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ONSOZz

Antibiyotikler, canhlarin viicudunda zararli mikroorganizmalarin faaliyetlerini
durduran, tremelerini engelleyen ve hlcre duvari veya hicre metabolizmasi
ile etkilesim icine girerek onlari éldiren, dogal (mikrobiyal fermentasyon)
veya sentetik (kimyasal sentez) yolla elde edilen bilesiklerdir.

Hayvanlarda biyime hizi ve verim gicl yemden yararlanma dlzeyi ile
dogru orantilidir. Bu nedenle yiksek verim elde etmek i¢in hayvan saghgini
korumanin yaninda yemden yararlanma yetenegini de arttirmak igin yapilan
uygulamalar arasinda yem katki maddelerinin kullanimi da yer alir. Uzun
stredir hem blyime ve yemden yararlanmayi arttirmak hem de subklinik
hastaliklari 6nlemek, bazi hastaliklara karsi koruyucu etki olusturmak,
toksinleri engellemek, alinan besin maddelerinin bagirsaklardan daha fazla
emilimini arttirmak ve hayvanin besin maddelerinden daha fazla
yararlanmasini saglamak amaciyla antibiyotikler kullaniimigtir.

Biltin bu amagclar dogrultusunda; antibiyotiklerin bilingsiz ve kontrolsiz
bir bicimde kullanilmasi sebebiyle ¢cogu bakteride antibiyotiklere karsi bir
direng geligsmistir.

Bu calismada izole edilen bazi Salmonella suslarinda antibiyotik
direncliliginin tespiti ve plazmid- direng iligkisi arastiriimistir.

Tez konumun belirlenmesinde ve ydratiimesinde bana yol gosteren,
yardim ve ilgilerini esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. Omer M.
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1. GIRIS

Salmonellozis, tim dldnyada yaygin olarak gdérilen, kanatli
hayvanlarda verim duagukluklerine ve 6limlere neden olan zoonoz bir
infeksiyondur. infeksiyon, basta Salmonella Pullorum, S. Gallinarum,
S. Typhimurium ve S. Enteritidis olmak Uzere bir¢cok Salmonella
serotipi tarafindan olusturulmaktadir (Williams, 1984; Anon, 1988;
Arda ve ark., 1994)

Yumurta ve kanath etlerinin Salmonella tirleri ile kontamine
olmasi halk saghgi acisindan potansiyel bir tehlike olusturmaktadir.
Alinan kontrol ve eradikasyon ydntemlerine ragmen infeksiyon bircok
ulkede gorulmektedir. Kanatl hayvanlarda Salmonella
infeksiyonlarindan gerek korunma ve gerekse tedavide antibiyotikler
yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak, antibiyotiklerin bilingsiz ve
kontrolstiz kullaniimasiyla bakteriler er ya da ge¢ antibiyotiklere karsi
diren¢g kazanmaktadir. Antibiyotiklere diren¢, hem hasta, hem de
hekim i¢in bazi sorunlari beraberinde getirmektedir. Antibiyotige
direngli bir bakteri ile infekte olan hayvanlarin tedavi sureleri, duyarl
bir bakteri ile infekte olanlara gore daha uzun olmaktadir. Direngli bir
bakterinin neden oldugu infeksiyonlara bagh 6lim orani, duyarl bir
bakterinin etken oldugu infeksiyonlardaki oranin iki kati fazladir.
Ayrica, antibiyotik direnci, hayvanlarda daha toksik, daha genis
spekturumlu ya da daha pahali olan antibiyotiklerin kullanimina yol
acmaktadir (Nair ve ark., 1995; Poppe ve ark., 1995; Arda, 1997; Grob
ve ark., 1998; Sanli, 1998; Barrow, 2000; Antunes ve ark., 2002).

1.1. Salmonella’larin Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae  familyasinin genel Ozelliklerini tasiyan

Salmonella’lar, Gram negatif, kisa ve klg¢lk comaklar tarzinda olup,



boyutlari 0,7-1,5 x 2,0-5,0 mikrometredir. Cogunlukla boyal
preparatlarda tek tek gérilen Salmonella’lar, sporsuz ve kapsullsiz
olup, S. Pullorum ve S. Gallinarum hari¢c hareketlidir. Aerob veya
fakultatif anaerob, selektif kati besiyerlerinde 2-3 mm c¢apinda
yuvarlak, ¢ogu kez kabarik, dizgin ylzeyli ve duz kenarl koloniler
seklinde Ureyen mikroorganizmalardir. Bu organizmalar, nitrati nitrite
indirgerler, S. Typhi disinda glikozdan asit ve gaz olustururlar, Ureaz
ve indol negatiftirler. Sitrat batin Salmonella tlrleri tarafindan
degerlendirilebilen karbon kaynagidir. Salmonellalar, S. Cholerasuis
ve S. Paratyphi disinda genelde H»S olustururlar ve S. Typhi disinda
ornitini, S. Paratyphi A disinda lizini dekarboksile ederler. Sukroz,
salisin, inositol ve S. Arizonae disinda laktoz fermantasyonlari negatif
olan Salmonellalarin lipaz ve deoksiribonlkleaz enzimleri yoktur
(Minor, 1984; Zwadyk, 1988; Guthrie, 1992; izglir, 2006).

Genelde 20-40 °C’ler arasinda Ureyebilen Salmonella’larin
optimum Ureme sicakliklari 35-37 °C’dir. Bu mikroorganizmalar, 5-47
°C’ler arasinda canh kalabilseler de ylksek sicaklik derecelerine
direngsizdirler ve 55°C’de 20 dakikada o&lirler. Pastérizasyon
derecelerinde ve slrelerinde kolaylikla yikimlanabilmektedirler.
Ornegin 71,7°C’de 15 saniyede tamamiyla canliliklarini kaybederler
(Sirell, 1985; Zwadyk, 1988; D’Aoust, 1989).

Salmonellalarda gelismeyi etkileyen diger 6nemli faktérlerden
birisi de ortamin pH degeridir. Salmonella’lar i¢in optimum pH degeri
6,5-7,5 arasinda degismekle birlikte pH degerlerinin 4,5 ila 9,0
oldugunda da canh kalabildikleri ve pH 4’e direngli olduklar
bildirilmektedir (Baumgart, 1986; D’Aoust, 1989; Baird-Parker, 1990).

Salmonella’lar su aktivite degeri (aw) 0,94-0,99 arasinda olan
gidalarda dreyebilmektedirler. Salmonella’larin, % 8’lik tuzlu suda

dremelerinin engellendigi, fakat canliliklarini surdurdukleri



bildirilmektedir, bu nedenle de sahil yakinlarindaki deniz sularindan
izole edilebilmektedir (Erol, 2007). Ortamda protein bulunmasi halinde
kuru ortama oldukgca direngc gbdsteren Salmonella’larin kurutulmus ve
toz haline getirilmig gidalarda 13 yil canh kalabildigi belirtilmektedir
(Sirell, 1985; D’Aoust, 1989; Doyle ve Cliver, 1991; Gareis, 1995).

Dogrudan temas ile dezenfektanlar Salmonella’lara ¢abuk etKki
gbsterirler. Salmonella’larin klorlanmis sularda canliliklarini yitirdikleri,
% 0,6 sodyum hipoklorit solusyonunda ise 30 dakikada % 50 oraninda
azaldiklari bildiriimektedir (D’Aoust, 1989; Park ve ark., 1991).

1.2. Salmonella ve Halk Saghgi

Kanatl etlerinin tuketiminin artmasiyla tim dinyada kanatl kaynakli
zoonoz hastaliklarda bir artis gérilmektedir (Akan, 2002). Buna bagl
olarak Salmonella’lar ile kontamine olmus kanatli etleri ile bunlardan
hazirlanmig ¢esitli Grinler (sucuk, salam, sosis vs.), az pismis ya da
pismemis yumurtalar ve bu yumurtalari igceren urUnler halk saghgi
acisindan tehlike olusturmaktadir (Barrow, 1991; Bilgehan, 1992; Arda
ve ark. 1994; lizgir, 2002). Salmonella'larin diger hayvanlar ve
hayvansal kaynakli gidalara gbére kanath hayvan ve Urinlerinden daha

fazla oranda izole edildigi bildiriimektedir (Gast, 1997).

YUz yildan fazla bir sdreden beri Salmonella’larin biliniyor
olmalarina kargin, &zellikle son 20 yilda dinyanin hemen her
bélgesinde degisik Salmonella serotiplerinden kaynaklanan gida
infeksiyonlarinin sayisindaki yogun artis sebebiyle Salmonella’lar
giderek artan bir 6nem kazanmistir (Erol, 2007).

Dinyada gUinimuize kadar 2200’Gn Gzerinde Salmonella serotipi
izole edilmig olup her gegen gin bunlara yenileri eklenmektedir (Anon,

1988). Tavukguluk endustrisinde ekonomik kayiplara neden olan en



6nemli Salmonella serotipleri S. Pullorum, S. Gallinarum, S. Enteritidis
ve S. Typhimurium’dur. Gelismis (lkelerde S. Pullorum ve S.
Gallinarum infeksiyonlarinin eradikasyonuyla beraber diger serotiplerin
izolasyon orani artmistir (Williams, 1984; Barrow,1995). Tarkiye'de
tavuklardan S. Pullorum, S. Gallinarum, S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Bredeney, S. Logos, S. Braenderup, S. Thompson, S.
Infantis, S. Kottbus ve S. Newington serotipleri izole edilmistir (Carl,
1990; Mutluer ve ark., 1992; Ugur, 1992; Bekar ve ark., 1993; Gdkcen
ve Erganig, 1996). Bunlarin arasinda S. Enteritidis ve S. Typhimurium
gibi Salmonella serotipleri insanlarda gida zehirlenmelerine neden
olmalari bakimindan énem tasimaktadir. Son yillarda tim dlinyada
oldugu gibi Ulkemizde de insanlarda S. Enteritidis infeksiyonlarinin
arttigr bildirilmigtir (Rodrigue ve ark., 1990; Bekar ve ark., 1993; Ang-
Kigiker ve ark., 1995). Insanlara infeksiyonun bulasmasinda
Salmonella ile kontamine tavuk et ve yumurtalari énemli bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle de kanatl hayvanlardaki Salmonella
infeksiyonlari halk saglhgl acisindan da potansiyel bir tehlike
olusturmaktadir (Anon., 1988; Rodrigue ve ark., 1990).

GUnimUizde Salmonella'lardan kaynaklanan gida infeksiyonlari
Amerika Birlesik Devletleri, Almanya, Fransa, Ingiltere, Galler,
ispanya, Hollanda, Polonya ve isve¢’'te tim gida infeksiyon ve
intoksikasyonlari igerisinde ya ilk sirada bulunmakta ya da
Campylobacterden sonra ikinci sirayl almaktadir (Erol, 2007). ABD
gibi toplum sagligr ve hijyen konularinda ¢ok gelismis bir tlkede dahi
degdisik Salmonella serotiplerinden kaynaklanan yillik tahmini 800.000
salmonellozis vakasinin gérulmesi sorunun baydklugunu
kanitlamaktadir (Bilgehan, 1986).

Son 30 yilda CDC’ye rapor edilen Salmonella infeksiyonlarinin
sayisi her yil gitgide artmakta ve son yillarda yaklasik 40.000 vaka



gerceklesmektedir. Bu sayi, ABD’de bir yilda hastalananlarinin

sayisinin sadece % 1-5’ini temsil etmektedir (Chalker ve Blase, 1988).

Diger taraftan salmonellozis vakalarinda ortaya cikan tedavi
masraflari ve is gicu kaybi da 6nemli ekonomik zararlara neden
olmaktadir. ABD’de Salmonella’lardan kaynaklanan gida
infeksiyonlarina bagl tedavi, isglcl, gida kaybi ve Kkontrol
masraflarina iliskin ekonomik kayiplarin yillik yaklagik 3,4 milyar dolar,
Kanada'da ise 1 milyar dolar oldugu bildiriimektedir. Almanya’da da
yalnizca 1991 yili i¢cin salmonellozisin 1,5 milyar marklik bir kayba
neden oldugu bildiriimektedir (Erol, 2007).

Ulkemizde Salmonella’lar  tarafindan meydana  getirilen
infeksiyonlar diger salgin hastaliklar yaninda énemli bir yer tutmakta
ve Onemli bir halk sagligi sorunu olarak guncelligini korumaktadir.
Tlrkiye’'nin bircok bdlgesinde Salmonella infeksiyonlari endemik hatta

hiperendemik olarak seyretmektedir (Bilgehan, 1986).

Tavuk yetistiriciliginde hastaliklardan korunma ve hastaliklarin
kontrolG ancak iki temel dnlemle saglanabilmektedir. Bunlardan birinci
temel Onlem uygun ve temiz barinaklarda, iyi bakim ve dengeli
beslenme ile hayvanlarin saghkh yetismelerini saglamak ve saglikli
durumun devami igin gerekli 6nlemleri aksatmamak, ikincisi ise
isletmeyi tehdit eden ve sirllere ¢gevreden bulasma olasiligi olan viral,
bakteriyel, mikotik veya paraziter hastaliklara karsi asi uygulamalari
veya ilaglarla koruyucu énlemler almaktir (Arda ve ark., 1970; Baskaya
ve Minbay, 1979; Hinshow, 1975).

insanlarin salmonellozis veya diger bakteriyel infeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan ¢ok sayidaki antibiyotik, veteriner alaninda da
kullanilir. Bu durum; hayvansal gidalardan, kontamine olmus gida ve

gida Urdnlerini  tiketen insanlara bulasan zoonoz bakterilerin,



Salmonella ve diger direngli tirlerin sebep oldugu bir halk saglig riski

yaratabilir (Gay ve ark., 1994; Wegner ve ark.,1999).

Tavuklarda, diger hayvansal gidalarda ve insanlarda antibiyotige
direngli Salmonella tirlerinin ortaya ¢ikmasinin ve yayginlagsmasinin
nedeni; yogun hayvan barinaklarinda, yemlere ilag katilimi ile insan ve
hayvan hastaliklarinda antibiyotiklerin yliksek dozlarda ve gelisiglzel
kullanilmasi olabilir (D'Aoust ve ark., 1992; Poppe ve ark., 1995; Van
Duijkeren ve Houwers, 2000).

Dinya c¢apinda, saghk sektérini tehdit eden en &nemli
sebeplerden biri de hem halk sagliginda hem de veteriner sektériinde
yukarida bahsedilen bayime ve koruma amagl antibiyotiklerin yaygin
olarak kullaniimasi sebebiyle Salmonella direngliliginin artmasidir.

Basta kimes hayvanlari olmak Uzere hayvan yetigtiriciliginde
proflaktik ve gelismeyi arttirici amacgh olarak antibiyotiklerin yaygin
sekilde yeme katilmasi ve bilingsizce kullanilmasi sonucu, 6zellikle S.
Typimurium DT 104 olmak Uzere gida kaynakli bazi Salmonella
serotiplerine karsi basta ampisilin, kloramfenikol, trimetoprim-
sulfametaksazol ve siprofloksasine karsi ¢oklu direng gelismistir (Erol,
2007). Bu durum dnemli halk saghg: sorunu olusturdugundan ingiltere
ve ABD’de kanatli hayvan yemlerine klortetrasiklin, penisilin ve
oksitetrasiklin gibi antibiyotiklerin 100 ppm.’den fazla katilmamasi
kararlastiriimigtir. Bu Ulkelerde antibiyotikler iki gruba ayriimakta,
yeme Kkatilacak antibiyotiklerin higbir sagdaltim glicli olmamasi ve
sagaltimda kullanilacak ilaclarin etkisini degistirmemesi
gerekmektedir. Sagaltimda etkili olan ilaclar ise yalniz sagaltim igin
kullaniimaktadir (McKay, 1973). AB ise 1999 yilindan itibaren
antibiyotiklerin kanath hayvan yemlerine katilmasina iliskin genis
kapsamli bir yasaklama getirmig, Turkiye’de bu uygulamayi kabul
etmigtir (Erol, 2007).



Antibiyotige direncli Salmonella ve diger zoonotik bakteriyel
patojenler; kontamine yemlere ve yem katki maddelerine maruz kalan
hayvanlardan insanlara da bulasabilir. Bulagsan Salmonella etkenlerinin
insan, memeli hayvan ve kanatlilarda hastalik yapma O0zelliklerinin
yani sira; bu etkenlere, bulunduklari bagirsak kanalindaki diger
bakterilerden temas suretiyle antibiyotiklere kargi diren¢ &6zelliginin
gecmesi de son yillarda hem hayvan sagligi hem de insan saglgi
yéninden dnemli bir bulgu olarak dikkatleri gekmektedir (Smith, 1974).

insan saghgi igin 6nemli olan tavuklarda goklu antibiyotik direngli
Salmonella varlidi; insan, hayvansal gidalar ve diger yemek
dranlerinde molekller ve epidemiyolojik ¢alismalari zorunlu kilmigtir.

(Bayleyegn ve ark., 2003).

Salmonella tirlerindeki direnglilik, antibiyotiklerin hem veteriner
hekimlik hem de halk saghgdi alanindaki yaygin kullanimi nedeniyle
kiresel bir problem haline gelmig, hayvansal gida UGretiminde
antibiyotik ajanlarin kullanimiyla baglantih olarak, salmonellozise
yakalanan insanlardan, artan oranlarda tek veya coklu antibiyotik
direncli Salmonella tirlerinin izole edilmesine sebep olmustur (Tauxe,
1991; D’Aoust ve ark., 1992; Glynn ve ark., 1998; Wegner ve ark.,
1999; Van Duijkeren ve Houwers, 2000).

Son zamanlarda, Salmonella infeksiyonu teshis edilen ticari
isletmelerde mevcut ve etkinligi bilinen ilaglarla sonuglar alinamadigi
bildirilmektedir. Bunun nedenleri birka¢ yénli olabilir. Japonya’da 1959
yilinda vyapilan arastirmalar, bagirsak kanalinda yer alan kimi
bakterilerdeki ilaglara karsi direng 6zelliginin, ilaglara duyarh
Salmonella etkenlerine gegtikleri ve bdylece kazanilan direng ile
Salmonella etkenlerine karsi belli ilaglarin etkisiz kaldiklarini ortaya
koymustur (Minbay, 1975). Bu olasiik da g6z &nunde tutularak

yapilmasi gereken uygulama, laboratuvar muayeneleri ile etkenlerin



izole edilmeleri ve antibiyogram testleri ile en etkin ilaclarin
saptanmasidir. Diger taraftan ilagla sadaltimda g6z dninde tutulmasi
gereken diger bir husus da kanatl hayvan yetigtiriciliginde gereginden
fazla yerli yersiz antibiyotik kullaniimasidir (McKay, 1973). Tavuklar
dahil diger kasaplik hayvanlara igme sulari veya yemleri yoluyla
verilen bu antibiyotikler; tedavi icin, koruyucu olarak ve bliylmeye
destek amaciyla kullanilir. Direngli turlerin hizla ¢gogalmasinin neden
oldugu riskin artmasi, insan saglidi icin ciddi sonuclar dogurabilir (Van

Duijkeren ve Houwers, 2000).

Veteriner hekimlikte, antibiyotiklere direngli Salmonella ve diger
patojen bakterilerin dagilimi ve siddeti Gzerine yapilan c¢alismalar
cogunlukla su nedenleri géstermistir.

1. Gelisen ybnetim  sistemleri ve denetimin tam  olarak
uygulanamamasi,

2. Gida Uretiminde antibiyotiklerin serbestge kullanimi ve ilaglara
direncli patojenlerin varhigi,

3. Tuketici sagligina ydnelik tehditlerin artmasi,

4. Uluslararasi gida ve gida drunleri ticaretinin artmasi (D’Aoust,
1994; Poppe ve ark., 1995).

Tavuklarda g¢oklu direngli Salmonella etkenlerine gegmeden dnce
direnglilik, antibiyotik direncliligi ve aktarimi ile diren¢ mekanizmalari
konusunda kisa bir bilgi vermek faydali olacaktir.

1.3. Antibiyotik Direncliligi

Bakterilerde antibiyotik direnci klinik olarak, rutin kullanim dozlarinda

etkili oldugu bilinen bir antibiyotik ile o bakterinin etken oldugu
infeksiyon hastaliginin tedavi edilememesi seklinde ifade edilebilir



(Akahin, 1994). Tipta antibiyotiklerin genis c¢apta kullaniimaya
baslamasindan sonra ortaya ¢iktigr ddsidnulen antibiyotik direng
genlerinin nereden geldigi konusunda gunumuzde degisik dngoruler
bulunmaktadir. Bir gbrise go6re direng genleri, ilk dnce antibiyotik
Ureten bakteri tirlerinde bir korunma mekanizmasi olarak gelismistir.
Bu tdrlerde direng genleri antibiyotik Gretim genleri ile ayni kiimede
bulunur. Bir diger olasilik da antibiyotik diren¢g genlerinin
mikroorganizmada bulunan normal genlerden gelismis olabilmesidir
ancak bakterilerde spontan mutasyona bagli antibiyotik direnci gelisme
olasihi§ cok duslktir (10°-10"°) (Salyers ve Whitt, 1994).
Laboratuvar veya molekiler dizeyde ise antibiyotik direnci intrinsik ve
kazanilmig direng¢ olarak iki kisimda tanimlanabilir (Baron, 1991).

1.3.1. intrinsik Direng

Hemen hemen bidtin Gram negatif bakteriler vankomisine;
enterokoklar da  sefalosporine direnclidir. Bunun nedeni
mikroorganizmalarin dogal yapisi nedeniyle, bu Dbakterilerde

antibiyotiklerin etkili olabilecek hedeflerinin olmamasidir.

1.3.2. Kazanilmig Direng

Ya kromozom, transpozon veya plazmid DNA’sindaki mutasyonlarla,
ya da diren¢g geni tasiyan DNA dizilerinin bagka bakterilerden
transformasyon, transdiksiyon veya konjugasyon yoluyla alinmasi
sonucu ortaya ¢ikan direngtir.
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1.3.2.1. Mutasyon

DNA'’daki gen yapisini olusturan nukleotid giftlerinin siralanmasinda ya
da yapisinda olusan ve bu nedenle kodlanan proteinin yapisini ve
dolayisi ile fonksiyonunu degdistirici nitelikteki degisikliklere mutasyon
adi verilir (Tinger ve ark., 2002). Mutasyonlar sonucunda gesitli ilag,
dezenfektan, antibiyotik, kemoterapdtik, inhibitérler, ultraviyole i1ginlari,
fajlar, v.s. etkenlere karsi direnglilik gbésteren mutantlar olusabilir
(Arda, 2000).

1.3.2.2. Bakteriler Arasinda Genetik Madde Aktarimi

Bakterilerde genetik materyalin tUmU olmasa da, belli bir b6lumU bir
bakteriden bagka bir bakteriye cesitli yollarla aktarilabilir ve bu
aktarmalar sonucu bakterilerde 6nemli genetik gesitlilikler ortaya ¢ikar.
Bakteriler arasinda genetik madde aktariminda U¢ temel mekanizma

rol oynar (Baron, 1991).

1.3.2.2.1. Transformasyon

Ortamda herhangi bir araci (baska bir bakteri ya da bakteriyofaj)
bulunmaksizin verici bakteri tarafindan ortama birakilmis olan serbest
DNA parcasinin alict bakteri tarafindan alinarak kendi genetik
elemanlari ile rekombine edilmesidir (Ttnger ve ark., 2002). Baska bir
deyigle; bir mikroorganizma, kendisine DNA kompozisyonu yénlinden
cok yakin olan, diger bir mikroorganizmaya ait genetik materyal (DNA
segmentleri) iceren bir ortamda Uretilirse; belli bir sire sonra, bu sivi
ortamdan kati besiyerine ekimler yapilirsa bazi kolonilerin degigik
morfolojide oldugu ve bunlarin genetik materyali veren 6lU

mikroorganizmanin orijinal kolonilerine benzedigi goralar.
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Transformasyonla, verici bakterilere bazi 06zel karakterler
aktarilabilmistir. Bunlar arasinda laktoz ve galaktoz pozitif genler,
antibakteriyal maddelere karsi direnglilik, virtlens, v.s. sayilabilir. Bu
faktorler alicinin DNA’si ile birlestikten sonra, transkripte olarak
mRNA’ya aktarilir ve buradan da transle edilerek, hicrede yeni
karakterlerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Enterobakteriler arasinda
transformasyon pek basarili olmamakla beraber, son yillarda ylksek
kalsiyum iyonlart konsantrasyonlarinda Escherichia colide de

transformasyon saptanmis oldugu bildirilmektedir (Arda, 2000).

1.3.2.2.2. Transdiiksiyon

Genetik materyalin verici bir bakteriden alici bir bakteriye fajlar
araciligiyla nakledilmesine transdiksiyon adi verilir. Transduksiyon
suretiyle gen aktarilma olayina Gram negatif (Salmonella, E. coli,
Shigella, Proteus, Vibrio, P. aeruginosa, v.s.) ve Gram pozitif
(stafilokok ve basiller) mikroorganizmalarda rastlaniimistir (Arda,
2000).

1.3.2.2.3. Konjugasyon

Konjugasyon, verici hicrenin alici hicre ile fiziksel iligskisi sonucu
genetik madde aktariminin gercgeklestigi bir gen aktarim ydntemidir
(Provence ve Curtiss, 1994; Salyers ve Whitt, 1994). iki hiicre
arasinda konjugasyonun gerceklesebilmesi i¢in, hicrelerin birbirleriyle
temas etmesi gerekir. Temas genellikle hicre iginde bulunan seks
faktorlerindeki 6zel genler tarafindan sentezlenen seks pilus’lari ile
olur. Bunlar, diger normal piluslardan (fimbria) daha uzun ve kalindir.
Ortalari bos oldugundan bir boru veya gecis képrisu gorevi yaparlar.
Genetik materyal buradan gecerek aliciya aktarilir. Normal piluslarin

gen aktarmasinda rolleri yoktur (Arda, 2000).
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Konjugasyonda bir diger yol ise direkt temastir. Bu yolda iki
bakterinin membranlari birleserek birlesme noktasinda bir por
olusturur ve bu por araciligi ile DNA aktarimi gercgeklesir.
Konjugasyonda alici kitlesi ¢ok genis olup farkh tdrler ve cinsler

arasinda gerceklesebilir (Salyers ve Whitt, 1994).

Konjugatif transpozonlar ve plazmidler olarak bilinen kromozomal

elementlerden olugan iki tip konjugatif yapi bulunmaktadir.

1.3.2.2.3.1. Konjugatif Transpozonlar

Konjugatif transpozonlar, bir bakterinin kromozomundan plazmidine
veya plazmidinden kromozomuna veya baska bakterinin kromozom ya
da plazmidlerine yer degistirebilen genetik elemanlardir. Plazmid ve
bakteriyofajlara benzer 6zellikler gbésterirler. Plazmidlerden farki, kendi
kendilerine replike olamamalaridir (Tunger ve ark., 2002). Bu yapilar
Gram pozitif bakteriler ile Bacteroides tirlerinde bulunur ve degisik
bakteri gruplari arasinda antibiyotik direng genlerinin yayilmasina
neden olur. Konjugatif transpozonlar, bakteriyel DNA’dan ayrilip
kovalent olarak baglanarak gembersel bir ara form olustururlar. Bu ara
form ayni hicrede bir bagska bdlgeye ya da baska bir hiicreye aktarilip
alict hdcrenin genom veya plazmidlerine baglanabilir (Provence ve
Curtiss, 1994; Salyers ve ark., 1995).

1.3.2.2.3.2. Plazmidler

Bakterileri antimikrobiyel maddelere kargi direngli hale getiren genler,
bakterilerin kromozomlari Uzerinde bulunabilecedi gibi, plazmid adi
verilen ki¢ik DNA segmentleri Gzerinde de tasinirlar (O’Brien ve ark.,

1993). Plazmid terimi ilk olarak Lederberg tarafindan tim
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ekstrakromozomal kalitimsal elemanlarin tanimlanmasi amaciyla
kullaniimistir. Bu gin bu terim kromozomdan bagimsiz olarak replike
olan ekstrakromozomal DNA ile sinirlanmistir (Crosa ve ark., 1994).
Plazmidler kovalent baglar ile baglanmis c¢embersel, ¢ift iplikli
ekstrakromozomal DNA molekdlleri olup dogal ortam ve kosullarda
bakterinin canliidi igin gerekli olmayan g¢esitli etkinlikleri kodlayan
yapilardir (Threlfall ve Frost, 1990; Provence ve Curtiss, 1994; Salyers
ve Whitt, 1994).

Bakterilerde en sik gorulen antibiyotik direnci plazmid kaynaklidir.
R (direng) plazmidleri Gzerinde bakterilerin antibiyotik direncini kontrol
eden genler bulunur ve bu plazmidler baska bakterilere de aktarilarak
direncin yayillmasina neden olur (Tinger ve ark., 2002). Direng
genlerinin plazmidler Uzerinde bulunmasi ve bunlarin aktarilabilme
yeteneginde olmalari, diren¢ genlerinin bakteri populasyonlari
arasinda yayllmasinda plazmidlerin temel vektdér olduklarini
gbstermistir (O’'Brien ve ark.,1993). Enterobacteriaceae familyasindaki
bakterilerde bulunan plazmidler; ila¢ direnci, hemolizin, enterotoksin
ve kolisin Uretimi, agir metallere tolerans, ultraviyole i1sinlara karsi
direng, karbonhidrat fermantasyonu ve H,S Uretimi gibi ¢esitli genetik

Ozelliklerin aktarimi ile iligkilidir (Anderson ve Threlfall, 1974).

Plazmidler ¢oklu ilag genlerini 2 yoldan kazanirlar.

1. Ard arda transpozon insersiyonu yolu ile coklu ila¢ direnci
gbsteren plazmidler olusturmak (Bu yol birgok plazmid tarafindan

kullaniimaz).

2. integron adi verilen ve transpozonlar gibi DNA’ya sokulabilen
linear DNA segmentlerinin alimi ile ¢oklu ila¢g direng genlerinin

kazanilmasi.
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integronlar transpozonlardan farkl olarak yalniz bir tek noktaya
integre olur ve transpozaz kodlamaz. integraz enzimleri, integre
olduklari plazmidler tarafindan kodlanir. Bircok integron, promotoru
olmayan antibiyotik diren¢ genleri tasir ve plazmidlere, yone 6zgul bir
bicimde integre olur. Bir plazmid Uzerinde bir¢ok direng geni arka
arkaya yer alabilir (Salyers ve Whitt, 1994).

1.4. Bakterilerin Antibiyotiklere Karsi Diren¢c Mekanizmalari

Yukaridaki yollardan herhangi biri ile kodlanan; bakterilerin Gremelerini
baskilayan veya onlari éldtiren disik molekldl agirhkh bilesikler olan
antibiyotiklere kargi  bakterilerde c¢esitli diren¢ mekanizmalari
gelismistir (Trias ve Nikado,1990; Oppezzo ve ark., 1991; Kamili,
1993; Dalhoff, 1994; Garau, 1994; Rydberg ve ark., 1994; Salyers ve
Whitt, 1994; Dib ve ark., 1995; Nordmann, 1996).

1.4.1. Gram Negatif Bakterilerde Dis Zara (Membran) Bagli Direng

Beta laktam antibiyotiklerin hedef bdlgeleri sitoplazmik zarin dis
ylzeyinde, diger bircok antibiyotigin hedefleri ise hicre igcerisinde yer
alir. Bu nedenle Gram negatif bakterilerde tim antibiyotikler hedef
bolgelerine ulasabilmek i¢cin dis membran bariyerini gegmek
zorundadir. Dis zardan gecis porlar araciligiyla olmaktadir.
Antibiyotiklerin porlardan diffize olma gerekleri ttm Gram negatif
bakterilere minér bir direnc vermekte (5-10 kat) ve porlarda
olusabilecek mutasyonlar bu diren¢ oranini arttirabilmektedir. Dis zar
porlarindan bir kismi 6zgal, bir kismi ise 6zgul olmayan porlardir.
Ozgil olmayan porlarda mutasyonlar birden fazla antibiyotik tipine
direnc saglayabilir (Trias ve Nikado,1990; Oppezzo ve ark., 1991;
Salyers ve Whitt, 1994; Dib ve ark., 1995;).
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1.4.2. Antibiyotiklerin Enzimatik Etkinsizlestirilmesi (inaktivasyon)

Ozellikle Gram negatif bakterilerde beta laktam antibiyotiklere karsi
6nemli bir direng mekanizmasi beta laktamazlardir (Kamili, 1993;
Salyers ve Whitt, 1994; Nordmann, 1996). Bazi mikroorganizmalarda
(Staphylococcus aureus, E. coli, Salmonella spp., Shigella spp., v.s.)
bulunan R-plazmidlerinin kodladigi beta laktamaz (penisilinaz) enzimi;
penisilin, sefalosporin, ampisilin, kloksasilin v.s. gibi antibiyotiklerin
yapisinda bulunan beta laktam halkasindaki C-N bagini hidrolize
ederek antibiyotikleri inaktive eder (Arda, 2000). Beta laktamazlar
Gram negatif bakterilerde periplazmik arahiga; Gram pozitif
bakterilerde ise ekstraselliler ortama salgilanir. Dis zar porlari
antibiyotik gecisini kisitladigindan ve beta laktamazlar periplazmik
araliga salindigindan Gram negatif bakterilerde diren¢ Gram pozitif

bakterilere gére daha dustk bir enzim dlizeyi ile elde edilebilir.

Aminoglikozitlere karsi direncin en 6énemli mekanizmasi
antibiyotigin enzimatik inaktivasyonudur. Aminoglikozid modifiye edici
enzimler, antibiyotigi fosforil, adenil veya asetril gruplari gibi bir grup
eklenmesi ile inaktive eder. Bu enzimler Gram negatif bakterilerde
sitoplazmik zarin dis tarafinda yer alir. Bu nedenle modifiye olmus
antibiyotiklerin hem sitoplazmik zardan gecislerinde hem de protein
sentezini inhibe etme glclerinde bir azalma meydana gelir. Son
zamanlarda tetrasiklini aerob kosullarda inaktive eden bir enzim
saptanmigssa da bu enzimin klinik ag¢idan ve tetrasiklinin total
direncinde pek énemli bir roli olmadidr anlasiimistir (Salyers ve Whitt,
1994).
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1.4.3. Antibiyotiklerin Aktif Digari Atilimi

Disari atilim tipi direng, ilk olarak tetrasiklinde g&zlenmistir.
Tetrasiklinin enerjiye baglh olarak bakteri disina atilimini bir
sitoplazmik membran proteini katalize eder. Bu proteini kodlayan
genler hem Gram negatif (tet A — tet G) hem de Gram pozitif
bakterilerde (tet K — tet L) bulunur. Staphylococcus tirlerinde makrolid
antibiyotikler igin bu tip direng varligi saptanmistir. Flurokinolonlar igin
de dusuk etkinlikte olan bir diger atilim sistemi bulunmustur (Salyers
ve Whitt, 1994).

1.4.4. Antibiyotiklerin Hedef Bolgelerinin Modifikasyonu

Beta laktam antibiyotiklere karsi direngte rol alan bir diger direng
mekanizmasi, antibiyotigin hedef bdlgesi olan penisilin baglayan
proteinlerin (PBP) 6zgul baglanma bdlgelerinin degistiriimesidir. Bu tip
diren¢ genelde Gram pozitif bakteriler arasinda yaygindir. Metisilin
direncini veren “mec” geni bu tip diren¢ genleri arasinda en iyi
tanimlanan gendir. Ayrica glikopeptid, tetrasiklin, makrolid, linkosamid,
kinolon, rifampisin, trimetoprim ve sulfanamidlere karsi da bu tip direng
saptanmistir (Dalhoff, 1994; Rydberg ve ark., 1994; Salyers ve Whitt,
1994).

1.5. Salmonella Kékenlerinin Antibiyotik Diren¢c Durumliari

Salmonella’larda kemoterapotiklere kargi direng oldukga geg
zamanlarda ortaya c¢ikmistir. Salmonella’larda 1960 yilina kadar
kloramfenikol, tetrasiklinler, kanamisin, ampisilin, streptomisin ve
sulfanomitlere karsi bir diren¢ g6rtilmezken, 1960’lardan buglne kadar

basta tetrasiklinler olmak (zere, ampisilin, streptomisin ve
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sulfonamitlere karsi gittikgce artan bir diren¢ gelismistir (Gyles ve
Thoen, 1986; Arda ve ark., 1992; Bilgehan, 1992). Ancak yine de
kemoterapotikler arasinda, Salmonella tirlerine en etkili olanlari;
kloramfenikol, tetrasiklinler, ampisillin ve gentamisindir (Bilgehan,
1992).

S. Typhi kékenleri 1970’li yillara dek basta kloramfenikol olmak
Uzere tim antibiyotiklere karsi duyarl idi. Kloramfenikol direngli S.
Typhi kokenleri tarafindan 1972 yilinda olusturulan genis c¢apl bir
epidemiden sonra bu direncli k6kenler daha ¢ok Hindistan, Meksika,
Tayland ve Vietnam olmak Uzere bir ¢ok Ulkede bulunmustur (Sanders,
1989; Threlfall ve Frost, 1990; Le Minor, 1992; Kapil ve ark., 1994;
Rathish ve ark., 1994).

S. Typhimurium igin ilk trimetoprim direnci 1973'te gérulmis ve
ardindan insan kaynakli kdkenlerin % 7’sinde bildirilmistir. S. Typhi
kokenlerinde 1980 yilina dek trimetoprim direnci saptanmamigtir
(Elwell ve Fling, 1989 ). Gecen 20 yil iginde antibiyotik direnci ve ¢oklu
ilag direnci Salmonella tirlerinde blytk 6lcide artmistir (Threlfall ve
Frost, 1990; Ling ve ark., 1991; Le Minor, 1992; Rao ve ark., 1992;
Lee ve ark., 1993; Wu ve Tang, 1993). Giney Amerika, Ortadogu ve
Giney Asya Uulkelerinin bircogundan tifoidal olmayan Salmonella’larda
direnc olgulari bildirilmistir (Sanders, 1989; Ling ve ark., 1991;
Maiorini ve ark., 1993; Wattal ve ark., 1994). Agresif ¢oklu ilag direnci
gbsteren Salmonella koOkenleri bir ¢ok Uulkede buyuk bir sorun
olmaktadir (Gericke ve ark., 1988; Cisse ve ark., 1993; Maiorini ve
ark., 1993; Philippon ve ark., 1994; Secmeer ve ark., 1995; Rathore ve
ark., 1996). Salmonella kbkenlerinde antibiyotik direnci yaygin olarak
plazmidlerin kontrold altindadir (Filetici ve ark., 1988; Threlfall ve
Frost, 1990; Karmaker ve ark., 1991; Ling ve ark., 1991; Ben Hassen
ve ark., 1994). Plazmidler, insan veya veteriner hekimliginde ve besi

hayvanlarinin yemlerinde yaygin olarak kullanilan antibiyotik
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baskisinin bir sonucu olarak kazanilmistir. Diren¢ plazmidleri direng
genlerini  sirasiyla, ayni kOkendeki diger plazmidler ya da
kromozomdan veya konak organizmanin barindirdigr diger bakteri
kdkenlerinin tasidigr plazmidlerden kazanir. Direng ayrica segici
antibiyotik baskisina karsi verilen bir yanit olarak kromozomal bir
genin spontan mutasyonu sonucunda da gelisebilir (Threlfall ve Frost,
1990; Le Minor, 1992; Threlfall ve ark., 1993; Dib ve ark., 1995).

1.6. Tavuklardan izole Edilen Salmonella’larin Antibiyotik
Direncliligi

Antibiyotikler, kanatli hayvanlarin Salmonella’lardan ileri gelen tavuk
tifosu, pullorum ve paratifo infeksiyonlarinda koruyucu amagla yaygin
olarak kullaniimaktadir. Bunun sonucu olarak klinik veya gizli infekte
hayvanlarin bagirsak ve diger dokularinda bulunan Salmonella
tirlerinde antibiyotiklere karsi diren¢c gelismektedir (Aksakal, 2003).
Antibiyotiklere kargi olugsan bu direncin baslica nedeni olarak
antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi ve yemlere koruyucu amagla fazla
miktarda katilmalari g&ésterilmektedir (Poppe ve ark., 1995; Sanl,
1998; Barrow, 2000; Chang, 2000).

Salmonella’larin antibiyotiklere kargsi duyarhliklarini belirlemek
amaciyla yapilmisg birgok arastirma bulunmaktadir (Boynukara ve
Aydin, 1990; Ang-Kigulker ve ark., 1995; Orhan ve Guler, 1993; Poppe
ve ark., 1993; Arda ve ark., 1994; Nair ve ark., 1995; izglr, 1997;
Barrow, 2000). Bu c¢alismada, elde edilen Salmonella izolatlarinin
dogrulanmasi ile antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi ve plazmide

bagh direng faktérinin arastirilmasi amacglanmigtir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. GEREG

2.1.1. Salmonella izolatlari

Bu calismada kanath hayvanlarin gesitli klinik 6rneklerinden izole
edilen S. Enteritidis, S. Gallinarum, S. Pullorum, ve S. Typhimurium
serotipleri ile insan kaynakh S. Typhi serotipi kullanildi. Serotipler,
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali ve Refik Saydam Il
Hifzissihha Enstitisi’'ne ait kdltir kolleksiyonlarindan temin edildi
(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1: Galismada kullanilan Salmonella serotiplerinin sayisi, temin yeri ve galismada

kullanilan isimleri.

Temin edilen kurum Serotip Say! |Caligma ismi

S. Enteritidis 1 SE

Ankara Universitesi Veteriner
FakUltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dall S.Typhimurium 3 ST1, ST2, ST I
Kaltar Kolleksiyonu

S. Gallinarum 4 SGO0, SG1,SG2,

SG3
Refik Saydam Hifzissihha Enstitiisi S. Typhi * 1 RSKK
Klltar Koleksiyonu
S. Pullorum 1 SP
Ankara Universitesi Veteriner
S.Typhimurium 1 ATCC

Fakdiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi

Anabilim Dali Kultir Koleksiyonu

* insan kaynakhdir. Galigmaya antibiyotik direngliliginin sadece kanath kaynakli
Salmonella’larda degil, insan kaynakli Salmonella’larda da olabilecegini
belirleyebilmek amaciyla konulmustur.
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2.1.2, Kullanilan Besi yerleri

Bu calismada kullanilacak Salmonella izolatlarinin dogrulanmasi ve
safliklarinin kontroll igin, Tryptone Soy Broth (Oxoid, CM0129), koloni
morfolojisini gérmek ve Gram boyama yapmak amaciyla BPLS Agar
(Oxoid, CM0263), biyokimyasal testler icin Triple Sugar Iron Agar (TSI
Agar, Oxoid, CM0277), Lysine Iron Agar (LIA, Oxoid, CMO0381),
serolojik test icin polivalan Salmonella antiserumu (Denka Seiken,
087011) ve antibiyotik duyarlliklarini saptamak amaciyla da, Mueller-
Hinton Agar (Oxoid, CM0337) kullanildi.

Calismada kullanilan besiyerleri, 4’nct Kolordu A tipi Gida Kontrol
Mufreze Komutanhgi’na ait Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
prospektuslarina uygun olarak hazirlandi.

2.1.3. Hizhh Test Kiti

Antibiyotik direncliligi yéninden test edilecek Salmonella izolatlarinin,
dogrulanmasi ve safliklarinin kontroli hem kati besi yerlerinde hem de
hizli  Salmonella Latex Aglitinasyon Test (Oxoid, FTO0203A) Kiti
kullanilarak yapildi.

Calismada kullanilan tim besiyerleri ile Salmonella Latex
Aglitinasyon Test kiti 4’nci Kolordu A tipi Gida Kontrol Mifreze
Komutanhgi tarafindan saglandi.
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2.2. YONTEM

2.2.1. Test Edilecek Salmonella izolatlarinin Dogrulanmasi

Antibiyotik direncliligi yoninden test edilecek, degisik kaynaklardan
temin edilen izolatlarin dogrulugunu tespit etmek amaciyla, her bir
serotipten 6nce TSB’a inokulasyon yapilarak, aerobik sartlarda 37
°C’de 24 saat inkubasyona birakildi.

inkubasyon sonrasi TSB’'ta lreyen izolatlarin  buyyon
kaltdrlerinden 1-2 6ze dolusu BPLS agara ekim yapilarak, aerobik
sartlarda 37°C’de 24 saat inkubasyona birakildi. inkubasyon sonunda,
besi yerinde Ureyen pembe renkte ve seffaf Salmonella stpheli
kolonilerden, biyokimyasal testler icin yatik olarak hazirlanmis TSIA ve
LIA’a 6ze ile ekim yapildi ve aerobik kosullarda 37°C’de 24 saat
sireyle inkubasyona birakildi. inkiilbasyon sonrasi tliplerdeki renk
degigiklikleri degerlendirildi ve biyokimyasal reaksiyonlari pozitif veya
supheli olan izolatlardan bir 6ze dolusu alinarak, lamda polivalan
Salmonella antiserumu ile serolojik test yapildi. Ayni zamanda
izolatlarin morfolojik ydnden muayenesi igin, serolojik testi pozitif olan
izolatlardan bir 6ze dolusu alinarak Gram boyama vyapildi. Gram
boyamada izolatlar pembe renkte ve comak morfolojisinde géruldl
(Baumgart, 1986).

2.2.2. Salmonella Latex Aglitinasyon Test Kiti

Test edilecek Salmonella izolatlarinin kati besi yerlerinde
dogrulanmasi ve saflik kontrollerini takiben, ayni izolatlar Salmonella
Latex Agllatinasyon Test kitiyle de teyit edildi. Bu amacla test kiti icinde
bulunan 1 adet Test Latex ve 1 adet Kontrol Latex oda sicakligina
getirilerek kuvvetlice galkalandi.



Reaksiyon kartindaki gbézlerden birine bir damla kontrol stspansiyonu,
digerine ise yine bir damla test stispansiyonu kondu. Uzerlerine steril bir 6ze
yardimiyla BPLS Agar’da saf olarak Uretilen kolonilerden konularak, 2 dakika
boyunca yuvarlak uclu 6ze yardimiyla karistirildi. Siire sonunda kontrol
sUspansiyonu damlatilan gézde aglitinasyon olmamasi; buna karsilik test
slspansiyonu damlatilan gbzde aglitinasyon gbézlenmesi Salmonella spp.
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pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 2.1).

Bir damla
kontrol latex

+
Siipheli koloni []:>

Bir damla test

latex +
Stipheli koloni ll:>

)

() K
sonug
 —
T

2 dakika dairesel
hareket sonucunda
aglutinasyon olusumu

Sekil 2.1: Salmonella Latex Test asamalari

2.2.3. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Cizelge 2.1’de sunulan kurumlardan temin edilen ve yukarida yapilan
testler neticesinde safliklari kesinlestirilen 4’0 S. Gallinarum, 4’G S.
Typhimurium, 1’i S. Pullorum, 1’i S. Enteritidis ve 1’i de S. Typhi olmak
tzere toplam 11 Salmonella susunun antibiyotik duyarlilik testleri
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Kirby-Bauer disk Diffizyon yéntemine gére yapildi (Ugur, 1992; Mehr,
1997; Yilmaz, 2001; Aksakal, 2003).

Prospektisine uygun olarak hazirlanan Mueller-Hinton besiyeri
10 cm capindaki petrilere 4 mm kalinhginda olacak sekilde
doékildikten sonra donmaya birakildi. Test edilecek her bir Salmonella
susunun TSB’ ta Ureyen kiltirinden 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. Antibiyotik disklerini yerlestirmeden &nce, besiyerleri ekim
hattinin  kurumasi igin birkag dakika bekletildi. Daha sonra bir
dispenser yardimiyla Polimiksin B (300 IU) (Oxoid, CT 044 B),
Basitrasin (10 IU) (Oxoid, CT 005 B), Enrofloksasin (5 pug) (Oxoid, CT
639 B), Penisilin G (10 IU) (Oxoid, CT 043 B), Furazolidon (50 ug)
(Oxoid, CT 022 B), Metisilin (5 pg) (Oxoid, CT 029 B),
Amoksisilin/Klavulanik asit (30 pg) (Oxoid, CT 223 B), Ampisilin (10
ug) (Oxoid, CT 003 B), Silfametoksazol (25 pg) (Oxoid, CT 051 B),
Tetrasiklin (10 pg) (Oxoid, CT 053 B), Sulfametoksazol/Trimetoprim
(25 pg) (Oxoid, CT 052 B), Linkomisin (10 pg) (Oxoid, CT 123 B),
Eritromisin (15 pg) (Oxoid, CT 020 B), Meropenem (10 pg) (Oxoid, CT
774 B), Novobiosin (5 pg) (Oxoid, CT 037 B), Gentamisin (10 ug)
(Oxoid, CT 024 B), Oksitetrasiklin (30 pg) (Oxoid, CT 041 B) ve
Vankomisin (30 pg) (Oxoid, CT 058 B) diskleri her bir petriye 9 adet ve
aralarinda da en az 2-3 cm olacak sekilde esit olarak dagitildi.

Besiyerleri 37 °C’de 24 saat inkube edildikten sonra disklerin
etrafinda olusan zonlarin ¢aplari bir kumpas yardimiyla él¢uldi (Sekil
2.2). Olgilen degerler bitiin antibiyotikleri kapsayacak sekilde
duzenlenen ve test edilen bakteri izolat grubunun antibiyotik diskinin
cevresinde olusturdugu zon caplarina karsilik etsuyu mikrodilusyon
MIC’lerinin dagihm grafigine g6re degerlendirildi (Sekil 2.3) (Tenover
ve Rasheed, 2003).
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Sekil 2.2: Kirby-Bauer disk diflizyon y&ntemi ile antibiyotik disklerinin
etrafindaki zon olusumu.

Orta
duyarl

Chuyarh s

I
18 18 20 22 24 26 28 30

1
32 34

Zon Capi (mm)

Sekil 2.3: Antibiyotik ajanlara karsi test edilen bakteri izolat grubunun gevresinde olugan zon
caplarina karsilik etsuyu mikrodilusyon MIC’lerinin dagilim grafigi.
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2.2.4. Is1 ile Plazmid Eliminasyonu

Plazmid eliminasyonunda kimyasal ve fiziksel yontemleri
karsilastiran cesitli arastiricilar, kimyasal maddelerle kiyaslandiginda
yiksek 1sida inkubasyon ydnteminin plazmid eliminasyonunda c¢ok
daha gecerli ve kullanigh oldugunu bildirmislerdir (Poppe ve Gyles,
1988; Anjanappa ve ark., 1993).

Bu sebeple, coklu diren¢g geni — plazmid iligkisini arastirmak
amaclyla Kirby-Bauer disk difizyon ydntemi tekrar edildi ancak bu
sefer petriler 37 °C'de, 24 saat degil; dogal olarak antibiyotik
direncliligini kodlayan plazmidlerin elimine edilebilmesi amaciyla 42,5
°C’de 50 gun streyle inkube edildi. 50 glnlik inkubasyon siresince
suslarin hergin TSB’a pasajlari yapildi. Son pasajlama Mueller-Hinton
Agar’a yapildi ve antibiyotik diskleri yerlestirilerek 37 °C‘de, 24 saat
inkube edildi. inkubasyon sonunda olusan zonlar kumpas yardimiyla
Olcllerek kaydedildi (Cizelge 3.3) (Esendal ve ark., 1998).



26

3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Cizelge 2.1’de verilen kaynaklardan alinan dérnekler laboratuvarda ilk
6nce TSB’a ekilerek suglarin aktivasyonu yapildi. Kilttrlerin 37°C‘de
24 saat inkubasyonundan sonra alinan suglarin tiplerde homojen bir

bulaniklik olusturdugu goéralda.

Daha sonra bulaniklik yaparak (reyen kolonilerden, 1-2 6ze
dolusu alinarak BPLS Agar’a ekildi ve yine 37°C‘de 24 saat
inkubasyona birakildi. inkubasyon sonucunda besiyerinin renginin
kirmiziya déndugu ve pembe renkte, oval, seffaf kolonilerin olustugu
g6rildi. Ureyen bu kolonilerden yapilan Gram boyama neticesinde ise

pembe renkli comak sekilli Salmonella’lar géraldi.

BPLS agarda Ureyen pembe renkte, oval ve seffaf kolonilerden
igne uglu 6ze yardimiyla izolat alinip, ayri ayri TSIA’a ve LIA’a
ekilerek, 37°C‘de 24 saat inkube edildi. inkubasyon sonunda TSIA
tiplerinin dip kismindan baslayan ve ekim hattini takip ederek orta

kismina kadar devam eden siyahlik H,S varligi olarak degerlendirildi.

Yatik ylzeydeki ve ara hattaki kirmizi renk, laktoz ve sakkarozdan
asit olusturulamadigini; dip kisimda olusan sari renk ise glikozdan asit
olusumunun bir gbstergesi olarak degerlendirildi. S. Enteritidis hari¢
diger suslarin ekildigi tlplerin tabaninda olusan bosluk ise suslarin
glikozu kullanarak gaz uretmesi olarak degerlendirildi. Batun tirlerde
LIA’da olusan mor renk ise lizin dekarboksilasyonunun pozitif
oldugunu gésterdi. S. Enteritidis’in ekildigi tipin dip kismindaki bosluk
ise lizin dekarboksilasyonunda kadaverinle (diamin) birlikte son Grin
olan karbondioksit varligi olarak degerlendirildi. Bunu takiben,



27

biyokimyasal testleri pozitif veya supheli olan izolatlardan bir 6ze
dolusu alinarak, lamda polivalan Salmonella antiserumu ile serolojik
test yapildi. Test sonucu 1-2 dakika igerisinde aglUtinasyonun

olusmasi pozitif olarak degerlendirildi.

3.2. Salmonella Lateks Test Bulgulari

Antijen-antikor reaksiyonuna dayanan bu test neticesinde, incelenen
tdm suslarda “kontrol” goézlerinde aglitinasyon olusmamasi, buna
kargin “test” gb6zlerinde aglitinasyon meydana gelmesi, test edilen

suslarin tamaminin Salmonella oldugunu gésterdi.

3.3. Antibiyotik Duyarlilik Testi Bulgulari

Besiyerine ekim ve antibiyotik disklerinin yerlestirilmesinden sonra
suslar 37 °C’de 24 saat inkubasyona birakildi. inkubasyon sonunda
bazi suglar, duyarli oldugu antibiyotik diskinin ¢cevresinde tUreyemedigi
icin bu alanda bir zon olustu. Olusan bu zonlarin ¢aplar bir kumpas
yardimiyla OlglUlerek kaydedildi. Bazi suslar ise direngli oldugu
antibiyotik disklerinin ¢evresinde Ureyebildigi icin benzer bir zon
olusumu gbézlenmedi (Gizelge 3.1).

Zon caplarinin degerlendirilmesi neticesinde ise, ekimi yapilan
tim suslarda linkomisin (10 pg), novobiosin (5 pg), vankomisin (30
ug), sulfametoksazol (25 ug), basitrasin (10 IU), metisilin (5 pg), ve
eritromisin (15 pg) antibiyotiklerine kargi diren¢ goéruldi. Bu antibiyotik
disklerinin ¢evresinde hicbir zon olusmadi. Kulturlerin 42,5 °C’de 50
gln sdreyle inkubasyonu sonucunda bile olusan bu direng kirtlmadi.
Bu sonug, test edilen Salmonella suslarinda bu antibiyotiklere direncin

plazmidlerle kodlanmadigi seklinde yorumlandi.
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Buna gobre, her bir Salmonella susunun, olusan zon c¢aplarina
gbre antibiyotik duyarlilik durumlari belirlendi. Kiltirlerin 42,5 °C’de
50 gin sireyle inkubasyonundan sonra zon c¢aplarinda olusan
geniglemeler, Salmonella susunun, antibiyotige karsi daha duyarh hale
gelmesi olarak degerlendirildi. Inkiibasyon siresinin uzatiimasi
durumunda ise direngli veya orta duyarli suslarin tamamiyle duyarl
hale gelebilecedi; duyarli suslarin ise duyarliliklarinin daha da
artabilecegi dasunuldad.

Bu sonug¢, zon caplan genisleyen suslardaki antibiyotik
direngliliginin plazmidler vasitasi ile nakledildigi olarak degerlendirildi
(Cizelge 3.2 ve 3.3).
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Cizelge 3.1: Kirby-Bauer Disk Diflizyon yéntemi ile farkl inkubasyon isi ve sirelerinde olusan zon ¢aplari (mm)

INKUBASYON
NO |KAYNAK ISISI VE MY | NV |MEM | VA | PB | TE | CN | RL B |AMC | AMP | OT | MET | E |SXT| FR P | ENR
DERECESI
1 SGo 37 °C -24 Saat | 0 0 25 0 12 | 22 | 21 0 0 21 22 20 0 0 24 | 16 | 16 22
42.5°C-50Guin| O 0 28 0 12 | 22 | 23 0 0 24 22 20 0 0 24 | 21 16 26
5 SG1 37 °C-248Saat | 0 0 21 0 12 | 21 21 0 0 23 20 20 0 0 23 | 18 | 14 24
42.5°C-50G0n| O 0 27 0 12 | 22 | 26 0 0 24 20 23 0 0 23 | 19 | 16 27
3 SG2 37 °C -24 Saat | 0 0 28 0 12 | 22 | 23 0 0 23 22 20 0 0 24 | 18 | 15 26
42.5°C-50Guin| O 0 29 0 12 | 22 | 23 0 0 23 22 20 0 0 24 | 22 | 16 29
4 SG3 37 °C-24Saat | 0 0 26 0 12 | 22 | 21 0 0 24 19 18 0 0 22 | 18 | 16 24
42.5°C-50G0n| O 0 28 0 12 | 22 | 24 0 0 24 22 22 0 0 25 | 19 | 16 26
5 Sp 37 °C-24Saat | O 0 30 0 12 | 22 | 21 0 0 23 24 21 0 0 24 | 16 | 16 22
42.5°C-50Guin| O 0 31 0 13 | 23 | 23 0 0 24 24 21 0 0 26 | 22 | 21 24
6. SE 37 °C-24Saat | 0 0 24 0 14 | 22 | 18 0 0 25 25 24 0 0 25 | 19 | 14 18
42.5°C-50Gin| O 0 30 0 14 | 22 | 18 0 0 25 25 24 0 0 26 | 19 | 16 19
7 RSKK 37 °C-24Saat | O 0 26 0 12 | 283 | 20 0 0 20 24 20 0 0 24 | 19 | 16 22
42.5°C-50Gin| O 0 28 0 13 | 23 | 21 0 0 26 25 21 0 0 26 | 20 | 16 23
8. ATCC 37 °C-248Saat | 0 0 23 0 12 | 20 | 21 0 0 24 22 21 0 0 22 | 19 | 12 16
42.5°C-50Guin| O 0 27 0 12 | 21 | 21 0 0 24 22 21 0 0 27 | 20 | 17 25
9. ST 37 °C-24Saat | O 0 27 0 14 | 283 | 18 0 0 24 24 20 0 0 26 | 20 | 14 18
42.5°C-50Guin| O 0 27 0 14 | 23 | 18 0 0 24 24 20 0 0 26 | 20 | 16 18
10, ST? 37 °C-24Saat | 0 0 26 0 11 20 | 19 0 0 21 21 19 0 0 22 | 15 | 13 24
42.5°C-50Gu0n| O 0 27 0 11 | 20 | 19 0 0 21 21 19 0 0 22 | 15 | 13 24
11, ST 37 °C-24Saat | O 0 26 0 10 | 20 | 21 0 0 22 21 19 0 0 22 | 18 | 14 22
42.5°C-50GUn| O 0 26 0 10 | 20 | 21 0 0 22 21 19 0 0 22 | 19 | 15 26
[ ] Yiksek isi ve uzun siireli inkubasyon sonunda zon ¢api genisleyerek daha duyarli hale gelen suslar.
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Cizelge 3.2: izole edilen tiim Salmonella suslarinin 37 °C’de 24 saat inkubasyon sonunda antibiyotik
duvarhhk / direnclilik test sonuclari

Antibiyotik Direngli sus OrtaSI?JL;yarll Duyarl Sus
Sayi % Sayi % Sayi %

Polimiksin B 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Basitrasin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Enrofloksasin 1 9,09 2 18,19 8 72,72
Penisilin G 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Furazolidon 3 27,28 8 72,72 0 0,00
Metisilin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
ﬁg\‘/’ﬁf;ﬂi'&”a/sit 0 0,00 1 9,09 | 10 | 90,91
Ampisilin 0 0,00 4 36,37 7 63,63
Sulfametoksazol 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Tetrasiklin 0 0,00 3 27,28 8 72,72
?ﬁ:;ir?oe;roi‘r‘:azo' "1 o 0,00 1 9,09 | 10 | 90,91
Linkomisin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Eritromisin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Meropenem 0 0,00 0 0,00 11 100,00
Novobiosin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Gentamisin 10 90,91 1 9,09 0 0,00
Oksitetrasiklin 0 0,00 8 72,72 3 27,28
Vankomisin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
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Cizelge 3.3: izole edilen tiim Salmonella suslarinin 42,5 °C’de 50 giin s(ireyle inkubasyonu sonunda
antibiyotik duyarlilik/direnclilik test sonuclari

Orta Duyarh

Antibiyotik Direncli sus Sus Duyarh Sus
Sayi % Sayi % Sayi %

Polimiksin B 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Basitrasin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Enrofloksasin 0 0,00 2 18,19 9 81,81
Penisilin G 9 81,81 1 9,09 1 9,09
Furazolidon 1 9,09 7 63,63 3 27,28
Metisilin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
pmoksistin o | 000 | o | 000 | 11 | 100,00
Ampisilin 0 0,00 3 27,28 8 72,72
Sulfametoksazol 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Tetrasiklin 0 0,00 1 9,09 10 90,91
?ﬁ:;ae”t”oe;‘r’i‘rfazo' "1 o 0,00 1 9,09 | 10 | 90,91
Linkomisin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Eritromisin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Meropenem 0 0,00 0 0,00 11 100,00
Novobiosin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
Gentamisin 6 54,55 5 45,45 0 0,00
Oksitetrasiklin 0 0,00 5 45,45 6 54,55
Vankomisin 11 100,00 0 0,00 0 0,00
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Salmonella suslarinin, antibiyotikler ¢evresinde olusturdugu zon
caplarini 6lcmek amaciyla 198 adet disk 37 °C’de 24 saat, 198 adet
diskte 42,5 °C’de 50 gun inkube edilmek Uzere toplam 396 disk ekildi.

37 °C’de 24 saat inkubasyondan sonra olusan zonlardan 60 tanesi

42,5 °C’de 50 gln inkubasyon sonunda blylyerek antibiyotige daha

duyarli hale geldi (% 30,30). 77 tanesi antibiyotiklere diren¢ géstererek

her iki inkubasyon isisinda ve slresinde hi¢c zon olusturmadi (%
38,88). Kalan 61 zon alani ise degismeden kaldi (30,82). ikinci
inkubasyondan sonra daralan zon c¢apina rastlanmadi (Sekil 3.1 ve

3.2).

¢ 100%
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ODuyarh
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Sekil 3.1: izole edilen tim Salmonella suslarinin 37 °C’de 24 saat inkubasyon sonunda antibiyotiklere duyarlilik

ve direnclilik oranlari (%)

Not:

1.Polimiksin B
2.Basitrasin
3.Enrofloksasin
4.Penisilin G
5.Furazolidon
6.Metisilin

7.Amoksisilin/Klavulanik asit
8.Ampisilin

9.Sulfametoksazol
10.Tetrasiklin
11.Sllfametoksazol/Trimetoprim

12.Linkomisin

13.Eritromisin
14.Meropenem
15.Novobiosin
16.Gentamisin
17.0Oksitetrasiklin

18.Vankomisin
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M Direncli H Orta Duyarh ODuyarh
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Sekil 3.2: izole edilen tim Salmonella suglarinin 42,5 °C’de 50 giin inkubasyon sonunda antibiyotiklere duyarlilik
ve direnclilik oranlari (%)

Not:
1.Polimiksin B 7.Amoksisilin/Klavulanik asit 13.Eritromisin
2.Basitrasin 8.Ampisilin 14.Meropenem
3.Enrofloksasin 9.Sulfametoksazol 15.Novobiosin
4.Penisilin G 10.Tetrasiklin 16.Gentamisin
5.Furazolidon 11.Sulfametoksazol/Trimetoprim 17.Oksitetrasiklin

6.Metisilin 12.Linkomisin 18.Vankomisin
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4. TARTISMA

Boynukara ve Aydin (1990), tavuklardan izole ve identifiye ettikleri 33
Salmonella susunun cesitli antibiyotiklere karsi duyarhliklarini
incelemisler ve suslarin gentamisine % 100, kolistin-silfata % 94,9,
neomisine % 78,7, ampisiline % 42,4, tetrasikline % 39,3 ve
streptomisine % 30,3 oraninda duyarl; penisilin G ve eritromisine %
100 oraninda direncli olduklarini tespit etmiglerdir.

Antunes ve ark. (2002), tavuk ve hindi karkaslarindan izole ettikleri
Salmonella suslarinin nalidiksik asit ve enrofloksasine % 50 (18/36),
streptomisine % 39 (14/36) ve tetrasikline % 36 (13/36) direncli; amoksisilin

ve gentamisine ise tim izolatlarin duyarli olduklari saptamislardir.

Sojka ve ark. (1986), ingiltere ve Gallerde kanatlilardan izole
ettikleri tim Salmonella suslarini ampisilin ve amoksisiline % 10,
neomisine % 9,6 ve gentamisine % 0,2 oraninda direngli, izole edilen
S. Typhimurium suslarinin ise ampisilin, streptomisin, neomisin ve

trimetoprim + sulfametaksasole duyarli bulduklarini bildirmiglerdir.

Bu calismada ise, 37 °C’de 24 saat inkubasyon neticesinde olusan
zon c¢aplarinin degerlendirilmesi sonucunda antibiyotik duyarlilik testi
yapilan Salmonella suslarinin, polimiksin B, basitrasin, penisilin G,
metisilin, sulfametoksazol, linkomisin, eritromisin, novobiosin ve
vankomisin’e % 100, gentamisin’e % 90.91, furazolidon’a % 27.28 ve
enrofloksasin’'e % 9.09 oraninda direngli; oksitetrasiklin ve
furazolidon’a % 72.72, ampisilin’e % 36.37, tetrasiklin’e % 27.28,
enrofloksasin’e % 18.19, amoksisilin/klavulanik asit, gentamisin ve
sulfametoksazol/trimetoprim’e % 9.09 oraninda orta duyarl;
meropenem’e % 100, amoksisilin/klavulanik asit ve

stlfametoksazol/trimetoprim’e % 90.91, tetrasiklin ve enrofloksasin’e
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% 72.72, ampisilin’e % 63.63 ve oksitetrasiklin’e % 27.28 oraninda
duyarli oldugu tespit edildi.

Bu calismada elde edilen duyarhlik oranlari, Boynukara ve Aydin
(1990)'in calismalariyla ayni bulunmasina ragmen; Antunes ve ark.
(2002) ile Sojka ve ark. (1986)'nin yaptigi ¢alismalara gére daha

yUksek bulunmustur.

Carh (1990), yaptigi arastirmada, tavuklardan izole ettigi S.
Gallinarum ve S. Pullorum suslarinin en c¢ok duyarli oldugu
antibiyotiklerin sirasiyla % 66 ve % 85,7 oranlariyla kloramfenikol
oldugunu, en direngli olduklari antibiyotigin ise yine sirasiyla % 54 ve
% 85,7 oranlariyla ampisilin oldugunu bildirmistir. S. Typhimurium
suglarinin kloramfenikol (% 71,4) ve neomisine (% 71,4) duyarh;
nitrofurantoine (% 85,7) ve gentamisine (% 71,4) ise direncli

olduklarini saptamistir.

Tavukguoglu (1993), tavuk bagdirsak iceriklerinden izole ettigi S.
Gallinarum suslarinin gentamisine % 86,3, neomisine % 77,2,
nitrofurantoine % 68,1, streptomisine % 31,8, oksitetrasikline % 27,2

ve ampisiline % 22,7 oranlarinda duyarli oldugunu bildirmistir.

Ang-KligUker ve ark. (1995), yaptiklari bir ¢calismada, 100 adet
tavuk eti 6rneginden izole ettikleri 23 S. Enteritidis susunun 17 (%
73,91)’sinin penisilin ve nitrofurantoine direncgli oldudunu; suslarin
tumanUn ise tetrasiklin, gentamisin, amikasin, ampisilin, sefoperazon,
sefoperazon + sulbaktam, sefalotin, norfloksasin ve imipeneme duyarl

olduklarini saptamislardir.

Ozdemir (1996), kanatli hayvanlardan izole ettigi S. Gallinarum
suglarinin gentamisine % 75, nitrofurantoine % 68,75, neomisine %

43,75, amoksisiline % 50 ve ampisiline % 25 duyarli; eritromisine ise
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% 100 oraninda direncli oldugunu; S. Enteritidis suslarinin, amoksisilin
ve florokinolonlara % 100, neomisine % 88,8, nitrofurantoine % 77,7,
gentamisin ve ampisiline % 22,2 duyarli, eritromisine ise % 100
direncli oldugunu, S. Typhimurium suslarinin ise florokinolonlar ve
neomisine % 100, gentamisine % 50 duyarli, eritromisine ise % 100
oraninda direncli oldugunu tespit etmistir.

Kalender ve Muz (1999), tavuklardan izole ettikleri S. Enteritidis
suslarinin; enrofloksasine % 100, gentamisin ve neomisine % 74,36,
streptomisine % 71,79, trimetoprim + sulfametaksasole % 53,85,
nitrofurantoine % 30,77, oksitetrasikline % 23,80, tetrasikline % 12,82
ve ampisiline % 2,57 duyarli, eritromisine % 97,43 ve penisiline ise %
100 direncli olduklarini, S. Gallinarum suslarinin; enrofloksasine %
100, gentamisin ve neomisine % 71,43, streptomisine % 57,14,
trimetoprim + sulfametaksasole % 57,14, nitrofurantoine % 64,79,
oksitetrasikline % 57,14, tetrasiline % 57,14 ve ampisiline % 64,29
duyarli, eritromisine % 64,29 ve penisiline ise % 100 direncli
olduklarini, S. Typhimurium suslarinin ise enrofloksasine % 100,
gentamisin ve neomisine % 75, streptomisine % 75, trimetoprim +
sulfametaksasole % 50, nitrofurantoine % 75, oksitetrasikline % 25,
tetrasikline % 25 ve ampisiline % 50 duyarh, eritromisine % 50 ve

penisiline ise % 100 direncli olduklarini bildirmislerdir.

Rampling ve ark. (1990), tavuklardan izole ettikleri 38 S.
Enteritidis susunun tOmundn ampisilin, gentamisin, tetrasiklin,
streptomisin, nalidiksik asit ve trimetoprim + sulfametaksasole duyarli;

nitrofurantoine ise direngli oldugunu belirtmislerdir.

Singer ve ark. (1992), yaptiklar bir ¢alismada; tavuklardan izole
ettikleri tim S. Enteritidis suslarinin basitrasine direngli olduklarini

fakat ampisilin, gentamisin, karbenisillin, enrofloksasin, neomisin,
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nalidiksik asit ve trimetoprim + sulfametaksasole duyarli olduklarini

tespit etmislerdir.

Lee ve ark. (1993), broyler piliclerden izole ettikleri S. Enteritidis
suglarinin ampisiline % 79 direncli, S. Agona suslarinin ise
streptomisine % 57, tetrasikline % 26 ve gentamisine % 13 direngli

olduklarini bildirmislerdir.

Chang (2000), broyler tavuklardan izole ettigi batin S. Enteritidis
suglari ile S. Virchow susunun eritromisin, penisilin ve vankomisine
direngli olduklarini, bir S.Enteritidis izolatinin ise ampisilin, eritromisin,
penisilin, gentamisin, neomisin, streptomisin, tetrasiklin ve trimetoprim
+ sulfametaksasole direncgli oldugunu bildirilmigtir. Arastirici, insan ve
hayvanlarda antibiyotiklerin yaygin olarak kullaniimasina bagl olarak
antibiyotiklere direngli Salmonella suslarinin sayisinin giderek arttigini

belirtmistir.

Bu calismada ise 4 adet S.Gallinarum susunun; linkomisin,
novobiosin, vankomisin, suUlfametoksazol, basitrasin, metisilin,
eritromisin, polimiksin B, ve penisilin G’ye % 100, furazolidon’a % 25
oraninda direncli; meropenem, tetrasiklin, gentamisin,
amoksisilin/klavulanik asit, stlfametoksazol/trimetoprim ve
enrofloksasin’e % 100, ampisilin’e ise % 50 duyarli; oksitetrasiklin’e %
100, furazolidon’a % 75, ampisilin’e ise % 50 oraninda orta duyarl
oldugu; bir adet S. Pullorum susunun, linkomisin, novobiosin,
vankomisin, sllfametoksazol, basitrasin, metisilin, eritromisin,
polimiksin B, penisilin G ve furazolidon’a direngli; meropenem,
tetrasiklin, gentamisin, amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin,
oksitetrasiklin, stlfametoksazol/trimetoprim ve enrofloksasin’e duyarh
oldugu; yine bir adet S.Enteritidis susunun linkomisin, novobiosin,
vankomisin, sllfametoksazol, basitrasin, metisilin, eritromisin,

polimiksin B ve penisilin G’ye direngli; meropenem, tetrasiklin,
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amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, oksitetrasiklin ve
stlfametoksazol/trimetoprim’e duyarh; gentamisin, furazolidon ve
enrofloksasin’e orta duyarli oldugu; bir adet S. Typhi susunun
linkomisin, novobiosin, vankomisin, silfametoksazol, basitrasin,
metisilin, eritromisin, polimiksin B ve penisilin G’'ye direncli;
meropenem, tetrasiklin, ampisilin, sdlfametoksazol/trimetoprim ve
enrofloksasin’e duyarli; amoksisilin/klavulanik asit, oksitetrasiklin,
gentamisin ve furazolidon’a orta duyarli oldugu; 4 adet S.Typhimurium
susunun ise linkomisin, novobiosin, vankomisin, silfametoksazol,
basitrasin, metisilin, eritromisin, polimiksin B ve penisilin G'ye % 100
direngli; tetrasiklin’e % 75 orta duyarli, % 25 duyarl; gentamisin’e %
50 orta duyarli, % 50 duyarli; oksitetrasiklin’e % 75 orta duyarlh, % 25
duyarli, furazolidon’a % 75 orta duyarh, % 25 direncli; enrofloksazol’e
% 25 direngli, % 25 orta duyarli, % 50 duyarli; meropenem,
amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, ve stlfametoksazol/trimetoprim’e

ise % 100 duyarh oldugu tespit edilmigtir.

Elde edilen bulgular, diger arastiricilarin sonuglariyla oransal olarak

benzerdir.

Terawaki ve ark. (1967), direnglilik plazmidlerinin eliminasyonunda
inkubasyon isisinin etkisini incelemek Uzere, klinik materyallerden izole
ettikleri S.Typhimurium suslarinin 100’er kolonisi Gzerinde yaptiklari bir
calismada; 42°C‘de 24 saatlik inkubasyon sonunda kolonilerden 6’sinda ve
96 saat sonunda ise 87’sinde kanamisin direnglilik plazmidinin elimine

edildigini bildirmiglerdir.

Barrow ve ark. (1987) ise, 42 °C‘de 18 saatlik inkibasyon sonunda
S.Gallinarum suglarinda ampisilin diren¢ plazmidinin elimine edilebildigini
bildirmislerdir.
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Esendal ve ark. (1998), yaptiklari calismada tavuklardan izole ve
identifiye edilen 84 S. Gallinarum susundan 34’0 (% 40,5) ¢oklu antibiyotik
direncli bulunmus ve bu 34 sustan rasgele segilen 16'si plazmid
eliminasyonu yolu ile direnglilik plazmidlerinin varligr yéninden test edilmistir.
Bu amagcla 42,5 °C‘de 50 gun slreyle inkibe edilen 16 sustan 8’'inde (% 50)
coklu antibiyotik diren¢ plazmidleri elimine edilmigtir.

Bu calismada ise 11 adet Salmonella susu, 42.5 °C'de 50 giin slreyle
inkibe edildi ve 50 gin sonunda polimiksin B, basitrasin, metisilin,
sllfametoksazol, linkomisin, eritromisin, novobiosin ve vankomisin’e direncte
bir degisiklik olmazken; % 100 olan penisilin direngliliginin % 81.81’e, %
90.91 olan gentamisin direngliliginin % 54.55’e, % 27.28 olan furazolidon
direncliliginin ise % 9.09’a dustigu goértalmastir. Yine % 9.09 oraninda orta
duyarh olan gentamisin’in orta duyarlilik oraninin % 45.45’e ¢iktigi; % 90.91
olan amoksisilin/klavulanik asit duyarliliginin % 100’e, tetrasiklin duyarlihginin
% 72.72°den % 90.91°e, % 27.28 olan oksitetrasiklin duyarhliginin ise %
54.55’e ciktigi géralmagtar.

Kullanilan yéntemin verdigi sonuclar diger arastiricilarla benzer cikmigtir.
Direngliligin dismesine, yuksek isida uzun sireli inkubasyon sonucunda

plazmid eliminasyonunun sebep oldugu degerlendirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada kanath hayvanlarin gesitli klinik 6rneklerinden izole
edilen S. Enteritidis, S. Gallinarum, S. Pullorum ve S. Typhimurium
serotipleri ile insan kaynakh S. Typhi serotipi kullanildi. Calisma
sonucunda serotiplerde ¢oklu antibiyotik direncinin varhgi tespit edildi.

Tavuklarda, diger hayvansal gidalarda ve insanlarda antibiyotige
direngli Salmonella turlerinin ortaya ¢ikmasinin ve yayginlagsmasinin
nedeninin; yogun hayvan barinaklarinda, yemlere ila¢ katilimi ile insan
ve hayvan hastaliklarinda antibiyotiklerin ylUksek dozlarda ve

gelisiguzel kullaniimasi olabilecedi degerlendirildi.

Dolayisiyla yemden yararlanmay! arttirmak amaciyla yemlere
sulfametoksazol, linkomisin ve eritromisin gibi antibiyotiklerin katilmasinin
6nine gecilerek ve antibiyotik tedavisinden 6nce antibiyogram
yapilarak uygun antibiyotigi uygun dozlarda kullanmanin sorunun

¢6zUmi konusunda yararl olacagi dusunuldi.
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OZET

Tavuklardan izole Edilen Salmonella Etkenlerinin Coklu
Antibiyotik Direncliligi.

Bu calismada tavuklardan izole edilen Salmonella etkenlerinin
coklu antibiyotik direngliligi arastirildi. Calismada, tavuklardan
daha 6énce izole ve identifiye edilmis 4 adet S.Gallinarum, 4 adet
S.Typhimurium, 1 adet S.Enteritidis, 1 adet S.Typhi ve 1 adet
S.Pullorum susu kullanildi. Suslarin saf kultirlerini elde etmek
amaciyla Tripticase Soy Broth, koloni morfolojisini gérmek ve
Gram boyama yapmak amaciyla BPLS Agar, seker kullanimini
gérmek amaciyla TSI Agar, Lizin dekarboksilasyonu icin LIA,
safliklarini  kontrol etmek amaciyla Salmonella lateks test,
izolatlarin antibiyotiklere duyarliliklarini saptamak amaciyla da,
Kirby-Bauer Disk Difflzyon yéntemi kullanildi. Bu ydntemde suslar,
Mueller-Hinton Agar’a ekildi.

37 °C'de 24 saat inkubasyon neticesinde olusan zon
caplarinin degerlendiriimesi sonucunda polimiksin B, basitrasin,
penisilin G, metisilin, sulfametoksazol, linkomisin, eritromisin,
novobiosin ve vankomisin’e % 100, gentamisin’e % 90,91,
furazolidon’a % 27,28 ve enrofloksasin’e % 9,09 oraninda direngli;
oksitetrasiklin ve furazolidon’a % 72,72, ampisilin’e % 36,37,
tetrasiklin’e Y% 27,28, enrofloksasin’e Y% 18,19,
amoksisilin/klavulanik asit, gentamisin ve
sulfametoksazol/trimetoprim’e % 9,09 oraninda orta duyarl;
meropenem’e % 100, amoksisilin/klavulanik asit ve
stlfametoksazol/trimetoprim’e % 90,91, tetrasiklin ve
enrofloksasin’e % 72,72, ampisilin’e % 63,63 ve oksitetrasiklin’e %
27,28 oraninda duyarl olduklari tespit edildi.

Plazmid varligini arastirmak icin 42,5 ©°C’de 50 gUn
inkubasyona birakilan suslarin antibiyotik disklerinin c¢evresinde
olusturdugu zon c¢aplarinin degerlendirilmesi sonucunda ise
polimiksin B, basitrasin, metisilin, sllfametoksazol, linkomisin,
eritromisin, novobiosin ve vankomisin’e % 100, penisilin G’ye %
81,81, gentamisin’e % 54,55, furazolidon’a % 9,09 oraninda
direncli; furazolidon’a % 63,63, oksitetrasiklin ve gentamisin’e %
45,45, ampisilin’e % 27,28, enrofloksasin’e % 18,19, tetrasiklin,
sllfametoksazol/trimetoprim ve penisilin G’'ye %9,09 oraninda orta
duyarli; meropenem ve amoksisilin/klavulanik asite % 100,
stlfametoksazol/trimetoprim  ve tetrasiklin'e % 90,91 ve
enrofloksasin’e % 81,81, ampisilin’e % 72,72, oksitetrasiklin’e %
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54,55, furazolidon’a % 27,28 ve penisilin G’'ye % 9,09 oraninda
duyarh olduklari tespit edildi.

Sonug olarak, yiuksek 1sida uzun sdreli inkubasyon yénteminin
plazmid eliminasyonunda iyi netice verdigi ve test edilen 11
Salmonella susunun bazi antibiyotiklere karsi daha duyarli hale
geldigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarlihdi, Kirby-Bauer disk
difizyon yéntemi, plazmid eliminasyonu, Salmonella, tavuk.
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SUMMARY

Multiple Antimicrobial Resistant of Salmonella Species
isolated from chickens.

This study was carried out to investigate the presence of
multiple antimicrobial resistance characteristics of Salmonella
serotypes isolated from chickens. In the study, previously isolated
and identified 4 S. Gallinarum, 4 S. Typhimurium, 1 S .Enteritidis,
1 S. Typi and 1 S. Pullorum strains were used. In order to obtain
pure cultures of strains Trypticase Soy Broth, to observe the
colony morphology and to perform Gram staining BPLS Agar, to
test sugar utilization TSI Agar, to test lysin decarboxylation LIA
Agar, and to control purity of strains Salmonella Latex Test were
used, respectively. For the determination of antibiotic
susceptibilities of the Salmonella serotypes Kirby-Bauer Disc
diffusion Method was used. In this method, strains were plated
onto Mueller Hinton Agar.

The evaluation of the zone diameters at 37°C, following 24-
hour incubation period showed that Salmonella strains were
resistant to the following antimicrobials with the representative
rates; polymyxin B, bacitracin, penicillin G, methicillin,
sulphamethoxazole, lincomycin, erithromycin, novobiocin and
vankomycin 100%; gentamicin 90.91%, furazolidone 27.28% and
enrofloxacin  9.09%. They were found semi-susceptible to
oxytetracycline and furazolidone 72.72%, ampicillin 36.37%,
tetracycline 27.28%, enrofloxacin 18.19%, amoxycillin/clavulanic
acid, gentamicin and sulphametoxazole/trimethoprim 9.09%; and
susceptible to meropenem 100%, amoxycillin/clavulanic acid and
sulphamethoxazole/trimethoprim 90.91%, tetracycline  and
enrofloxacin 72.72%, ampicillin 63.63% and oxyitetracycline
27.28%.

When the zone diameters which occurred around the
antibiotic discs of the strains at 42.5°C, following 50-days
incubation were evaluated in order to find out plasmid existence, it
was established that strains were resistant to the following
antimicrobials with the representative rates; polymyxin B,
bacitracin, methicillin, sulphamethoxazole, lincomycin,
erithromycin, novobiocin and vankomycin 100%, penicillin G
81.81%, gentamicin 54.55%, furazolidone 9.09%. They were found
semi-susceptible to furazolidone 63.63%, oxytetracycline and
gentamicin  45.45%, ampicillin 27.28%, enrofloxacin 18.19%,
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tetracycline, sulphamethoxazole/trimethoprim and penicillin G
9.09%; and susceptible to meropenem and amoxycillin/clavulanic
acid 100%, sulphamethoxazole/trimethoprim and tetracycline
90.91%, enrofloxacin 81.81%, ampicillin 72.72%, oxyitetracycline
54.55%, furazolidone 27.28% and penicillin G 9.09%.

In conclusion, it was found that, high temperature treatment
gave better results in the elimination of plasmids of 11 Salmonella
strains which became more resistant against some antimicrobials.

Key words: Antibiotic resistance, Kirby-Bauer disc diffusion
method, plasmid elimination, Salmonella, chicken.
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