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ONSOz

Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan Salmonella etkenleri, insan ve hayvanlarda
infeksiyonlara neden olabildikleri gibi gida zehirlenmelerinin ve 06zel baz lokal
infeksiyonlarin sorumlusu olarak da bilinmektedir. Salmonella etkenleri tarafindan
meydana getirilen enterik infeksiyonlarin, hayvanlar arasinda bulasma egiliminin hizl

olmasi nedeniyle ekonomik édnemleri fazladir

Salmonella turlerinin konvansiyonel tekniklerle teshisi etkenin besiyerlerinde
uretilmesi, biyokimyasal ve serolojik testlere dayanmaktadir. Bu islemlerin
tamamlanmasi en az bir haftalik bir sire almaktadir. Etkenin saptanmasi
amaciyla floresan antikor teknigi (FAT), aglutinasyon ve Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) yoOntemlerinden de vyararlaniimaktadir. Ancak, bu
testlerin spesifiteleri ayni antijenik determinanta sahip olan diger bakterilerin de
saptanabilmeleri gibi nedenlerle sinirlidir ve bu yuzden hatali pozitif reaksiyonlar da
gorulebilir. Bu nedenle, islemlerin uzun sire almasi ve fazla sayida maniplasyon
icermesi alternatif metotlarin ve Ozellikle de molekuler tekniklerin kullanimini

arttirmistir.

Hayvansal kaynakh materyallerden, Salmonella etkenlerinin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile tanisi, hem rutin teshiste hem de arastirma amach calismalarda
yogun olarak kullanima girmistir. Bu calismada, Salmonella tanisinda kultur ve Real-
Time PCR'In kullanimi ile tespit edilmesi ve Salmonella suslarinin molekuler

yontemlerle tiplendirilebileceg@i ortaya konulmustur.

Tez konumun belirlenmesinde ve vyirutilmesindeki katkilarindan dolayi
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1.GIRIS

Salmonella’lar, dinyada ve Turkiye'de insan ve hayvan sagligi agisindan
onemli bakteriyel patojenler arasindadir (Carli ve ark., 2001; Gast, 2003).
Salmonella infeksiyonlarini dnlemek gida endustrisi, hayvan saghgr ve
dolayisiyla insan saghg! acgisindan 6nemlidir. Kanath ve gida sektorunde bu
infeksiyondan korunma ancak iyi go0zlem ve kontrol programlar ile

basarilabilir (Humbert ve ark., 1997).

Kanath hayvanlar, gida zinciri vasitasiyla insanlara bulasabilen
Salmonella’larin en 6nemli rezervuarlarindan birisi oldugundan (Stone ve
ark., 1994; Gast, 2003), resmi yetkililerce 6nlenmesi zorunlu olarak kabul
edilen kanath Salmonellozis'i, gida kaynakli hastahgin engellenmesinde
kanatli Ureticileri icin oncelikli hastalik olarak kabul edilmektedir (Oliveira ve
ark., 2002). Turkiye'de kanath eti tuketiminde pilic eti blyuk bir paya sahip
olmasina ragmen, hindi eti geleneksel tiketimden badimsiz olarak sofralarda
yeni yer almaya baslamistir. Aile tipi Uretime ve entegrasyona elverigli
olmasinin yani sira, hindi etinin icerdigi yuksek duzeyde protein, dusuk
seviyedeki kolesterol ve kalori diizeyi ile alternatif bir hayvansal gida olarak

kabul edilmesi hindi yetistiriciligine olan egilimi arttirmistir (Anon, 2001).

Hindi, tavuk etleri ve sakatatlari siklikla dedisik Salmonella serovarlari
ile kontamine olmaktadirlar. Kontaminasyon oOzellikle kesim iglemine bagl
olarak, kloakal bolge, ayaklar ve tuylerdeki fekal materyalin capraz
bulagmasindan kaynaklanmaktadir. Kesim iglemi sirasinda Ozellikle tuy
yolma ile i¢ organ cikarma asamalarinda olusan capraz kontaminasyonun,
karkas ve ic organlarin bulagsmasinda Oonemli rol oynadigi bildiriimektedir
(Barrow ve ark., 1988; Uyttendaele ve ark., 1998).

Kanatlilarda salmonellozis, ug¢ farkl hastaligi tanimlar. Bunlar S.

Pullorum'un neden oldugu "pullorum hastaligi”, S. Gallinarum'un neden



oldugu "tavuk tifosu" (Gast, 2003; Shivaprasad, 2003) ve insanlarda gida
kaynakli hastalklarla iligkili olan farkli gruplarin serovarlarn tarafindan
olusturulan “paratifo infeksiyonu"dur (izgtir, 2002; Oliveira ve ark., 2002).
Tum diunya genelinde bir dederlendirme yapilacak olursa, kanatl drdnlerine
bulasan ve insanlarda gida zehirlenmesi vakalarindan en cok izole edilen

serovarlar S. Typhimurium ve S. Enteritidis'dir (Oliveira ve ark., 2002).

1940’ yillardan beri, insan ve hayvanlardan spesifik konakgisi
olmayan  Salmonella  serovarlarinin  izolasyonunda  hizh  bir artig
bulunmaktadir ve bu serovarlar genc¢ kanatlilarda onemli kayiplara neden
olmaya devam etmektedir (Oliveira ve ark., 2002). Dinya capinda, paratifo
grubu salmonellalar gida kaynakli hastalik ajanlarinin en yaygin olanlari
arasindadir ve World Health Organisation (WHO)'nun raporuna gore,
Amerika, Avrupa ve Afrika saglik ajanslari yumurta ve tavuk tuketimiyle ilgili
olan bu tur hastaliklarda benzer bir artis oldugunu bildirmiglerdir (Rodrigue ve
ark., 1990). Ayrica, gectigimiz 20 yilda S. Enteritidis Avrupa'nin bir cok
Ulkesinde (Rabsch ve ark., 2001) ve Amerika'da (Medici ve ark., 2003) gida
kaynakli bakteriyel zehirlenmelerin en yaygin sebeplerinden biridir. Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)'nde insanlarda her wyl ortalama 1,4 milyon
salmonellozis vakasi gorilmekle birlikte bunlardan 17,000'i hastanede tedavi
edilmekte olup 585'inde Olium olusmaktadir. Bu ulkede gida kaynakli
patojenlerden kaynaklanan infeksiyonlarin % 26'sindan Salmonella sorumlu
tutulmaktadir (Mead ve ark., 1999).

Salmonella serovarlarini standart laboratuvar metotlar ile izole ve identifiye
etmek oldukca fazla is gucli ve zaman kaybina neden olmaktadir (Stone ve
ark., 1994; Medici ve ark., 1998; Meer ve Park, 1995; Wawerla ve ark.,
1999). "Polymerase chain reaction” (PCR) teshis yontemi olarak spesifite, hiz
ve sensivitesinin yuksek olmasi nedeniyle buyuk bir avantaj sunmaktadir ve
bircok klinik 6rnek ile yiyecek materyallerinden bakteriyel identifikasyon igin
gittikce artan bir sekilde kullaniimaktadir (Stone ve ark., 1994; Oliveira ve

ark., 2003; Tuchili ve ark., 1995). PCR'In diger bir avantaji ise, antijenlerin



ekspresyonuna veya bir substratin kullanimina bagimli  olmamasidir ve
antijenlerin biyokimyasal ve fenotipik varyasyonlarina ragmen
mikroorganizmalari teshis edebilmesidir (Hoorfar ve ark., 1999). Salmonella
deteksiyonunda PCR 06ncesi bakterinin selektif veya selektif olmayan sekilde
zenginlestiriimesi PCR icin inhibitor maddelerin azaltiimasi ve templeyt
miktarinin arttinimasi sonucu duyarlihdin fazlalasmasina yol ag¢maktadir.

(Candrian, 1995; Scnhrank ve ark., 2001; Fluit ve ark., 1993).

1.1. Salmonella’larin Klasifikasyonu

Salmonella ABD’'li mikrobiyolog D. E. Salmon tarafindan isimlendirildikten
sonra tum tdrleri tek bir genus adi altinda toplanmistir. Salmonella’lar,
lipopolisakkarid yapisinda somatik (O) antijenine ve protein yapisinda olan
flagellar (H) antijenine sahiptirler. S. Typhi ayni zamanda virulens (Vi) veya
kapsiller bir antijene sahiptir. Biyokimyasal olarak genellikle hepsinde laktoz
ve slUkroz negatiftir (Koneman ve ark., 2006). Salmonella'lara ait olan

Ozellikler Cizelge 1.1."de verilmigtir.

Salmonella cinsi bakteriler ilk kez 1884'de Gaffky (Bacterium
typhosum) tarafindan izole edilmistir ve 1886'da Salmon ve Smith'in
(Salmonella Choleraesuis) bu bakterileri bildirmesinden sonra Salmonella
nomenklaturi oldukca karmasik ve tartigsmali bir mesele halini almistir.
Kauffman-White semasina gore 2541 serovari bulunmaktadir (Popoff ve
ark., 2004). Salmonella’larin 1 Temmuz 1983'den O6nce uc¢ turd bulundugu
kabul edilmekteydi ve bunlar: S. Choleraesuis, S. Typhi ve ¢gogu serotipin ait
oldugu S. Enteritidis idi. Gunimuzde Arizona, Salmonella altgruplari ve butin
onceki turler aym tur olarak dusunulmektedir ve alti farkli altgrubun
bulundugu vyedi bdélime aynlir. Eskiden altgrup V olarak bilinen S.
Bongori'nin, DNA-DNA hibridizasyon yontemi ile farkli bir tir oldugu kabul
edilmistir (Reeves ve ark., 1989). Bu nedenle S. Enterica alti altture

ayrilmakla birlikte artitk Salmonella'nin iki tiri bulunmaktadir (Cizelge 1.2.).



Salmonella turlerinin ve altturlerinin farkh ozellikleri Cizelge 1.3. de verilmistir

(Koneman ve ark., 2006).

Cizelge 1.1 Salmonella’larin kilturel ve biyokimyasal 6zellikleri (Koneman ve ark., 2006)
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Cins:
Ak/A + - e e e
Salmonella

Kia, Kligler's iron agar, H2S, hidrojen sulfur, mr,metil red, vp, voges preskauver, ind, indol,
sit,sitrat, pad, fenilalenindeaminaz, ire, Ureaz, har, hareket, lys, liysin, arj, arjinin, org, ornitin,

onpg, o-nitrofenil-P-D-galactopyranoside

Cizelge 1.2. Salmonella tirlerinin ve alttirlerinin klasifikasyonu (Koneman ve ark., 2006)

Salmonella enterica

S. enterica subsp.

enterica subsp.
enterica subsp.
enterica subsp.
enterica subsp.
enterica subsp.

Enterica () :
Salamae (I1)
Arizonae (1)
Diarizonae (IV)
Houtenae (V)
indica (V1)

Salmonella bongori (eskiden alttir V olarak bilinirdi)

Salmonellalarin iki tiri bulunmaktadir :Alti alttire sahip S. enterica ve S. bongori

1.2. Salmonella Nomenklaturi

1966 yilinin baslarinda WHO sadece alttir I'deki serotipleri adlandirmaya
baslamigtir ve diger tum alttiirlerdeki serotip adlarindan vazgecmistir. CDC
(Center for Disaese Control and Prevention) bu pratigi uygulamis ve alttur |
de ki serotip isimlerini, 1966'dan sonra tanimlanmig alttar Il, IV, V ve S.

Bongori'nin adlandiriimamis serotipleri icin antijenik formallerini kullanmistir.



Cizelge 1.3. Salmonella turleri ve alttirlerinin ayirici 6zellikleri (Koneman ve ark., 2006)

Turler S. Enterica S.
Altturler | Il 1A 1B \Y \Y Bongori
~~"-Biyokimyasal Enterica Salamae Arizonae Diarizonae | Houtenae indica
et Ozellikleri
Dulcitol + + - - - d +
ONPG(2sa) - - + + - d +
Malonat - + + + - - -
Jelatinaz - + + + + + _
Sorbitol + + + + - +
KCN - - - - + - +
D-Tartrate + - - - - - -
Galakturoneyt - + - + + + +
a-Glukoronidaz D D - + - D -
(MUG)
Mukat + + + -(%70) - + +
Salisin - - - - + _ _
Laktoz - - -(%75) | +(%75) - D -

(+), %90 veya cogu susda pozitif; (-), %90 veya ¢ogu susda negatif;

farkli reaksiyon

D, farkli suslar tarafindan

llk olarak bir serotipin cins ismi daha sonra serotip kelimesinin kisaltiimig
"ser" yazilir. Ondan sonra da serotip adi yazilir (Salmonella serotip veya ser

Typhimurium veya S. Typhimurium ) (Cizelge 1.4.). (Koneman ve ark., 2006)

insan ve hayvanlardan izole edilen Salmonella’larin birgogu S. enterica
subsp. enterica (l) alt grubuna dahil olup bu grup bir serovar veya serotip
icermektedir. Genellikle, ilk izole edildikleri sehrin ya da ilk izole edildikleri
canli turiniin adimi alrlar. Ornedin S. enterica subsp. enterica serovar
Dublin, ya da S. enterica subsp. enterica serovar Gallinarum denildiginde
Dublin serovari ilk kez Dublin'de,

Typhi serovari tifoid ates belirtisiyle

seyreden bir hastaliktan ve Gallinarum serovari ise tavuktan izole edildikleri




Cizelge 1.4. CDC'de kullanilan Salmonella Nomenklaturi (Brenner ve ark., 2000)

Taksonomik durum Gincel Nomenklatir
Cins (italik)...................................... Salmonella
Tir (italik).........ooo « enterica (1, Il, lla, b, IV ve VI)

+ bongori (6nceleri alttir V olarak bilinirdi)

Serotip (ilk harf biyik ,

italik deg@il) ... - Serotip metinde ilk kez kullanildiginda; serotip adi

'serotip'ya da 'ser.” kisaltmasindan sonra yazilir.
- Alttir l'e ait serotipler adlari ile; alttir Il, 111, 1V, VI
ve S. bongorfye ait serotipler antijenik formulleri ile
tanimlanir.(Ornek, Salmonella serotip (ser.)
Typhimurium, Salmonella 1l 50:b:z,, Salmonella Illb
60:k:z)

Alttar 1l, IV, VI ve S. bongori'ye ait serotiplerden

1966'dan Once adlandirilanlar varsa adlari da yazilr.
(Ornek, Salmonella ser. Marina (IV 48:9:z,,:-).

icin bu sekilde isimlendirilmiglerdir. Ancak cogu kitap ve yayinda bunlar
kisaca Salmonella Dublin, Salmonella Typhi ve Salmonella Gallinarum diye
adlandinlirlar ve tur isimleri de serotipi belirtmek igin buyuk harfle yazihr

(Izgiir, 2006).

1.3.  Etiyoloji

1.3.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Salmonellalar Enterobacteriaceae familyasinin bir tyesi olup (Barrow, 2000)
Gram negatif boyanan, sporsuz, kapsulsiiz comakgiklardir (Bilgehan, 2004).
Boyutlari 0.7-1.5x2.0-5.0 urn'dir (izgir, 2006; Gast, 2003). Paratifoid
suslarin  cogu peritrik flagellalari vasitasiyla hareketli olmasina karsin,
(Barrow, 2000) Pullorum hastalhiginin etkeni olan, S. Pullorum ve Tavuk
Tifosunun etkeni olan S. Gallinarum hareketsizdir (izgir, 2002; Li ve ark.,
1993). Salmonellalar Gram negatif olmalarina ragmen metilen mavisi ve

karbol fuksin boyalar ile boyanabilirler (Gast, 2003).




1.3.2. Ureme intiyaglari

Salmonellalar fakultatif anaerobiktirler ve hem anaerobik hem de aerobik
kosullar altinda iyi ureme 0Ozelligine sahiptirler. Uremeleri icin gerekli olan 1s
derecesi 37°C'dir, ancak bazilan vyaklasik 5-45°C de Ureyebilirler.
Salmonellalar yaklasik pH 4-9.0 araliginda {Ureyebilmelerine ragmen
optimum pH'lari 7.0'dir. Uygun olmayan pH kosullarinda ureyen etkenler
flagella ve fimbriya gibi bazi 6zelliklerini kaybederler. Salmonellalarin besin
ihntiyacglari oldukca basittir ve Uremelerini destekleyen karbon ve nitrojen ihtiva
eden cogu besiyerinde Ureyebilirler (Gast, 2003). S. Pullorum ve S.
Gallinarum nutrient agar veya buyyonda kolayca Urerler. Bu organizmalar
selektif zenginlestirme besiyeri olan Selenite-F ve Tetrathionat buyyonda
diferansiyel besiyeri olan Brilliant Green, Bismuth Silfite ve MacConkey

agarda ureyebilirler (Shivaprasad, 2000; Shivaprasad, 2003).

Tetrathionati buyyon, icerdigi pepton ve safra gibi maddelerle
salmonellalarin Gremesini saglarken, yine icerdigi kalsiyum karbonat, sodyum
tiyosulfat, iyot ve potasyum iyodur ile Ozellikle digkida bulunan Escherichia

col/lerin Giremesini inhibe eder (izgiir, 2006).

1.3.3. Koloni Morfolojileri

Salmonella kolonileri agardaki tipik olarak yaklasik 2-4 mm capinda, kiglk,
yuvarlak, S-tipli ve parlak 6zellik gosterirler (Gast, 2003; izgur, 2006). S.
Pullorum ve S. Gallinarum'un kolonileri bu 6zelliklere ek olarak nutrient agar
lzerinde mavi-gri ile grimsi-beyaz renkte, homojen, 3-4 mm veya daha

buyuk capa sahiptirler (Shivaprasad, 2003).



1.3.4. Biyokimyasal Ozellikleri

Tipik paratifo etkeni olan Salmonella’lar mannitol, maltoz, dulsitolu fermente
ederken, glikozdan da hem asit hem de gaz olustururlar. Malonat, sukroz,
salisin ve laktozu ise fermente edemezler. H,S, lizin ve ornitin dekarboksilat
pozitiftir, nitrati nitrite indirgerler ve sitrati kullanirlar. Paratifo etkeni olan
Salmonella’lar Ureyi ve jelatini hidrolize edemezler, indol ise negatiftir (Holt ve
ark., 1994). Ayrica Metil-Red pozitif ve Voges-Proskauer negatiftir (Barrow,
2000). S. Gallinarum’un dulsitoli fermente etmesine karsilik S. Pullorum’un
fermente edememesi bu iki mikroorganizma arasindaki en 6nemli
biyokimyasal farkhliktir. Ayni zamanda S. Pullorum, genellikle, maltozu da
fermente edemez. Bu mikroorganizmalar arasindaki en buayuk farkhlik S.
Pullorum'un ornitini  hizli bir sekilde dekarboksile etmesine Kkarsilik, S.
Gallinarum dekarboksile edemez. Bu biyokimyasal farkliliklari nedeniyle bu

iki sus birbirinin biovaryanti olarak tanimlanmaktadir (Shivaprasad, 2003).

1.3.5. AntijenikYapi

Salmonellalarda 6nem tasiyan dominant ¢ cesit antijen bulunmaktadir.
Bunlar; Somatik "O" antijenleri, Flagellar "H" antijenleri ve vyilzeysel
antijenlerdir. Salmonella‘lar O antijenleri ile gruplara, H antijenleriyle de
serovarlara aynlir. O somatik antijenleri, bakterilerin hicre duvarindaki
lipopolisakkarit katmanin polisakkarit biriminden ibarettir. Isiya, alkole
(%96'hk alkole 4 saat) ve asite direnclidirler. Formol etkisi ile aktiviteleri
kaybolur veya cok azalir. Hareketli olsun veya olmasin tum salmonellalarda
en az bir, cogu kez birden cok sayida O antijeni bulunur. Salmonella cinsi
bakterilerde saptanmis 60'dan cok ve degdisik yapida O antijenik grup vardir.
Salmonella’lardaki O antijenlerinin bazilar Escherichia, Citrobacter, Shigella

ve Proteus spp. gibi baska bakterilerde de bulunabilirler (Bilgehan, 2004).



Somatik "O" antijenik yapisi, Salmonella’larin 60'dan fazla serogruba
ayrilmasini saglayan degisik faktorler icermektedir. Bu faktoérler; 1, 2, 3, 4, 5,
gibi sayillarla ifade edilmekte ve ortak antijenik faktorleri iceren
Salmonella’lar ayni grup igerisinde toplanarak grup adlarn alfabetik harflerle
(A, B, .. .. .. Z) isimlendiriimektedir. Simdiye kadar 67 grup ortaya konmus
olup harfler yeterli gelmediginden harf + rakamla belirtilmigtir. Ornegin "O"
somatik antijenin 9 ve 12 faktorlerini ortak iceren S. Typhi, S. Enteritidis, S.
Pullorum ve S. Gallinarum bu gruplandirmada D1 serogrubunda vyer

almiglardir (izgur, 2006).

"H" flagellar antijenleri protein vyapisindadir. 60°C'nin {zerinde
isitiimakla, alkol, asit ve proteolitik fermentlerin etkisi ile harap olurlar.
Formole direnclidirler. "H" antijenleri birbirlerinden ayri yapi ve karakterde
degisik komponentlerden  yapilimiglardir. Bu antjenlerin  bir  kismi
Salmonella’lar icin 6zguldur ve degismezler. Bunlara spesifik faz veya Faz: 1
antijenleri adi verilir (Bilgehan, 2004). Bu antijenik faktorler a, b, c, ... ... z'ye
kadar kicuk harflerle ve alfabe harfleri yeterli olmadigindan z, z,........
olarak adlandiriimiglardir (izgir, 2006). H antijenlerinden diger bir kismi ise
kultirlerde Ureme esnasinda degiserek yerlerine yeni yapida antijenler belirir.
Bu sonuncular birgok Salmonella’da rastlanabildiklerinden bunlara da non-
spesifik veya Faz-2 antijenleri adi verilir. Bunlar sayilarla (1, 2, 3, ... .. ) ve
bazen harflerle gosterilirler (n, x gibi antijenler hem birinci hem de ikinci
safhada bulunurlar) (Bilgehan, 2004). Salmonella'larin "H" antijen grubundan
sadece bir cesit Faz antijen faktorlerini icerenler monofazik; hem Faz-1 ve
hem de Faz-2 antijenlerini birlikte tasiyanlar ise difazik bakteriler olarak

adlandinimaktadir (izgir, 2006).

Salmonella’larda bulunan "V" antijeni, Somatik O antijeninin en
disinda glikolipid vyapisinda yuzeysel bir antijendir. Tum Salmonella’larda
bulunmaz. Bulunmasi halinde bakterilerin anti-O bagisik serumlarn ile
aglitinasyonunu onler. 60 °C'de bir saat isitilan bakterilerden ayrilarak

etkinligini kaybeder. Salmonella’larin ylzeysel antijenlerinden polisakkarit
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yapida olan M antijeni nadir olarak, mukoid koloni olusturan S. Schottmuelleri
kdkenlerinde gorilebilir. Bu "O" antijenini maskeleyerek aglitinasyonunu
Onler (Bilgehan, 2004).

Pilus antijenleri (6zellikle "Tip-1 Fimbria" antijenleri) bazi Salmonella
tirlerinde bulunmaktadir (izgir, 2006). Salmonella'lardaki yiizeysel fimbriya
antijenlerinin 6nemi, bu antijenlere karsi antikor iceren aglutinan serumlarla,
bakterilerin aglitine olmalari, bu suretle O, H ve Vi antijenlerinin

arastirlmasini engellemeleri yonundedir (Bilgehan, 2004).

izole edilen Salmonella’'larin serotiplendirilmesi bulundurduklarn O ve H
antijenlerinin belirlenmesi ile olur (Gast, 2003). identifikasyonda dncelikle "O"
grubu antiserumlarin karisimi kabul edilen Salmonella polivalan antiserumu
ile yapilan aglutinasyon testinde pozitif sonug elde edilir ise, incelenen
etkenin Salmonella spp. oldugu kabul edilip, daha sonra "O" spesifik grup
antiserumlar ( A, B, C, D, .. .. ) ile bu etken tekrar aglitinasyona tabi tutulur.
Hareketli Salmonella etkenlerinde, bu testlere ilaveten Faz-1 ve Faz-2'ye ait
antiserumlar da kullanilarak izole edilen etken serotip diizeyinde identifiye
edilir (izgiir, 2006).

1.3.6. Kimyasal ve Fiziksel Ajanlara Duyarhhgi

Genel olarak, S. Pullorum, S. Gallinarum ve paratifoid etkenlerin dig
etkenlere karsi duyarhliklart aynidir. Salmonella’lar uygun cevre kosullarinda
birkac yil canlih@ini strdurirler, ancak S. Pullorum ve S. Gallinarum musait
olmayan cevre kosullarina, kimyasallara ve sicakliga paratifo etkenlerine
gbre daha az dayaniklidir. Ornek olarak S. Gallinarum 60°C de 10 dakikada,
direkt gunes 1sigina maruz kalmasi durumunda birka¢ dk, 1: 1000'lik fenol de,
%1'lik potasyum permanganat da 3 dk ve %2'lik formalin de 1 dk igerisinde

canhhigini vyitirir (Shivaprasad, 2003).
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Agarda ureyen S. Gallinarum kdalturleri cok hizli bir sekilde virtlansini
kaybedebilir. S. Gallinarum tavuklarin digkilarinda kapah kumeslerde, 10
gun; acik kimeslerde 2 ginden daha az canhhdini sirdurebilmektedir
(Shivaprasad, 2003). Bu bakteriler dig etkenlere kargsi oldukca dayanikli
olmasindan dolayl, kanath igletmelerinde sirekli tekrarlayan Salmonella
durumlarinda su aktivitesinin arastiriilmasi 6nem tasimaktadir (Oparo ve ark.,
1992). Bunlara ek olarak hem S. Enteritidis hem de S. Typhimurium'un

havada birkag saat canh kaldigr da bildirilmistir (McDermid ve Lever, 1996).

1.3.7. Salmonella’larin Antibiyotik Direncliligi

Ciftlik hayvanlarinda tedavi, profilaktik veya blyutme faktori amaciyla
dazenli olarak, dusuk  konsantrasyonlarda  antibiyotik  kullaniminin
antibiyotiklere direncli bakterilerin ortaya cikmasinda en 6nemli faktorlerden
biri oldugu bildiriimektedir (Tollefson ve ark., 1997). Salmonella ve diger gida
kaynakli bakteriyel patojenlerde meydana gelen antibiyotik direncliligi,
plazmidler, transpozonlar ve integronlar vasitasiyla konak hicre bolinmesi
sirasinda vertikal olarak gectigi gibi, ayni veya farkh tir ve soylardaki
bakteriler arasinda transdiksiyon, konjugasyon ve transformasyon

vasitasiyla horizontal olarak da ge¢cmektedir (Holmberg ve ark., 1984).

Antimikrobiyellere  direncli ~ Salmonella'lar ~ tarafindan  olusturulan
infeksiyonlarin cogu kontamine hayvansal gidalarin tuketilmesiyle meydana

gelmektedir (Tollefson ve ark., 1997).

Multiple-antimicrobial-resistance (MR) Salmonella Typhimurium
DT104'an bircok izolatr ampisiline, kloramfenikole, florfenikole, streptomisine,
spektinomisine, sulfonamidlere ve tetrasiklinlere kargi direngli oldugu
gOsterilmistir ancak, rutin bir sekilde florfenikol ve spektinomisin direnci

gosterilmedigi  icin  siklikla  pentarezistans (besli  direnclilik) olarak
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tanimlanmaktadir. DT104 suslarinin  cogunlugunda bulunan c¢oklu ilac
direncliligi streptomisin ve spektinomisin, sulfonamid, ampisilin, kloramfenikol
ve florfenikol, tetrasiklin ve (3-laktam antibiyotiklere direncliligi sirasiyla bes
genin varliginda; aadA2, sull, floR, tetA(G) ve blaPl (varyant formlari
blaPSE-1 veya blaCARB-2) olusmaktadir (Boyd ve ark., 2001; Briggs ve
Fratamico, 1999).

1.4. Salmonellozis'in Epidemiyolojisi

1.4.1. Konakgllari

S. Pullorum ve S. Gallinarum'un dogal konakcilari tavuklardir. Tavuklardan
baska hindilerde, bildircinlarda, glvercin serce ve papaganlarda da bu
hastaliklar gorilmektedir (Pennycott ve Duncan, 1999; Shivaprasad, 2000).
Ayrica Pullorum infeksiyonlarinin  kanaryalarda, kanath tifosunun da
devekuslarinda goruldugu bildirilmistir. Ordeklerin bu patojenlere karsi
direncli oldugu ortaya konulmustur (Barrow ve ark., 1999; Buchholz ve
Fairbrother, 1992).

Konakcl spesifik serovarlarin (S. Pullorum, S. GallinarumdJ tersine,
konakgl spesifik olmayanlarin (paratifoid serovarlarin) epidemiyolojileri
komplekstir. Bu nedenle de konak canlida konakgr spesifik olmayan
serovarlar hicbir hastalik belirtisi gostermeksizin cok saylda
mikroorganizmanin sindirim kanal vasitasiyla etrafa sagilmasina yol acarlar.
Kanathlar icin bulagsma kaynaklari kendileri, yem ve c¢evre olarak
sinirlandirilabilir. Ancak infeksiyon kaynadi gene de cok fazladir (Barrow,
2000).

Kanatlilarda paratifo infeksiyonuna neden olan serotipler, ayni

zamanda insanlarda gorilen non-tifoid Salmonella infeksiyonlarina neden
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olurlar. CDC'ye go6re 2001 vyilinda Salmonella'larin en cok izole edilen 3
serotipi tum izolatlarin %50'sini olusturmus ve sirasiyla S. Typhimurium'un
%22, S. Enteritidisin %18 ve S. Newport'un %10 olarak tespit edildigi

bildirilmistir (Koneman ve ark., 2006).

1.4.2. Dagilhim ve insidansi

S. Pullorum ve S. Gallinarum dunya capinda sporadik bir dagihma sahiptir
(Barrow, 1992; Mayahi ve ark., 1995; Mdegela ve ark., 2000; Sato ve ark.,
1997). lIdentifiye edilmis olan Salmonella serotiplerinin %10 kadari

kanatlilardan izole edilmistir (Gast, 2003).

USDA (United State Department of Agriculture) Ulusal Veteriner
Laboratuvari'nin Temmuz 1998- Temmuz 1999 arasinda Kklinik ve c¢evre
orneklerinden en cok identifiye ettigi paratifo Salmonella serovarlari, S.
Heildelberg, S. Kentucky, S. Senftenberg, S. Enteritidis; tavuklardan, S.
Thompson; hindilerden ise S. Senftenberg, S. Heidelberg, S. Hadar, S.
Muenster ve S. Typhimurium'dur. CDC 1998 de ABD'de insanlardan en cok
izole edilen 10 serotip icinde (S. Typhimurium ve S. Enteritidis) 7'sinin tavuk
ve hindilerden izole edilenlerle ayni oldugunu bildirmistir. Bu sonuclar da
Salmonella’nin  insan ve kanath rezervuarlari arasinda 6nemli  bir
epidemiyolojik baglantisinin oldugunun isaretlerinden biri olarak gosterilebilir
(Gast, 2003).

1.4.3. Bulasma

Tavuklarda Salmonella turleri cok farkli kaynaklardan bulasabilirler. Ozellikle,
hayvansal protein iceren kontamine yemler Salmonella'nin bulasmasinda

onemlidir (Davies ve ark., 1997).
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Horizantal bulagsmaya kanatlilar arasi direkt temas; (infekte tavuklar
arasi kanibalismus ve infekte derideki yaralarla temas) kontamine diski ve su
aracilik eder (Gast, 2003). Salmonella’lar, diski ve Kkirli alanlarin tzerinde
uzun sure canli kalabilmektedirler. Ayni zamanda kanatli hayvan digkilarinda

28 ay kadar canhliklarini koruyabilmektedirler (Ward ve ark., 2003).

Kimes calisanlart ve ziyaretgiler korunma Onlemleri alinmadigi
takdirde, cizmeleri, elleri ve uUzerindeki kiyafetler vasitasiyla etkenleri bir
kimesten digerine hatta bir igletmeden digerine, bulagtirabilirler. Benzer
olarak isletmelere girip c¢ikan araclar, vahsi kuslar, memeliler ve insektler

infeksiyonun tasinmasina yol acarlar (Gast, 2003).

Vertikal bulasma sekli, Ozellikle, S. Gallinarum ve S. Pullorum
infeksiyonlarinda 6nem tasimakta ve sadece infekte olan kanathlar degil ayni
zamanda sonraki generasyonlarin da infekte olmasina neden olmaktadir.
Vertikal bulasma mikroorganizmalarin ovuma vyerlesmesi ve yerlesme
sonrasi olusan ovulasyonda yumurtay! infekte etmesi ile olusabilir. Yumurta
bulasmasinda yumurta sarisinda bulunan antikor seviyesi bulasmayi

etkilemektedir (Shivaprasad, 2003).

insanlardaki nontifoid infeksiyonlarinin yaklasik yarisinin sebebinin
kontamine tavuk ve drdnlerinin oldugu bildirilmistir. Bu da insanlara nontifoid
etkenlerin  bulagmasinda tavuklarin ~ 6nemli  bir roliunin oldugunu

gdstermektedir (Shivaprasad, 2003).

1.5. Salmonella’larin Gidalarda Bulunusu

Hayvansal gidalar icerisinde basta kontamine kanath hayvan etleri ve

yumurta ile bunlardan yapilan dranler, kirmizi et ve et Urlunleri, kontamine

sut, pastacilik Grtnleri, krema, dondurma ve soslar ile kabuklu deniz arinleri,
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cogu insan infeksiyonlarina neden olan en 6nemli kaynaklar olustururlar

(Erol, 2007).

Tavuk, hindi, kaz ve 0&rdek etleri, intestinal sistem veya tiuy ve
ayaklardaki fekal materyallerden dolaylr siklikla Salmonella ile kontamine
olabilmektedir. Capraz kontaminasyon oOzellikle tiy yolma, i¢c organ cikarma
ve sogutma gibi kritik agsamalarda 6nem tagimaktadir. Ayrica isci elleri, alet
ve ekipmanlarla da capraz kontaminasyonun sekillendigi bildirilmektedir
(ICMSF, 1996).

1.6. Salmonellozis'in Klinik Bulgulari

Kanathlardaki paratifo infeksiyonu, genellikle, genc hayvanlarla ilgilidir.
Salmonella’larin  yumurtay! infekte etmesi yiksek embriyonik 6limlere yol
acar ve yumurtadan yeni cikan civcivlerde klinik sinyaller olusmaksizin hizl
bir sekilde olimler goézlenir. Civciv yasaminin ilk iki haftallk doneminde
mortalite ve morbiditenin yuksek olmasi nedeniyle gelisme geriligi disinda
klinik bulgulara nadiren rastlanir. Genc kanatlilarda gorilen paratifo
infeksiyonlarin  belirtileri, akut septisemiye neden olan diger bakteri
infeksiyonlari ile kanath Salmonella infeksiyonlarina (Pullorum hastaligi ve
kanatl tifosu) biylk bir benzerlik gostermektedir. Paratifo infeksiyonlarindaki
klinik belirtiler, genelde, ergin kanathlarda gdérilmemesine ragmen, bazi S.
Enteritidis suslarn istahsizlik, diyare ve yumurta veriminde disme gibi

belirtilere neden olurlar (Gast ve Beard, 1990; Shivaprasad ve ark., 1990).

Paratifo infeksiyonlarindaki Dbelirtiler istahsizlik ve bunun sonucu
zayifhk, Kkorluk, halsizlik, karismis tuyler, titreme, 1s1 kaynagina yakin bir

arada toplanma, diyare nedeniyle dehidrasyon ve topalliktir (Gast, 2003).
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S. Gallinarum veya S. Pullorum ile infekte yumurtalarda kabuk alti
Olimler gozlenir. Civcivlerde gelisme geriligi gorulur, kloakalar beyaz tebesir
renginde materyalle kaphdir ve Olumler ikinci veya Uguncu haftada pik
seviyeye ulasir. Pullorum hastaliginda guc soluk alma gorulebilir. Hayatta
kalanlarda gelisme geriligi gozlenir, tasiyict olarak kalirlar ve hastaligin
bulasma kaynagini olustururlar (Shivaprasad, 2003). Tavuklarda gorilen S.
Pullorum infeksiyonlarinda korlik ve tibiotarsal, humeroradial ve ulnar
eklemlerde bir sislik bulundugu bildirilmistir (Johnson ve ark., 1992; Mayahi
ve ark., 1995).

Akut kanath tifosunda, yem tiketiminde ani azalma, halsizlik ve
tiylerde karnsiklik gozlenebilir. Hastalhgin ciddiyetine bagh olarak, hem
pullorum hem de tifo infeksiyonlarinda yumurta verimi, fertilite ve cikim
oraninda azalma meydana gelebilir. infeksiyonun baslamasindan sonra
Olimler 4 gun icinde veya 5-10 giin arasinda ortaya cikabilir. Erginlerdeki en
onemli semptomlar sirasiyla istahsizlik, diyare, depresyon ve dehidrasyondur
(Shivaprasad, 2003).

S. Pullorum’un olusturdugu hastahkta mortalite %0'dan %100'e kadar
degisen oranlarda gorulmesine karsihk, kanath tifosunda bu oran %10 ile
%93 arasinda kalmaktadir (Shivaprasad, 2003).

1.7. Salmonellozis'in Patolojisi

Ciddi paratifo infeksiyonlarinda, hizli gelisen septisemi nedeniyle yumurta
cikiminda, hicbir lezyona rastlanmaksizin yuksek mortalite orani ile olumler
meydana gelir. Hastaligin uzun sudrmesi durumunda ince bagirsak
mukozasinda fokal nekrotik lezyonlar ve dnemli enteritidis tablosu gorilir.

Sekum da peynirimsi odaklar goézlenir. Dalak, karacier ve bdbrek
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konjesyone olmus ve buyumiustir. Fibrino-prulent perihepatitis ve perikarditis
vardir (Gast, 2003).

Genc¢ hayvanlarda pullorum ve tifo infeksiyonlarinda, perakut
vakalarda, hicbir ciddi lezyon gorulmeksizin ani olimler meydana gelir. Akut
vakalarda paratifo infeksiyonlarindaki gibi karaciger, dalak ve bobrekler
buylimus ve konjesyon bulunur. Genellikle, solunum sistemi belirtileri olan
hayvanlarda kalp kasinda ve akcigerlerde Marek hastaliindaki tumorlere

benzeyen beyaz nodiller bulunabilir (Shivaprasad, 2003).

Ergin hayvanlarda en sik gorulen lezyonlar sunlardir: perikarditis,
pankreasta ve testislerde gorulen beyaz noduller, ovaryumlardaki patolojik
bozukluklar ve son olarak akciger ile hava keselerinde bulunabilen kazedz

granidlomlardir (Shivaprasad, 2003).

1.8. Salmonellozis'in Patogenesi

S. Pullorum ve S. Gallinarum dahil olmak lizere, Salmonella cinsi bakterilerin,
konak canlinin ic organlarinda (Ozellikle dalak ve karaciger) hayatta kalma
yetenekleri arasindaki farkhlik mononukleer fagositik sistemdeki bilinmeyen

bir mekanizmaya baglanmaktadir (Shivaprasad, 2003).

S. Gallinarum  infeksiyonunun tavuklarda IL-6'da  degisiklik
yapmaksizin IL-1beta’'da azalmaya neden oldugu bir gcalismada gosterilmigtir.
IL-1beta’daki azalma S. Gallinarum'un sistemik infeksiyonuyla sonuglanan
inflamasyon cevabindaki bir eksiklik olarak yorumlanmaktadir. Bagka bir
calismada S. Pullorum’un bagirsaklarda inflamasyona neden olmadan 6nce
bursa Fabricius'u hedef aldiyi gosterilmistir. Tavuklarda S. Gallinarum

infeksiyonun Ucuncl gununde leukositozise neden oldudu ve leukopeninin
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ise takip eden yedi gin sonra bittigi bildirilmistir. Ayrica S. Gallinarum kanda

sialik asitte bir artisa ve anemiye sebep olabilir (Shivaprasad, 2003).

Paratifo etkeni olan Salmonella’llar, 0zellikle, iliosekal kavsak
noktasina affinite gdsterirler ve bitin bagirsak kanali boyunca epitelyum
hicrelerini istila ederler (Gast, 2003). Salmonella‘larin bagirsak epitelyum
hicrelerine invazyonu, sivi ve elektrolit regulasyonunu etkileyen bir seri
patolojik degisiklige yol acar (sekil 1.1.). Bunun sonucu olarak, diyare ve
hicre olumu gelisir (Henderson ve ark., 1999; Porter ve Holt, 1993).
Salmonella’larin epitel hicrelerine invazyonu makrofajlarin bakterileri lamina

propria tabakasina gecirmesine yol acgabilir (Gast, 2003).
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Sekil 1.1. Salmonella‘larin intestinal mukozaya invazyonu (Giannella, 2006)

1.8.1. Patojenite Adalari

Salmonella’larin virulans genlerinin cogunlugu Salmonella patojenite adalari
(SPA) olarak adlandirilan kromozomun Uzerindeki bdlgelere dagdiimis olarak

bulunmaktadir (Groisman ve Ochman, 1996; Marcus ve ark., 2000). Bu gen
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topluluklarinin horizantal gen transferi vasitasiyla Salmonella cinsi olmayan
diger cinslerden edinilmis oldugu dusunulmektedir. Bu hipotez siklikla
patojenite adalarinin ucglarindaki transpozon insersiyon sekanslarin veya
bakteriyofaj kalintilari gibi rezidiiel genomlarin bu adalarda bulunan farkli GC

icerigi ile karismasi esasina dayanmaktadir (Groisman ve Ochman, 1996).

E. coli ve Salmonella arasindaki genlerin Kkarsilastiriimasinda birgok
farklihk bulunmaktadir. Bu farklihklardan biri, Salmonella spesifik genlerin
kromozom Uuzerinde dagimis olarak bulunmamasidir. Bu genler, "adalar”
olarak adlandirilan bakteriyel kromozom iginde Ozel bir bolimde toplanmistir
(Sekil 1.2.). Bu gen adalarinin buyuklukleri genel olarak degismektedir ve

yaklasik tRNA gen haritasina benzemektedir (D'aoust ve Maurer 2007).

Salmonella enterica'da bulunan gen adalarinin cogu patojenite icin
esansiyel olan dnemli fonksiyonlari kodlar ve bu lokuslar tir ve cinslerde
tanimlanmistir (Cizelge 1.5.) (D'aoust ve Maurer 2007). Gunumuze kadar
Salmonella’larin - kromozomlari Uzerinde bes Salmonella patojenite adasi
(salmonella patojenite adasi-1,..., salmonella patojenite adasi-5 olarak
isimlendirilen) identifiye edilmistir (Sekil 1.3.). Bu patojenite adalarn sirasiyla
sentizom 63, 31, 82, 92 ve 25'de lokalize olmuslardir (Marcus ve ark., 2000).
Salmonella patojenite adasi-1 Uzerinde tip lll sekresyon sistemini kodlayan
DNA'nin 40 kilobase (kb)'lik bdlgesi bulunmaktadir. Tip Ill bakteriyel transport
sistemi; hicreler tarafindan bakterilerin iceri alinmasina yol acan hedef hicre
aktinine baglanan SopE ve SptP bakteriyel proteinleri kodlamaktadir

(Hayward ve Koronakis, 2002).

Salmonella'lar konak epitel hicrelerinde kolonizasyonu flagellalarinin
sagladigi  hareket yetenegiyle ve invazyon proteinleri sayesinde
gerceklestirirler. Salmonella’larda inv ("invazyon”) lokusunun roli invazyon
mekanizmasinda 6zel bir 6neme sahip olmasidir. Bu proteinler M hicrelerinin

ve enterositlerin Ca+® iceri almalarina ve sitoplazmalarinda degisiklige yol
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Sekil 1.2. S. enterica'nin virulans lokuslarinin genetik haritasi. Gen adalarinin spesifik
tRNA'lari veya toparlayici genlerin pozisyonlari kismi olarak kromozomlar uzerinde tarif
edilmistir. Sadece enterik ates ile ilgili Salmonella serovarlarinda bulunan kesik cizgili oklar
yoluyla haritaya yerlestirilen serovar Typhi gen adalari olan SPA6-10 da kapsayan tim 10
salmonella patojenite adalari ¢emberde resimlenmistir. Profaj genomlari da haritada
bulunmaktadir ve lolipop seklinde g0sterilmistir. Adhezin/fimbrial operonlar kare olarak
sematize edilmistir (D'aoust ve Maurer 2007).
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Cizelge 1.5. Salmonella gen adalari, profaj ve virulans plazmid (D'aoust ve Maurer 2007).

Lokus Regiilasyon Fonksiyon(lar) Dagilim
rfa/waa waaH Distal ucta LPS sentezi; serumda S. enterica; S. bongori
canh kalma
rfb/wba O-antijeni biyosentezi; serumda S. enterica’; S.
canli kalma bongorf’
SPA1 phoP/Q; Hicre invazyonu (enteritis) S. enterica’; S. bongori
ompR/envZ;
SirA
SPA2 phoP/Q; Makrofajlarda canli kalma; hiicre S. enterica
ompR/envZ; invazyonu
rpoS
SPAS3 Makrofajlarda canh kalma S. enterica’; S. bongori
SPA4 waaH?; sirA Makrofajlarda canh kalma?;
memelilerde kolonizasyon
SPA5 SirA Akigskan sekresyon (enteritis) S. enterica’; S. bongori
SPAG6 Fimbrial operonlar safA-D, tcsA- S. enterica "enterik
R ates” serovars®
SPA7 Vi antijeni; Tip IV pili S. enterica "enterik
ates” serovars’
SPAS8 Bakteriosin immunite S. enterica "enterik ates”
serovars
SPA9 Tip | sekresyon; RTX homologu S. enterica "enterik
ates” serovars
SPA10 Fimbrial operon sefA-R S. enterica "enterik
ates” serovars
SGAT1 DT104 MDR lokus S. enterica serovars’
Virulans  rpoS Retikiloendoteliyal sistem S. enterica serovars®
Plazmid

icerisinde proliferasyon

Operonlarin genetik kompozisyonunda dagilimi

Salmonella serovarlari arasindaki lokus igerisinde genetik gesitlilik
S. enterica serovar Choleraesuis de bulunma

S. enterica serovar Typhi, Paratyphi ve Dublin de bulunma
Salmonella serovarlari arasinda degisken dagilim

acarak, anatomik yapinin bozulmasini neden olurlar. Adheze Salmonella’lar
aktin polimerizasyonunu etkileyen 6nemli bir sinyal ile memeli hucreleri igine

luminal Ca+® alinmasini gergeklestirir. Salmonella’lar ¢karyotik hiicrelere Sip
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A, Sip B, Sip C, Spt P, Sop E2 ve Sop B invazyon proteinlerini gonderir. Bu
proteinler istilaci patojenlerin etrafinda mikroflamentlerin iginde konak hiicre
aktininin polimerizasyonuna dolayisiyla bakteriyel istilaya sebep olurlar (Sekil
1.4.) (D'aoust ve Maurer 2007).
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Sekil 1.3. Virulans genlerin genetik organizasyonu SPA1-5 ve virulans plazmidi kapsar bir
sekilde sunulmustur. Operonlar icinde organizasyolari ve bu genlerin transkripsiyon
yonleriyle operonlarini ayiran oklarla birlikte g0sterilmistir. Genlerin bilinen fonksiyonlari
seklin altindaki anahtarda tarif edilmis olan sablonlar ve gdlgelendirmeler ile bu tabloda
aciklanmistir. Bu genlerin bilinmeyen fonksiyonlari beyaz kutularda belirtilmigtir. Tip [l
effektorler tip Ill sekresyon sistemi yoluyla konak hicre sitoplazmasi igine giren bakteriyel
proteinlerdir (D'aoust ve Maurer 2007).
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Sekil 1.4. Konak epitel hicrelerine Salmonella'larin  invazyon mekanizmasi(D'aoust ve
Maurer 2007).

ikinci tip 1ll sekresyon sistemini 40 kb'lik salmonella patojenite adasi-
2'deki lokus kodlamakta ve hem epitelyum hicrelerinde hem de makrofajlarin
icinde bakterilerin canli kalmasi icin Salmonella’lar bu sisteme gereksinim
duymaktadir. 17kb’lik bdlgede aralarinda mgt C geninin ve 10 okunan
sekansin var oldugu salmonella patojenite adasi-3 bulunmaktadir. (Alphons
ve Jaap, 2005).

Salmonella patojenite adasi-4 makrofajlar icinde canli kalmay! saglar,
25 kb'lik bdlgede bulunur ve toksin sekresyonunu gercgeklestiren tip-I

sekresyon sistemini destekledigi varsayilmaktadir (Wong ve ark., 1998).
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Salmonella patojenite adasi-5'in diareye sebep olan patojenite yetenegdinden
sorumlu oldugu ortaya konulmustur. Bu lokus Salmonella’lar arasinda
oldukca iyi muhafaza edilmigtir. Bakterinin sistemik infeksiyona sebep olmasi
icin gerekli olmayan ancak, inflamasyonel yanita ve intestinal sekresyona
neden olmasi icin esansiyel olan pip A, -B, -C, -D ve sop B’ iceren bir cok

gen identifiye edilmistir (D'aoust ve Maurer 2007).

1.8.2. Virulans Faktorler

1.8.2.1. Virulans Plazmidler

Salmonella'’nin en az alti serotipinde (serotip Abortusovis, Choleraesuis,
Dublin, Enteritidis, Gallinarum/Pullorum ve Typhimurium) bir virulans plazmid
bulundugu bildirilmistir. Buna ek olarak, bu serotiplerin tum izolatlar virulans

plazmidleri tasimaktadir (Chiu ve Ou, 1996; Rotger ve Casadesus, 1999).

Salmonella’nin  bitin plazmidleri 7.8 kb spv (salmonella plasmid
virulence) lokusunda bulunmaktadir. Bu lokus da spv RABCD olarak
adlandirilan bes gen bulunmaktadir. Spv genlerinin ekspresyonu intraseluler
Salmonellae'nin  artmasinda o6nemli bir rol oynamaktadir (Rotger ve
Casadesus, 1999). Spv R geninin ekspre ettigi protein, diger spv genlerinin
ekspresyonu icin pozitif regulator esansiyel bir proteindir. Spv B ADP-riboz-
aktin proteinini olusturmakta, bu vyolla Okaryot hucrelerin anatomisinde

bozukluga yol acabilmektedir. (Alphons ve Jaap, 2005).
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1.8.2.2. Toksinleri

Salmonella’lar endotoksin, enterotoksin ve sitotoksin olmak Uzere uc¢ ayn
toksin sentezlemektedirler (izgiir, 2006). Sentezledikleri bu ¢ toksin

Salmonella‘larin patojenitelerinde 6nemli rol oynamaktadir (Gast, 2003).

Endotoksin Salmonella'larin lipopolisakkarid hicre duvarinda bulunan
lipid-A kismi ile ilgilidir. Bakteri htcresinin lize olmasi durumunda aciga g¢ikan
endotoksin kan dolasimina karisir ise, atese neden olur. S. Enteritidis'den
elde edilmis endotoksinin 2 haftalik civcivlere intraventz olarak verilmesi
durumunda dalak ve karacigerde lezyonlar olusur (Gast, 2003).
Lipopolisakkarid, ayni zamanda bakteri hucresini konak savunma
sistemindeki fagositler tarafindan fagosite edilmelerine karsi korumaktadir
(Craven, 1994).

Salmonella'lann sentezledigi enterotoksinler bagirsak epitel
hiicrelerinden asir sivi salinimina sebep olmakta, bu da bagirsak limeninde
sivi birikimi dolayisiyla diareye neden olmaktadir (Koupal ve Deibel, 1975).
Hayvanlardan izole edilen 123 S. Typhimurium susunun %44'inde
enterotoksin  belirlenmistir (McDonough ve ark., 1989). Enterotoksin
sentezlemeyen mutant suslar hucre kultirlerinde daha az mukozal hasara
neden olurken, farelerde de daha dusik mortalite olusturmustur (Chen ve
ark., 1998). Salmonella'larin sitotoksinleri protein sentezini inhibe ederek

bagirsak epitel hicrelerinde yapisal hasarlara neden olur (Gast, 2003).

Salmonella'nin toksinleri Uzerinde yapilan en iyi calismalar, (Chary ve
ark., 1993; Prager ve ark., 1995) stn geni tarafindan kodlanan si-labil
salmonella enterotoksininin (Stn) (zerinedir. Salmonella Typhimurium'un stn
geni 749 bp'den olusur. Bu stn geni PCR (Polymerase Chain Reaction) ve

Southern blotting teknikleriyle tekrar isimlendirilen Salmonella Typhi ve



26

Salmonella Enteritidis'in de icinde bulundugu S. enterica’nin 14 serovarini

kapsayan, 84 susda varoldugu saptanmistir (Prager ve ark., 1995).

1.8.2.3. Fimbria

Fimbria (ayni zamanda pilus olarak da isimlendirilir) 2-8 nm genisliginde ve
0.5-10 uzunlugunda temel olarak fibrin olarak adlandirilan proteinlerin
tekrarlayan helikal bir sekilde duzenlenmesiyle olusan flamentoz yuzeysel
yapilardir (Collinson ve ark., 1996). Derleyici, toparlayici, vyapisal ve
biyosentezi de kapsayan proteinleri kodlayan 8-11 gen, genel olarak, 7-9 kb

genisliginde toplanir (Fernandez ve Berenuer, 2000).

Salmonellalarin fimbrialarinin hedef hiicrelere kolonizasyona neden
oldugu go6sterilmis olmasina ragmen (Collinson ve ark., 1996), Salmonella
patogenezinde fimbria'nin roli henliz anlagilamamistir (Van Der Velden ve

ark.,1998).

1.8.2.4. Flagella

Bircok Salmonella'’da motiliteyi kazandiran bir organel olan flagella
bulunmaktadir.  Salmonella'nin ~ flagellar gen sistemi tam anlamiyla
anlasilamamistir.  Flagellasiz ~ serotiplerin  flagellasinin ~ ve  hareketinin
bulunmayisinin sebebini genetik bilgiyle kavramak mumkindur. Flagellaya
sahip olmayan, hareketsiz serotiplerle ilgili yapilan en iyi calismalar
Salmonella  Gallinarum/Pullorum {zerinedir (Alphons ve Jaap, 2005).
Salmonella Gallinarum/Pullorum serotiplerinin her ikisinin genomik yapilarinin
Uzerinde faz 1 flagellin proteinini kodlayan gen olan fli C'nin bulundugu
goOsterilmis olmasina karsin, faz 2 flagellin proteinini ekspre eden gen olan fli

B saptanamamistir (Dauga ve ark., 1998).
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Flagellaya sahip olan Salmonella'larin ¢ounun faydalandigi flagellin
varyasyonu, konakci savunma sisteminden kacmayla ilgidir (Alphons ve
Jaap, 2005). Salmonella kaynakli infeksiyonlarda, flagellanin rotasyon
yonliyle ve flagella vasitasiyla saglanan hareketteki flagellanin rold,
Salmonella’larin patogenezinde, oOkaryotik hicrelere invazyonunda ve onlarin
adhezyonunda varsayilan rolleri hakkinda, bircok calisma bulunmaktadir
(Dibb-Fuller ve ark., 1999; Lockman ve Curtiss 1992).

1.9. Etken izolasyon ve identifikasyonu

GUnumuzde gidalardan Salmonella’larin izolasyon ve identifikasyonu icin;
klasik  kultur teknigi, immunolojik yontemler, impedans, DNA-DNA
hibridizasyon, DNA amplifikasyon, IMS (Immunomayetik Separasyon),
enzime bagl antikor-hidrofobik grid membran filtre (Enzyme Linked Antibody
Hydrophobic Grid Membrane Filter) gibi farkli analiz metodlarindan

yararlanilmaktadir (Flowers ve ark., 1992).

1.9.1. Salmonella Saptanmasinda Standart Kultiar Metodlari

Salmonella izolasyonu ve identifikasyonu igcin cok farkh kultir metotlar
Onerilmesine ragmen, c¢ogu standart metot baslica dort safhayl gerektiren
genel bir plani takip eder. Birinci safha; selektif olmayan 6n zenginlestirme,
zarar gormus Salmonella hucrelerinin kendilerini yenilemesini ve sayica az
ise Ureyerek sayilarinin artirmasi icin kullanilir. ikinci safha; selektif
zenginlestirme, diger bakterilerin  Uremesini baskilarken,  Salmonella
populasyonunun artmasini saglar. UgUncU safha; differansiyel agara ekim,
her biri tek bir bakteri htucresinden koken alan izole kolonileri elde etmek igin
kullanihr (Gast, 2003). i¢c organlardan selektif olmayan agarlara kanlh agar,
MacConkey agar v.b. yapilan ekimler de izolasyonda vyarar saglayabilir

(lzgir, 2002). Dordincii safhada; karakteristik Salmonella  kolonisi
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gorinusune sahip olan kolonilerin serotip ve genus identifikasyonu icin
serolojik ve biyokimyasal testler yapilir. Aslinda, son iki asama butin
metotlarda ihtiyac gOsterir ancak, zenginlestirme gereksinimi Orneklerin

niteligine gore degisir (Gast, 2003).

Gidalardan Salmonella’larin  belirlenmesi icin ISO (The International
Organization for Standardization), AOAC (Association of Official Analytical
Chemists), APHA (American Public Health Association), FDA (U.S.Food and
Drug Administration), HPB (Health Protection Branch-Canada), ICMSF
(International Commission on Microbiological Specifications for Foods), NAS
(National Academy of Sciences), USDA (U.S. Department of Agriculture) gibi
cesitli kuruluglar tarafindan hazirlanan standartlar bildiriimekte ve bu amacla
kullanilan zenginlestirme sivi ve kati besi yerleri de farkhliklar gostermektedir
(Tietjen ve Fung, 1995).

1.9.2. Besiyerleri

Besiyerleri genel olarak 37°C'de 24 saat inkiibe edilir. Salmonella'larin
izolasyonu ve identifikasyonu icin birbirinden farkli besiyerleri geligtirilmigtir.
Selektif olmayan O0n zenginlestirme besiyerleri igcin tamponlanmis peptonlu su

ve trypticase soy buyyon dnerilmektedir (Gast, 2003).

Selektif zenginlestirme icin son yillarda en cok kullanilan besiyerleri
tetrathionate ve Rappaport-Vassiliadis buyyonlardir. Tetrahionate buyyon ve
Rappaport-Vassiliadis buyyon; kloakal svap, intestinal doku, yumurta icerigi
ve kanatli yemlerini de kapsayan farklh tipteki &6rneklerde, Salmonella
belirlenmesi bakimindan daha hassas bulunmustur. Rappaport-Vassiliadis
buyyon cig kanath eti ve yumurta iceriginden Salmonella izole etmek icin

etkili bir sekilde kullaniimaktadir (Gast, 2003).
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Kullanilan c¢esitli diferansiyel besiyerleri arasinda daha c¢ok tercih
edilenler; brilliant green agar, XLD agar, XLT4 agar, bizmut sulfite agar ve
Hektoen enteric agar'dir (Gast, 1993). XLT4 agar drag svaplardan ve kiimes
ici materyalden Salmonella izolasyonunda basariyla tatbik edilmektedir
(Miller ve ark.,1991). XLT4 agar ile Hektoen enteric agarin digskidan
Salmonella izolasyonu bakimindan karsilastiriimasinda %100'e yakin dlcude
spesifite tespit edilmis ve XLT4 agar Hektoen enteric agara alternatif olarak

dusunudlmustir (Dusch ve Altwegg, 1995).

XLT4 agar, XLD agardan farkli olarak icinde sodyum dezoksilat yerine
iyonik olmayan surfaktan bir madde olan tergitol-4 bulunan selektif bir
agardir. Bu agar Gram-negatif bircok bakteriyi (Proteus, Providence ve
Pseudomonas dahil), mantari ve Gram pozitif bakterilerin tamaminin
uremesini inhibe eder. Buna ek olarak Citrobacter tirlerinin bir kisminin
Uremesini engellerken, diger kisminin nadiren siyah merkezli koloniler
olusturmasina izin verir. H2S-pozitif Salmonella kolonileri 18-24 saatlik
inkiibasyondan sonra siyah veya siyah merkezli periferi sari renkli koloniler
tarzindadir. inkiibasyona devam edilirse, tamamen siyah veya periferi
pembeden kirmiziya degisen siyah merkezli koloniler olusur. H2S Uretmeyen
nadir Salmonella susu pembemsi saridan pembeye degisen renkte koloniler
meydana getirirler. Salmonella olmayan bakteriler bu besiyerinde sari renkte

koloniler olusturmasi ile ayrilirlar (Koneman ve ark., 2006).

1.9.3. Serotip ve Genus Belirlenmesi

Selektif agarlarda karakteristik gorunumleri ile Ureyen Salmonella supheli
kolonilerin serotiplerinin belirlenmesi ve cins identifikasyonunun
dogrulanmasi igin baska testler de yapilmaktadir. Bunlar Triple Sugar Iron
Agar ve Lysine iron agarin kullanimi ile kombine edilen, muhtemel
Salmonella'lari ortaya koyan testlerdir (Gast, 2003). Bu besiyerlerinde

37°C'de 24 saat'lik inkiibasyondan sonra tipik koloni gdsteren Salmonella
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kolonilerini identifiye etmek icin biyokimyasal ve diger testler yapilir (Quinn ve
ark. 2004; Anonim, 1998; Shivaprasad 2003).

Salmonella’larin biyokimyasal &zelliklerini gosteren, o6rneklerden elde
edilen izolatlar, butan altgruplarin antikorlarint  bulunduran polivalan
antiserum kullanilarak Salmonella oldugu dogrulanir (Koneman ve ark.,
2006). Serotiplendirme, spesifik "O" antijenine karsi monovalan antiserumlar
ile lam aglutinasyon ve flagellar "H" antijenine karsi tup aglutinasyon testleri

yapilarak tamamlanir (Gast, 2003; Bilgehan, 2004).

Saf kultirden Gram boyama, hareket muayenesi (Bilgehan, 2004;
izgir, 2002) ve bazi biyokimyasal testler yapilir: Bunlar, dekstroz, laktoz,
sukroz, mannitol, maltoz, dulsitol, malonat, gelatin, Ure, sitrat, ornithine
dekarboksilaz, Metil-Red ve Voges-Proskauer, KCN, O-nitrophenyl-beta-
D-galaktopyranside (ONPG), indol, hidrojen sulfid testleridir (Anonim, 1998).

1.9.4. Immunolojik Tani

Salmonela’lann immunolojik tabanl testlerle tanisi icin kullanilan en 6nemli
metot enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)'dir (Blais ve ark., 1998).
Otomatize edilmis ELISA temelli hizlh test sistemlerinin, cok sayida 6rnegin
bir arada sonuclandirabilmesi ve daha az Ilaboratuvar yogunlugu gibi
avantajlarinin bulundugu bildirilmektedir. Ticari olarak gunimuzde kullanilan
ELISA tabanl sistemlere 6rnek olarak EIAFoss (Foss Electronics, Hillorod,
Denmark) ve VIDAS (Biomerieux) verilebilir, bu sistemler kanatl
endustrisinde ve kanath etlerinde bakteriyel kontaminasyon varligini
arastirmak icin kullanilmaktadir (Keith, 1997; Masso ve Oliva, 1997;

Uyttendaele ve ark., 2003).
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Salmonella belirlenmesinde antikorlari kullanan diger bir uygulama,
immunomanyetik seperasyon (IMS) dur (Shaw ve ark.,1998). Selektif agara
ekimden 6nce IMS kullanimi, yem, kloakal svap, yumurta kabugu, kanath eti
ve doku oOrneklerindeki Salmonella kontaminasyonunu geleneksel selektif
zenginlestirmeden daha yuksek bir hassasiyetle belirlemektedir (Cudjoe ve
Krona, 1997). IMS ayni zamanda hem Kkuiltir hem de ELISA vasitasiyla
yumurta icerigindeki kucuk derecede S. Enteritidis kontaminasyonunu

belirlemek igin kullaniimaktadir (Cudjoe ve ark., 1994).

1.9.5. Molekiler Tani Teknikleri

Konvansiyonel kultur teknikleri ile negatif sonuclarin alinmasi ¢cogu 6rnek icin
birkac gune ihtiyag gdsterirken, pozitif sonuclarin dogrulanmasi ise daha da
uzun surmektedir. Gunumuzde gelistirilen bircok hizli teknik bulunmaktadir,
ancak bunlar Salmonella tanisi igin genis Olcude kullaniimamaktadir. Hizh
tekniklerin cogu bir glin veya biraz daha fazla zamanda sonuclandigi igin tani
zamanini  kisaltmakta ve bir dereceye kadar otomasyona adapte
edilebilmektedir (Gast, 2003).

Kanathlarda Salmonella hizli tespiti icin diger bir yaklasim da cins ve
tire 0Ozgu Ozel DNA sekans problarinin kullaniimasi ile yapilmaktadir.
Orneklerden ekstrakte edilen DNA ile probun hibridizasyonuyla pozitif
sonuglar gosterilir. DNA problan yliksek spesifitede olup kumes ici
orneklerden  ve kanath diskilarindan Salmonella belirlenmesinde

kullanilmaktadir (Cotter ve ark., 1995).

Polymerase chain reaction (PCR) tekniginin gelismesi hedef DNA
segmentlerinin spesifik amplifikasyonuna izin vermektedir. Bu teknik ile cok
yuksek hassaslikta su, (Feder ve ark., 2001) digski, drag svap (Oliveria ve

ark., 2002) ve yumurta (Burkhalter ve ark., 1995; Woodward ve Kirwan,
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1996) gibi cok farkli orneklerden Salmonella tespiti mumkidn olmaktadir

(Cohen ve ark., 1994).

Dikkatli bir sekilde secilen DNA problari; yuzeysel yapilardan fimbria
(Woodward ve Kirwan, 1996), biyokimyasal veya virllans Ozellikleri tasiyan
genler gibi spesifik karakterlere sahip Salmonella’lanin belirlenmesi icin PCR
ile birlikte kullanilabilir (Gast, 2003). Gida orijinli patojenlerin spesifik olarak
saptanmasinda, Real-time PCR gida Uuretim zincirinin her safasinda
kontamine olan druanlerin kontroll igin guvenilir, hizli bir yontem olarak
kullaniimaktadir. Real-time PCR'In hizli sonu¢ vermesi gibi avantajlarinin
yaninda, konvansiyonel PCR'la karsilastirildiginda, kross kontaminasyon
oraninin dusuk ve otomasyona yonelik olmasi ile rutin laboratuvarlar igin

uygun bir metot 6zelliginde oldugu bildiriimektedir (Seo ve ark., 2004).

1980'lerin basinda bakterilerin identifikasyon icin yeni bir standart
geligtiriimeye baslanmigtir. Bakterilerin genetik kodlarinin mutasyona en az
ugrayan bir parcasinin karsilastiriimasiyla aralarindaki filogenetik iligkinin
gOsterilebilecegi ortaya konmustur (Woese ve ark., 1985; Woese, 1987).
Bakteri genetik bdlgesinde bunun icin aday genler 5S, 16S ve 23S rRNA ve
bu genlerin arasindaki bdlgeleri kapsamaktadir. Ginumizde bakteri
taksonomisi amaciyla en yaygin olarak kullanilan DNA bolimi 16S rRNA
genidir (Bottger, 1989; Kolbert ve Persing, 1999; Palys ve ark., 1997; Tortoli,
2003).

16S rRNA bakteri hiicresi fonksiyonlarinda kritik bir komponent olmasi
nedeniyle, Onemli Olcide korunma duzeyine sahiptir. Bu olay, enzim
yapmaya ihtiyaci olan genlerde tam tersidir. Bu tur genlerdeki mutasyon
genellikle tolere edilebilir, ¢cunki diger genler rRNA kadar hlicre yapisi icin
esansiyel (eger bir bakteri laktozu kullanmak icin ihtiyag duydugu enzime
sahip degilse alternatif seker ve proteinleri enerji kaynagi olarak kullanabilir)

degillerdir. Yukarida aciklanan sebeplerden dolayl cok az sayida gen 16S
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rRNA geni kadar yuksek derecede korunmustur. 16S rRNA gen dizisindeki
absolut degisim oraninin bilinmemesine ragmen, bu oran organizmalarin
iligkisi ve uzakhg@indaki evrimsel gelisim ile gOsterilebilir (Kimura, 1980; Pace,
1997; Thorne ve ark., 1998).

16S rRNA gen sekansi yaklasik 1550 bp uzunluktadir. Bu gen
bakteriler arasinda farkliiga neden olan degisken ve korunmus bdlgelerden
olusur. Bu genin uzunlugu interspesifik polimorfizim icin istatiksel olarak
gecerli olcumleri ve ayirimi yapmayi saglayacak kadar yeterlidir. Universal
primerler, korunmus ve degisken bolgelere yonelik olarak ya tim sekansi
(yaklasik 1550 bp'lik bolge) ya da 540 bp'lik alani amplifiye etmek igin
komplementer olarak secilir. Gen Uzerinde bulunan degisken bdlgeler
karsilastirmali taksonomi igin kullanilir (Chen ve ark., 1989; Relman, 1999).
500 ve 1500 bp kiyaslama ve dizi uzunlugu acisindan yaygin olarak
kullanilmasina ragmen, dizi analizinde kullanilan sekans bilgisi igin farkl

uzunluklar secilebilir (Clarridge, 2004).

16S rRNA gen sekansi ¢ok sayida bakteri susunu belirleyebilmektedir.
Nukleotid sekanslarin en genis bilgi bankasi olan Genbank, 90000'nin
tzerinde 16S rRNA genine sahip olan 20 milyonun lzerinde sekans bilgisini
barindirmaktadir. Bu daha Once sekans bilgisi bulunan ile bilinmeyen bakteri

susunun sekansini karsilastiriimasi anlamina gelmektedir (Clarridge, 2004).

Bakteriler arasindaki filogenetik iliski, farkli gen bdlgeleri esas alinarak,
gOsterilmeye calisiimistir. Bu ydntemlerden tum genom analizine dayal
olarak olusturulan filogenetik iliski ortaya koymak oldukga zordur. Bunun
sebebi; bakterilerin farkli gen uzunluklarina sahip olmasi, genetik materyalde
degisiklige yol acan gen dublikasyonlari, transferleri, delesyonlari,
kaynasmalari ve bolunmelerinin bakteriler arasinda oldukca sik gorulmesidir.
Yukarida siralanan nedenlerden dolayl, gunumizde yuzden daha az

bakterinin tum genom Kkarsilastiriimasi yapiimistir (Bansal ve Meyer 2002;
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Woese ve ark., 2000). Diger yontemlerden biride, 16S rRNA geni analizi
dayali metottur ve tim gen analiziyle olusturulan filogenetik agaclar ile 16S
rRNA geni analiziyle olusturulan filogenetik agaclar bir birinin aynidir (Bansal
ve Meyer 2002).

Daha Once hakkinda higbir bilimsel veri bulunmayan bir bakterinin
identifikasayonu icin en g¢ok tercih edilen metot 16S rRNA geni analizidir.
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology'de genis olarak kullanilan ve
otoritelerce bakteri taksonomisi icin referans gdsterilen en dnemli yontem de
16S rBRNA gen analizidir (Garrity ve Holt 2001). Bakterilerde 16S rRNA geni
universaldir, bu nedenle butun bakteriler arasindaki genomik iligki olgulebilir

(Woese ve ark., 1985; Woese, 1987).

1.10. Koruma ve Kontrol

Koruma ve kontrol programlarinin etkin olarak yudrutilebilmesi igin, c¢ok
degisik vyaklasimlarin birlikte organize edilmesi gerekir (Gast, 2003).
Yumurta, civciv veya tavuklar sadece Salmonella ari damizlik kiimeslerden
ahnmahdir.  Kulugkalk yumurtalar tam olarak dezenfekte edilmeli ve
sanitasyon standartlarina gore kuluckaya konmalidir. Kimesler tamamiyla
Onerilen sekilde temizlenmeli ve dezenfekte edilmelidir. Rodent ve insekt
kontrolleri duzenli olarak yapiimahdir. Biyoguvenlik tam olarak uygulanmali,
kiimesler arasi ve disaridan Salmonella’larin girisi engellenmelidir (izgr,

2002).

Damizlik hayvanlara sadece peletlenmis ve hayvansal protein kaynagi
icermeyen yemler verilmelidir. Salmonella infeksiyonlariyla mucadelede
sagaltima ek olarak yarisla dislama (competitive exclution; CE) kulturleri
veya asi uygulanabilir. Bu sekilde wuygulanan koruma ve kontrol

programlarinin  hem tavuklarda hem de hindilerde basgariya ulastigi
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bildirilmistir. Kanath tifosu ve paratifo infeksiyonlari icin asi gelistirme
calismalan hizla devam etmektedir. Son yillarda kanath tifosu icin S.
Gallinarum susunun virulens plasmidinin cikarilmasi sonucu olusturulan
mutant susun infeksiyona karsi korumada Umit verici sonuglar ahndig
bildirilmigtir. Canh ve inaktif asilar paratifo infeksiyonlari igin koruma

saglasalar da tam bir korumadan sdz etmek mumkiin degildir (izgiir, 2002).

Bu calismada, Marmara, Ege ve I¢c Anadolu bdlgesindeki
kesimhanelerden temin edilen hindi karkaslarinda Salmonella'lanin varhdinin
arastiriimasi, Salmonella tanisinda kultur ve Real-Time PCR'in kullanimi ile
identifiye edilmesi ve Salmonella suslarinin sekans analizine tabi tutularak

tiplendirilmesinin yapilmasi amaclanmistir.
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GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Salmonella izolasyonu icin Ornekler

Bu calismada Salmonella izolasyonu amaciyla; Ocak 2008-Ocak 2010
tarinleri arasinda soJuk zincirde 4'nci Kolordu A tipi Gida Kontrol
Mufreze Komutanh@i'na ait Mikrobiyoloji laboratuvarina Eskisehir, Bolu,
Bandirma ve Istanbul'da yer alan farkli kesimhanelerden gelen toplam 721

hindi karkasi konvansiyonel metotlarla Salmonella yoéninden incelendi.

Cizelge 2.1. incelenen hindi karkaslarinin illere gére dagihmi

Hindi karkasi orijini Materyalin sayisi
Eskisehir 537
Bandirma 99
Istanbul 121

Bolu 8
Toplam 721

2.1.2. Besiyerlerive Tampon Sollisyonlar

Calismada, asagida siralanan besiyerleri ve tampon soltsyonlar kullanildi.

a. Tamponlanmis Peptonlu Su (MERCK, 107228)
b. RVS Broth (MERCK, 107700)
C. XLD Agar Base (MERCK, 105287)

d. BPLS Agar Base (MERCK, 107237)
e. Triple Sugar Iron Agar (MERCK, 103915)
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f. Lysine Iron Agar (OXOID, CMO0381)

g. Trypticase Soy Broth (MERCK, 100525)
Nutrient Agar (MERCK, 105450)

I. Gliserin (MERCK, 104093)

i. Mueller-Hinton Agar (Oxoid, CM0337)

j- (MSRV) Medium (Merck, 109878)

k. Agaroz (Prona, EU)

2.1.3. Kullanilan Cihaz ve Gerecgler

a. Real time PCR sistemi (ABI 7500, ABD )

b. Kuru isitici blok (Barnstead/Labline, ABD)

c. UV transilliminatorli bilgisayarli jel dokimantasyon sistemi (Gene,
Genius, Bio Imaging, system ingiltere)

d. Santrifij (Hettich, Almanya)

e. Vortex (Biosan, Litvanya)

f. Hassas terazi (Precisa 220 M SCS, Isvigre)

g. Klas Il givenlik kabini (Esco , Singapur)
Isitmali karistirici cihaz (Velp scientifica, Italya)

I. DNA Thermal Cycler (Biyometra, Almanya)

i. Elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi (Wealtec elite 3000 plus Amerika)

j. UV transilliminatorli  bilgisayarh jel dokimantasyon sistemi (Gene,
Genius, Bio Imaging, system ingiltere)

k. GeneAmp PCR System 3130

2.1.4. Standart Sus

izolasyon, identifikasyon ve PCR calismalari asamalarinda Ankara

Universitesi  Veteriner  Fakiiltesi Mikrobiyoloji ~ Anabilim Dah  kdltar
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koleksiyonundan saglanan Salmonella suslann (S. Typhimurium, S.

Enteritidis, S. Gallinarum, S. Pullorum) kontrol susu olarak kullanildi.

2.1.5. Antiserum

izole edilen etkenlerin cins diizeyinde dogrulanmasinda Salmonella Latex
Aglutinasyon Test (Oxoid, FTO0203A) kullanildi. Ayrica B ve Dl
gruplandirmasi igcin Salmonella antisera 04 ve 09 Test (DENKA SEIKEN UK.)
kullanildi.

2.1.6. Real Time PCR'da Kullanilan Buffer, Sollisyon, Primer, Enzimler

ve Malzemeler

izole edilen  Salmonellalarn  Real Time PCR temelli tekniklerle
identifikasyonu ve tiplendiriimesi amaciyla, TagMan Salmonella enterica
Detection Kit, (ABI PN 4366104, ABD), MicroAmp™ Optical Adhesive Covers
and MicroAmp™ 96-Well Optical reaction Plate with Barcode (PN 4314320,
ABD), PrepSEQ™ Rapid Spin Sample Preparation Kit (ABlI 4407760, ABD)
kullanildi.

2.1.7.16S rDNA Salmonella identifikasyonunda Kullanilan Buffer,

Solisyon, Primer, Enzimler ve Malzemeler

MicroSeg® 500 16S rDNA Bacterial Identification PCR Kit (4348228, ABD),
MicroSeg® 500 16S rDNA Bacterial Identification Sequencing Kit (4346479,
ABD), DNA Extraction PrepMan™ UltraSample Preparation Reagent,
ExoSAP-IT® (USB PN 78200, ABD), Montage PCR Filter Unit (Millipore PN
UFC7 PCR50, ABD), Microcentrifuge tubes DyeEx® 2.0 Spin Kit (Qiagen PN
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63204, Germany), 96-well plates DyeEx 96 Kit (Qiagen PN 63181,
Germany), ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer (ABD) kullanildi.

2.2. YONTEM

2.2.1. Salmonella izolasyon ve identifikasyonu

2.2.1.1. Hindi karkaslarinda On Zenginlestirme

Hindi karkasi steril kosullarda homojenize edildikten sonra 25 g alinip 225 ml
TPS bulunan steril stomacher posetlerine aktarildi. Hindi karkas ornegi
TPS'lerde 37°C'de 24 saat inkubasyona birakilarak on zenginlestirme iglemi

yapildi (Van Schothorst ve Renaud, 1983).

2.2.1.2. Selektif Zenginlestirme

On zenginlestirmeye tabi tutulduktan sonra vortekslenen ekim yapilmis
TPS'lardan 1'er ml alinarak selektif zenginlestirme amaciyla 1:10 oranlarinda
RVS'ye ekimler yapildi. RVS'ler 42°C'ye kaldirilarak 24 saat inkibe edildi
(Van Schothorst ve Renaud, 1983).

2.2.1.3. Selektif- Diferansiyel Besiyerlerine Ekim

RVS'lerden bir 0ze ile alinarak XLD ve BPLS agara tek koloni dusurecek

tarzda ekimler yapildi. Petriler 37°C'de 24 saatlik inkubasyona birakildi.
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inkilbasyon sonrasi XLD agarda ireyen H2S pozitif siyah veya periferi
besiyerinin kendi renginde pembeden kirmiziya degisen siyah merkezli
koloniler Salmonella stipheli olarak degerlendirildi. BPLS agarda inkubasyon
sonucunda besiyerinin renginin kirmiziya dondugi ve pembe renkte,

oval, seffaf kolonilerin olustugu gdérulda (Taylor, 1965; Anon, 1993).

2.2.1.4. Salmonella identifikasyonu

Olusan kolonilerden hazirlanan preparatlar Gram boyama yontemi ile

boyanarak mikroskopta incelendi. (Arda ve ark, 1995).

Selektif agarlarda karakteristik gorintimleri ile Ureyen Salmonella
supheli koloniler cins identifikasyonunun dogrulanmasi igin Triple Sugar Iron
Agar ve Lysine iron agara ekimler yapildi (Gast, 2003). Bu besiyerleri
37°C'de 24 saatlik inkiibasyona birakildi. TSI agar da ustte kirmizi renk dipte
sarl renk ve siyahlasma gosteren suslar ile LI agarda dip ve yatikta mor renk
olusturarak Ureyen suslar Salmonella pozitif olarak kabul edildi (Quinn ve ark.
2004; Anonim, 1998; Gast, 2003; Bilgehan, 2004). Her ikisi negatif ise
Salmonella olumsuz ve biri negatif digeri pozitif ise diger biyokimyasal testler
yapildi (Anonim, 1998).

2.2.1.5. Salmonella Suslarinin Hareket Muayenesi

TSB'lerde saf olarak uretilmis Salmonella suslarinin kultirlerinden 0,1 ml
alinarak MRSV agarin farkli Gc¢ noktasina damlatilarak 42°C'de 24 saat
inkubasyona birakildi. inkubasyon sonrasi inokulasyon yapilan yerde gériilen
ve 20 mm den blyuk olan beyazlasmis haleler etkenin hareketli oldugunu

gosterdi (Desmedt ve ark. 1986).
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2.2.2. Aglitinasyon Testleri

Biyokimyasal testlerle Salmonella supheli olarak kabul edilen Kkoloniler,
Salmonella Polivalan "O" Antiserumu ile aglitinasyon testine tabi tutuldu
(Bilgehan, 2004; Koneman ve ark., 2006). Bu amacla Salmonella Latex
Aglatinasyon test Kkiti igcinde bulunan 1 adet Test Latex ve 1 adet

Kontrol Latex oda sicakligina getirilerek kuvvetlice calkalandi.

BPLS veya XLD Agar'da uretilen kolonilerden Nutrient agara gecildi.
37°C'de 24 saat inkiibasyondan sonra Nutrient agarda treyen saf koloniler
aglutinasyon testi icin kullanildi. Salmonella Latex Aglitinasyon test Kiti
icinde bulunan reaksiyon kartindaki gozlerden birine bir damla kontrol
suspansiyonu, digerine ise yine bir damla test stuspansiyonu kondu. Daha
once saf olarak treyen kolonilerden alinarak test siispansiyonunun iizerine
konup, 2 dakika boyunca vyuvarlak uclu 6ze yardimiyla karistinidi. Sire
sonunda kontrol stspansiyonu damlatilan g0zde aglutinasyon olmamasi;
buna karsilik test suspansiyonu damlatilan gozde aglitinasyon go0zlenmesi
Salmonella pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan, 2004; Koneman ve ark.,
2006).(Sekil 2.1.).

K
L T

Bir damla I T
kontrol latex (')

N sonug
Stipheli koloni e

2 dakika dairesel hareket
sonucunda  aglutinasvon

Bir damla test n:> olusumu
latex K

B (+) sonug

Stpheli koloni

@0 @0

Sekil 2.1: Salmonella Latex Test asamalari
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Ayrica Grup B ve Grup D, serotiplendirmesi igin 04 ve 09
antiserumlari kullanilarak bu grublara ait olan Salmonella’lar tespit
edildi.

2.2.3. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Hindi karkaslarindan izole edilmis 50 adet Salmonella susunun
antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk Difflizyon yoéntemine goére
yapildi. Antibiyogram sonucu olusan zonlar CLSI'e standartlarina gore
kiyaslandi (Anon, 2006).

Mueller-Hinton besiyeri petrilere 4 mm kalinhiginda olacak
sekilde dokuldukten sonra sogumaya birakildi. Agar plak uUzerinden
alinan koloniler, icerisinde 4-5 ml Tryptone Soya Buyyon bulunan tiplere
transfer edilerek, buyyon Kkilturi 37°C'de, turbiditesi 0.5 McFarland
standardina gelinceye kadar (genellikle 2-6 saat) inkiibe edildi. inokile edilen
suspansiyonun turbiditesi ayarlandiktan sonra, steril bir pipet yardimiyla
0,1 ml alinarak, hazirlanan Mueller-Hinton besiyerine kondu ve steril
bir drigalski cubugu yardimiyla, petrilere homojen bir sekilde yayilmasi
saglandi (Anon, 2006).

Bir dispenser yardimiyla Polimiksin B (300 IU) (Oxoid, CT 044
B), Metisilin (5 ug) (Oxoid, CT 029 B), Amoksisilin/Klavulanik asit (30
ug) (Oxoid, CT 223 B), Ampisilin (10 ug) (Oxoid, CT 003 B), Tetrasiklin
(10 ug) (Oxoid, CT 053 B), Silfametoksazol/Trimetoprim (25 ug)
(Oxoid, CT 052 B), Novobiosin (5 ug) (Oxoid, CT 037 B), Gentamisin
(10 ug) (Oxoid, CT 024 B), Mezlosillin (30 ug) (Oxoid, CT0174B) ve
Vankomisin (30 ug) (Oxoid, CT 058 B) diskleri her bir petriye 10 adet
disk ve aralarinda da en az 2,4 cm olacak sekilde esit olarak

yerlestirilerek 15 dakika icerisinde 37°C'de inkiibasyona birakildi.
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Inkiilbasyondan 16-18 saat sonra diskler etrafinda olusan inhibisyon

zonlarinin capi CLSI'e standartlarina gore degerlendirildi (Resim 2.1.).

DEm w2 3

Resim 2.1: Kirby-Bauer disk difizyon yéntemi ile antibiyotik
disklerinin etrafindaki zon olusumu.

2.2.4. Real-Time PCR

2.2.4.1. Real-Time PCR Analizleri ile TPS'den Salmonella Belirlenmesi

2.2.4.2. Salmonella DNA izolasyonu

Real-time PCR analizleri ile Salmonella tespit edebilmek icin Applied
Biosystems'in kit ve sistemleri kullanilmigtir. inkiibasyon sonrasi PCR igin
alinmis olan 100 adet 750 ul TPS kulturleri iclerine kolon yerlestirilmis DNAse
free ependorf tiplerine alinarak 14000 rpm'de 3 dakika santrifij edildi.
Santrifij sonrasi kolonlar atildiktan sonra slpernatant atilarak pelet (izerine

50 u Lysis Buffer ile eklendi ve pipetaj ve vorteks yapilarak homojen halde
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karismalarn saglandi. Kuru Isitici Blokta (Barnstead/Labline, ABD) 95" de 10
dakika sure isitildi ve sire bitiminde oOrnekler 2 dakika sure oda isisinda
bekletildi. 14000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant
baska bir DNAse free ependorf tupe alindi ve lzerine 250 ul distile su ile
eklendi. 14000 rpm'de 1 dakika tekrar santrifiij edildi Supernatantin 15 ul'si
PCR'de template DNA olarak kullanildi.

2.2.4.3. Primerler ve Problar

InvA geninin spesifik segmentini amplifiye eden primerler ile Tagman problar

kullaniimigtir.

2.2.4.4.PCR Karigimi

PCR 30 ul'lik karisim haciminde, 15 ul 2* master mix, 3 ul 10x Assay master
mix, 12 ul template DNA, sekilde eklenerek PCR karisimi hazirlandi (ABI
4407760, ABD).

2.2.4.5. Amplifikasyon Kosullari

PCR amplifikasyonu, 95°C'de 15 saniye denaturasyon, 60°C'de 1 dakika

primer baglanmasi ve ekstensiyon asamasini iceren 45 siklustan olusmustur.

2.2.4.6. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Ornekler real-time (es zamanli) olarak bilgisayar ekraninda Rapid Finder

Software programi yardimiyla degerlendirilmigtir.
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2.2.5. Salmonella 16S rDNA identifikasyonu

Salmonella rDNA identifikasyonu icin Applied Biosystems'in Microseq 500

identifikasyon kit ve sistemleri kullaniimigtir.

2.2.5.1. Salmonella DNA izolasyonu

Inkiibasyon sonrasi PCR icin alinmis olan 20 adet Salmonella susuna ait
Nutrient Agar kalturlerinden 2-3 mm blyukligunde koloniler secilerek 100 ul
PrepMan Ultra Sample Preparation Reagent (PN 4322547, ABD) iclerine
koyuldu ve vortekslenerek Kkarigtirildi. Vorteksleme sonrasi Kuru Isitici Blokta
(Barnstead/Labline, ABD) 95°C'de 10 dakika sire isitildi ve siire bitiminde
ornekler 2 dakika siire oda 1sisinda bekletildi. 14000 rpom'de 1 dakika santrifij
edildi. Ustte kalan siipernatant 5 ul alinarak DNAse free ependorf 500 ul
distile su ile dilue edildi. Karisim baska bir tipe alindi ve Gzerine 250 ul distile
su ile eklendi. 14000 rpm'de 1 dakika tekrar santrifiij edildi. Supernatantin 15
ul'si PCR'de template DNA olarak kullanildi.

2.2.5.2. PCR

16S rRNA geninin 500 baz ciftinin ampfilikasyonu GeneAmp PCR System

9700 de asagida agiklanan prosedure gore gerceklestirildi.

PCR 30 ul'lik karisim haciminde her bir 6rnek icin; 15 ul master mix, 15
ul template DNA; negatif kontrol amach, 15 ul master mix, 15 ul DNAse free
distile su pozitif kontrol amacgl; 15 ul master mix, 15 ul E. coli pozitif kontrol

DNA karisimlari hazirlanarak PCR tuplerine koyuldu.
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2.2.5.3. Amplifikasyon Kosullari

Baslangicta DNA polimerazin aktivasyonu icin 95°C'de 10 dakika Isitma
asamasi ardindan, 95°C 30 saniye denaturasyon, 60°C'de 30 saniye primer
baglanmasi ve 72°C'de 45 saniye ekstensiyon asamasini iceren 30 siklustan

ve son olarak 72°C'de 10 dakika final ekstensiyonunudan olustu.

2.2.5.4. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Orneklerdeki PCR drinlerinin varliginin belirlenmesi igin 20 cm'lik %2'lik

agaroz (Prona, EU) jelde, 180 Volt'ta 60 dakika elektroforez edildi.

2.2.5.5. Orneklerin Goriintilenmesi

Jeldeki 6rnekler biyo-goéruntileme sisteminde gorintilendi ve fotograflari

cekilerek termal printer (Sony, Japan)'dan kopyalari alindi.

2.2.5.6. DNA Dizi Analizi icin PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR drlnlerinin gdruntilenerek varhigi ortaya konduktan sonra sekanslama
islemine baslamadan 6nce PCR uraninun icinde bulunan kullaniimamis olan
primerleri ve dNTP'leri uzaklastirnimasi iglemi yapildi. Bunun icin ExoSAP-
IT® (USB PN 78200, ABD), Montage PCR Filter Unit (Millipore PN UFC7
PCR50, Almanya) kullanildi.
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2.2.5.7. DNA Dizi Analizi

Saflastinimis her bir PCR Urininden 7 ul alindi ve Uzerine sekanslama igin

hazirlanmis olan master mix'den 13 ul eklendi.

2.2.5.8. Amplifikasyon Kosullari

Hazirlanan PCR karisimi, 96°C 10 saniye denaturasyon, 50°C'de 5 saniye
primer baglanmasi ve 60°C'de 4 dakika ekstensiyon asamasini iceren 25

siklustan olustu.

2.2.5.9. Ekstensiyon Uriinlerinin Saflagtirilmasi

Sekanslama i¢in yapilan PCR igleminden sonra kullanilmamis olan
terminatdr boyalarinin ve primerlerin uzaklastiriimasi amaciyla DyeEx® 2.0
Spin Kit (Qiagen PN 63204, Almanya) ve 96-well plates DyeEx 96 Kit
(Qiagen PN 63181, Almanya) drunleri kullanildi.

2.2.5.10. Ekstensiyon Uriinlerinin Dizi Analizi ve Elektroforezi

Ekstensiyon udrlnleri sekanslarini belirlemek i¢in genetik analiz cihazina ABI
Pnsm® 3130 Genetic Analyzer (ABD) yuklendi ve cikan sonuclar PubMed

Blast sisteminde Nukleotide Blast da (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)

degerlendirilerek sonuclandirildi.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3. BULGULAR

Bu calismada, Ocak 2008-Ocak 2010 tarihleri arasinda soguk zincirde 4'ncu
Kolordu A tipi Gida Kontrol Miifreze Komutanh§i'na ait Mikrobiyoloji
laboratuvarina Eskisehir, Bolu, Bandirma ve istanbul’da yer alan farkli
kesimhanelerden soguk zincir bozulmadan gelen, 721 hindi karkas 6rneginde
Salmonella'larin  varh§i, standart kaltir ve Real-time PCR teknikleri
kullanilarak arastirildi. Izolatlar invA gen sekansi esas alinip real-time PCR
ile dogrulanarak, 10 farkli antibiyotige karsi direnclili§i belirlendi. izole edilen
50 Salmonella susu Grup B ve Grup D, antiserumlari ile
serogruplandirildi. Bununla birlikte, 5 adet B Grubuna, 5 adet D,Grubuna ait
olan ve 10 adet B ve D, Grubuna ait olmayan Salmonella suslari DNA dizi

analizine tabi tutulup tiplendiriimeye calisildi.

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Calisma sonucunda toplam 721 hindi karkas Ornedi Uzerinde vyapilan
analizler sonucunda, toplam 50 6rnegin (%6.9) Salmonella icerdigi saptandi.
izole edilen Salmonella suslari hareketli olup ayni biyokimyasal o6zellikleri
gOsterdikleri belirlendi. izole edilen Salmonella suslarinin XLD agarda
goérinumleri Resim 3.1., MSRV agarda hareketli Salmonella kolonilerinin
gérunimi  Resim 3.2., TSIA ve LIA agarda Salmonella kolonilerinin

gorunimi Resim 3.3.ve biyokimyasal Ozellikleri Cizelge 3.1.'de gOsterilmistir.

Cizelge 3.1. izole edilen Salmonella spp.'nin dzellikleri

Test Ozellik

Gram Boyama Gram negatif
Hareket +

Laktoz -
Sukroz
Glukoz
H2S
Gaz

+| +| +
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Resim 3.1. XLD agarda Salmoneila kolonilerinin gériinima

Resim 3.2. MSRV agarda hareketli Salmonella kolonilerinin gérinimi
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Resim 3.3. TSIA ve LIA agarda Salmonella kolonilerinin gériinimi

3.2. Serogruplandirma Bulgulari

Salmonella olduklari belirlenen butin suslar, Grup B ve Grup D, ticari O4
ve 09 (DENKA SEIKEN, UK) antiserumlari kullanilarak Grup B ve Grup
D, agisindan test edildi. 50 Salmonella susundan 13 adedi B grubuna,
21 adedinin ise D, grubuna ait oldugu tespit edilirken; 16 Salmonella

susunun B ve D, grubunda olmadigi tespit edildi (Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.2. lzole Edilen Salmonella'larin Serogruplandirma Sonuclarinin Dagilimi
Orijin B grubuna ait | D, grubuna ait B ;ietD;m?;;:::na
Salmonella Salmonella
Salmonella
Eskisehir n/N 12/40 18/40 10/40
% %30 %45 %25
Bandirma n/N 1/2 0/2 1/2
% %50 %0 %50
istanbul n/N 0/8 3/8 5/8
% %0 %37.5 %62.5
Bolu n/N 0/0 0/0 0/0
% %0 %0 %0
Toplam n/N 13/50 21/50 16/50
% %26 %42 %32

n/N (n: Ait oldugu serogrup yénunden pozitif 6rnek sayisi bulunan 6rnek sayisi; N:

Orijin aldigi bolgeden izole edilen 6érnek sayisi;)
%  (pozitif bulunan 6rneklerin ytuzde orani)

3.3. Real-Time PCR Bulgulari

Calisma sonunda; standart kultur ve Real-time teknikleri ile Salmonella

olarak belirlenen izolatlarin, JinvA gen sekansinin bir bodlgesine yonelik
olusturulan primer ciftleriyle amplifiye edilen Grune spesifik bir TagMan probu

kullanilarak yapilan Real-time PCR analizinde, incelenen 50 izolatin 50'sinde

(%9100) Salmonella DNA'si saptandi. Standart kiltir ile izole edilen
Salmonella suslarin  tamami Real-time PCR ile de Salmonella olarak
dog@rulandi. Real-time PCR amplifikasyon Urinleri bilgisayar monitoriinde

izlenmis olup bir izolata ait Real-time PCR grafigi Grafik 3.1."de gdsterilmistir.

Kaltir ve Real-time pcr pozitif drneklerin illere gore dagilimi Cizelge

3.3.'dedir.



nJLiJi-"Mi
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Pelte RnvsCvcte
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Grafik 3.1. Salmonella Real Time PCR'daki goruntusu.

Cizelge 3.3. Kiiltir ve/veya Real-time PCR Pozitif Orneklerin Dagilimi

Konvansiyonel
Yontemle lzole edilen

Real-time PCR ile
Pozitif Belirlenen

Orijin sus sayisl ve ylzde Ornek Sayisi ve ylzde

orani orani
Eskisehir n/N 40/537 40/537
% %7.4 %7,4

Bandirma n/N 2/55 2/55
% %3.6 %3.6

istanbul n/N 8/121 8/121
% %6.6 %6.6

Bolu n/N 0/8 0/8
% %0 %0
Toplam n/N 50/721 50/721
% %6.9 %6.9

n/N (n:pozitif bulunan 6rnek sayisi; N: analiz edilen 6rnek sayisi)
%  (pozitif bulunan 6rneklerin ylizde orani)
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3.4. Antibiyotik Duyarhlik Test Sonuclari

PCR ile dogrulanan 50 izolatin 10 farkli antibiyotige karsi direnclilikleri
Cizelge 3.4.'de verilmistir. izolatlar arasinda en fazla direnclilik %100 ile
vankomisin, metisilin, novobiosin'e karsi oldugu belirlenirken, diger
antibiyotiklere direnclilik oranlari %34 ile gentamisine, %30 ile tetrasikline,
%10 ile polimiksine ve ampisiline, %8 ile Amoksisilin+Klavunik asite, %4 ile
Silfametoksazol-Trimetoprime olarak saptandi. izolatlarin higbirinde

Mezlosillin direnci izlenmedi.

Cizelge 3.4. Real-time PCR teknigi ile dogrulanan 50 Salmonella izolatinin antibiyotik
direnclilik tablosu

Antibiyotikler Direngli n (%)  Orta derecede  Duyarl n (%)
direngli n (%)

Tetrasiklin 15 (% 30) 4(%8) 31(% 62)
Polimiksin 5(%10) 1(%2) 44(%88)
Ampisilin 5(%10) 2(%4) 43(%86)
Mezlosillin 0(% 0) 0(% 0) 50(% 100)
Metisilin 50(% 100) 0(% 0) 0(% 0)
Novobiosin 50(% 100) 0(% 0) 0(% 0)
Vankomisin 50(% 100) 0(% 0) 0(% 0)
Amoksisilin+Klavunik asit 4(% 8) 3(%6) 43(%86)
Gentamisin 17(% 34) 8(%16) 25(% 50)
Siilfametoksazol / Trimetoprim  2(%4) 3(%6) 45(%90)

n: izolat sayisi

3.5. DNA Dizi Analizi Sonuglari

DNA dizi analizi icin Real-time PCR ile dogrulanan toplam 50 izolatin iginden

20 adet Salmonella susu secildi. Bu 20 Salmonella izolatindan; B
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serogrubuna (B serogrubuna ait olan Salmonella susu toplam 13 adet)

ait olan Salmonella suslarindan 5 adet, D, serogrubuna (D, serogrubuna

ait olan Salmonella susu toplam 21 adet) ait olan Salmonella
suglarindan yine 5 adet ve ne B ne de D, serogrubuna (B ve D,
serogrubundan olmayan toplam 16 adet) ait olmayan Salmonella

suglarindan 10 adet secildi.

B serogrubuna ait olan 5 Salmonella susundan besi de Salmonella
Typhimurium olarak; D, serogrubuna ait olan 5 Salmonella susundan

dordu  Salmonella Enteritidis ve biri Salmonella Agona olarak; B ve D,
ise Salmonella enterica
3.5.).

suglarinin 16S rDNA Kismi DNA Dizi bilgileri Cizelge 3.6.'te verilmistir.

serogrubuna ait olmayan

rRNA geni

10 Salmonella susu

partial  16S olarak tanimlandir (Cizelge Salmonella

Cizelge 3.5. DNA dizi analizi sonuclari

' 5 /D1 1O/BveD.1
5 / B grubuna ait . grubuna ait
Orijin grubuna ait
Salmonella olmayan
Salmonella
Salmonella
(8 drnek) (7 6rnek)
(4 o6rnek)  Salmonella Salmonella Salmonella
Eskisehir enterica subsp. enterica | enterica subsp. enterica partial
serovar Typhimurium enterica serovar 16S rRNA geni
Enteritidis
(1 06rnek) Salmonella (10rnek)
) ) Salmonella
Bandirma enterica sub§p. . enterica - enterica partial
serovar Typhimurium 16S rRNA geni
(1 6rnek)
Salmonella
enterica subsp.
enterica serovar (2 6rnek)
istanbul Enteritidis Salmonella
) (1 6rnek) enterica partial
Salmonella 16S rRNA geni
enterica subsp.
enterica serovar
Agona
Bolu - - -

n/N (n:

Grub spesifik ve grub spesifik olmayan Salmonella susu)

16s rRNA Salmonella identifikasyonu sekans analizide kullanilan 6rnek sayisi;

N:
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Cizelge 3.6. Salmonella suslarinin 16S rDNA Kismi DNA Dizileri*

Sus Sekans

Nu:

1 AACACATGCAATTCGAACGGTAACAGGAAGCAGMGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGC

2 TGCAATTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATAC

3 GCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA

4 ACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCT

5 CTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGMGCTGMTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTG

6 GTCGAACGGTAACAGGAAGCAGMGCTGMTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCAT

7 GCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACC

8 GCCTAACACATGCAAGTCGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCG

9 GGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTGCGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGT

10 GGCCTAACACATGCAAGTCGAAGCAGMGCTGMTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACC

11 TAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGG

12 GTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAA

13 CGGCAGGCCTAACACATGCAATTCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGMGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTG

14 AACACATGCAATTCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGMGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCC

15 GCCTAACACATGCAAGTCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAAC

16 AGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGMGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAA

17 GTCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGG
18 CAAGTCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAG

19 AGGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGMGCTGCNTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGG
20 TGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGA

*1,2,3,4,5 numarah suslar S. Typhimurium; 6,7,8,10 S. Enteritidis; 9 S. Agona; digerleri ise Salmonella enterica 'dir.
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Cizelge 3.6. Salmonella suslarinin 16S rDNA Kismi DNA Dizileri Devam

Sus Sekans
Nu:
1
TAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACMCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAG
2
CGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTC
3
ACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCrTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACG
4
AATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTMGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGC
5
GCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTMGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
6
AACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACMCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCITGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGA
7
GCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACMCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCITGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCT
8
CATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTMGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTG
9
GGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACMCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTGGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCC
10
GCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTMGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCT
11
AAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACMCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGC
12
ACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACMCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTA
13
GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACMCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA
14
TGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTTGGT
15
TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGT
16
ACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTA
17
GATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
18
GGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
19
ATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
20
TAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACMCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC
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Cizelge 3.6. Salmonella suslarinin 16S rDNA Kismi DNA Dizileri Devam

Sus Sekans
Nu:
1
CTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTAT
2
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGG
3
ATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCC
4
TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAGGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT
5
A GCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT
6
GGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCT
7
GAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAG
8
AGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGG
9
TAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTG
10
GAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAG
1 TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
12
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
13
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
14
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG
15
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
16
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
17
TCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCT
18
GGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAG
19
CACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTG
20
ACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGA
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Cizelge 3.6. Salmonella suslarinin 16S rDNA Kismi DNA Dizileri Devam

Sus Sekans
Nu:
1
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTAMTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
2
TGTTGTGGTTAATAACCRCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCSGT
3
GCGTGTATGAAGAAGGCMCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
4
5 ATGAAGAAGGCMCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGCGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGC
6
TCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCA
7
GCmCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCA
8
CCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGTGTTAAATAA
9
TATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTAMTCAGCGGGGAGGAAGGTGGTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
10
GCmCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCA
11
GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTAMTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCG
12
ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCMCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGA
13
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCMCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTT
14
GGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCMCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCG
15
AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCMCGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC
16
ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTAMTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGAGCA
17
GATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCG
18
CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCMCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGCA
19
ATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCMCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGCAG
20
TGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCMCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGGCAGAAGAAGCACCGGCT
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16S rDNA Salmonella identifikasyonu amaciyla yapilan sekans

analizide sequence scanner v 1.0 programi kullaniimis olup elde edilen ham
verilere ait 6rnek Grafik 3.2.'"de ve 16S rRNA geninin amplikon uranlerinin

Agaroz Jel Elektroforezindeki goruntusi. Resim 3.4.te sunulmustur.

Resim 3.4. M: marker, (-): Negatif Kontrol, (+): Pozitif Kontrol, 16S rRNA geninin

ampikasyonu sonucu olusan drunlerin varliginin arastiriimasinda kullanilan Agaroz Jel
Elektroforezindeki gorintisu.
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Grafik 3.2. Sekans analizide sequence scanner v 1.0 programi kullanilarak elde edilen ham
verilere ait 6rnek.
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4. TARTISMA

Salmonellozis insanlarda ve hayvanlarda enterik ve bazende sistemik
olan hastalik durumlarina sebep olan 6nemli bir bakteriyel infeksiyondur
(Koneman ve ark., 2006). Dinya'da ve Turkiye'de paratifoid Salmonella
etkenleri uzun siredir insanlarda ve kanath hayvanlarda Onemli saglik
sorunlarina ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu caligmada, c¢esitli
illerden temin edilen hindi karkaslarinda Salmonella  etkenlerinin
konvansiyonel metotla izolasyonu, Real-Time PCR ile hizli tanisi ve tespit

edilen Salmonella suslarinin tiplendirilmesi amaclanmigtir.

Kanatl hayvanlarin ve insanlarin zaman zaman sagligini tehdit eden
Salmonella‘larin bakteriyolojik tani sureleri oldukca uzun sirmektedir. Bu
nedenle de ABD ve bazi Avrupa ulkelerinde optimize edilmis bir bakteriyolojik
sistem kadar guvenilir, fakat daha kisa surede sonuc¢ alinan ydntemler,
gelistiriimeye ve kullaniimaya baslanmigtir. Bu ydntemlerden biri PCR-
tabanh testlerdir. Bu testlerde temel olarak Salmonella’larin spesifik DNA
segmenti aranmaktadir (Baumler ve ark., 1997; Carl ve ark., 2001; Feder ve
ark., 2001; Cotter ve ark., 1995; Woodward ve Kirwan, 1996; Oliveria ve ark.,
2002; Oliveria ve ark., 2003).

Bu calisma kapsaminda, iki yillik periyot icerisinde Eskisehir, Bolu,
Bandirma ve istanbul'da yer alan farkli kesimhanelerden gelen toplam 721
hindi karkasi 6rneginin 50 (%6.9)'sinden Salmonella izole ve identifiye edildi.

Izolasyon caligmalari ile ilgili diger arastiricilarin  bulgulart  farkhlik

goOstermektedir.

Fakhr ve ark. (2006), tarafindan Amerika'da satisa sunulan hindi etleri
uzerinde yaptiklarn calismada, 99 hindi eti 6rneginden 49'unda Salmonella
varhgini tespit etmislerdir. Lammerding ve ark. (1988) 1983-1984 yillar

arasinda Kanada'da vyaptiklari bir calismada 230 hindi karkasinin 159
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(%69,1)'undan Salmonella saptadiklarini bildirilmiglerdir. Yine hindi etleri
uzerine Arnavutluk'ta yapilan bir calismada 134 hindi eti 6rneginin 11'inden
(%8,2) Salmonella izole edildigi ortaya koyulmus olup; elde edilen izolatlarin
4’0 S. Enteritidis, 3'0 S. Agona digerlerinin de S. Saint-Paul, S. Reading ve S.
Blockley ait serovarlart kapsadigi ve bir izolatin da tiplendirilemedigi
belirtiimistir (Beli ve ark., 2001). Telo ve ark. (1998), kanatli etlerinden olusan
80 oOrnekte Salmonella varliginin arastiriimasi amaciyla yaptiklari calismada
7'si tavuk, 2'si hindi eti ve 17 de hindi karacigeri olmak Uzere toplam 10
ornekten Salmonella izole etmiglerdir. Yine bu calismada, S. Enteritidis'in en
siklikla saptanan serovar oldugunu bildirmiglerdir. ABD'de 1999-2000 yillan
arasinda Zhao ve ark. (2001) inceledikleri 194 hindi g6gus eti 6rneginden
5'inde (%2,6) Salmonella tespit etmiglerdir. Antunes ve ark. (2003)'nin 1999
yilinda Portekiz'de satisa sunulan kanath karkaslarindan yapmis olduklari bir
calismada 6 hindi karkasindan 4 (%66)'Untin Salmonella yonunden pozitif
oldugunu gostermiglerdir. Rall ve ark. (2005) 100 kanath karkasi ornegi
uzerinde yaptig1 calismada, Orneklerden 29'unu Salmonella yonunden pozitif

bulmuslardir.

Izolasyon calismalari ile ilgili diger arastiricilarin bulgular arasindaki
farkhligin cesitli nedenleri vardir. Bu nedenler arasinda; kanath hayvanlarin
kesiminde haslama, tuy yolma, ic organ cikarma ve sogutma asamalarinda
bagirsaklarda ruptura bagl olarak olusan capraz kontaminasyonun et ve
yenilebilir organlarin kontaminasyonuna maruz kalmasinin isletmeler
arasinda farkh olmasindan dolayl oldugu sayilabilir. Buna ek olarak; soguk
zincirin korunamamasi, kesimhane hijyeni, orneklerin islenme prosedurleri,
Urindeki bakteri yikia, karkaslarin paketlenmesi, nakli ve muhafazasi
arasindaki farkliliklar ile personel ve alet-ekipman hijyeni eksikliginden dogan
kontaminasyonlarin da bulgular arasinda farkhliga etki ettigi distnidlmektedir
(Erol, 2007). Ayrica kumeslerdeki populasyonun fazla oldugu durumlarda
veya tasima esnasinda olusan strese bagh olarak, fekal igerikteki patojen
yukun  artabilecegi ve sonucta da karkaslar arasinda capraz

kontaminasyonun sekillenmesiyle son drunin kontaminasyon duzeyinin
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degisebilecedi degerlendiriimektedir (lzat ve ark., 1989). izolasyon
bulgularindaki farklihgin diger bir nedeni de isletmelerde alinan biyoguvenlik

onlemlerinin farkh olmasidir.

Konvansiyonel yontemlerle Salmonella olarak belirlenen 50 izolatin 50
(%100)'si de Real-time PCR ile Salmonella olarak saptandi. invA geninin
spesifik segmentini amplifiye eden primerler ve Tagman problar kullanilarak
yapilan diger calismalarda da Salmonella’lar yiksek duyarlihkta saptanmistir
(Malorny ve ark., 2007, Eyigor ve ark., 2002).

Malorny ve ark. (2007), yaptiklari calismada tavuk karkaslarindan
konvansiyonel yontemlerle izole ettikleri 5 Salmonella susunun besininde
Real-time PCR ile pozitif sonuc verdigini, bununla birlikte konvansiyonel
yontemle 20 negatif sonucun yine Real-time PCR ile negatif sonuc¢ verdigini
bildirmiglerdir. Yapilan bu c¢alismada da izolasyon sonuclarinin Real-time
PCR sonuglari ile tam bir uyum icinde oldugu belirlenmistir. Chantal ve ark.
(2008), 138 hindi eti uUzerinde Salmonella teshisindeki konvansiyonel
yontemle Real-time PCR arasinda duyarlihg Olgmek icin yaptiklar
calismada, Real-time PCR'In Salmonella monitdrizasyonundan daha
kullanigh bir metot oldugunu bildirmiglerdir. Yine 99 hindi etinden 49'unda
Salmonella tespit edildigi bir calismada, Salmonella tanisinda klasik kultur
metotu ile 11 yanlis pozitif sonuc elde edildigi, Real-time PCR'In Salmonella
varligini ortaya koydugu bazi orneklerde klasik yontemin vyetersiz kaldigi

gOsterilmigtir (Fakhr ve ark., 2006).

Real-time PCR Uzerine yapilan calismalarda klasik kultir metodu ile
Salmonella negatif bulunan ornekler, Real-time PCR ile pozitif sonug
vermektedir. Bu bulgular Salmonella saptanmasinda, bu ydntemler arasinda

Real-time PCR'In daha hassas oldugunu gostermektedir.
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Yapilan bu calismada, hindi karkaslarindan izole edilen ve Real-time
PCR ile dogrulanan 50 izolatin 10 farkh antibiyotige karsi antibiyogram testi
sonucunda; izolatlar arasinda en fazla direnclilik %100 ile vankomisin,
metisilin, novobiosin'e karsi gelisirken, bu antibiyotigi %34 ile gentamisin,
%30 ile tetrasiklin, %10 ile polimiksin ve ampisilin, %8 ile
Amoksisilin+Klavunik asit, %4 ile Silfametoksazol / Trimetoprim ve %0 ile
Mezlocillin izlemigtir. Diger arastirmacilar tarafindan Salmonella suslarinin
antibiyotiklere karsi duyarhlik ve direnclilik profillerinin belirlendigi bircok

calisma bulunmaktadir.

Thakur ve Bajaj (2006) kanath karkaslarindan izole ettigi 17
Salmonella suslarinin  antibiyotik duyarhliklarint incelemisler ve sirasiyla
%64.7 vancomycin'e, %58 metisiline, %17.6 ampisiline karsi direncli
olduklarini saptarlarken gentamicin'e karsi direng gelisimi olmadigini
bildirmiglerdir. Kiling ve Aydin (2006)'nin Kayseri yoresinde kanatl
isletmelerindeki tavuk ve civcivlerden izole ettikleri Salmonella suslarinin da
gentamisin'e direncli olmadigini bildirmiglerdir. Logue ve ark. (2003), ise
ABD'de hindi kesimhanelerinden topladiklari hindi karkasli ve soJutma suyu
orneklerinden izole ettikleri Salmonella izolatlarinin gentamisine direnclilik
oranlarini %26.5 olarak bulmuslardir. De Oliveira ve ark. (2006), tarafindan
2001-2002 yillan arasinda kanath ve gida orjinli 79 S. Enteritidis izolatinin
antibiyotik duyarlihgr Gzerine yapilan calisma ile gentamisin direnclilik orani
%12.7 olarak belirlenirken, De Oliveira ve ark (2005), Brezilya'da ayni
Ozellikteki Orneklerden 91 S. Enteritidis izolatinda gentamisin direncliligini

%5,5 olarak tespit etmiglerdir.

Bir cok arastirici tarafindan yapilan calismalarda, kanatlilardan izole
edilen Salmonella’larin tetrasikline direng gelistirdigi gosterilmistir (White ve
ark., 2001; Pedersen ve ark., 2002; Antunes ve ark., 2003; Logue ve ark.,
2003; De Oliveira ve ark., 2005; De Oliveira ve ark., 2006; Hernandez ve
ark., 2002; Yazicioglu ve ark. 2005; Zhao ve ark. 2007; Chen ve ark., 2004).

Bu calismada elde edilen tetrasiklin %30 direnclilik oranindan daha dusuk
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oranda olmak Uzere White ve ark. (2001), 1998 yilinda ABD'de inceledikleri
50 hindi kiymasindan elde ettikleri izolatlarin, tetrasikline direnclilik oranlarini
%7 olarak bulmuslardir. Yine benzer bir calismada Pedersen ve ark. (2002),
Danimarka'da 1995-2000 wvillari arasinda hindi surileri (zerinde yaptiklari
arastirmada, %8.5, kanath ve gida orijinli izolatlarin Uzerinde yapilan
calismalarda sirasiyla De Oliveira ve ark. (2005), %9.1; De Oliveira ve ark.
(2006) %8.9 oraninda tetrasiklin direngliligini saptamiglardir. Zhao ve ark.
(2007), 2002-2003 vyillari arasinda izole edilen 380 Salmonella suslarinin
tetrasiklin'e %78 oraninda direng gelisimi gosterdiklerini bildirmiglerdir.
Yazicioglu ve ark. (2005)'nin, yaptiklari galismada tavuk kesimhanelerinin
parcalama unitelerinden aldiklari boyun ve kanat orneklerine ait Salmonella
izolatlarinin, tetrasikline direncinin  %5.2 oldugunu tespit ederek, bu
calismaya gore dusuk gerceklesen bir oranda direng belirlemiglerdir. Logue
ve ark. (2003) hindi karkaslarindan izole edilen Salmonella suslarinin
tetrasikline direngliligini %50 gibi bu calismaya go6re yuksek degerlerde
bildirirlerken, tetrasiklin direncliligi Uzerine bu calismayla benzer bulgular elde
eden arastirmacilarin sonuclari bulunmaktadir (Antunes ve ark., 2003;
Hernandez ve ark., 2002). Antunes ve ark. (2003)'nin Portekiz’de 1999
yiinda tavuk ve hindi karkaslarn Uzerinde vyaptiklari calismada %36,
Hernandez ve ark. (2002), ispanya'da tavuk eti 6rneklerinden yaptiklar
calismada, 60 Salmonella serovarinin  %33,9'unu tetrasikline direncli
oldugunu ortaya koymuslardir. Chen ve ark., (2004), tarafindan ABD'deki
supermarketlerden temin ettikleri tavuk, hindi, domuz, sigir ve koyun eti
Oorneklerine ait izolatlarda tetrasikline %61  direnglilik  olustugunu
arastirmalarinda bildirirlerken, bu degerler Cin'deki supermarketlerden temin

edilen ayni hayvansal 6rneklere ait izolatlarda %27 olarak bulunmustur.

Calismada elde edilen ampisilin direncliliginin aksine, Kiling ve Aydin
(2006), % 20, Arvanitidou ve ark. (1998), tavuk karkaslarindan elde edilen
izolatlarda % 19.4, Logue ve ark. (2003), ise direnclilii % 17 oldugunu
gOstermislerdir. Zhao ve ark. (2007), vyaptiklari calismada elde ettikleri

izolatlarinin %54'inde, Hernandez ve ark (2002), % 34,8'inde, De Oliveira ve
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ark. (2006), % 5,1'inde, De Oliveira ve ark. (2005) ise, % 1,1'inde ampisiline
karsi direng tespit etmislerdir. Goncagul ve ark. (2004)'nin Bursa'da yaptiklar
bir calismada, 25 tavuk etinden izole ettikleri Salmonella’larin ampisiline
direncliliklerini bu calisma bulgularina benzer sekilde %8 olarak bildirirlerken,
trimetoprim/silfametaksazol direncini yine %8 olarak bu calismaya gore
yuksek oranda bulmuslardir. Kilingc ve Aydin (2006) ve De Oliveira ve ark.
(2006), yaptiklari calismalarda, sulfametoksazol-trimetoprim'e hic direng
gelisiminin  bulunmadigini  belirtmislerdir. Yapilan bu calisma ile sonuclar
paralel olan Antunes ve ark. (2003)'nin yaptiklari calismada trimetoprim-

sulfametoksazole karsi direnc %3.0 olarak bulunmustur.

Bu calismalarda farkli kaynaklardan izole edilen Salmonella'larin
antibiyotik direncliliklerinin Ulkelere ve hatta bolgelere gore farkli dagilim
gOsterdigi gorulmektedir. Gida amach vyetistirilen ve Salmonella ile enfekte
hayvanlarin  klinik tedavisinde gerekli olan Kkinolon ve [3>-laktam gibi
antimikrobiyel maddelerin  kontrolsiiz  kullanimi bu maddelere Kkarsi

direncliligin artmasina neden olmaktadir (Angulo ve ark., 2000).

Ciftlik hayvanlarinda tedavi, profilaktik veya buylutme faktorl olarak
uzun bir periyot halinde, dusuk konsantrasyonlarda antibiyotik kullaniminin
antibiyotiklere direngli bakterilerin ortaya cikmasinda en Oonemli faktorlerden
birini olusturdugu bilinmektedir. Kontamine gidalarin tiketilmesiyle ortaya
cikan infeksiyonlarin ¢cogunun hayvan orijinli, antimikrobiyellere direncli
Salmonella’lar ~ tarafindan  olusturuldugu da ayrica  vurgulanmaktadir

(Tollefson ve ark., 1997).

Dinyanin farkli bdlgelerinden insan ve hayvanlardan izole edilen
Salmonella’lalarin antibiyotik direncliliklerindeki artig, bunun epidemik olarak
yayginlastiginin bir gdstergesi olabilir (Cruchaga ve ark., 2001). Salmonella
izole edilmis yiyeceklerden kaynaklanan gida kaynakli salginlar antibiyotik

direncinin 6nemini gostermekte olup, bu da gida zinciri ile insanlarda direncli
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Salmonella'larin yayillmasi olasiiginin ne kadar yuksek oranda olabilecegini
kanitlamaktadir (Kiessling ve ark., 2002). Siklikla Salmonellozis'e sebep olan

kanatli eti ve Urunlerinin 6nemi burada ortaya ¢gikmaktadir.

Gunimuzde bakteri taksonomisi amaciyla en yaygin olarak kullanilan
DNA boélimi 16S rBRNA genidir (Bottger, 1989; Kolbert ve Persing, 1999;
Palys ve ark., 1997; Tortoli, 2003). Bu calismada, secilen Salmonella
suslarinin tiplendirilmesi amaciyla 16S rRNA sekans analizi yapiimistir.
Sonug olarak, B serogrubuna ait olan 5 Salmonella susundan besi de
Salmonella Typhimurium olarak; D, serogrubuna ait olan 5 Salmonella
susundan dordu Salmonella Enteritidis ve biri Salmonella Agona olarak; B
ve D, serogrubuna ait olmayan 10 Salmonella susu ise Salmonella

enterica partial 16S rRNA geni olarak Niukleotide Blast da tanimlandi.

Gerek vyurticinde gerekse vyurt disinda Salmonella'’nin  16S rRNA
sekans analizi kullanilarak tiplendirilmesi calismalarinin sayisi oldukga azdir.
Stanley ve ark. (1994), D, serogrubuna ait oldugu bilinen Salmonella
suslarinin  16S rRNA geni Uzerine yaptiklart g¢alismada, her bir serotipin
spesifik bir profil cizdigini g0dstermislerdir. Calismanin  bu sekilde
sonuclanmasiyla da  arastirmacilar, laboratuvarlarda  epidemiyolojik
calismalarda kullanilan standart metotlarin dogrulanmasinda 16S rRNA
geninin kullanilabilece@ini bildirmislerdir. Patrick ve ark. (2003), 500 bp’lik
16S rRNA sekans analizi ile 37 farkli bakteri susu uUzerine vyaptiklar
calismada; bu test ile tum bakterileri izolatlarini birbirinden ayirmiglar ancak,
%81.1 oraninda identifikasyon basarisi elde edilebilmigtir. Bunun nedeninin
de 500 bp’lik 16S rRNA sekans analizine dayali genetik bilginin gen
bankasinda yeterli olmadigr disuntlmustir. Buna ek olarak, tim 16S rRNA
sekans analizinin kullaniminin mikrobiyoloji laboratuvarlari icin daha iyi bir
secenek oldugunu belirtmislerdir. Yapilan diger iki ¢alismanin sonuclari, bu
calismanin sonuclariyla paralellik gostermektedir. Mark ve ark. (1993), 300
bakteri susunu 16S rRNA sekans analiz yaparak 8 cins ve 28 tur veya

serotipe ayirdiklarini; bunlardan Salmonella genusuna ait 6 serotipin
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(Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Salmonella Newport,
Salmonella infantis, Salmonella Typhi ve Salmonella Choleraesuis)

bulundugunu ifade etmiglerdir.

Salmonellalar gibi izolasyon ve identifikasyonun zor, pahal, bir ¢ok
prosedur gerektiren ve Udretilmesi icin uzun zamana gerek duyulan
mikroorganizmalardan biride mycobacterium cinsi bakterilerdir. 500 bp'lik
16S rRNA sekans analizi ile Mikobakterilerin tir dizeyinde identifikasyonu
icin yapilan calismada, 328 susun %95,1'i kompleks, grup ve tir duzeyinde
ayirimi yapiimistir. Ancak bunlardan tam dogru olarak, %62,5'i tir dizeyinde
identifiye edilebilmistir (Hall ve ark.,2003).

16S rRNA sekans analizi tekniginin hastalik etkenlerinin hizli ve dogru
tanisinda izolasyon ve identifikasyon calismalarina goOre avantajlari
bulunmaktadir. B ve D, serogrubuna ait olan Salmonella suslarinin
tiplendirilmesinde %100 oraninda bir basari saglanmistir. Ancak, bu veri
serotiplendirmenin yapilamamasi nedeniyle serolojik tani ile
desteklenememistir. Tur ve genus belirlenmesinde "altin standarfin DNA-
DNA hibridizasyonun bildiriimis olmasina ragmen; bu teknigin zor, sadece
birkag laboratuvarin uygulayabildigi ve tur tanisi kullaniminda her zaman bir
korelasyon vermemesi nedeniyle, arastirmacilar arasinda ¢ok daha kolay
sonuc vermesiyle yeni "altin standart"in 16S rRNA sekans analizi oldugunun
belirtiimesi bu calismada bulunan sonucun Onemini ortaya koymaktadir

(Fournier ve ark., 2003; Harmsen ve Karch, 2004).

Calismada 16S rRNA sekans analizi sonucu B ve D, serogrubuna
ait olmayan 10 Salmonella susu ise Salmonella enterica partial 16S rRNA
geni olarak tanimlanmistir. Bu sonug, cins dizeyindeki 10 Salmonella’nin tur
duzeyinde de Salmonella enterica olarak tanisinin yapilmis olmasina
ragmen, serotip duzeyinde identifiye edilemedigini gostermistir. 500 ve 1500

bp kiyaslama ve dizi uzunlugu acisindan vyaygin olarak kullaniimasina
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ragmen, dizi analizinde kullanilan sekans bilgisi icin farkli uzunluklar
secilebilir. Bunun sebebi, secilen 500 bp’lik 16S rRNA sekans analizinin bu
identifikasyon icin yeterli bulunmadigi olarak dusunulmektedir. 16S rRNA
geninin ortalama 1550 bp uzunlugunda  oldugu g6z oOnunde
bulunduruldugunda, bu uzunlugun bakteri identifikasyonunda daha spesifik

olarak kullanilacagi degerlendiriimektedir (Clarridge, 2004).
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu calismada, Eskisehir, Bolu, Bandirma ve istanbul'da yer
alan farkh kesimhanelerden gelen 721 hindi karkas &drneginin 50'sinde (%
6,9) Salmonella’larin varligi, Kklasik kiltir ve Real-time PCR teknikleri

kullanilarak ortaya konmustur.

Gida Uretim zincirinin her safasinda kontamine olan Urinlerin hizh ve
guvenilir olarak kontroll icin, Salmonella varligini ortaya koyan, otomasyona
yonelik, capraz kontaminasyon oraninin disik Real-time PCR metodunun

kullanimi 6nerilmektedir.

Elde edilen sonuclar dogrultusunda hijyen ve biyoguvenlik onlemleri
alinmahdir. Igletmelerdeki Salmonella kontaminasyonu gd6zle goriliir bir olgu
olmadigi icin, isletmede yapilan biyoguvenlik islemlerinin kalitesini 6lcmek ve
tamamlamak amaciyla, bu konuda calisan iyi bir laboratuvar tarafindan

uygulanan iyi dizenlenmis bir bakteriyolojik izlemeye ihtiyac vardir.

16S rRNA sekans analizi tekniginin hastalik etkenlerinin hizli ve dogru
tanisinda izolasyon ve identifikasyon calismalarina gore cok avantajlari
bulunmaktadir, ancak identifiye edilecek mikroorganizmaya goére sekanslama

yapilacak gen uzunlugunun iyi belirlenmesi gerekmektedir.

Yapilan bakteriyolojik gozlem sayesinde isletmede ve kesimhanede
Salmonella tespit edildiinde hemen olasi kontaminasyon yok edilmeye

cahsiimahdir.
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OZET

Hindilerde Salmonella Tanisinda Kultur ve Real-Time PCR Kullanimi

Bu calismada, Marmara, Ege ve i¢c Anadolu bdlgesindeki kesimhanelerden
temin edilen hindi karkaslarinda Salmonella‘larin varliginin arastiriimasi,
Salmonella tanisinda kiltir ve Real-Time PCR'In  kullanimi  Salmonella
suglarinin sekans analizine tabi tutularak tiplendirilmesi amaclanmistir.

Calisma sonucunda Eskisehir, Bolu, Bandirma ve istanbul'dan gelen,
721 hindi karkas 6rnegi lUzerinde yapilan analizler sonucunda, toplam 50
drnegdin (%6.9) Salmonella igerdigi saptandi. izole edilen 50 Salmonella susu
Grup B ve Grup D, antiserumlari ile serogruplandiriimis olup 50
Salmonella susundan 13 adedi B grubuna, 21 adedinin ise D, grubuna
ait oldugu tespit edilirken; 16 Salmonella susunun B ve D, grubunda
olmadig tespit edildi.

izolatlar invA gen sekansi esas alinip Real-time PCR ile dogrulanarak,
10 farkh antibiyotige karsi direnglilikleri incelenmistir. Vankomisin, metisilin,
novobiosin'e %100, gentamisine %34, tetrasikline %30, polimiksine ve
ampisiline %10, AmoksisilintKlavunik asite %8, Sillfametoksazol-
Trimetoprime ise %4 olarak direnglilik saptandi. izolatlarin higbirinde
Mezlosillin direnci izlenemedi.

DNA dizi analizi ile B serogrubuna ait olan 5 Salmonella susundan
beside Salmonella Typhimurium olarak; D, serogrubuna ait olan 5
Salmonella susundan dordu Salmonella Enteritidis ve biri Salmonella Agona
olarak; B ve D, serogrubuna ait olmayan 10 Salmonella susu ise
Salmonella enterica partial 16S rRNA geni olarak tanimlanmistir.

Sonuc olarak, hindi karkaslarinda Salmonella bulunmus olup halk
saghiginin korunmasi amaciyla ciftlikten sofraya kadar her asamada hijyenik
onlemlerin alinmasi gerektigi dusunulmektedir.

Anahtar Sozcukler: Antibiyotik direnclilik, hindi karkas, Real-time PCR,
Salmonella, Sekanslama
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SUMMARY

The Use of Real-Time PCR and culture in Salmonella diagnosis of
turkeys

In this study, turkey carcasses taken from Marmara, Aegean and Central
Anatolia regions were used to detect the presence of Salmonella spp. by
Real-time PCR and culture method. Molecular typing of isolated Salmonella
spp. by sequence analysis is also performed in this study.

As a result of the study Salmonella spp. were found in 50 (6.9%)
samples of 721 turkey carcasses taken from Eskisehir, Bolu, Bandirma and
istanbul. Isolated 50 Salmonella strains were serogrouped with Group B and
Group D, antisera. According to serogrouping it is found that 13 Salmonella
were belongs to group B, 21 were belongs to group D, and 16 were not
belong to either group B or group D,.

Isolates were confirmed by Real-time PCR with invA gene sequence
and antibiotic resistances for 10 different antibiotics were found 100% for
vancomycin, methicillin, novobiocine; 34% for gentamycin; 30% for
tetracycline; 10% for polymiksin and ampycilline; 8% Amoxicillin+clavulanate;
4% for Sulphamethoxazol-Trimethoprime. Mezlocillin resistance was not
detected in isolates.

Five Salmonella strains belong to B serogroup were found Salmonella
typhimurium; 4 of 5 Salmonella strains belong to D, serogroup were found
Salmonella enteritidis and 1 strain belongs to D, serogroup was found
Salmonella agona by DNA sequence analysis. Ten Salmonella strains that
were not belong to B and D, serogroups were defined as Salmonella enterica
partial 16S rBRNA gene.

As a result of the study Salmonella spp. were detected in turkey
carcasses and this result indicates the importance of hygienic precautions
that must be obeyed from farm to table in order to protect public health.

Keywords: Antibiotic resistance, Real-time PCR, Salmonella, sequencing,
turkey carcass
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