Caused by Nontyphoidal Sa/monella Infections in the United
States. Estimate of Salmonella Incidence, 38 (3), 127-134.

Wallis, T. S., Paulin, S. M., Plested, J. S., Watson, P. R. and Jones, P. W. 1995. The
Salmonella dublin Virulence Plasmid Mediates Systemic but Not Enteric
Phases of Salmonellosis in Cattle. Infection and Immunity, 63(7), 2755-2761.

Walsh, C. 2003. Antibiotics: Actions, Origins, Resistance. ASM Press, pp. 23-49,
Washington, DC.

Wang, M., Sahm, D. F., Jacoby, G. A. and Hooper, D. C. 2004. Emerging Plasmid-
Mediated Quinolone Resistance Associated with the gnr Gene in Klebsiella

pneumoniae Clinical Isolates in the United States. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 48(4), 1295-1299.

Waturangi, D. E., Suwanto, A., Schwarz, S. and Erdelen, W. 2003. Identification of
class 1 integrons-associated gene cassettes in Escherichia coli isolated from

Varanus spp. in Indonesia. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 51, 175-
177.

Wegener, H. C. and Baggesen, D. L. 1996. Investigation of an outbreak of human
salmonellosis caused by Salmonella enterica ssp. enterica serovar Infantis by
use of pulsed field gel electrophoresis. International Journal of Food
Microbiology, 32, 125-131.

72



Wilson, D. N., Schluenzen, F., Harms, J. M., Starosta, A. L., Connell, S. R. and Fucini,

Wright,

Xia, X.

Yan, S.

P. 2008. The oxazolidininone antibiotics perturb the ribosomal peptidyl-
transferase center and effect tRNA positioning. Proceedings of the National
Academy of Sciences of United States of America, 105(36), 13339-13344.

G. D. 2007. The antibiotic resistome: the nexus of chemical and genetic
diversity. Nature Reviews, 5, 175-186.

, Zhao, S., Smith, A., McEvoy, J., Meng, J. and Bhagwat, A. A. 2009.

Characterisation of Salmonella isolates from retail foods based on serotyping,
pulse field gel electrophoresis, antibiotic resistance and other phenotypic
properties. International Journal of Food Microbiology, 129, 93-98.

S., Pendrak, M. L., Abela-Ridder, B., Punderson, J. W., Fedorko, D. P. and
Foley, S. L. 2003. An overview of Salmonella typing Public health
perspectives. Clinical and Applied Immunology Reviews, 4, 189-204.

Yang, B., Zheng, J., Brown, E. W., Zhao, S. and Meng, J. 2009. Characterisation of

antimicrobial resistance-associated integrons and mismatch repair gene
mutations in Salmonella serotypes. International Journal of Antimicrobial
Agents, 33, 120-124.

Yazicioglu., N., Kaya, K., Ayaz, K., Sen, S., Ozkok, S., Aksoy, M., Yavuz, M. K.,

Kaplan, Y. Z., Tunca, S. T., Vural, S., Evgin, N., Karakog, S. R., Miroglu, M.
ve Turut, N. 2005. Kanath kesimhanelerinin pargalama {initelerinden alinan
boyun ve kanat Orneklerinden Salmonella izolasyonu, serotiplermesi ve

antibiyotik direngliliginin arastirilmasi. Etlik Veteriner Mikrobioloji Dergisi,
16, 23-36.

Zhao, S., Qaiyumi, S., Friedman, S., Singh, R., Foley, S. L., White, D. G., McDermott,

P. F., Donkar, T., Bolin, C., Munro, S., Baron, E. J. and Walker, R. D. 2003.
Characterisation of Salmonella enterica Serotype Newport Isolated from
Humans and Food Animals. Journal of Clinical Microbiology, 41(12), 5366-
5371.

Zhao, S., McDermott, P. F., Friedman, F., Abbott, J., Ayers, S., Glenn, A., Robinson,

E., Hubert, S. K., Harbottle, H., Walker, R. D., Chiller, T. M and White, D. G.
2006. Antimicrobial Resistance and Genetic Relatedness Among Salmonella
from Retail Foods of Animal Origin: NARMS Retail Meat Surveillance.
Foodborne Pathogens and Disease, 3(1), 106-117.

73



OZGECMIS

Adi Soyadi  : Duygu Abbasoglu
Dogum Yeri : ANKARA
Dogum Tarihi :22.10.1984
Medeni Hali : Bekar

Yabanci Dili  : Ingilizce

Egitim Durumu

Lise :Atatiirk Anadolu Lisesi, 2002
Lisans :Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, 2007
Yiiksek Lisans :Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim

Dal1, Subat/2007-Haziran/2009

74





