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Saglik Bilimleri Enstitlisii Miidiirligii’'ne,

Doktora tezi olarak hazirlayip sundugum “Tavuk Orijinli Salmonella Suslarinda
Antibiyotik Direngliliginin Konvansiyonel ve Molekiiler Analizi” baslikli tez; bilimsel
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ONSOZ

Salmonellozis, tiim diinyada hem insanlarda hem de hayvanlarda basta akut
gastrointestinal sistem infeksiyonu olmak iizere entero-invaziv yayilma ile de diger
pek cok diger organlarda lokalize formda c¢esitli hastaliklara neden olmaktadir.
Veteriner hekimlik yoniinden bakildiginda Salmonella infeksiyonlar1 tiim ¢iftlik
hayvanlarinda gozlenmesine karsin, kanatli hayvan yetistiriciliginde en Onemli
zoonotik patojenlerin basinda gelmektedir. Kanatli hayvanlarda meydana getirdigi
kayiplar nedeniyle isletmelerde ciddi ekonomik zararlara sebebiyet vermesinin
yaninda global diizeyde de kanatli hayvanlardan elde edilen gida iiriinlerine bagli gida
zehirlenmeleri nedeniyle halk ve insan saglig1 tehdidi yoniinden ciddi problem teskil

etmektedir.

Hastaliklarin tedavisi amaciyla hem insanlarda hem de hayvanlarda
antimikrobiyallerin yogun bir sekilde kullanimi tiim diinyada pek ¢ok bakteri susunda
coklu antibiyotik direnci gelisiminde ciddi bir artisa neden olarak global bir sorun
olarak dikkatleri iizerine ¢ekmeye devam etmekte ve her gecen giin insan ve halk
saglhig1 yoniindeki kaygilarda artisa neden olmaktadir. Tiim diinyada insanlar icin
onemli gida kaynaklarini olusturan kanathilar, baliklar ve deniz iiriinlerinden izole
edilen Salmonella suslarinda bildirilen ¢oklu antibiyotik direnci, ilgili patojenin tiim
diinyada halk sagligina iligskin kaygilar icerisinde ilk siralarda yer almasina neden
olmaktadir. Her gegen giin artan antibiyotik direnclili§i ve buna paralel olarak
sekillenen coklu antibiyotik direncine sahip serovarlarin artisi, Salmonellozisin
hayvanlarda kontroliinde karsilagilan en ciddi sorunlar arasinda olmaya devam

etmektedir.

Doktora 6grenimim siiresince yardimlarin1 ve destegini esirgemeyen degerli
danigman hocam Prof. Dr. Hakan Yardimci’ya, Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 6gretim
iyeleri ve yardimcilarina, tez ¢alismam igin gerekli materyali ile giizel bir ¢calisma
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ortam1 saglayan basta Prof. Dr. Mehmet Akan olmak iizere, laboratuvar siirecindeki
yardimlarindan dolay1 basta Vet. Hek. Tajelser idris Badri Adam ve Avitek Arge
laboratuvarindaki ¢aligma arkadaslarima, beni yetistiren ve bugiinlere getiren canim
aileme ve son olarak da sabir ve destekleri i¢in hayat arkadasim Dog. Dr. Seckin

Salar’a goniilden tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

1.1. Salmonella Tarihgesi

Salmonella cinsinden ilk mikroorganizma on dokuzuncu yiizyilda
raporlanmistir. Carl Joseph Eberth isimli arastirmaci ilk kez tifoid basili 1880 yilinda
tifodan Olen bir insanin mezenterik lenf bezlerinden izole etmistir. Gaffky ise 1884°te
ilk olarak hem bakterinin izolasyonunu hem de morfolojik olarak ilk tanimlamasini
yapmustir. Daha sonra aymi ozelliklere sahip etkenler 1886 yilinda Salmon ve Smith
tarafindan domuz vebasi olan domuzlarin bagirsagindan izole edilmistir. Bacterium
suispestifer olarak isimlendirilen etken daha sonra Salmonella cholerasuis olarak

degistirilmistir (Le Minor ve ark., 1982).

Pfeiffer ve Kolle (1896) ile Gruber ve Durham (1896) ise tifoid basili ile bagisik
olan hayvanlarin serumlarini ortaya ¢ikarmis ve boylece serolojik analizlerin temelini
atmiglardir. Widal (1896) ve Grunbaum (1896) tifo hastalarinin tifoid basili ile agliitine
serumlarin1 ortaya koymuslardir. Gatner 1888 yilinda S. Enteritidis, Loeferise 1892
yilinda da S. Typhimurium’u rapor etmislerdir. Jones ise 1913 yilinda agliitinasyon

yontemi ile S. Pullorum 'u identifiye ettigini bildirmistir (Le Minor ve ark., 1982).

Salmonella’larin  smiflandirilmast  ig¢in  antijenik yapilarimin  kullanilmasi
giiniimiizde de etkinligini stirdiirmektedir. Lipopolisakkarit yapidaki O (somatik) ve
protein yapidaki H (flagella) antijenlerinin analizi White tarafindan 1926 yilinda
baslatilmig, Kaufmann tarafindan 1941 yilinda genisletilmis ve bugiline kadar ¢ok
sayida serovar bildirilmistir. Serovarlar genellikle tiirtin ilk izole edildigi sehir
isimlerine gore isimlendirilmistir (Brenner ve ark., 2000). Kauffmann-White semasina
gore diizenlenen ilk tablo 20 serotip igermektedir (Erdem, 2002). Gilinlimiizde de

antijenik klasifikasyonu yapilan Salmonella’lar Diinya Saglik Orgiitii tarafindan bu



semaya eklenmekte, giincellestirilmekte ve ayn1 zamanda da Pasteur Enstitiisii’niin bir
yayint olan “Research in Microbiology” isimli dergide diizenli olarak

yayinlanmaktadir (Grimont ve Weill, 2007).

1.2. Salmonella’larin Genel Ozellikleri

1.2.1. Etiyoloji

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Salmonella cinsine ait bakteriler kendi
iclerinde iki tiire ayrilmaktadir. Bunlar Salmonella enterica ve Salmonella bongori
olarak tanimlanmaktadir. S. enterica iginde 6 adet alt grup tanimlanmistir. Bu gruplar
S. enterica subsp. enterica (), S. enterica subsp. salamae (II), S. enterica subsp.
arizonae (111a), S. enterica subsp. diarizonae (I11b), S. enterica subsp. Houtenae (1V),
S. enterica subsp. indica (VI)’dir. Baz1 kaynaklarda ge¢en roma rakamlar1 (I-1V)
Kauffman’m (1970) biyokimyasal reaksiyonlarina gore bakterileri ayiran bir

siniflandirmayi ifade etmektedir (Grimont ve ark., 2000 ve izgiir, 2002).

Kanatlilarda Salmonella infeksiyonlarina neden olan serotipler, konak spesifik
olanlar (S. Pullorum, S. Gallinarum) ve konak spesifik olmayanlar (Paratifo etkenleri:
S. Enteritidis, S. Infantis, S. Typhimurium, S. Virchow, S. Hadar, gibi) olmak tizere iki
temel grupta incelenmektedir. Konak spesifik olarak tanimlanan serotipler sadece
kanatli hayvanlarda infeksiyona neden olurken, konak spesifik olmayan serotipler ise,
insanlarin da dahil oldugu genis bir konak dagilimina sahiptirler. Bu serotipler arasinda
yer alanlara 6rnek olarak S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar, S. Newport, S.
Agona, S. Infantis, S. Heidelberg, S. Stanley, S. Thomson, S. Virchow, S. Derby
sayilabilir (Anonim, 2016 ve Gast ve Porter Jr, 2020).



1.2.2. Antijenik Yap1

Salmonella“lar ¢ok fazla sayida serotipe sahiptir. Bunun temel sebebi sahip
olduklar1 somatik O antijenleri, flagellar H antijenleri, yiizey antijenlenden ve pilus
antijenlerinden olusan dort grup antijenik yapidir. Salmonella tiirleri tasidiklart O
antijenleri ile gruplara, tasidiklar1 H antijenleri ile de serovarlara ayrilirlar (Bell ve
Kyriakides, 2002). O antijenleri polisakkarit yapisinda ve 1siya dayamiklidirlar. “H”

antijenleri ise protein yapisindadirlar.

Her Salmonella grubunda bulunan somatik “O” antijenleri polisakkarit yapidadir
ve antijenler hiicre duvarindaki proteinlere ve lipitlere bagli olarak bulunmaktadir.
Istya dayanikli olan bu antijenik yapi1 Salmonella’lar1 60’tan fazla serogruba
siiflandiran 8 farkli faktor icermektedir. Bunlar 1, 2, 3, 4... gibi sayilar ile
gosterilmekte ve ayni antijenlere sahip olan Salmonella’larin ayni grupta siniflandirilip

grup isimleri harfler ile (A, B, C, D, ...Z gibi) tanimlanmaktadir (izgiir, 2002).

Flagellar “H” antijenleri sadece hareketli Salmonella’larda bulunan protein
formda, formole direngli ancak 1siya duyarlilik gosteren antijenik yapilardir. Flagellar
“H” antijeninin yapisinda bulunan faktorler, iki alt grup iginde incelenmektedir. Faz 1
antijenik faktorler baz tiirlerde bulunmaktadir ve kiigiik harfler ile tanimlanmaktadir
(Bilgehan, 2004 ve Izgiir, 2002). Salmonella’larin flagellar “H” antijen grubundan
icerdigi anitjenik faktor sayisina gore tez faktor icerenler monofazik; Faz 1 ve Faz 2
antijenlerinden  her ikisini de tasiyanlar ise difazik bakteriler olarak
isimlendirilmektedir. Iki farkli flagellar antijene sahip olmalari, Salmonella’lar diger

enterik bakterilerden ayiran énemli bir 6zelliktir (Izgiir, 2002 ve Nataro ve ark., 2011).

Yiizeysel antijenler ise, bakterilerin dis antijenik yapilar1 arasinda bulunan
glikolipid yapidaki antijenlerdir. S. Paratyphi A, S. Paratyphi C ve S. Typhi’nin bazi
suslarininda “Vi” antijenleri bulunmaktadir. Bu antijeni tastyan Salmonella suslar

“O” somatik antijenini maskeledikleri i¢in anti—O serumu ile aglutine olmamaktadirlar



(Bilgehan, 2004 ve Izgiir, 2002).

Salmonella tiirlerinin bazilarinda bulunan ve pilus antijenleri olarak tanimlanan
antijenler Salmonella serotiplendirilmesi yapilirken somatik antijenleri ve flagellar
antijeni ile agliitine olarak analizleri daha fazla teste tabii tutulmasina neden
olabilmektedir (Bilgehan, 2004).

1.2.3. Morfolojik, Kiiltiirel ve Biyokimyasal Ozellikler

Enterobateriaceae familyasinin genel ozelliklerine sahip olan Salmonella’lar
Gram negatif, kisa ¢omak sekilli olup, boyut olgiileri 0.7-1.5x2.0-5.0 pm'dir.
Genellikle boya uygulanan preperatlarda gruplanmadan birer birer goriilebilen
Salmonella’lar, spor ve kapsiil bulundurmazlar. S. Gallinarum ve S. Pullorum harig
digerleri hareketlidirler (Izgiir, 2006).

Kolaylikla iireyebilme ozelligine sahip Salmonella etkenleri laboratuvar
ortaminda fakiiltatif anaerob kosullarinda, 37 °C’de 24 ile 48 saatte, kat1 kiltiir
ortaminda ise kii¢iik ve yuvarlak S tipli koloniler, siv1 kiiltiirlerde de homojen bir
goriintii meydana getirmektedirler (Akan, 2008 ve Izgiir, 2002). Baz1 serotiplerinin 2-
4°C veya 54 °C’ye kadar olan sicakliklarda gelisim gosterebildigi, 70 °C ve {izeri
sicaklikta 1s1ya duyarli olduklar1 rapor edilmistir (Pui ve ark., 2011). Salmonella’nin
teshisinde XLD (Ksiloz Lisin Deoksikolat Agar), SS (Shigella Agar), BGA (Brillant
Green Agar), TSI (Triple Sugar Iron) gibi selektif diferansiyel besiyerleri siklikla
kullanilan izolasyon ortamlaridir. Ksiloz Lisin Deoksikolat Agar’da siyah merkezli,
cevresi seffaf hareli kirmizi, BGA agarda ise pembe koloniler olusturmaktadir (Akan,
2008 ve Jajere, 2019). Sahadan toplanan digki ve gevresel 6rneklerden Salmonella
izolasyonu yapilmasi i¢in yapilan 6n zenginlestirme asamasinda da Tamponlanmis
Peptonlu Su (TPS), selektif zenginlestime asamasi i¢in de Rappaport-Vassiliadis Broth
veya Muller-Kauffmann kullanilmaktadir (ISO6579-1, 2017).



Ancak teshiste kullanilan 6rnek yem, altlik gibi bir materyal ise izolasyon i¢in
yeterli Salmonella etkeni icermemesi nedeniyle 6n zenginlestirmeye tabi tutulur.
Zenginlestirme basamaginin da ardindan selektif zenginlestirme i¢in XLD ya da BGA
agara ekim yapilir. Siipheli kolonilerden NA (Nutrient Agar)’a tek koloni olacak
sekilde yayma ekim yapilir ve bakteriyoskopik muayenede Gram negatif comaklar
goriilir. Nutrient Agar’daki iremenin ardindan ayirict biyokimyasal testler ile

Salmonella oldugu kesinlesir ve izolasyon gerceklesir (Akan, 2008 ve Izgiir, 2002).

Biyokimyasal aktiviteleri ¢cok yiiksek olan Salmonella’lar serotipleri arasinda da
farkl1 enzimatik sonuglar verebilmektedir. Hidrojen siilfiir (H2S) olusturmalar1 en
onemli Ozelliklerin olsa da son zamanlarda H.S negatif suslarin varligi da farkh
arastirmacilar tarafindan raporlanmistir (Mourao ve ark., 2020 ve Xie ve ark., 2018).
Laktozu fermente edemedikleri ancak Triple Sugar Iron (TSI) testinde glikozu
fermente ettikleri go6zlenmektedir. Salmonella Paratyphi A ve Salmonella
Choleraesuis serovarlart gaz olusturmazken, Salmonella Typhi ve Salmonella
Gallinarum ise gaz olusturmaz sadece asit olusturmaktadir. Ureaz enzimine sahip
olmadiklar1 igin iire testinde de negatif sonu¢ vermektedirler (Grimont ve ark., 2000
ve Quinn ve ark., 2011). Indol iiretmezler ve VP (Voges Proskauer) reaksiyonlari
negatiftir. Sitrat1 kullanmakta ve jelatini eritmektedirler. Ornitin dekarboksilaz (ODC),
Lizin dekarboksilaz (LDC) ve Metil red testi pozitiftir. Ancak Salmonella Paratyphi
A’ nin LDC, Salmonella Gallinarum’un ise ODC reaksiyonu negatiftir (Jajere, 2019;
Murray ve ark., 2003 ve Wray ve Wray, 2000).

1.2.4. Patogenez

Salmonella’larin serotip ¢esitliligi hastalik yapma mekanizmalarinda da etkisini
gostermektedir. Insanlarda infeksiyona sebep olan S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.
Newport gibi serotipler ¢ok sayida konakg¢iya ve bu ¢ok sayida farkli konakgida
infeksiyon olusturabilmektedirler (Foley ve ark., 2008). Ancak S. Paratyphi, S. Typhi,



S. Gallinarum, S. Abortus ovis, S. Choleraesuis ve S. Dublin gibi diger serotipler ise

daha siirli sayidaki konakgida infeksiyon olusturabilmektedir (Uzzau ve ark., 2000).

Hareketsiz Salmonella etkenleri olan S. Pullorum ve S. Gallinarum, karaciger ve
dalak gibi viseral organlarda canli kalmak ve gogalabilmek igin mononiikleer fagositik
sistemi de konak olarak kullanma o6zelligine sahiptir (Barrow ve ark., 1994).
Salmonella tiirlerinin makrofaj hiicre igerisinde dahi ¢ogalabilmelerine ragmen
dendritik hiicreler iginde canliliklarii siirdiirebilme ve iireme yetenegine sahip
olmadiklart bilinmektedir (Tierrez ve Garcia-del Portillo, 2005). Normal sartlarda
bakteride yabanci cisim varligindan dolayr hiicrenin immun yaniti uyarilip,
lizozomlarin flizyonu ve hiicre i¢i bakterileri parcalamasi i¢in sindirim enzimlerinin
salgilanmasi ile sonuglanmaktadir. Ancak Salmonella, bakterinin bu boliimiiniin
yapisinin degisimine sebep olacak diger efektor proteinleri vakuole yerlestirmek i¢in
tip III sekresyon sistemini kullanmaktadir. Yeniden modellenen vakuol, lizozomlarin
fiizyonunu bloke ederek; hiicre igindeki bakterilerin hayatta kalmasina ve gogalmasina
izin vermektedir. Bu sekilde bakterinin makrofajlar icerisinde hayatta kalmasina ve
retikiiloendoteliyal sisteme taginmasina izin vermektedir (Eng ve ark., 2015). Ancak
T hiicrelerinin spesifik olan ve spesifik olmayan antijenik yapilara yanit verme
kapasitesini etkilediginden immun sistemin baskilandig1 ve dolayisiyla sekstiel
hormonlardakiartis ile bu bakteriler reprodiiktif sistemde yayilim gostermektedirler
(Wigley ve ark., 2005).

Paratifo etkenlerinde ise farkli bir adhezyon ve invazyon mekanizmasi
bulunmaktadir. Adhezyon igin fimbrial (chaperone-usher, uzun polar fimbria, tip 1V
pili) ve nonfimbrial (autotransported) adhezinleri kullanan bakteriler pefA genleri
tarafindan kontrol edilmektedir (Wagner ve Hensel, 2011). Salmonella’larin midedeki
asit salgisindan etkilenmemeleri ve 6zellikle de sekuma kolonize olabilmeleri son
derece 6nemlidir (Kwon ve Ricke, 1998). Bu bakteriler tutunmak i¢in ince bagirsak,
kolon ve 6zellikle tavuklarda sekum gibi intestinal sistemde ilerleyerek yiliksek pH
ortamina dogru ilerlerken sindirim kanalinda bulunan epiteliyel ve bagisiklik hiicreleri

ile yarismaktadirlar. Flagellar ve fimbrial virulens 6zellikleri sayesinde enterosit ve M



hiicreleri ile temasa gegtikten sonra epitele tutunma saglamaktadir (Kutu, 2017).

Bakterinin epitele tutunmastyla fagositik olmayan konak hiicresine erisebilmek
icin kendi fagositozunu tetikleyen bir sistem olan T3SS (Tip 3 sekresyon sistemi)
calismaya baslamaktadir. Kompleks multiprotein yapida olan bu sistem, bakteri
sitoplazmas1 ve konakg¢i hiicre zar1 arasinda kanal gorevi tasimaktadir (Schlumberger
ve Hardt, 2006). Salmonellalarda bu sistemi kodlayan yani bakteri proteinlerini
bagirsak liimenine enjekte eden sistemi kodlayan Salmonella Patojenite Ada-1 (Spis)
geni ve diizenleyicisi HilA genidir (Bohez ve ark., 2006).

Tip 3 sekresyon sistemi i¢inde bulunan SopB salgi yolunun aktivasyonuyla
yangiy1 olusturmaktadir. Olusan yang1 insanda (Hopkins ve Threlfall, 2004) ve sigirda
(Mirold ve ark., 1999) diyare olusmasina, hiicrelerde iyon dengelerindeki farklilagma
ile sindirim kanalina s1v1 akiginin artmasina neden olmaktadir. SOpA, SopD, SopE2 ve
SipA Salmonella 'nin neden oldugu gastroenteritte rol oynamaktadir (Wallis ve Galyov,
2000). Konake1 hiicre ¢eperinde igten disa yonelik bir uzamaya, yani ¢eperin deforme

olmasina neden olanlar ise SipA, SipC ve SopB proteinleridir (Lostroh ve Lee, 2001).

Bu deformasyon Salmonella etkeninin konak¢i hiicre zari tarafindan alinip,
konaker hiicresi i¢inde zar ile baglantili olan ‘Salmonella i¢eren kesecik’ denen (SCV)
yapinin olusmasina sebep olmaktadir (Knodler ve ark., 2010). Salmonella igeren
kesecik gelisince luminal sinirdan bazal membran yoniine gog etmekte, bdylece

fagolizozomal olusumlarin hiicresine zarar vermesini 6nlemektedir (Holden, 2002).

Salmonella igeren kesecikler Sa/monella nin barsak hiicreleri ve makrofajlar
icinde canliliklarini stirdiirebilmeleri ve sayilarini artirabilmeleri i¢in 6nemli yapilardir
(Tierrez ve Garcia-del Portillo, 2005). Konakg¢iya ait hiicrelere temas ettiginde,
Salmonella hiicresi olusan kesecikte sistemik infeksiyonu tetikleyen SPI-2 de
kodlanmig (SP1-2 T3SS) ikincil bir T3SS olusturmaktadir (Hensel, 2000). SP1-2 T3SS



kesecik iginde efektdr proteinlerin salgilanmasina izin vermektedir ve bu proteinler,
sitoskeleton ve motor proteinlerle etkilesime girerek bu kesecikten disar1 yayilan
Salmonella indiikleyici filamentleri (SIFs) olusturmaktadir (Foley ve ark., 2008).
Hatta SPI-2 T3SS kesenin etkilesimini degistirerek lizozomlar tarafindan

pargalanmasini engellemektedir (Stevens ve ark., 2009).

Salmonella’larin SPA-1 disinda sahip oldugu diger patojenite adalar1 ve
fonksiyonlar1 Cizelge 1.1°de belirtilmistir (Siriken, 2013).

Cizelge 1.1. Salmonellalarin SPA-1 disinda sahip oldugu diger patojenite adalar1 ve
fonksiyonlari.

Patojenite  Salmonella serotipi Fonksiyonlart

Adalar1

HPI-1 S.enterica alt tiir ITla, IITb, Demir temini i¢in kullanmilan siderofor

v biyosentezi igin gerekli genleri bulundurur.

SGI-1 Typhimurium  (DT104), Coklu antibiyotik direng genlerini tasiyan gen

Paratyphi ve  Agona kiimelerini bulundurur.
serovarlari

SPA-2 S.enterica, S.bongori Bakteriyi iceren fagozomlarin lizozomla
birlesmesini engelleyerek makrofaj icinde
cogalmayr oOnler ve sistemik enfeksiyon
olusmasini bloke eder.

SPA-3 S.enterica Magnezyum transport sistemi (MgtS) sayesinde
hiicre icinde canli kalabilir.

SPA-4 S.enterica, S.bongori Sitotoksin  sekresyonunda  gérevlidir  ve
hiicrenin apoptoz olmasini saglar. Makrofaj
icinde canliliga da korur.

SPA-5 S.enterica, S.bongori Enterik  enfeksiyonlarin  patogenezinden
sorumludur.

SPA-6 S.enterica subsp. enterica Fibriay1 kodlayan saf geni ve invazini kodlayan

serotipler pagN genleri igerir.

SPA-7 Typhi, Dublin, Paratyphi Vi antijeni virulens faktoriini kodlar. Tifo

serovarlari sirasinda atesin ylikselmesine neden olur.

SPA-8 Typhi serotipi Bakteriyosinlerin sentezlenmesinde rol oynar.




SPA-9 S.enterica, S.bongori Toksin kodlayan genleri igerir.
SPA-10 Typhi ve Enteritis Konak hiicre yiizeyine entegre olmay1 saglayan
serotipleri sef fimbriya proteinlerini kodlar.

1.2.5. Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci bakterilerin 6nceden duyarli olduklar1 antimikrobiyallerin
etkilerinin yok olmasi ya da azalmasi sonucunda olugmaya baslamaktadir. Klinik
olarak sahada rutin kullanim dozlarinda etkili oldugu bilinen bir antibiyotik ile o
infeksiyonun tedavi edilememesi dikkat ¢cekmektedir. Bu direng olusumu bakterilerde
genetik olarak var olabilecegi gibi ¢ogu direng olusumu dogru antibiyotigin dogru siire
ve etkin dozda uygulanmamasindan kaynaklanmaktadir (Yavari, 2012). Aslinda
iyilestirmek i¢in kullanilan ancak uygun olmayan antibiyotik tedavisi infeksiyon
stiresini uzatmakla beraber, canlilarda sadece patojen olan tiirlerin degil, normal flora
tiirlerinin de adaptasyona bagli olusan mutasyonlar araciligi ile diren¢ kazanmasina

sebep olmaktadir (Abbasoglu, 2009).

Bakterilerin genetik olarak diren¢ kazanmasinda ise ozellikle plazmid,
transpozon ve integronlar vasitasi ile olusan yatay gen transferi, olusan bu
direncliliginin ¢ok daha hizli yayilmasina sebep olmaktadir (Yener ve ark., 2012 ve
White ve ark., 2003). Salmonella tedavisinde ve ¢oklu ila¢ direncinde de basari
saglayan florokinolonlar bu mekanizmalarla etkisini yitirmeye baslamistir (Cuypers

ve ark., 2018).

Salmonellalarda antibiyotik direnci 1960’11 yillarda baslamis ve 1990’11 yillarda
ciprofloxcacin ve ceftriaxone direngliliginin arttif1 rapor edilmistir (Tsai ve ark.,

2012). Tifoidal olmayan Salmonella vakalarinda goriilen siprofloksasinin direngliligi



rapor edilmistir (O'Regan ve ark., 2010). Sonradan florokinolonlara vesefalosporinlere
kars1 giderek artan direng sebebiyle Salmonella enfeksiyonlarmin tedavisinde
azitromisin  kullanim1 artmistir.  Ancak CLSI, tifoidal olmayan Salmonella
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in azitromisinin kullanima dikkat ¢ekilmistir (Angelo ve

ark., 2016).

Tifoidal olmayan Salmonella serotiplerinin diinya capinda birinci ve ikinci
basamak antibiyotiklere karsi ¢oklu ila¢ direnci (MDR) vardir. Coklu ilag direncine
sahip Salmonella serovarlarina 2000°1i yillar itibariyla rastlanmaya baslamistir. Coklu
ilag direnci Salmonella suslarinin hayvan diskisiyla kontamine yiyecek veya su alimi,
direkt temas ve enfekte hayvanlarin tiiketilmesi ile hayvanlardan insanlara gecerek
yiiksek bir zoonotik hastalik riski olusturmaktadir. Insanlara transferi bu sekilde kolay
olmas1 nedeniyle de orani kiiresel olarak artis gdstermektedir (Eng ve ark., 2015 ve
Jajere, 2019). Ata ve ark. (2015), izole ettikleri Salmonella izolatlarinda %46,4’lik
MDR oranu ile bu artis1 ispatlamaktadir.

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Antimikrobiyal Izleme Sistemi MDR’yi
birka¢ adet (3 veya daha fazla) antibakteriyal ila¢ grubuna kars1 olusan direng¢ olarak
tanimlamaktadir (NARMS, 2015). Diinyada coklu antibiyotik direncliliginin tespit
edildigi serotiplerin basinda S. Infantis ve S. Typhimurium gelmektedir (Chessa ve
ark., 2008a ve Sahan ve ark., 2016).

EFSA ve ECDPC, Avrupa iilkelerinde bazi Salmonella serovarlarinda artan
coklu ilag direncine dikkat ¢ekmistir. Yayinlanan &6zet raporunda, 2014 yilinda
insanlardan izole edilen Salmonella izolatlarinda (n=10352), tetrasiklin (%30,3),
stilfanomidler (%28,6) ve ampisilin (%28,2)’e kars1 yiiksek diizeyde diren¢ oldugu
rapor edilmistir. Baz1 iilkelerde oldukga yiiksek diizeyde olmakla beraber Avrupa
genelinde coklu ilag direnci (%26) yiiksek diizeylerde bildirilmistir. Incelenen
serovarlarlardan S. Kentucky (%74,6), monofazik S. Typhimurium 1,4,12: i- (%69,4)
ve S. Infantis (%61,9) yiiksek diizeyde ¢oklu ilag direncine sahip olduklari saptanmistir
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(EFSA ve ECDPC, 2016).

ABD’de en sik rapor edilen direngli serotipler arasinda S. Typhimurium ve S.
Enteritidis yer alirken, Japonya’da S. Infantis antibiyotiklere daha fazla direng

gelistiren serotip olarak tespit edilmistir (Erol, 2010 ve Gyles, 2008).

Giliniimiize kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore -her ne kadar
alinan numune kaynaklarma gore degisken oranlarda sahip olsa da- broyler
kiimeslerinde en yaygimn izole edilen Salmonella suslarmin basinda S. Infantis
(Abbasoglu, 2009; Asai ve ark., 2006; Rahmani ve ark., 2013 ve Sahan ve ark., 2016),
S. Typhimurium (Sisak ve ark.,, 2006 ve Macedo-Vifias ve ark., 2009) ve S.
Enteritidis’in (Gast, 2008; izgiir, 2010; Kiigiik, 2020 ve Sareyyiipoglu, 2010) geldigi
bilinmektedir. Buetkenler igerisinden S. Typhimurium ve S. Enteritidis zoonotik
ozelligi sahip olmasi1 nedeniyle ayr1 bir 5Sneme sahiptir (izgiir, 2010). Bu nedenle bu tez
calismasinda, insanve hayvan sagligi i¢in hala ciddiyetini koruyan ve 6nemini her
gegen giin arttiran antibiyotik direnglilik diizeylerinin belirtilen ti¢ Salmonella susu

calismaya dahil edildi.

Sunulan bilgiler 15181nda, bu tez ¢alismasinda Tirkiye’de farkli illerde hem
broyler hem de yumurtaci alanda faaliyet gosteren isletmelerdeki kanatlilardan izole
edilen ti¢ farkli Salmonella serotiplerinde 14 adet farkli antibiyotige karsi direng
profillerinin hem konvansiyel hem de segilen direng genlerinin molekiiler yontemlerle

arastirilmasi amaclandi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1.Gere¢

2.1.1. incelenen Suslar

Bu calismada, Tirkiye’deki farkli bolgelerde bulunan tavuk kiimeslerinden
alinan gorap svab numunelerinden izole edilen 30 adet S. Infantis susu, 30 adet S.
Enteritidis ve 35 adet S. Typhimurium olmak iizere toplam 95 adet sus kullanildi.
Calismaya dahil olacak suslar kullanilana kadar -80 °C’de saklandi. Standart sus
olarak antibiyotik duyarlilik testlerinde Salmonella enterica ATCC 13076 susu
kullanildi.

2.1.2.Besiyerleri

Toplanan gorap altlik svaplarin 6n zenginlestirme asamasi i¢in Tamponlanmis
Peptonlu Su (TPS) (Oxoid) kullanildi. Selektif zenginlestirmesi i¢in Rappaport-
Vassiliadis yar1 kat1 besiyeri (Oxoid) kullanildi. Etken izolasyonu i¢in Xylose lysine
deoxycholate (XLD) Agar (Oxoid), identifikasyonu i¢in ise Nutrient Broth (Oxoid,
Thermo Fisher Scientific, USA) kullanildi. Biyokimyasal testler i¢in i¢eriginde lysine,
ornitin, hidrojen siilfiir, glukoz, mannitol, xylose, voges proskauer, iire,
orthonitrophenyl- B-galactoside, indol, sitrat, triptofan deaminaz nulunan ticari kit
kullanildi (Microgen). izole edilen suslarin pasajlanmast igin Nutrient Agar (Oxoid),
saklanmasi igin %20 Gliserin ilave edilmis Tryptic Soy Broth (TSB) kullanild.
Antibiyotik duyarlilik testinde ise fizyolojik tuzlu su McFarland 0,5 (1x108 cfu/Ml)
opasite standardi (Remel) kullanildi. Testler Miiller-Hinton (MH) Agar’da
gerceklestirildi (1ISO 6579.-1, 2017).
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2.1.3. Antibiyotik Diskleri

Salmonella suglarinin antibiyotik duyarlilik testleri i¢in Clinical and Laboratory
Standarts Institute (CLSI) nin 6nerdigi konsantrasyonlarda, ampisilin (AMP; 10 pg),
sefotaksim (CTX; 30ug), kloramfenikol (C; 30ug), siprofloksasin (CIP; 5ug),
gentamisin (CN; 30pug), kanamisin (K; 30pug), nalidiksik asit (NA; 30ug), streptomisin
(S; 10pg), tetrasiklin (TE; 30ug), trimetoprim/ stilfametaksazol (SXT; 1.25/23.75ug),
sulfonamid (S3; 250 veya 300ug), seftazidim (CAZ; 30ug), Eritromisin (E; 15 pg),
olmak {izere 13 adet antibiyotik diski (Oxoid; Ingiltere) kullanild:.

2.1.4. Standart Suslar

[zolasyon ve identifikasyon asamalarinda, pozitif kontrol olarak Salmonella

enterica ATCC 13076 susu kullanildu.

2.1.5. Polimeraz Zincir Rekasiyonunda Kullanilan Cihaz, Kimyasal ve

Tampon Soliisyonlar

Hassas terazi (Scaltec, SBC41), santrifiij (DM0412, DLAB, USA), steril kabin
(laminar flow) (ME90, Miprolab, USA), vorteks (Vortex3000, Wiggens), DNA
thermal cycler (Quantstudio5, Applied Biosystems), jel elektroforez iinitesi (cihaz ve
giic kaynagi) (Blu POWER 500), UV transilliiminatorlii bilgisayarli goriintiileme
sistemi (Gene Genius, Syngene, Bio Imaging System, USA) kullanild1.
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2.2. Yontem

2.2.1. Salmonella izolasyon ve Identifikasyonu

Izolasyon igin 6n zenginlestirme, zenginlestirme, selektif besi yeri ekimi,
biyokimyasal testler ve serum agliitinasyon sirasiyla yapildi. On zenginlestirmede
althik svaplar 25 g diski ile kontamine oldugu kabul edilerek 225 ml tamponlanmis
peptonlu su (Oxoid) ilave edilildikten sonra 37 °C’de aerob kosullarda 24 saat inkiibe
edildi. Zenginlestirme asamasinda 0,1 ml 6n zenginlestirme sivis1 yar1 kat1 Rappaport-
Vassiliadis Broth’a transfer edilerek 42 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Selektif besi
yeri agamasinda tiremenin en dis halkasindan bir 6ze dolusu alinan 6rneklerden XLD
agar (Xylose Lysine Deoxycholate agar, Oxoid) yiizeyine seyreltme metodu ile
gecilerek 37 °C’de aerob kosullarda 24 saat inkiibe edildi. Siyah merkezli, parlak
koloniler Salmonella siipheli olarak kabul edilip Nutrient agara (Oxoid) gegilerck 37

°C’de aerob kosullarda 24 saat inkiibasyon sonrasi saf kiiltiir elde edildi.

Saf kiiltiirler elde edildikten sonra biyokimyasal analizler i¢in ISO 6579:2002
standardinda yer alan glukoz (+), laktoz (-), sukroz (-), gaz (+), iire hidrolizi (-), indol
olusumu (-), H2S (+), lizin dekarboksilaz (+), Voges Proskauer-VP (-), B- galaktosidaz
(ONPGQG) (-) testleri uygulandi. Bu amagla MicrogenTM GnA+B-ID System test Kitleri
kullanildi. Biyokimyasal testler i¢in saf kiiltiirden alinan Salmonella siipheli koloniler
3ml steril %0,85 fizyolojik tuzlu su (FTS) iginde siispanse edildi. Siispansiyondan test
kitinin her bir kuyucuguna 100’er uL damlatildi. Kullanim kilavuzuna gére 1, 2, 3 ve
9 numarali kuyucuklara 1-2 damla steril mineral yag koyuldu. Testin {izeri test kitinden
cikan bir jelatin ile ortiildii ve 37°C’de 2442 saat inkiibasyona tabii tutuldu.
Inkiibasyon sonrasinda jelatin agilarak; 8. kuyucuga kovaks ayiraci, 10. kuyucuga dnce
VP I ayract sonra VP II ayraci damlatildi, 12 numarali kuyucuga ise TDA (triptofan

deaminaz) ayraci damlatildi.
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Kit igerisinden ¢ikan renk skalasina gore ayraclar eklendikten sonra renk
degisiklikleri degerlendirildi. Renk skalasinda tiim pozitif ve negatif degerler GnA+B-
ID formuna kaydedildi. Formdaki degerlere gore 4 haneli bir kod elde edildi. Bu kod
Microgen sistem yazilimi (MID-60) ile serotip olarak eslestirildi ve isimlendirildi.
Elde edilen biyokimyasal test verileri ile Salmonella oldugu bulunan kolonilere
polivalan Salmonella antiserumu ile aglitiinasyon testi yapildi. Agliitinasyon veren
koloniler Salmonella spp. olarak degerlendirilerek serotiplendirilme asamasina
aktarildi.

Salmonella’larin serotiplendirilme asamasi White-Kaufmann-LeMinor semasi
izlenerek yapildi. S. Enteritidis, S. Infantis ve S. Typhimurium olarak serotiplendirilen

suslar antibiyotik duyarlilik testleri yapilmak tizere -20°C” de muhafaza edildi.

2.2.2. Antibiyotik Direngliliginin Belirlenmesi

2.2.2.1. Disk Difiizyon Yontemi

Antibiyotik duyarlilik testi, CLSI“nin (Clinical and Laboratory Standarts
Institute) onerdigi Kirby-Bauer disk diffuzyon teknigine goére yapildi (CLSI
documents M100-S15). izolasyonu yapilip -20°C’ de muhafaza edilen S. Infantis, S.
Enteritidis ve S. Typhimurium suslarinin 6nce Xylose lysine deoxycholate (XLD)
agara pasajlar1 yapildi. 37°C’de 18-24 saat inkubasyon sonrasinda tek koloni alinarak
Nutirent Agara (NA) pasajlart yapilip tekrar 37°C’de 18-24 saat inkube edildi. Saf ve
taze Salmonella kiiltiiriinden 2-3 koloni alinarak, McFarland 0,5 (1x10® kob/ml)
opasite standard1 esas alinarak serum fizyolojik i¢inde siispanse edildi. Sonra Mueller
Hinton Agara 0,1 ml yayma ekimleri yapildi. Ekim yapilan petriler inkubasyona
kaldirilmadan 6nce 5-10 dk. oda sicakliginda kabin igerisinde bekletildi. Bu asamadan

sonra, bir petriye 8 adet; ampisilin (AMP; 10 pg), sefotaksim (CTX; 30ug),
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kloramfenikol (C; 30ug), siprofloksasin (CIP; 5ug), gentamisin (CN; 30ug),
kanamisin (K; 30pg), nalidiksik asit (NA; 30ug), streptomisin (S; 10pg), diger bir
petriye 5 adet; tetrasiklin (TE; 30ug), trimetoprim/ siilfametaksazol (SXT;
1.25/23.75ug), sulfonamid (S3; 250 veya 300ug), seftazidim (CAZ; 30ug),
Eritromisin (E;15 pg) olacak sekilde antibiyotik diskleri 2 adet besi yeri lizerine
yerlestirildi. Ekim islemleri tamamlandiktan sonra petriler 24 saat boyunca 37°C’lik
inkubatore birakildi ve zon caplar1 Olgiilerek antibiyotik direnglilikleri CLSI
standartlarina gore degerlendirildi (Cizelge 2.1; CLSI Document M100-S15).

Cizelge 2.1. CLSI’ya gore Salmonella suslarinin antibiyotik duyarlilik zon ¢aplari.

Zon Caplari (mm)

Antibiyotik 25 Orta

ug Direncli (R) Duyarh (S)

Duyarh (I)

Ampisilin (AMP) 10 pg <13 14-16 17>
Sefotaksim (CTX) 30 pg <22 23-25 >26
Kloramfenikol (C) 30 pg <12 13-17 >18
Siprofloksasin (CIP) 5ug <20 21-30 >31
Gentamisin (CN) 30 pg <12 13-14 >15
Kanamisin (K) 30 pg <13 14-17 >18
Nalidiksik asit (NA) 30 pg <13 14-18 >19
Streptomisin (S) 10 pug <11 12-14 >15
Tetrasiklin (TE) 30 pg <11 12-14 >15
Trimetoprim
Stilfametaksazol 1.25/23.75 pg <13 14-16 >17
(SXT)
Sulfonamid (S3) 250/300 pg <12 13-16 >17
Seftazidim (CAZ) 30 ug >21 18-20 <17
Eritromisin 15 pg <13 14-22 >23
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2.2.3.Polimeraz Zincir Reaksiyonlari

2.2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

DNA ekstraksiyonu, Queipo-Ortufio ve ark. (2008) yaptigi ¢alismaya uygun
sekilde asagida belirtildigi gibi yapildi. Ekstraksiyonu yapilan DNA 6rnekleri sonraki
islemler yapilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Kaynatma yontemi:

* Bakteri siispansiyonlar1 10.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

* Siipernatant dokiildii ve 500 ml FTS eklendi.

* 12.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve iistteki siv1 atildi.

* 20 pl distile su eklendi.

* 100 °C’de 10 dakika kaynatildi.

 Kaynatma isleminden sonra 10 dakika -20 °C’de bekletildi.

* 12.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve elde edilen DNA bundan sonraki

islemlerde kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.

2.2.3.2.Primerler

Primerler segilirken her serotipte en ¢ok direng goriilen antibiyotikler géz 6niine
alindi. Ayn1 zamanda farkli antibiyotik gruplarindan antibiyotikler se¢ilmesine dnem
verildi. Bu amagla kinolon grubu igin gyrA, aminoglikozidlerden aphA ve tetrasiklin
grubundan da tet(A) geni se¢ilmistir. Literatiir aragtirmalarindan sonra gen sekanslari
belirlenmis ve Salmonella’larda segilen antibiyotik diren¢ genlerinin PZR ile

belirlenmesinde kullanilan primerlere ait sekanslar Cizelge 2.2’te gosterildi.
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Cizelge 2.2. Genlerin baz dizileri, sicakliklari, PZR {iriinlerinin uzunluklari ve referanslari.

Gen Primer ( 5°-37) Sicaklik  Uzunluk  Referans
aphAF AAACGTCTTGCTCGAGGC 54 461 bp Bolton ve
ark., 2013

aphAR CAAACCGTTATTCATTCGTGA

Tet(A)F  GCTACATCCTGCTTGCCT 54 210 bp Guerra  ve
ark., 2001

Tet(A)R  CATAGATCGCCGTGAAGA

gyrAF AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT 58 344 bp Fabrega ve
ark., 2009

gyfAR  GCCATACCTACTGCGATACC

2.2.3.3. PZR Optimizasyonu

PZR karisimi her bir 6rnek i¢in 25 pl’lik son hacim olacak sekilde, optimizasyon

i¢cin primer, Mastermix, DNA, Ta 1s1s1 asagidaki gibi hazirlandi.

2.2.3.4. PZR Amplifikasyonlar

Gen bolgelerinin amplifikasyon protokollerinin optimizasyonu Carattoli ve ark.

(2005) ve Amy D. Lunn ve ark. (2010) tarafindan Onerilen yontemler ile

gerceklestirildi. Amplifikasyonlar igin kullanilan reaksiyon mastermixleri ve

protokolleri asagida verilmistir.
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Cizelge 2.3. aphAl, tetA ve aphA geni i¢in mastermiks hazirlanma oranlari.

Malzeme Hacim
Mastermix 12,5 ul
Forward primer, 10 pmol 1l
Reverse primer, 10 pmol 1l
Steril ddH20 7,5ul
Template DNA 3ul
TOPLAM 25 ul

Mastermiks karisimlarindan sonra 0,2 mL’lik tiiplere iglerine 22’ser pl

hazirlanilan mastermiksten ilave edildi ve ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan 3’er pl

alinip toplam hacim 25 ml’ye tamamlandi. Tiipler 2 dk. vortekslendikten sonra termal

dongiileme cihazlarna yerlestirilerek, protokoller ayarlandi. aphA ve tetA genlerineait

analizlerinde kullanilan PCR protokolii Cizelge 2.4’de, gyrA genine ait protokol

Cizelge 2.5’te gosterilmistir.

Cizelge 2.4. tetA ve aphA geni i¢in geni i¢in PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve stire diyagrami

(Carattoli ve ark., 2005).

Basamak Dongii Sayist Sicaklik Siire
Baslangi¢ 1 94°C 3dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 30 54°C 1dk
Uzama 72°C 1dk
Son uzama 1 72°C 7 dk
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Cizelge 2.5. gyrA geni i¢in PCR islemlerine ait 1s11 dongii ve siire diyagrami (Amy D. Lunn

ve ark., 2010).

Basamak Dongii Sayist Sicaklik Siire
Baslangig 1 95°C 10 dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 95°C 20 sn
Baglanma 30 58°C 60 sn
Uzama 72°C 90 sn
Son uzama 1 72°C 10 dk

2.2.3.5. Agaroz Jelin Hazirlanmasi, Yiiriitiilmesi ve Goriintiilemesi

Olusan iirtinlerin degerlendirilmesi igin 50 ml Tris Borik asit EDTA igerisine 0,5

gr gel agaroz ilave edilerek mikrodalga firinda 2 dk ¢6zdiirtildii. Sonra 5ml SafeWiew

eklenerek elektroforez tankina dokiilen jel, donmasi i¢in 25 dk bekletildi. Jel

donduktan sonra taraklar dikkatle ¢ikartilarak 0,2 mL tiiplerde olusturulan PCR

tiriinlerinden 10’ar pl alinip, 3 pl 6x loading dye ile karistirild: ve jeldeki kuyucuklara

yiiklendi. DNA 6rneklerine 180 voltta 60 dakika elektroforez islemi uygulandi.

PCR analizi degerlendirmesinde, aphA geni i¢in 461 bp, tetA geni i¢in 210 bp ve

gyrA geni i¢in 344bp uzunlugunda bant olusumlar1 gézlemlendi.
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3.BULGULAR

Calisma kapsaminda farkli illerde tavuk kiimeslerine ait gorap svablardan izole
edilen 30 adet S. Infantis, 30 adet S. Enteritidis ve 35 adet S. Typhimurium olmak tizere
toplam 95 adet izolatin antibiyotik direnci disk difiizyon ve PCR ile incelendi.

3.1. Antibiyotik Duyarhlik Testlerine Ait Bulgular

3.1.1. Disk Diffiizyon Bulgulari

Bu ¢alismada Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile 30 adet S. Infantis, 30 adet
S. Enteritidis ve 35 adet S. Tyhphimurium olmak tizere 95 adet Salmonella susunun 13
farkli antibiyotige gore duyarlilik testleri yapildi. Duyarlilik testleri igin aphA geni
tasiyan aminoglikozid grubundan gentamisin, kanamisin, streptomisin ve eritromisin;
tetA geni tasiyan tetrasiklin; gyrA geni tasiyan kinolon grubundan siprofloksasin ve
nalidiksit asit, penisilin grubu ampisilin, sefalosporin grubu sefotaksim ve seftazidim,
amfenikoller grubundan kloramfenikol, sulfonamid grubundan sulfonamid ve
benzilprimidin-sulfanamit gruplariin bir kombinasyonu olan
trimetoprim/siilfametaksazol antibiyotikleri segildi. Antibiyotik duyarlililik testlerinin
kontroliinde standart sus olarak E. coli ATCC 25922 kullanildi. Elde edilen sonuglar,
CLSI’m kriterlerine gore degerlendirildi. Salmonella suslarinin disk diffiizyon
yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinin Mueller hinton agardaki 6rnek

goriintiisti Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Disk diffiizyon yontemi ile Salmonella suslarinda yapilan antibiyotik duyarlilik
testlerinin Mueller hinton agardaki 6rnek goriintiileri.

Salmonella Infantis suslarinin 28 (%93)’i streptomisin’e, 29 (%96)’u
stilfanomid’e, 29 (%96)’ u eritromisin’e, 30 (%100)’u sefotaksim’e, 30 (%100)’u
ampisilin’e, 30 (%100)’u ceftazidim’e, 27 (%90) ‘si trimetoprim/siilfametaksazol’e,
29 (%96) ‘u tetrasiklin’e, 23 (%76)’1 gentamisin’e, 20 (%66) ‘si kloramfenikol’e, 30
(%100)’u nalidiksik asit’e, 29 (%96) ‘u kanamisin’e, 30 (%100)’u siprofloksasin’e
direncli bulunmustur. Orta duyarli bulunan suslar streptomisin ic¢in bir adet (%3),
silfanomid i¢in  bir adet (%3), eritromisin i¢in bir adet (%3),
trimetoprim/siilfametaksazol icin iki adet (%7), tetrasikilin ic¢in bir adet (%3),
gentamisin i¢in 6 adet (%20), kloramfenikol i¢in {i¢ adet (10), kanamisin i¢in bir adet
(%3) tir. Salmonella Infantis suslarinin duyarlilik oranlarina baktigimizda ise;
streptomisin’e bir (%3)’1, trimetoprim/siilfametaksazol’e bir (%3)’1, tetrasiklin’e bir
(%3)’1, gentamisin’e bir (%3)’1 ve kloramfenikol’e 7 (%23)’si duyarli bulunmustur.
Salmonella Infantis suslarinin ¢alismaya dahil edilen antibiyotiklere karsi direnglilik

orani Sekil 3.2°de sunulmustur.
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Antibiyotikler

Sekil 3.2. Salmonella Infantis suslarinin ¢alismaya dahil edilen antibiyotiklere kars1 direnglilik
ylizdeleri.

Salmonella Enteritidis suslarinin 29 (%96)’u streptomisine, 29 (%96)’u
stilfanomide, 30 (%100)’u eritromisine, 30 (%100)’u sefotaksime, 29 (%96)u
ampisiline, 30 (%100)’u ceftazidime, 28 (%93)’i trimetoprim/siilfametaksazol’e, 30
(%100)’u tetrasiklin’e, 25 (%83)’i gentamisin’e, 23 (%83) ‘i kloramfenikol’e, 30
(%100)’u nalidiksik asit’e, 28 (%93)’1 kanamisin’e, 30 (%100)’u siprofloksasin’e
direngli bulunmustur. Salmonella Enteritidis suslarinin orta duyarlilik oranlarina
baktigimizda ise; streptomisin’e bir (%3)’1, slilfanomid’e bir (%3)’1, ampisilin’e bir
(%3)’1, trimetoprim/siilfametaksazol’e iki (%6)’si, gentamisin’e 5 (%16)’i,
kloramfenikol’e 7 (%23)’si, kanamisin’e iKi (%96)’si orta duyarli bulunmustur.
Duyarli bir S. Enteritidis susu tespit edilmemistir. Salmonella Enteritidis suslarinin

calismaya dahil edilen antibiyotiklere karsi direnglilik oran1 Sekil 3.3’te sunulmustur.
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ANTIBiYOTIiKLER

Sekil 3.3. Salmonella Enteritidis suslarinin ¢alismaya dahil edilen antibiyotiklere karsi
direnglilik yiizdeleri.

Salmonella Typhimurium suslariin 30 (%100)’u streptomisin’e, 30 (%100)’u
stilfanomid’e, 30 (%100)’u eritromisin’e, 30 (%100)’u sefotaksim’e, 30 (%100)’u
ampisilin’e, 30 (%100)’u ceftazidim’e, 30 (%100)’u trimetoprim/siilfametaksazol’e,
30 (%100)’u tetrasiklin’e, 30 (%100)’u gentamisin’e, 21 (%60)’i kloramfenikol’e, 30
(%100)’u nalidiksik asit’e, 30 (%100)’u kanamisin’e, 30 (%100)’u siprofloksasin’e
direngli bulunmustur. Salmonella Enteritidis suslarinin orta duyarlilik oranlarina
baktigimizda ise; sadece kloramfenikol’e 14 (%40)’4 orta duyarli bulunmustur.
Duyarli bir S. Typhimurium susu tespit edilmemistir Salmonella Typhimurium
suslarinin ¢aligmaya dahil edilen antibiyotiklere karsi direnclilik oran1 Sekil 3.4’°te

sunulmustur.
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Sekil 3.4. Salmonella Typhimurium suslarinin ¢alismaya dahil edilen antibiyotiklere karsi
direnglilik yiizdeleri.

3.1.2. PCR Bulgulan

Fenotipik olarak antibiyotik duyarliliklar1 saptanan 30 adet S. Infantis, 30 adet
S. Enteritidis ve 35 adet S. Typhimurium suslarinda aphA, tetA, ve gyrA direng
genlerinin varlig1 arastirildi. Bu genler segilirken herbir serotip grubunda yiiksek
oranda diren¢ saptanmasi ve farkli antibiyotik gruplarinda yer almalar1 géz oniinde
bulunduruldu. Bunun igin tetrasiklin direncinde rol oynayan tet(A), kinolon direncinde
rol oynayan gyrA ve aminoglikozid grubundan kanamisin direncinde rol oynayan
aphA genlerine spesifik primerlerin kullanildigi konvasiyonel PCR yo6ntemi
uygulandi. Bu yontemin 6zgiilliiglinli ortaya koymak i¢in pozitif ve negatif kontrol
suslar1 kullanildi. Herbir serotip grubundaki diren¢ geni varligi hem kendi iglerinde
hem de serotip gruplari arasinda karsilastirilarak disk difiizyon test sonuglari ile

degerlendirildi. Goriintiileme islemine iligskin goriintiiler Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.5. Jeldeki DNA &rneklerinin elektroforez islemi ile goriintiilenmesi.

Aminoglikozid grubundan kanamisin direncinde rol oynayan aphA geni hicbir
S. Infantis susunda tespit edilmezken, S. Enteritidis susundan 5 tanesinde, 35 adet S.
Typhimurium susundan 3 tanesinde saptandi. Konvansiyonel olarak kanamisin
direnci; S. Infantis suslarinin 29 (%96)’unda, S. Enteritidis suslarinin 28 (%93) ve S.
Typhimurium suslarinin 35 (%100)’unda saptanmistir.

Tetrasiklin direncinde rol oynayan tetA geni 30 adet S. Infantis susundan 17
tanesinde, 30 adet S. Enteritidis susundan 12 tanesinde, 35 adet S. Typhimurium
susundan 1 tanesinde saptandi. Konvansiyonel olarak tetrasiklin direnci; S. Infantis
suslarinin 29 (%96)’unda, S. Enteritidis suslarinin 30 (%100)’unda ve S. Typhimurium

suslarinin 35 (%100)’unda saptanmistir.

Kinolon direncinde rol oynayan gyrA 30 adet S. Infantis susundan 7 tanesinde,
30 adet S. Enteritidis susundan 14, 35 adet S. Typhimurium susundan 22 (%63)’sinde
saptand1. Konvansiyonel olarak kinolon grubu antibiyotiklerden; nalidiksit asit ve

ciprofloksasin direnci suglarin hepsinde saptanmustir.

S. Infantis suslarinda aphA geni varlig1 %56,67 ile en yiiksek oranda iken, tetA
ve gyrA genlerine sahip olmayan suslarin oraninin sirastyla %100 ve %76,67 oldugu

belirlendi.
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S. Enteritidis suslarinda ise ¢alismaya dahil edilen direng genleri bakimindan
negatiflik diizeyinin daha yiiksek oldugu saptandi. Yapilan analizler sonuglar S.
Enteritidis suslarinin tetA, aphA ve gyrA genlerine sahip bakimindan sirasiyla
%83,33; %60 ve %53,33 oraninda negatif oldugu belirlendi.

S. Typhimurium suslarinda gyrA geni varlig1 %62,86 ile en yiliksek oranda iken,
aphA ve tetA genlerine sahip olmayan suslarin oraninin sirasiyla %97,14 ve %91,43

oldugu belirlendi.

Calismaya dahil edilen Salmonella serovarlar1 ve ilgili direng genlerinin

oranlarina iligkin veriler Sekil 3.6.de gosterildi.

EaphA E=EtetA =gyrA

120,00
100,00
, 97,14
100,00 1,43
83,33 ==
80,00 = ==
g 60,00= 62,86
2 60,00 553,33 =
kS w667 EE— =
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40,00 = = 14
20,00 = =
0,00 = = I=1= = =
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Salmonella Infantis Salmonella Enteritidis Salmonella Typhiimurium

Salmonella serovari

Sekil 3.6. Calismaya dahil edilen Salmonella serovarlari ve ilgili direng genlerinin yiizdeleri.
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4. TARTISMA

Salmonellozis, tiim diinyada hem insanlarda hem de hayvanlarda basta akut
gastrointestinal sistem infeksiyonu olmak iizere bagirsaklar haricinde entero-invaziv
yayilma ile de diger pek ¢ok diger organlarda lokalize formda gesitli hastaliklara neden
olmaktadir (Adesiji ve ark., 2014). Kontaminasyon, sindirim sistemi araciligi ile
olmaktadir ve hastaligin klinik siddeti bakterinin gastrointestinal yolla alinan miktari
ile dogrudan iliskili oldugu bilinmektedir (izgiir, 2010). Veteriner hekimlik yoniinden
bakildiginda Salmonella infeksiyonlar tiim ¢iftlik hayvanlarinda gozlenmesine karsin,
kanatl hayvan yetistiriciliginde en 6nemli zoonotik patojenlerin basinda gelmektedir
(Abbasoglu, 2009; EFSA ve ECDPC, 2012 ve Russell, 2012). Kanatli hayvanlarda
meydana getirdigi kayiplar nedeniyle isletmelerde ciddi ekonomik zararlara sebebiyet
vermesinin yaninda global diizeyde de kanatlhi hayvanlardan elde edilen gida
iirinlerine bagh gida zehirlenmeleri nedeniyle halk ve insan saglig1 tehdidi yoniinden

ciddi problem teskil etmektedir (EFSA ve ECDPC, 2012).

Hastaliklarin  tedavisi amaciyla hem insanlarda hem de hayvanlarda
antimikrobiyallerin yogun bir sekilde kullanimi tiim diinyada pek ¢ok bakteri
suslarinda ¢oklu ilag direnci gelisiminde ciddi bir artisa neden olarak global bir sorun
olarak dikkatleri lizerine ¢gekmeye devam etmekte ve her gecen giin insan ve halk
sagligr yoniindeki kaygilarda artisa neden olmaktadir (Adesiji ve ark., 2014). Tiim
diinyada insanlar i¢in 6nemli gida kaynaklarini olusturan kanatlilar, baliklar ve deniz
tirtinlerinin Salmonella spp.’nin en 6nemli rezervuarlari olmasi ve bu canlilardan izole
edilen Salmonella suslarinda bildirilen ¢oklu ilag direnci, ilgili patojenin tiim diinyada
halk sagligina iliskin kaygilar igerisinde ilk siralarda yer almasina neden olmaktadir
(Bhowmick ve ark., 2011). Her gegen giin artan ilag direngliligi ve buna paralel olarak
sekillenen c¢oklu antibiyotik direncine sahip serovarlarin artisi Salmonellozisin
kontrolii ve tedavisinde de karsilasilan en ciddi sorun olmaya devam etmektedir
(Yener ve ark., 2012).
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Salmonella suslarindaki antimikrobiyallere karsi gelisen direnglilik diizeyleri,
iilke, sus, hayvan tiirii ve yil gibi ¢esitli faktorlere gore degiskenlik gostermektedir.
Ulkelere gore bakildiginda ABD’de yiiksek oranda direnclilik diizeyine sahip suslar
arasinda S. Typhimurium ve S. Enteritidis siklikla bildirilmekte iken, Japonya’da bu
konuda S. Infantis en fazla direnc gelistiren sus olarak rapor edilmektedir. Uretim
amaci yoniinden incelendiginde yiiksek oranda direnglilige sahip serotiplere
damizliklara nazaran daha ¢ok broylerler de rastlandigi bildirilmektedir (Erol, 2010 ve
Gyles, 2008). Bu nedenle Salmonella suslarindaki insidens dagilimlar1 ve
antimikrobiyallere olan direnclilik diizeylerinin diizenli olarak hem ulusal diizeyde
hem de farkli iiretim prosesine sahip isletmeler bazinda arastirmalarin stirdiiriilmesi

Onem arz etmektedir.

Giliniimiizde infeksiyoz hastaliklarin tedavisi ve bu hastaliklardan korunma en
biiyiik engelin, ilgili patojenlerde antimikrobiyallere karsit direnglilik gelisimi
(Schwarz ve Chaslus-Dancla, 2001) olmasi nedeniyle hayvan yetistiriciligi, hayvansal
gida tretimi yapilan isletmelerde antibiyotiklerin bilingsiz ve asiri/kontrolsiiz
kullannmina yonelik ciddi 6nlemler tim diinyada alinmaya devam etmekte ve bu
onlemler siki bir sekilde takip edilmektedir (Chessa ve ark., 2008a ve Chessa ve ark.,
2008b). Salmonella infensiyonlarinin tespiti ve salginlarin kontrol altina alinabilmesi
i¢cin tiim diinyada siirveyans caligmalar1 yapilmaktadir. Bu kapsamada 2002-2005
yillarma ait Diinya Saglik Orgiitine (WHO) ait raporda insan kokenli en yaygin
serovarin S. Enteritidis (%61) ve insan kokenli olmayanin ise S. Typhimurium (%23)
oldugu bildirilmistir (Ozyurt, 2011). Avrupa komisyonu tarafindan yiiriitiilen ve ii¢
aylik periyotlar halinde raporlar sunan Enter-Net adl1 projeye gore, Ocak-Mart 2007
donemindeki izole edilen Salmonella serovarlarin yogunluguna gore sirasiyla S.

Enteritidis, S. Typhimurium ve S. Virchow oldugu bildirilmistir (Avsaroglu, 2007).

Amerika Birlesik Devletleri’nde Ulusal Salmonella izleme A1 kapsaminda
2005 yilinda izole edilen Salmonella suslarinin izolasyon oranlarina gore yiiksekten

diistige dogru S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport ve S. Heidelberg serotipleri
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oldugu rapor edilmistir (Avsaroglu, 2007). Avrupa Birligi raporlarina gore giiniimiizde
2 600'den fazla Salmonella serotipi bilindigi, ancak sinirli sayida serotipin insan
hastaliklarinin biiyiik ¢ogunlugu ile iliskili olmasinin yani sira farkli serovarlarin
prevalansinin zaman igerisinde degiskenlik gosterebilecegi bildirilmektedir (EFSA,
2014). Yine Avrupa Birligi raporlarinda en sik tavuk eti ve canli kuslardan izole edilen
S. Enteritidis ve S. Typhimurium ile S. Infantis'in neden oldugu hastaliklarin
insanlardaki vakalarda tespit edildigi rapor edilmistir (EFSA ve ECDPC, 2015).
Ayrica bu ii¢ serovar igerisinde S. Infantis’in prevalansinin 1970’lerin sonlarindan bu
yana Arjantin, Avustralya, Brezilya, Hollanda, Finlandiya, Kanada, Macaristan,
Japonya, Yeni Zelanda ve Rusya gibi iilkelerde giderek arttig1 belirgin bir sekilde tescil
edilmistir (Miller ve ark., 2010).

Ulkemizde 2018 yili itibari Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan hayata
gegirilen Ulusal Salmonella Kontrol Programi (USKP) kapsaminda ulusal diizeyde
Salmonella serotiplerinin tespit edilmesi, sikliginin belirlenmesi ve infeksiyon
oranlarmin azaltilmasi amaglanmaktadir. Ulusal Salmonella Kontrol Programu,
Salmonella ve Belirlenmis Diger Gida Kaynakli Zoonotik Etkenlerin Kontrol Altina
Alinmas1 Yonetmeligi’ne gore; zoonotik dneme sahip halk saglig1 agisindan 6nem arz
eden S. Enteritidis ve S. Typhimurium insidensinin %]1’in altina disiiriilmesi
hedeflenmektedir (Anonim, 2018). Mevcut Ulusal kontrol programi Salmonella
insidensinin azaltilmasinda, infeksiyonlar1 onlemeye yonelik koruyucu hekimlik
uygulamalarina onem verilmesi, kiimeslerde hijyen ve dezenfeksiyon gibi
biyogiivenlik Onlemlerine &6zen gosterilmesi, rutin  kontrollerin  aksatilmadan
stirdiirtilebilirliginin saglanmasi, nakiller esnasinda olas1 kontaminasyon yollarinin
engellenmesi ve hijyenik kosullarin korunmasi gibi tedbirlere dikkat ¢ekilmektedir
(Anonim, 2018).

Cesitli antimikrobiyallere karsi direng gelisimi konusunda ilk dénemlerde
yapilan caligmalarda Salmonella’da ilk olarak kloramfenikol, kanamisin, streptomisin,

sulfonamid ve tetrasikline karsi direnclilik bildirilmis iken, daha sonra bu
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antimikrobiyallere kinolonlar ve {i¢iincii nesil sefalosporinler de eklenerek direnglilik
diizeyinin hizl1 bir artig gosterdigi bildirilmistir (White ve ark., 2001 ve Yener ve ark.,
2012).

Iran’da Asgharpour ve ark. (2014)’nin broylerlerden izole edilen S. Infantis
suglarinda sirasiyla azalan oranlarda tetrasikline %100, amoksisiline %70,
trimetoprim-siilfametoksazole %66, kloramfenikole %64, seftazidime %28 diizeyinde
direnglilik varhigin1 saptamiglardir. Bir diger ¢alismada (Lai ve ark., 2014) ise,
arastiricilar tetrasiklin ve siilfonamidlere karsi var olan artan direnclilik diizeyinin, bu
grup antimikrobiyallerin hayvanlardaki biiylime tesvik etmek veya hastaliklarin
onlenmesi amaciyla terapotik veya terapotik olmayan dozlarda hayvan beslemede
kullanilmasinin muhtemel bir sonucu olabilecegini ileri siirmiislerdir. Brezilya’da
Mendonga Ve ark. (2020), 51 adet S. Infantis susunda test edilen antimikrobiyaller i¢in
elde edilen direnglilik diizeylerinin en yiiksekten en diisiige dogru %35,3 ile
amoksisilin (B-laktam/penisilin sinif1), %15,7 ile siilfonamid (stilfonamid sinif1), %9,8

ile tetrasiklin (tetrasiklin sinif1) ve %5,9 ile seftazidim oldugunu belirlemislerdir.

Ulkemizde bu konuda yapilan ¢alismalar1 degerlendirecek olursak; Sahan ve ark.
(2016), broyler tavuk diskilarindan izole ettikleri ¢esitli Salmonella serovarlarinda
icerisinde dominant serotip olarak bulunan S. Infantis suslarinin antimikrobiyal
etkenlere kars1 direnclilik diizeylerinin yliksekten diistige dogru sirasiyla nalidiksik
asit, sulfanamid, tetrasiklin, trimetoprim, streptomisin, ampisilin, kloramfenikol,
gentamisin ve siprofloksasin oldugu bildirmislerdir. Yine arastiricilar, arastirmaya
konu olan Salmonella suslarinin %89,51 gibi yiiksek bir oranda en az 3 ve daha fazla
antimikrobiyale karsi direngli oldugunu da tespit etmislerdir. Akgeyik (2018) ise,
insan ve tavuk orjinli S. Infantis suslarinin direnglilik gosterdikleri antimikrobiyallere
karst direnglilik diizeylerinin yiiksekten diisiige dogru ampisilin, gentamisin,

sefotaksim, seftazidim ve kloramfenikol olarak saptamiglardir.
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Sunulan tez calismasinda, Salmonella Infantis suslarmin direngli oldugu
antibiyotiklerin direnglilik diizeyinin yiiksekten disiige dogru; ampisilin (%100),
nalidiksit asit (%100), siprofloksasin (%100), sefotaksim (%100), seftazidim (%100),
tetrasiklin  (%96), kanamisin (%96), eritromisin (%96), siilfonamid (%96),
streptomisin  (%93), trimetoprim/siilfametaksazol (%90), gentamisin (%76) ve
kloramfenikol (%66) oldugu belirlenmistir. Gegmis donemde yapilan ¢alismalarla
birlikte degerlendirdigimizde, 06zellikle ampisilin basta olmak tlizere ayni
antimikrobiyallere karsi benzer seviyelerde direnglilik goriilmekle birlikte, gerek
arastirmalara dahil edilen antimikrobiyallerin farklilig1 gerekse de orneklemlerdeki
farkliliklara iliskin olarak diger c¢esitli grup antimikrobiyallere karsi degisken

seviyelerde direnglilik varligi goriilmektedir.

Diinyada Salmonellozise neden olan en yaygin serotipler igerisinde S. Enteritidis
ve S. Typhimurium 6n plana ¢ikmasina karsin, son yillarda gesitli tilkelerde yiiriitiilen
kontrol programlar1 ve yaygin asilama caligmalar1 neticesinde bu serovarlara iliskin
dominantlik diizeyi zaman igerisinde azalmis ve diger serovarlarin insidensinde
belirgin artis gozlenmistir (Rabsch ve ark., 2013). Ancak adi gecen serovarlar
giiniimiizde bazi iilkelerde -insidens diizeyi iilkelere gore degismekle- en yaygin
serovarlar olarak rapor edilmesi nedeniyle 6nemini korumaya devam etmektedir.
Ulkemizde tavuk iiretim kiimeslerinde 7 yillik bir periyodun (2008-2014) incelendigi
bir arastirmada, toplam 2021 adet Salmonella izolatinin %21,8’inin S. Enteritidis
serotipi oldugu bildirilmistir (Giilesen ve ark., 2015). Yine iilkemizde 7 farkl: ilde
faaliyet gosteren 58 farkli yumurtaci kiimeslerinden alinan orneklerden yiiriitiilen
calismada S. Enteritidis serovarimin varligi %40,9 olarak tespit edilmistir (Kahya ve
ark., 2014).

[ran’da yiiriitiilen bir ¢alismada (Rahmani ve ark., 2013), S. Enteritidis suslarinin
siprofloksasin ve nalidiksik asite (%94) yiiksek oranda diren¢li oldugunu rapor
etmislerdir. Benzer sekilde cesitli arastirmalarda da (Morshed and Peighambari (2010)

ve Rad ve ark., (2012), S. Enteritidis serovarmin Iran’da ulusal diizeyde
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enrofloksasin  ve nalidiksik asite yiiksek oranda direnglilik gosterdigi diger
aragtirmacilar tarafindan da bildirilmis oldugu goriilmektedir. Brezilya’da yapilan
aragtirmada (Oliveira ve ark., 2005), ¢alismaya dahil edilen 91 adet S. Enteritidis
izolatinda antibiyotik direnglilik seviyelerinin yiiksekten diisiige dogru tetrasiklin
(%15,4), gentamisin (%5,5), trimetophrim (%3,3), ampisilin (%1,1) oldugunu tespit
etmislerdir. Ulkemizde yapilan ¢aligmalara baktigimizda, Kayseri ilimizde yiiriitiilen
bir calismada (Kiling ve Aydin, 2006) ise izolatlarin secilen antibiyotiklere karsi
direnglilik seviyelerinin yiiksekten diistige dogru penisilin (%100), eritromisin (%95),
neomisin (%23) ve ampisilin (%20) seklinde oldugu bildirilmistir. Daha sonra, Ege
bolgesinde iki farkli ilde yiiriitillen birgalismada (Oral ve Tirkyilmaz, 2008), S.
Enteritidis serovarlarinin secilen antibiyotiklere karsi direnglilik seviyelerinin
yiiksekten diisiige dogru eritromisine (%100), trimetoprim-sulfametoksazole (%57,1),

gentamisine (%14,2) oldugu tespit edilmistir.

Sunulan tez c¢alismasinda, S. Enteritidis suslarmin antibiyotik direnglilik
diizeyinin yiiksekten diisiige dogru eritromisin (%100), siprofloksasin (%100),
nalidiksik asit (%100), tetrasiklin (%100), sefotaksim (%100), ceftazidim (%2100),
streptomisin (%96), siilfanomid (%96), ampisilin (%96), trimetoprim/siilfametaksazol
(%93), kanamisin (%93), gentamisin (%83), kloramfenikol (%83) olarak bulunmustur.
Iki farkli iilke olarak Iran ve iilkemizde elde edilen bulgular degerlendirildiginde
benzer sekilde kinolon grubu antibiyotikler icerisinde yer alan iki farkli antibiyotik
enrofloksasin ve siprofloksasin ile nalidiksik asite yiiksek oranda direnglilik varlig
saptanmustir. Bu durum, iki farkli tilkede faaliyet gosteren kiimeslerde koruyucu ve
sagalttm amacl kullanilan antibiyotiklerin se¢iminde benzerlik oldugunu
gostermektedir. Ancak diger iilkeler ile kiyaslandiginda sunulan tez ¢aligmasinda ¢ok
daha fazla farkli grup antimikrobiyale karsi yiiksek oranda direng varligini
saptanmasinin, iilkemizde Salmonella serotiplerinin direng olumu ile ilgili detayli

caligmalar yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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Malezya’da yapilan bir aragtirmada (Thung ve ark., 2016), S. Typhimurium
serovarinin eritromisin, penisilin ve vankomisine %100 direngli oldugu, diger bir grup
antibakteriyellere direncliligin yiiksekten diisiige dogru ampisilin  (%72,73),
amoksisilin (%27,27), sefazolin (%27,27), siprofloksasin (%27,27), nalidiksit asit
(%9,09) ve streptomisin (%9,09) seklinde oldugunu bildirmislerdir. Ulkemizde
Kayseri ilinde yiiriitiilen arastirmada (Kiling ve Aydin, 2006), S. Typhimurium segilen
antibiyotiklere karsi direnglilik seviyelerinin yiiksekten diisige dogru penisilin
(%100), eritromisin (%2100), neomisin (%26,67) ve ampisilin (%26,67) seklinde
oldugu bildirilmistir. Ege bolgesinde faaliyet gosteren kiimeslerden alinan 6rnekler ile
yiriitiilen bir tez ¢alismasinda (Kutu, 2017), S. Typhimurium izolatlarinin segilen
antibiyotiklere gore direnglilik diizeyinin yiiksekten diisiige dogru penisilin (%2100) ve
ampisilin (%97) seklinde oldugu, duyarlilik diizeyinin ise yine yiiksekten diistige
dogru seftriakson (%92), gentamisin (%82), kanamisin (%61) ve sefotaksim (%61) ve

tetrasiklin (%51) seklinde oldugu rapor edilmistir.

Sunulan tez ¢alismasinda, S. Typhimurium suslarinin streptomisin, siilfanomid,
eritromisin, sefotaksim, ampisilin, ceftazidim, nalidiksit asit, kanamisin,
siprofloksasin, trimetoprim/siilfametaksazol, tetrasiklin ve gentamisin’e %100 direngli

bulunmustur.

iki farkli {ilkeden elde edilen bulgular degerlendirildiginde S. Enteritidis’te
oldugu gibi S. Typhimurium serovarinin da genellikle penisilin grubu antibakteriyaller
ve eritromisine yiiksek oranda direnglilik varhiginda benzerlik goriilmektedir. Ote
yandan tez calismasinda elde edilen bulgularda yukarida da s6z edildigi gibi ¢ok sayida
farkli grup antimikrobiyale karsin S. Typhimurium serovarimin %100 direnglilik
gostermesi, bu konuda gerek hayvan sagligi alaninda faaliyet gosteren hekimlerin

gerekse de tireticilerin daha dikkatli olmasi gerektigini gozler oniine sermektedir.
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Sunulan tez ¢aligmasinda arastirmaya konu olan Salmonella suslariin ciddi
oranda gesitli antimikrobiyallere kars1 direnglilige sahip olmasi ve 3 serovarin da ¢oklu
ila¢ direncliligi saptanmasi, bu problemin iilkemizde de ne kadar dnemli oldugunu

gostermektedir.

Her gecgen giin artan insan niifusu ve buna bagl gidaya olan talebin artmas ile
ciftlik ve kiimeslerde entansif iiretim artisinin beraberinde getirdigi hastalik oranlarinin
artmasi sonucunda muhtemel olarak uygun olmayan ya da kontrolsiiz/asir1diizeyde
antibiyotiklerin kullanimmin bir sonucu olarak (Adesiji ve ark., 2014), 6zellikle
gelismis lilkelerde hayvansal kokenli gidalar ve kasaplik et Girinlerinden koken alan
bakterilerin antibiyotiklere olan direng insidensi artmaya devam etmektedir (Van ve
ark., 2007). Ayrica gerek insanlarda gerekse de hayvanlar1 bilingsiz sekilde
antimikrobiyallerin ¢ok yogun olarak kullanildigi baz1 az gelismis tilkelerde, ¢oklu ilag
direngliligine sahip Salmonella suslarimin 6zellikle kii¢iik yastaki ¢ocuklardaki
bakteriyemi olgularina neden olan patojenlerin igerisinde en sik izole edilen patojenler
oldugu bildirilmektedir (Fashae ve ark., 2010). Bu durum ilgili antimikrobiyallere olan
direcliligin direncli patojen veya diren¢ genine sahip tasiyict ozellikteki kommensal
organizmalar aracilig1 ile insanlara gecisine neden olmaktadir. Bundan dolayi, ciftlik
ve kiimeslerdeki antimikrobiyal ajanlarin kullaniminin yol agabilecegi hem insanlarda
hem de hayvanlardaki antimikrobiyal direngli patojenlerin varligini, bu patojenlerdeki
direnglilik diizeyinin artisinin belirlenmesi ve 6zellikle de ¢oklu ilag direncine iliskin
genlerin arastirilmasi gliniimiizde arastiricilarin yogun ilgisini ¢eken arastirma

konularinin basinda gelmektedir (Mann ve ark., 2011 ve Morley ve ark., 2011).

Hamada ve ark. (2003), 12 adet ¢oklu antibiyotik direngliligine sahip S.Infantis
suslarinin tiimiinde kanamisin direngliligi ile iligkili olarak aphA geninin varligini
tespit etmislerdir. Shahada ve ark. (2010), 2 yil siiresince (2004-2006) broylerlerden
izole ettikleri 120 adet kanamisin direngli S. Infantis suslarinin tamaninda (%2100)
aphA geni varligini rapor etmislerdir. Dionisi ve ark. (2011), gida ile hayvansal kokenli

ve -cogunlukla- insan orijinli olarak izole edilen 70 adet S. Infantis susu igerisinde
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kanamisin direncine sahip 26 adet susun tamaminda aphA geninin varhigimi
bildirmislerdir. Akgeyik (2018), yapmis oldugu ¢alismasinda tavuk orijinli S. Infantis
suslarinin  %62’sinde kanamisin direncinde rol oynayan aphA geni varligini

saptamistir.

Sunulan tez c¢alismasinda, S. Infantis suslarmin %56,67’sinde kanamisin
direncinde rol oynayan aphA geni varlig: tespit edilmistir. Elde edilen sonug rakamsal
olarak iilkemizde yapilan bir 6nceki calisma Akgeyik (2018) ile benzerlik gosterse de
diger tlkelerdeki calismalar ile farklhilik gdstermektedir (Dionisi ve ark., 2011,
Hamada ve ark., 2003 ve Shadada ve ark., 2010). Ayrica calismamizda diger suslari
da degerlendirdigimizde, aphA genine sahip suslar yiiksekten diisiige dogru S. Infantis
(%56,67) ve S. Enteritidis (%40) oldugu, ancak S. Typhimurium suslarinin hi¢birinde

aphA geni tespit edilmemistir.

Shahada ve ark. (2010), 2004-2006 yillar1 aras1 broylerlerden izole ettikleri 120
adet S. Infantis susundan oksitetrasiklin direnci saptanan tiim suslarda tet(A) geni
saptanmasina karsin, tet(B) ve tet(G) geni tespit etmemislerdir. Adesiji ve ark. (2014),
tetrasiklin direnci saptanan 30 adet Salmonella susunun 20’ sinde tetA geni varligini
tespit etmislerdir. Dalibor ve ark. (2015), tavuklardan izole edilen 18 adet S. Infantis
susunda tetrasiklin direngli olarak saptananlarin hepsinde tet(A) genini saptarken,
tetrasiklin direngli tiim suslarda tet(B), tet(C), tet(D), tet(E) ve tet(G) genlerinin tespit
edilmedigini bildirmislerdir. Waghamare ve ark. (2018), tetrasiklin direnci olan S.
Virchow, S. Newport ve S. Typhimurium serotiplerinin hepsinde tetA geni
saptamislardir. Bu calismada serotip bazinda bakildiginda farkliliklar saptanmigtir.
Tetrasiklin direnci saptanan Salmonella sugslari arasinda en fazla tetA geni tasiyan
serotip S. Enteritidis olarak bulunmustur. Tawyabur ve ark. (2020), tetrasiklin direnci

saptanan 27 Salmonella susunun 25’inde tetA geni varligini bildirmiglerdir.
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Sunulan tez ¢alismasinda, tetA genine sahip suslarin yiiksekten diisiige dogru S.
Enteritidis (%16,67) ve S. Typhimurium (%8,57) oldugu, ancak S. Infantis suslarinin
higbirinde tetA geni tespit edilmemistir. Elde edilen bulgulara gore tetA geni varliginin
caligmaya dahil edilen serovar igerisinde yaygin olmadig1 goriillmekle birlikte, farkli
oranlarda da olsa bazi arastiricilarin Waghamare ve ark. (2018) bulgular ile benzer

sekilde en yiiksek oranda tetA geni varligi S. Enteritidis serovarinda tespit edilmistir.

Alrich ve ark. (2017), bélgelerinden izole ettikleri 29 adet S. Enteritidis susunun
13’tinde gyrA mutasyonu saptamis ve zoonotik dnem tasiyan bu serotipdeki direng
gelisiminin daha yaygin bir sekilde izlenmesinin 6nemini vurgulamistir. Jovcic ve ark.
(2020), kullanilan tiim serotipleri iceren ¢alismalarinda yaygin gyrA gen varligindaki
mutasyon oranlarin1 incelemislerdir. Elde edilen sonuglar ile degerlendirildiginde
sunulan tez ¢alismamizda da benzer sekilde S. Typhimurium serotiplerinde yiiksek
oranda (%62,86) gyrA geni varlig: tespit edilmis olup ve bunu S. Enteritidis (%46,67)

ve S. Infantis (%23,33) suslarinda izledigi belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

1. Arastirmamiza konu olan 3 farkli Salmonella susunun ciddi oranda
farkli antimikrobiyallere karsi direnglilige sahip olmasi ve c¢oklu antibiyotik
direncliligi géstermesi onem tagimaktadir.

2. Salmonella suslarinda saptanan farkli antimikrobiyallere kars1 yiiksek
orandaki direnglilik gerek Veteriner hekimlerin ve gerekse de kiimes
sahiplerinin/yoneticilerinin hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklerin kullaniminda
daha dikkatli ve daha secici olunmasi gerektigini gdstermektedir.

3. Elde edilen sonuglar, Salmonella infeksiyonlarinda suslarin dogru ve
hizl1 bir sekilde teshis edilmesi, patojen tiirliniin tespiti/tiplendirilmesi ve bu patojenler
icin antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasmin ne kadar 6nemli oldugunu
gostermektedir. Ciinkii bu durum ilgili infeksiyonlarin tedavisi ile kiimeslerdeki
hayvan varligimmin devamliliginin saglanmasinda 6nemli oldugu kadar hayvansal
kaynakli gidalarin gida driinlerine bagli olarak insan sagliginin korunmasi ve
insanlardaki infeksiyonlarin tedavi basarisi iginde kritik 6neme sahiptir.

4, Arastirmaya  dahil edilen Salmonella  suslarindaki  belirli
antimikrobiyallere karsi tespit edilen yiiksek orandaki direnglilik ve ¢oklu antibiyotik
direngliligi de Salmonella infeksiyonlarinin kontroliine yo6nelik programlarin
yiiriitiilmesinin basta insan ve halk saglig1 konusu olmak {izere 6nemini gdstermistir.

5. Ayrica ciddi oranda antimikrobiyale karsi diren¢ ve genetik
mutasyonlarin varli§i sadece enfeksiyon varliginda degil, ayrica hastaligin
bulagsmasini engelleme noktasinda biyogiivenlik onlemleri noktasinda kiimeslerin
periyodik olarak diizenli bakteriyolojik, serolojik ve molekiiler yontemlerle izlenmesi,
patojen yoniinde pozitiflik/negatifliginin tespiti ve gerekli durumlarda ise tip spesifik
asilarin kullanilmasinin 6nemli ve faydali olacagini diisiindiirmektedir.

6. Salmonella serovarlarinda insidens ve antibiyotik direnglilik
seviyelerinin farklilik géstermesi nedeniyle, tez ¢alismasina dahil edilen serovarlarin

disinda diger Salmonella serovarlari i¢in de tilkemizde faaliyet gdsteren isletmelerde
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dagiliminin ve antibiyotik direnclilik diizeyinin tespiti amaciyla daha genis kapsamli

epidemiyolojik ¢aligsmalarin yapilmasinin faydali olacag diistiniilmektedir.
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OZET

Tavuk Orijinli Salmonella Suslarinda Antibiyotik Direncliliginin Konvansiyonel

ve Molekiiler Analizi

Bu aragtirmada, tavuk orijinli Salmonella suslarinda antibiyotik direngliliginin
konvansiyonel ve molekiiler olarak analiz edilmesi amaglandi.

Calismada, tavuk orijinli 30 S. Infantis susu, 30 S. Enteritidis ve 35 S. Typhimurium
olmak iizere toplam 95 adet sus kullanildi. Kirby-Bauer disk diffuzyon teknigine esas almarak
gentamisin, kanamisin, streptomisin, eritromisin, tetrasiklin, siprofloksasin, nalidiksit asit,
ampisilin, sefotaksim ve seftazidim, kloramfenikol, sulfonamid ve
trimetoprim/siilfametaksazol antibiyotikleri ¢alisildi. Antibiyotik direngliligin molekiiler
olarak analizi i¢in tetrasiklin direncinde rol oynayan tet(4), kinolon direncinde rol oynayan
gyrA ve aminoglikozid grubundan kanamisin direncinde rol oynayan aphA genlerine spesifik
primerlerin kullanildigi konvasiyonel PCR yontemi uygulandi.

S. Infantis suslarmin 28 (%93)’1 streptomisin’e, 29 (%96) ‘u siilfanomid’e, 29
(%96) ‘u eritromisin’e, 30 (%100)’u sefotaksim’e, 30 (%100)’u ampisilin’e, 30 (%100)’u
ceftazidim’e, 27 (%90) ‘si trimetoprim/siilfametaksazol’e, (%96) ‘u tetrasiklin’e, 23 (%76)’i
gentamisin’e, 20 (%66) ‘si kloramfenikol’e, 30(%100)’u nalidiksik asit’e, 29 (%96) ‘u
kanamisin’e, 30 (%100)’u siprofloksasin’e direngli bulunmustur. S. Enteritidis suglarinin 29
(%96) ‘u streptomisin’e, 29 (96)’u siilfanomid’e, 30 (%100)’u eritromisin’e, 30 (%100)’u
sefotaksim’e, 29 (%96)’u ampisilin’e, 30 (%100)’u ceftazidim’e, 28 (%93)’i
trimetoprim/siilfametaksazol’e, 30 (%100)’u tetrasiklin’e, 25 (%83)’1i gentamisin’e, 23 (%83)’i
kloramfenikol’e, 30 (%100)’u nalidiksik asit’e, 28 (%93) ‘i kanamisin’e, 30 (%100)’u
siprofloksasin’e direngli bulunmustur. S. Typhimurium suslarinin 30 (%100)’u streptomisin’e,
30 (%100)’u siilfanomid’e, 30 (%100)’u eritromisin’e, (%100)’u sefotaksim’e, 30 (%100)’u
ampisilin’e, 30 (%100)’u ceftazidim’e, 30 (%100)’u trimetoprim/siilfametaksazol’e, 30
(%100) “u tetrasiklin’e, 30 (%100)’u gentamisin’e, 21 (%60)’i kloramfenikol’e, 30 (%100)’u
nalidiksik asit’e, 30 (%100) ukanamisin’e, 30 (%100)’u siprofloksasin’e direngli bulunmustur.

Aminoglikozid grubundan kanamisin direncinde rol oynayan aphA geni higbirS. Infantis
susunda tespit edilmezken, S. Enteritidis susundan 5 tanesinde, 35 adet S. Typhimurium
susundan 3 tanesinde saptandi. Tetrasiklin direncinde rol oynayan fet4 geni 30 adet S. Infantis

susundan 17 tanesinde, 30 adet S. Enteritidis susundan 12tanesinde, 35 adet S. Typhimurium
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susundan 1 tanesinde saptandi. Kinolon direncinde rol oynayan gyrA 30 adet S. Infantis
susundan 7 tanesinde, 30 adet S. Enteritidis susundan 14, 35 adet S. Typhimurium susundan
22 (%63)’sinde saptandi.

Sonug olarak caligmaya dahil edilen Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde faaliyet gosteren
isletmelerden elde edilen Salmonella suslarinin segilen antibiyotiklere karsi énemli oranda

dirence sahip oldugu ve benzer sekilde ¢oklu antibiyotik direncine tasidigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik, Coklu antibiyotik direnci, Salmonella, S. Enteritidis, S.
Infantis, S. Typhimurium.
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SUMMARY

Molecular and Conventional Analysis of Antibiotic Resistance in Salmonella
Strains Isolated from Chicken

In this study, it was aimed to analysed antibiotic resistance via conventional and
molecular methods in Salmonella strains originated from chickens.

In the study, bedding materials were collected for Salmonella isolation from 523 broiler
and laying chicken coops in different region in Turkey. Totally, isolated 95 strains including
strains of S. Infantis (n=30), S. Enteritidis (n=30) and S. Typhimurium (h=35) were used as a
material. Gentamicin, kanamycin, streptomycin, erythromycin, tetracycline, ciprofloxacin,
nalidixic acid, ampicillin, cefotaxime and ceftazidime, chloramphenicol, sulfonamide and
trimethoprim/sulfamethoxazole were investigated for antibiotic susceptibility tests of strains
based on the Kirby-Bauer method. Analysing for the antibiotic resistance, conventional
Polymerase Chain Reactionmethod was applied with using specific primers against tet(A) gene
related with tetracycline resistance, gyrA gene related with quinolone resistance and aphA gene
related with kanamycin resistance in aminoglycoside.

It was found that out of the 30 strains, 28 (93%), 29 (96%), 29 (96%), 30 (100%),
30 (100%), 30 (100%), 27 (90%), 29 (96%), 23 (76%), 20 (66%), 30 (100%), 29 (96%), and
30 (100%) of the S. Infantis strains were resistant to streptomycin, sulfonamide, erythromycin,
cefotaxime, ampicillin, ceftazidime, trimethoprim/sulfamethoxazole, tetracycline,
gentamycin, chloramphenicol, nalidixicacid, kanamycin and ciprofloxacin, respectively. It was
found that out of the 30 strains,29 (96%), 29 (96%), 30 (100%), 30 (100%), 29 (96%), 30
(100%), 28 (93%), 30 (100%), 25 (83%), 23 (83%), 30 (100%), 28 (93%), and 30 (100%) of
the S. Enteritidis strains were resistant to streptomycin, sulfonamide, erythromycin,
cefotaxime, ampicillin, ceftazidime, trimethoprim/sulfamethoxazole, tetracycline,
gentamycin, chloramphenicol, nalidixic acid, kanamycin and ciprofloxacin, respectively. It
was found that out of the 30 strains, 30 (100%), 30 (100%), 30 (100%),30 (100%), 30 (100%),
30 (100%), 30 (100%), 30 (100%), 30 (100%), 21 (60%), 30 (100%), 30 (100%), and 30
(100%) of the S. Typhimurium strains were resistant to streptomycin, sulfonamide,
erythromycin, cefotaxime, ampicillin, ceftazidime, trimethoprim/sulfamethoxazole,
tetracycline, gentamycin, chloramphenicol, nalidixic acid, kanamycin and ciprofloxacin,
respectively.

aphA gene related with kanamycin resistance in aminoglycoside were detectedin 5

strains out of the 30 S. Enteritidis strains and 3 strains out of the 35 S. Typhimurium strains,
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however, the gene were not detected any S. Infantis strain. tet(A) gene related with tetracycline
resistance were detected in 17 strains out of the 30 Salmonella Infantis, 12 strains out of the
30 Salmonella Enteritidis strains and 1 strain out of the 35 S. Typhimurium strains. gyrA gene
related with quinolone resistance were detected in 7 strains out of the 30 S. Infantis, 14 strains
out of the 30 S. Enteritidis strains and 22 strains out of the 35 S. Typhimurium strains.

As a conclusion, Salmonella strains isolated from chicken coops in different region in
Turkey had higher resistance rate against to the selected antibiotics and multiple antibiotic

resistance.

Keywords: Antibiotic, Multi-antibiotic resistance, Salmonella, S. Enteritidis, S. Infantis, S.

Typhimurium
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