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ONSOZ

Giliniimiizde gida {iretiminin  ciddi diizeyde artmasi, gida hazirlama
uygulamalarindaki saklama ve dagitim siire¢lerindeki degisiklikler ve uluslararasi
gida ticaretinin artmasit  Salmonella’larin  kolaylikla  yayilmasina olanak
saglamaktadir. Ulkemizde ve diinyada kanatli hayvan yetistiriciligi énemli diizeyde
artmistir. Salmonella enfeksiyonlar: (tifo ve paratifo) kanatli hayvan yetistiriciliginde
verim diisiikliigli, 6liimler ve 6nemli ekonomik kayiplara neden olmasi bakimindan
olduk¢a 6nemlidir. Kanatli hayvanlarin baslica zoonozlarindan olan Salmonella’lara
ait epidemiyolojik veriler insanlarda Salmonellozis vakalarindan sorumlu tutulan
gidalar iginde kanatli {riinlerinin ilk sirada oldugunu gostermektedir. Kanath
yetistiriciliginde neden oldugu ekonomik kayiplar ve halk sagligini tehdit etmesi

bakimindan Salmonella enfeksiyonlarinin kontrolii ¢cok 6nemlidir.

Salmonella’larin halk sagligi ve kanath yetistiriciligi acisindan diinya c¢apinda
Onemini arttiran diger bir Onemli husus da oOzellikle antibiyotiklere karsi
gelistirdikleri direnctir. Baz1 Salmonella serotiplerinde belirlenen ¢oklu antibiyotik
direnci, halk saglig1 agisindan 6nemlidir. Bu 6nem nedeniyle hayvansal kaynakli ve

ozellikle kanatli orijinli Salmonella serotipleri izlenmektedir.

Bu ¢alismada kanatlh etleri ve iiriinlerinde en sik rastlanilan ve besin zinciri
yolu ile insanlarda salmonellozise neden olan tavuk ve insan orijinli Salmonella
Infantis suglariin antibiyotik duyarhiliklar1 ve antibiyotik diren¢ genlerinin

arastirilmasi amaclanmustir.
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1.GIRIS

1.1. Salmonella Cinsinin Genel Ozellikleri

Tifo basilini 1880 yilinda Carl Joseph Eberth, tifodan o6len bir kisinin
mezenterik lenf bezlerinden ilk kez izole etmistir. Hayvan Salmonella’lar ilk olarak
1884 yilinda Amerikali Veteriner hekim Daniel Elmer Salmon tarafindan domuzlarin
bagirsaginda gosterilmis ve domuz kolera basili olarak tanimlanmistir. Adimi da

Salmon’dan almistir (Agbaje ve ark., 2011).

[k arastirmacilar tarafindan antijen yapilarma gére smiflandirilmaya baslanan
Salmonella’lar igin giiniimiizde de bu temele dayanan smiflandirma etkinligini
stirdiirmektedir. Salmonella’lar lipopolisakkarit yapisindaki O (somatik) ve protein
yapidaki H (flagella) antijenlerinin farkliliklar1 temeline dayanarak Kauffmann-
White semasina gore serotiplere ayrilir. Bu konuda basilmis ilk tablo 20 serotip
igcermektedir (Erdem, 2002). Antijenik yonden klasifikasyonu yapilan Salmonella’lar
Kauffmann-White semasmnda siralanmustir. Identifiye edilen yeni Salmonella
serovarlar “World Health Organisation (WHO) Collaborating Centre for Reference
and Research on Salmonella” tarafindan bu semaya eklenip giincellestirilmektedir.
Bu yeni serovarlar Pasteur Enstitiisii yaymni olan “Research in Microbiology”

dergisinde hemen hemen her yil yayinlanmaktadir (Grimont ve Weill, 2007 ).

Salmonella cinsi, Enterobacteriaceae familyasinda yer alir. Son
smiflandirmaya gore Salmonella cinsine ait iki tiir bulunmaktadir. Bunlar; S. enterica

ve S. bongori (eski alt tiir V) dir. Salmonella enterica alt1 alt tiire ayrilmigtir. Bunlar;



S.enterica subsp. enterica (I), S. enterica subsp. salamae (Il), S. enterica subsp.
arizonae (Il11-a), S. enterica subsp. diarizonae (l111-b), S. enterica subsp. houtenae
(IV) ve S.enterica subsp. indica (VI)‘dir. Alt tiir I suslar1 yaygin olarak insanlardan
ve sicakkanli hayvanlardan izole edilirken diger alt tiirler ve Salmonella bongori
genellikle sogukkanli hayvanlar ve ¢evreden izole edilir. Alt tiir I disindaki suslar,

nadir insan patojeni olarak diisiiniilmektedir (Izgiir, 2002; Nataro ve ark., 2009).

Salmonella enterica subsp. enterica icinde yer alan serotipler Latin harfleri
(italik degil) ve ilk harf biiyiik olacak sekilde yazilmaktadir. Ornegin Salmonella
enterica subspecies enterica serovar Typhimurium yerine Salmonella enterica
serovar Typhimurium veya Salmonella Typhimurium kullanilabilmektedir (Erdem,
2002; Nataro ve ark., 2009). Giinimiizde Salmonella enterica’nin diger alt tiirlerine
(salamae, arizonae, diarizonae, houtenae ve indica) ait olan serotipler i¢in isim yerine
antijenik ~ formilleri  (Salmonella  1V,48:24232:-  gibi)  kullanilmaktadir.
Salmonella’lar genellikle ilk izole edildikleri sehrin, hastaligin belirtisinin veya

kanatl tiiriiniin adin1 alirlar (Erdem, 2002; Izgiir, 2002).

Enterobacteriaceae familyasinin genel Ozelliklerini tasiyan Salmonella’lar,
Gram negatif, kisa ve kiigiik comaklar tarzinda olup boyutlart 0,7-1,5 x 2,0-5,0
mikrometredir. Cogunlukla boyali preparatlarda tek tek goriilen Salmonella’lar,
sporsuz ve kapsiilsiiz olup, Salmonella Pullorum ve Salmonella Gallinarum harig
hareketlidirler (Izgur, 2006). Salmonella’lar O (somatik) antijeni, H (flagellar)
antijeni ve ylizeysel antijenlerin antijenik 6zelliklerine dayanarak serotiplendirilirler.
Polisakkarit 6zelliginde olan somatik “O” antijenleri biitin Salmonella tiirlerinde
bulunmakla beraber 1siya ve alkole dayaniklidir. O serogrubunun belirlenmesi,
izolatlarin Salmonella olarak dogrulanmasi igin yeterlidir. Flagellar “H” antijenleri
hareketli Salmonella’larda bulunan protein yapisinda, 1siya duyarli antijenik
yapilardir. Salmonella’larin “H” antijen grubundan sadece bir c¢esit faz antijen

faktorlerini igerenler monofazik; hem Faz-1 ve hem de Faz-2 antijenlerini birlikte



tasiyanlar ise difazik bakteriler olarak adlandirilmaktadir. Salmonella’lar yaygin
olarak iki farkli flagellar antijeni sunmasiyla enterik bakteriler arasinda 6zgiindiir.
Kapsiiler polisakkarid yapida olan yiizeysel antijenlerden ”Vi” antijeninin viriilens
ile ilgili oldugu diisiiniilmiistiir. “Vi” antijeninden baska bazi1 Salmonella tiirlerinde
“M” antijenleri pilus antijenleri de bulunmaktadir. Salmonella etkenlerindeki bu
antijenik yapilar, identifikasyon ve serolojik tanimlamalarda kullanilamaktadir

(Izgiir, 2002; Nataro ve ark., 2009).

Salmonella’larin yiizey antijeni, invazyon faktorii, endotoksin, sitotoksin ve
enterotoksin gibi bir¢ok virulens faktorii vardir. Salmonella enfeksiyonlarinin
patogenezinde bu virulans faktorlerin rolii, serotipin olusturdugu enfeksiyonun tipine
ve enfeksiyonun gergeklestigi konak organizmaya gore degisir. Endotoksinleri
ozellikle bagirsak mukozasinda harabiyete neden olup infekte olan bireylerde siddetli
akut toksemi olusturmaktadir (Izgiir, 2006). Enterotoksinleri bagirsak epitellerinden
asirt s1vi salinimina neden oldugundan hayvanlarda elektrolit kaybi sekillenmesine
neden olmaktadir. Sitotoksinleri Shigella sitotoksinleri ile ayni 06zellikte olup
bagirsak mukozasindaki epitellerde protein sentezini engelleyerek etkili olmaktadir.
Salmonella suslari ayn1 zamanda konak organizmadan esansiyel faktor olan demir
saglayabilmek i¢in siderefor sentezlerler. Salmonella’larda iki tip siderefor
sentezlenir. Bunlar; enterobaktin ve aerobaktindir. Bu sistemler patojen bakterilerin
virulansin arttirmaktadir. Virulansi etkileyen diger bir unsur da fimbriyalardir.
Fimbriyalar, bakterinin konak hiicrelerine yapismasimni ve kolonize olmasim
saglamaktadir (Erdem, 1999; Izgiir, 2006). Salmonellalar gesitli plazmidler tasirlar
ve bu plazmidler ¢esitli viriilans ozelliklerini ve antimikrobiyal ilaglara direnci
kodlayan genleri tasirlar. Bulasict 6zellikteki bu diren¢ plazmidlerinin ¢ogunlugu
diren¢ genlerini ya susun diger plazmidlerinden ya da konak organizmada bulunan

diger bakteri suslarinin tasidigi plazmidlerden transpozisyonla kazanir (Erdem,
2002).



Salmonella’lara ait ¢esitli fajlar bulunmaktadir. Cins diizeyinde Salmonella
etkenlerini %97 oraninda lize edebilen Salmonella O-1 faji, 6zellikle Salmonella
genusunun identifikasyonunda giivenilir cins spesifik bir bakteriyofajdir.
Salmonella’larin birgok tiirliniin identifikasyonunda kullanilan tiir spesifik fajlar da
bulunmaktadir. S. Enteritidis’in 50’nin {izerinde faj tipi (PT) tiplendirme semasinda
yerini almaktadir. Bu fajlardan PT4, 6zellikle kiimes hayvanlar1 ve tirtinleri ile iligkili
bir tiptir (Izgiir, 2006). Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada tavuk ve tavuk etlerinden
izole edilen S. Enteritidis suslarinin faj tiplendirme ve PFGE yontemleriyle
tiplendirmek amaciyla yapilan analizler sonucunda dominant olarak 38 S. Enteritidis
susunun 15’1 (%39,4) S. Enteritidis PT4 (Faj Tip 4) olarak saptanmistir (Kalender ve
Sen, 2008).

1.2. Kanathlarda konak spesifik olmayan Salmonella enfeksiyonlari

Genellikle Salmonella Arizona disindaki hareketli Salmonella serotipleri,
paratifoid Salmonelllar olarak tanimlanmakta ve konak spesifik olmayan bu
serotipler arasinda S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Derby, S.Virchow,
S. Heidelberg, S. Newport, S. Stanley, S. Thomson ve S. Agona sayilabilmektedir.
Paratifo enfeksiyonlari, tavuklarda klinik ve enterik form olmak iizere iki farklh
formda seyreder. Kanatlilarda konak¢1 olmayan bu serotiplere bagli olusan klinik
formdaki bulgular genellikle dikkati cekmemektedir. Baz1 vakalarda, civcivlerde
erken donem sekillenen enfeksiyonlarda, mortalite %10-80 arasinda degismektedir.
Boyle vakalarda sar1 kesesi enfeksiyonu, karacigerde, dalakta biiyiime ve ayrica
poliserozitis tablolar1 dikkati ¢ekmektedir. Paratifo enfeksiyonlarinda, kanatlinin
yasina, direncine, etkenin virulans ve viicuda giris yoluna bagl olarak enfeksiyon
sekillenmesine ragmen, ergin kanathilarda siddetli sistemik tablolara rastlanmaz.
Klinik tablolar sadece civcivlerde goriilmektedir. Istahsizlik, su tiiketiminde azalma,
tilylerde karigiklik ve artan ishal septomlar arasindadir. Enterik formda ise klinik

belirti ve mortalite goriilmez ancak diski ile ¢evreye sagilim vardir (Akan, 2008;



Izgiir, 2002). Paratifo etkenleri konak¢1 spesifik olmamalari, asemptomatik 6zellikte
olmalar1 ve diskiyla etrafa sagildiklarindan tifoid etkenlere gore epidemiyolojileri

daha karmasiktir (Oral, 2008).

Paratifo etkenlerinin bulasmasi horizontal yolla olup genellikle sindirim
sisteminden kaynaklanmaktadir. Mekanik faktorler de bulasmada
degerlendirilmektedir. Horizontal yolla bulasmada hayvandan hayvana veya
cevreden hayvanlara sindirim yolu ile bulagmada hasta veya portér hayvanlar gaita
ve yumurta yolu ile meydana gelmektedir. Mekanik faktorler yolu ile bulagsmada ise
fare, bocek, kedi-kopek gibi evcil hayvanlar, kertenkele ve insanlar hastaligin
bulagsmasinda 6nemli vektorlerdir (Oral, 2008). Vertikal yolla bulasma, Salmonella
ile enfekte damizliklardan elde edilen yumurtalarin kulugkalanmasi sonrasinda
bulasik embriyolardan enfekte civcivlerin ¢ikmasiyla olmaktadir. Enfekte civciviler
ayni zamanda ¢ikim makinasindan baslayarak diger civcivler i¢in de bulasma
kaynagi olmaktadir. Ayrica yumurtaci irklarda, etkenin lokalizasyonu seksiiel
olgunlasmanin baglangicinda reprodiiktif kanala, Ozellikle ovarium ve ovidukta
olmaktadir. Bu nedenle S. Pullorum ve S. Enteritidis’in yumurtayla sa¢ilimi 6nem
kazanmakta ayrica yumurtlama sirasinda yumurta kabugunun digki ile
kontaminasyonuna bagli olarak da yumurta etkenle bulasabilmektedir (Izgiir, 2002;
Oral, 2008). Bu seckilde bulagmayla sekillenen enfeksiyon bir tavugun hayati
boyunca siirmekte ve ayni kiimesteki hayvanlar arasinda ¢apraz bulagsmaya neden
olmaktadir. Digkiyla sagilmanin orani ise bir¢ok faktdre baghdir. Antibiyotik,
probiyotik ve biiyiitme faktorlerinin kullanimi, bu sagilimi etkiler (Izgiir, 2002).
Kanatlilarin iiretim agamasinda yem ve su kaynaklariin kontrolii kritik bir 6neme
sahiptir (Cox ve Pavic 2010). Ozellikle balik unu kullanilan kanatli rasyonlarinda,
balik ununun havada kurutulmasi esnasinda yabani kuslarin ve siirlingenlerin diski
materyalleriyle kontamine olmasina bagli olarak bulagsma séz konusudur. Yem,
hazirlanma periyodunun disinda saklama kosullarinin iyi olmamasi da tehlike teskil
etmektedir. Yem depolarindaki fare gibi kemiriciler Salmonella tasiyicilaridir.
Bulagmaya etkisi agisindan kiimesin bulundugu boélgenin iklimini de degerlendirmek

gerekir. Iliman iklimli bolgelerde yar1 acik kiimesler, fare, diger kemiricilerin ve



stiriingenlerin girisini engelleyemez. Farelerle miicadelede kullanilan kediler de yine
kontaminasyon kaynagi olabilir. Ayrica kiimes bocegi, yem kurtlari, kanatli disindaki
hayvan tiirleri, kiimes personeli, c¢esitli ekipmanlar paratifo etkenlerinin

bulagmasinda rol oynarlar (izgiir, 2002).

1.3. Insanlarda tifo disn Salmonella enfeksiyonlar:

Salmonella enfeksiyonlari insanlarda genel enfeksiyon tablosu, enterokolit,
sepsis ve lokal organ hastaliklar1 gibi klinik tablolar olusturmaktadir. Insanlarda
Salmonella enfeksiyonlar iligkili olduklar1 hastalik sendromuna uygun olarak S.
Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B ve S. Paratyphi C serotiplerinin neden oldugu;
sadece insanlarda enfeksiyon olusturan Tifo ve paratifo Salmonella enfeksiyonlari
(enterik ates) ve konak spesifik olmayan tifo dis1 Salmonella enfeksiyonlar olmak

tizere ikiye ayrilir (Nataro ve ark., 2009).

Tifo dis1 Salmonella enfeksiyonlarinda her Salmonella serotipinin insanlarda
gastroenterit ile seyrettigi bilinmektedir (Erdem, 2002). Tifo disi Salmonella’lar
genellikle diyare tablolarma neden olsalar da fokal enfeksiyon ve bakteriyemi ile
seyredebilen invaziv enfeksiyonlar da olusturmaktadir. Invaziv enfeksiyonlar
genellikle ¢ocuklar, yaglilar ve immiin yetmezligi olan insanlar arasinda daha yaygin

goriilmektedir (Threlfall ve Parry 2008).

1.4. Salmonella enfeksiyonlarmin zoonotik énemi

Salmonella enfeksiyonlar1 sadece gelismekte olan iilkelerde degil gelismis

ilkelerde de yaygin olarak goriilmektedir. Saglik Onlemlerindeki ve hijyendeki



gelismelere ragmen zoonotik 6neme sahip Salmonella enfeksiyonlari sanayilesmis ve
az gelismis iilkelerde halk sagligi i¢in ciddi bir sorun olmaya devam etmektedir
(Nataro ve ark., 2009). EFSA ve ECDC, 2009-2013 yillar1 arasi rapor edilen
Salmonella vaka sayilari istatistiksel olarak kiyaslandiginda hastaligin goriilme
sikliginda bir azalma egilimi oldugunu bildirmislerdir. Buna ragmen Salmonella’lar
2013 yilinda Avrupa’da rapor edilen salgmnlarin % 22.5'inden sorumlu olarak
gosterilmektedir. 2013 yilinda dogrulanmis 82694 Salmonella vakasi rapor edilmis
olup, bu kapsamda 7841 hospitalizasyon ve 59 oliim rapor edilmistir. Bu vakalarin
Avrupa ekonomisine olan toplam maliyetinin yaklasik 3 milyar euro civarinda
oldugu tahmin edilmektedir (EFSA ve ECDC 2015). Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde tifo dis1 Salmonella‘larin neden oldugu enfeksiyonlar sonucunda yillik
ortalama 19000 hospitalizasyon ve 400 6liim vakasi oldugu rapor edilmistir (Scallan
ve ark., 2011). Bu durumun ABD ekonomisine yillik toplam maliyetinin ise yaklagik
1.4 milyar ABD dolar1 astig1 tahmin edilmektedir (Scharff, 2010).

European Food Safety Authority (EFSA), direkt ya da dolayli olarak insan ve
hayvanlar arasinda gecis yapabilen hastalik ve enfeksiyonlar1 zoonoz olarak
tanimlamaktadir. Son 10 yil igerisinde insanlarda goriilen hastaliklarin %75'inin
hayvan ya da hayvansal iriin kaynakli oldugu bildirilmistir (EFSA, 2014). Gida
kaynakli zoonotik hastaliklar, bakteri, bakteri toksini, virus ve parazitler gibi
patojenik mikroorganizmalar tarafindan kontamine edilmis gida ve sularin
tiiketilmesiyle meydana gelmektedir. Gida kaynakli patojenler igerisinde dnemli bir
yere sahip olan Salmonella’nin zoonoz bir etken oldugu bilinmektedir (Sireli, 2010).
Salmonella’nin insanlardaki infektif dozu 10°-10® kob/g civarindadir. Etkenin
hastalik yapabilme kabiliyeti infektif dozuna baglh olabildigi gibi; serotipin virulensi,
etkilenen bireyin savunma sistemi, yasi, gidanin ¢esidi, bakterinin fizyolojik yapisi
olmak iizere bir¢ok faktdre de baglidir. Minimum enfeksiyon dozu yeni dogan, yasli,
hasta ya da tedavi géren immunsupresif bireylerde diismektedir (Erol, 2010).
Insanlardaki tifo dist Salmonellosiz vakalarinin ¢ogu kontamine olmus gidalarla

iliskilidir (De Freitas Neto ve ark., 2010). Ozellikle kanatli ve iiriinleri insanlar igin



direkt ve indirekt olarak en 6nemli enfeksiyon kaynagidir. Salmonella etkeni gida
zincirine rin, ¢iftlik, canli hayvansal yemler, gida imalati isletme ve parekende
satig1 asamalar1 gibi her hangi bir noktasindan girebilir (Siriken ve Tiirk 2013; Tabo
ve ark., 2013). Salmonella etkeninin yayiliminda uluslararasi gida ticareti ve tlkeler
aras1 seyahatinde onemli bir katkist vardir. ECDC, yaymladigr epidemiyoloji
raporunda Avrupa’da bildirilen teyitli Salmonella vakalarmin %19’u yurt dist
seyahat oykiileri ile iliskili olup, bu bildirimlerin ¢ogunlugu Iskandinav iilkeleri
tarafindan yapilmistir (ECDC, 2014). Yumurta ve yumurta Uriinleri Salmonella
salginlarindan yaygin olarak sorumlu tutulmaktadir. 2013 yilinda Avrupa’da 1168
gida kaynakli Salmonella salgini rapor edilmistir. Bu salginlarin %44,9’u kontamine
yumurta ve yumurta iirlinlerinin tiikketimi sonucu meydana geldigi bildirilmekte olup,
bu salgmlarin ¢ogu Polonya, Fransa ve Ispanya tarfindan rapor edilmistir (EFSA ve
ECDC 2015). Sebze ve meyvelerle iliskili insan Salmonellozis vaka sayilarinda bir
yiikselme olmasina ragmen, en yaygin enfeksiyon kaynagi olarak hayvansal kokenli

gidalar gosterilmektedir (Nataro ve ark., 2009).

1.5. Salmonella Infantis enfeksiyonlari

Diinya genelinde insanlarda Salmonella Infantis kaynakli Salmonelloz
vakalarmin ana kaynaklarindan biri hayvanlar ve 6zellikle kanatl popiilasyonlar1 ve
kanatlilardan iiretilen gidalarin tiikketimidir (Miller ve ark., 2010, Samiullah 2013).
Salmonellozisine neden olan S. Infantis, Kauffman-White semasinda O antijenleri

bakimindan C1, Faz 1 H antijenleri bakimindan “r” ve Faz 2 H antijenleri

bakimindan “1.5” olarak tanimlanmistir (Popoff ve ark., 2004; Raseta ve ark., 2015).

S. Enteritidis ve S. Typhimurium diinya genelinde Salmonellozise neden olan
en yaygin serotipler olarak bilinmektedir. Ancak son yirmi yilda 6zellikle gelismis ya

da gelismekte olan iilkelerde yliriitiilen ¢esitli calismalarin ve uygulanan asilama



programlarinin olast bir sonucu olarak bu serotiplerin baskinligimnin giderek azaldigi
ve S. Infantis basta olmak iizere, baska serotiplerin goriilme sikliklarinda artislar
oldugu tespit edilmistir (Asai ve ark., 2007; Nogrady ve ark., 2007 ve Rabsch ve
ark., 2013). 1970’lerin sonlarindan itibaren Arjantin, Avusturalya, Brezilya,
Hollanda, Finlandiya, Kanada, Macaristan, Japonya, Yeni Zellanda ve Rusya'da S.
Infantis serovarinin goriilme sikliklarinda giderek bir artisin oldugu, o6zellikle
Macaristan ve Japonya'da, broylerlerde S. Infantis en yaygin serotip olarak
bildirilmektedir (Miller ve ark., 2010). EFSA, 2006 yilindan beri Avrupa genelinde
bu serotipin insanlardaki izolasyonunda giderek bir artigin oldugunu rapor etmektedir
(EFSA ve ECDC, 2015) Almanya’da insanlardan izole edilen en yaygimn ig¢iincii
serotip olan S. Infantis i¢in Robert Koch Enstitiisii bu serotipin salginlardaki rolii ve
epidemiyolojik arastirmalar1 i¢in faj tiplendirme sistemi gelistirmistir (Rabsch ve
ark., 2013). ilk S. Infantis kokenli salgin 1971 yilinda Finlandiya'da meydana gelmis
ve bu salginin kaynagmin broyler iiretimi oldugu saptanmistir. Biiyiikbas hayvan
ciftliklerinde ise 1992 yilinda aymi serotipin yol actif1 salginlar belirlenmistir. S.
Infantis kokenli diger bir salgin 1993 yilinda Danimarka’da meydana gelmistir ve bu
salginda 500 kisi tedavi gOrmiistiir. Salgin iizerinde yiiriitillen epidemiyolojik
calismalarda, domuz etlerinden kaynaklandig1 saptanmigtir (Wegener ve Baggesen,

1996).

S. Infantis’in Salmonella enfeksiyonlarinda etkinliginin hizli bir sekilde
artmasi, tim ¢iftlik hayvanlarinda yaygin olarak bulunan bir serotip olmasi yaninda,
coklu 1ilag  direnglilik  regiilasyonunda  igerdigi  genetik  elastisiteden
kaynaklanmaktadir. S. Infantis’in kanatli popiilasyonlarinda ve insanlarda artan
prevalansi, sahip oldugu ¢oklu ila¢ direnclilik sistemleri, tedavide klinik 6nemi olan
ilaglara gelistirdigi diren¢ ve invaziv enfeksiyonlarda antibiyotik segimlerini
kisitlamas1 salmonellosizteki 6nemini arttirmaktadir (Ceyssens ve ark., 2015; Franco
ve ark., 2015; Raseta ve ark., 2015).



Avrupa’da, 2013 yilinda 82.694 teyitli insan Salmonellozis vakasi rapor
edilmistir (EFSA ve ECDC 2015). EFSA ve ECDC, 2013 rakamlar1 ile 2012 yili
rakamlarini istatistiksel olarak kiyaslandiginda vaka sayilarinda %7 oraninda bir
diisiis oldugunu bildirmistir. 2013 yilinda da S. Enteritidis %39,5 ve S. Typhimurium
(monofazik Typhimurium da dahil) % 20,2 insanlarda Salmonellozise neden olan en
yaygin serotipler olarak bildirilmistir. Avrupa’da 2013 yilinda neden oldugu 2226
Salmonella vakasi ile S. Infantis %3’liik orani ile en yaygin dordiincii serovar olarak
bildirilmistir. 2011 ve 2013 yillar1 kiyaslandiginda rapor edilen S. Infantis sayilarinda
%26,5’lik bir artisin oldugu ortaya konmustur. Almanya basta olmak iizere diger
Avrupa iilkeleri de S. Infantis’in neden oldugu gida kaynakli salginlarindaki vaka
bildirimlerinin artisina  6nemli  katki saglamistir (EFSA ve ECDC 2015).
Danimarka’da 2014 yilinda rapor edilen 11222 Salmonella vakasinin %3,4’i S.
Infantis kaynakli oldugu bildirilmistir (Anonymous, 2015).

Avrupa Birligi’nin 2160/2003/EC sayili direktiflerine uygun olarak, Avrupa
Birligi iilkeleri 2003 yilinda zoonozlarla ilgili kapsamli bir kontrol programi
baglatmistir. Zoonozlar arasinda Salmonella’yr onceliklerden biri olarak belirleyip,
vakalarin azaltilmasi i¢in hedef liretim kiimes hayvanlari (et tavugu, yumurta tavugu,
hindi vb.) ve domuzlar olmustur (Anonymous, 2003). EFSA ve ECDC kiimes
hayvanlarindaki Salmonella vakalarinin azalmasia yonelik faaliyetler kapsaminda
bilimsel tavsiyelerde bulunmakta ve 6zet raporlarinda yillik gelismelerle ilgili veriler
yaymlamaktadir. Uygulanan Salmonella kontrol programlarinda damizlik, yumurtaci
ve etcil tavuk siiriilerinde S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Virchow and
S. Hadar hedef serovarlar olarak belirlenmistir. Uye iilkelerde hedef serovarlar igin
Salmonella pozitifligi damizlik siiriilerinde %1, yumurtaci tavuk siiriilerinde %2 ve
broyler siiriilerinde %1’den az olmas1 hedef olarak belirlenmistir (EFSA ve ECDC
2015). Salmonella prevalansi iizerine yapilan sorvey c¢alismalarinda broyler
stiriilerindeki S. Infantis prevalansi en yliksek Macaristan %64’da rapor edilmis olup,
bunu Polonya %8, Cek Cumhuriyet %2,5, Portekiz (%2,5) ve Hollanda (%2) takip
etmigtir. Yumurtac siiriilerde ise S. Infantis (%11,9), S. Enteritidis (%59,9)’ten sonra

en yaygin ikinci serovar olarak rapor edilmektedir. S. Infantis’in prevalans: iilkeler
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arasinda farkiliklar gostermekle beraber, Polonya (%21.6), Macaristan (%9.4) ve
Ispanya (%15,5), bu prevalansin en yiiksek rapor edildigi iilkeler olmustur. (EFSA,
2007a; EFSA 2007b). EFSA 2013 yilinda Avrupa’da hayvansal gida ve yemlerden
izole edilmis toplam 20870 Salmonella izolat1 arasinda en yaygin rapor edilen 10
Salmonella serovar ile ilgili veriler yayinlamistir. Izolatlarin %55,8’i tavuk, tavuk eti
ve yemlerden izole edilmistir. S. Infatis tavuk (damizlik siirii, broyler ve yumurtaci
tavuklar) izolatlar1 arasinda en sik rapor edilen serovar olarak bildirilmistir. Rapor
edilen diger yaygin serovarlar cizelge 1.1°de gosterilmektedir (EFSA ve ECDC
2015).

Tiirkiye’de veteriner ve tip alanlarinmi birlikte kapsayan ulusal diizeyde bir
Salmonella sorveyans programinin olmamasi nedeniyle, iilkemizde Salmonella
Infantis prevalanst hakkinda bildiklerimiz smirli olmasina ragmen Salmonella

serovarlariin prevalansinin arastirilmasina yonelik cesitli ¢aligmalar bulunmaktadir.
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Cizelge 1.1. 2013 yilinda Avrupa Birligi iilkelerinde en yaygin rapor edilen ilk bes Salmonella serovar1 (EFSA ve ECDC 2015)

En yaygin goriilen serovarlar(a,b)

Kaynak Izolat Serotiplendirilmis
Sayis1 izolat 1 2 3 4 5
sayisi
Gallus gallus (c) 9971 5660 Infantis Mbandaka Enteritidis Thompson Livingstone
22,7 % 14,8% 11,1% 10,6% 4,0%
Broyler 8622 4613 Infantis Mbandaka Thompson Enteritidis Livingstone
26,0 % 17,3% 12,6% 5,9% 4,4%
Broyler karkas 3436 1329 Enteritidis Infantis Kentucky 1,4,5,12:i:- Typhimurium
37,6% 37,4% 4,1% 3,5% 2,6%
Tavuk yemleri 47 41 Senftenberg | Typhimurium Djugu Oranienburg Nyborg
19,5% 17,1% 12,2% 9,8% 9,8%

a: Yiizdeler toplam serotiplendirilmis izolatlar izerinden hayvan popiilasyonu, gida ve yem kategorisinin her biri i¢in hesaplandi.

b : Monofazik S. Typhimurium varyantlari S. Typhimurium’a dahil edilmeyip ayri olarak rapor edildi.
c : “Gallus gallus” broyler siiriileri, broyler ve yumurtaci tavuklari icermektedir.
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Ulkemizde 2008-2014 yillar1 arasinda yedi yillik bir periyotta tavuk iiretim
ciftliklerinden alinan ¢evresel orneklerden izole edilip dogrulama ve serotiplendirme
amaciyla Tirkiye Halk Saglhigi Kurumu, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari
Daire Bagkanligi, Ulusal Enterik Patojenler Referans Laboratuvari’na gonderilen
Salmonella izolatlarinin serotiplerine gore dagilimlart incelenmistir. Dogrulama ve
serotiplendirme amaciyla incelenen toplam 2021 Salmonella izolatin 15 farkli
serogrup ve 74 farkli serotipe ayrildigi belirlenmistir. En sik saptanan Salmonella
serotipi S. Infantis (% 30,6) olup, bunu S. Enteritidis (% 21,8) serotipi izlemistir
(Giilesen ve ark., 2015). Yapilan baska bir ¢calismada, Dr. Sami Ulus Kadin Dogum,
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Egitim ve Aragtirma Hastanesi’nde Aralik 2007 ve
Temmuz 2010 tarihleri arasinda Salmonella enfeksiyonu saptanan gocuk hastalardan
izole edilen toplam 98 Salmonella izolatin 14 farkli Salmonella serotipine ayrildig
belirlenmistir. Serotip dagilimina bakildiginda S. Enteritidis %66,4 ile dominant
serovar olarak saptanirken, S. Infantis %8,2 ile en sik izole edilen ikinci serovar
olarak saptanmistir (Bayhan ve ark., 2014). Salmonella serovarlarinin yayginliginin
arastirilmasina yonelik yapilan diger bir calismada, 2013-2014 yillar1 arasinda,
Afyon, Balikesir, Bursa, izmir, Karaman, Konya, Manisa illerinde bulunan 58 farkli
isletmeye ait ticari yumurtaci tavuk kiimeslerinde Salmonella varligi arastirilmistir.
Salmonella pozitif olan kiimeslerde elde edilen 22 Salmonella izolatinin 20’sinin
(%90,90) Salmonella enterica subsp. enterica oldugu ve en sik goriilen serovarlarin
ise, S. Enteritidis (%40,9) ve S. Infantis (%31,8) olarak belirlenmistir (Kahya ve
ark., 2014).

1.6. Salmonella’larda antimikrobiyal diren¢ ve 6nemi

Antibiyotik direnci, mikroorganizmalarin kemoterapdtik maddelerin tedavi
dozunda kullanildiginda meydana getirmis oldugu etkili ilag yogunlugundan
etkilenmemesi seklinde ifade edilebilir. Bu direng dogal yolla oldugu gibi, sonradan

da kazanilabilir. Bunun yani sira bir antibiyotige direngli bir mikroorganizma benzer
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yapidaki diger antibiyotiklere de gapraz direng gosterebilir (Das ve Atmaca 2015;
Yiice, 2001). Gerek mutasyon gerekse de yatay gen transferi ile antimikrobiyel
ajanlara kars1 diren¢ kazanan bakteriler, ortamda bulunan antibiyotikten
etkilenmeksizin gelismekte ve populasyonda baskin hale gelmektedir. Ozellikle
plazmid, transpozon ve integronlar aracilif1 ile meydana gelen yatay gen transferi,
kazanilan antibiyotik direncliliginin hizla yayilmasina neden olmaktadir (Yener ve

ark., 2012; White ve ark., 2001).

Glinlimiizde veteriner ve tip hekimliginde enfeksiyoz hastaliklarin tedavisinde
antibiyotiklere karsi mikroorganizmalarin gosterdikleri direng biiyiikk sorun teskil
etmektedir. Antibiyotik direnci sonucu hastaliklarin tedavi siireleri uzamakta,
ekonomik maliyetleri artmakta ve Oliim vakalarinda artislar meydana gelmektedir.
Hayvan yetistiriciliginde koruyucu amagla antibiyotik kullanimi, insanlarda regetesiz
antibiyotik temini bu sorunun en biiyilk kaynagidir. Gerek veteriner gerekse tip
hekimliginde antibiyotik tedavisinin yeterli siire uygulanmamasi da diren¢ sorununa
kaynak teskil etmektedir. Ayrica hastalik etkeninin teshisi yapilmadan ve
antibiyogram testi uygulanmadan genis spektrumlu ve rezerv antibiyotik kapsaminda
bulunan ilaglarin gelisiglizel kullanim1 da bu soruna katki saglamaktadir (Das ve
Atmaca, 2015). Bu baglamda Salmonella’larin g¢oklu antibiyotik direnci, azalan
kinolon direnci ve genisletilmis spekturumlu beta-laktamaz (GSBL) varligindaki
artis Salmonella enfeksiyonlarmi halk saglhigi agisindan kiiresel boyutta bir tehdit
haline getirmektedir (Franco ve ark., 2015).

En bilinen ¢oklu diren¢ profili S. Typhimurium DT104 tipinde goriilen
ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, siilfonamid ve tetrasiklinlere karsi gelisen
direnctir. Bu antibiyotiklere ek olarak son zamanlarda gentamisin, trimetoprim ve
florokinolonlara karsida diren¢ gelistigi rapor edilmistir (Foley ve Lynne 2008;
Briggs ve Fratamico 1999). Kloramfenikol, kanamisin, streptomisin, siilffonamid ve

tetrasiklin kars1 olusan direng, kinolon ve i¢iincii kusak sefalosporinlere karsi da
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artarak devam etmektedir (Yener ve ark., 2012; Carattoli ve ark., 2002).

Salmonella’larda ampisilin ve kloramfenikol direncinin yiiksek oranlarda
goriilmesi, Salmonella enfeksiyonlarinin tedavisinde kinolon ve igiincii kusak
sefalosporinlerin  kullanimini1  6n plana ¢ikarmistir. Ancak son zamanlarda
siprofloksasine karsi olusan direng de halk sagligi agisindan dikkate alinmasi gereken
bir konudur (Threlfall 2000). Insanlarda hastalik sebebi olan S. Typhimurium DT104
faj tipi, S. Virchow ve S. Hadar’in siprofloksasin direngli suslarinin muhtemel
kaynaklar1 kanatli ve sigirlardir. Ingiltere ve Galler iilkelerinde 1994-1997 yillar
aras1 insanlardan izole edilen ve ekstraintestinal enfeksiyona neden olan
S.Typhimurium DT104, S.Virchow ve S. Hadar serotiplerinin siprofloksasine artan
direnci ile besi hayvanlarinda yaygin florokinolon (enrofloksasin) kullanimi arasinda

siki bir iligki oldugu tespit edilmistir (Threlfall ve ark., 1999).

EFSA ve ECDC, Avrupa iilkelerinde bazi Salmonella serovarlarinda artan
coklu ila¢ direncine dikkat ¢ekmistir. Yayinlanan 6zet raporunda, 2014 yilinda
insanlardan izole edilen Salmonella izolatlarinda (n=10352), tetrasiklin ( %30,3) ,
stilfonamidler (%28,6) ve ampisilin ( %28,2)’e kars1 yiiksek diizeyde direng oldugu
rapor edilmistir. Baz1 lilkelerde oldukca yiiksek diizeyde olmakla beraber Avrupa
genelinde ¢oklu ilag direnci (%26) yiiksek diizeylerde bildirilmistir. Incelenen
serovarlardan S. Kentucky (%74,6), monofazik S. Typhimurium 1,4,[5],12:i- (%69,4)
ve S. Infantis (%61,9) yiiksek diizeyde ¢oklu ilag direncine sahip olduklari
saptanmistir (EFSA ve ECDC, 2016).

Salmonella’larda antibiyotik direnci, kanathi tirii ve tipine, iilke veya
bolgelere, Salmonella serovarma, antibiyotigin etki sekline ve yillara gore
degisebilmektedir. Ornegin hindilerde tavuklara oranla, broylerlerde damizliklara
oranla daha fazla direncli serotiplere rastlanmaktadir. ABD’de en sik rapor edilen
direncli serotipler arasinda S. Typhimurium ve S. Entertidis yer alirken, Japonya’da

S. Infantis antibiyotiklere daha fazla direng gelistiren serotip olarak tespit edilmistir
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(Erol, 2010; Gygles, 2008). Hollanda’daki tavuklardan izole edilen S.
Typhimurium’da tetrasikline kars1 1984-1989 yillarinda %3.5, 1990-1995 yillarinda
%5 ve 1996-2001 yillarinda %?28.6 oraninda bildirilen direng, yillara gore
Salmonella serovarlarinda meydana gelen direng degisikligini net olarak ortaya

koymaktadir (Van Duijkeren ve ark., 2003).

Antibiyotiklerin uygun kullanilmamasina bagl gelisen direngli suslarda direng
genlerin aktarimi sadece patojen mikroorganizmalara degil, endojen mikroflorada da
olabilmekte, karkas kontaminasyonu veya yumurtlama sirasinda hayvansal
gidalardan insanlara gecerek insan bagirsak florasinda kolonizasyona sebep
olabilmektedir (Filazi ve ark., 2015). Antibiyotik direng oranlarindaki artisin bir
sonucu olarak insanlarda tedavide kullanilabilecek antibiyotik alternatifleri son
derece azalirken, mortalite artmakta, hastane maliyetleri ise ¢ok ciddi oranlara

ulagsmaktadir (Barriere, 2015).

1.7. S. Infantis suslarinda antibiyotik direnci

Kanatli hayvan ve insanlarda Salmonellozise sebep olan S. Infantis ayni
zamanda c¢oklu antibiyotik direng profiline sahip oldugu i¢in de Onemlidir.
Avrupa’da buna ek olarak S. Kentucky, monofazik S. Typhimurium 1,4,[5],12:i:- ‘da
sayillmaktadir (Nogrady ve ark., 2007; Yavari, 2012; EFSA ve ECDC, 2016).

EFSA ve ECDC, 2016 yilinda Avrupa Birligi iiye tilkelerdeki insan, hayvan ve
gidalardan izole edilen zoonotik bakterilerin antimikrobiyal direncliligi iizerine bir

0zet raporu yayinlamistir. Bu 6zet raporda tiye iilkelerin 2014 yilina ait insan, hayvan
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ve gida kokenli Salmonella izolatlarina ait giincel antibiyotik direng verilerine yer
verilmistir. EFSA iiyesi iilkeler ve Norveg tarafindan 2014 yilinda insan kokenli 247
serovar ve serogruptan olusan toplam 14412 Salmonella izolatina ait antibiyotik
direng verileri rapor edilmistir (EFSA ve ECDC, 2016). insanlarda rapor edilen
toplam 1846 vaka ile en yaygin dordiincii Salmonella serovari olan S. Infantis’lerde
en yiiksek antibiyotik diren¢ diizeyi tetrasiklin (%48,3), nalidiksik asit (%44) ve
stilfonamidlerde (%42) gozlemlenmistir. Bu yiiksek direnglilik diizeyleri iiye tilkeler
arasinda belirgin farkliliklar da gosterebilmektedir. Klinik tedavide 6nemi olan
siprofloksasin ve sefotaksime olan direnglilik sirasiyla % 16,4 ve %5,4 olarak diger
tiim Salmonella spp.’lere gore daha yiiksek diizeyde rapor edilmistir. S. Infantis’lerin
siprofloksasin direng diizeyi en yiiksek Slovenya (%81,3) ve Avusturya (%75)’da
bildirilmis olup; seftazidim direng diizeyi en yiiksek Italya (%64,7)’da gdzlenmistir.
Avrupa genelinde insan kokenli S. Infantis izolatlarinda ¢oklu ilag direnci %61,9
olarak bildirilmis olup, hem siprofloksasin hem de sefotaksime direng ise %2 olarak
rapor edilmistir. Antibiyotik diren¢ profilini en yiiksek diizeyde rapor eden iilke
%11,8 ile italya olmustur (EFSA ve ECDC, 2016)

Avrupa’da 2014 yilinda broyler tavuk etlerinden izole edilen 1082 Salmonella
izolat1 arasinda en yaygin saptanan serovar S. Infantis (%36,8) olarak bildirilmistir.
S. Infantis izolatlarinin %55°1 ise Macaristan ve Slovakya’da rapor edilmistir.
Broyler etlerinden izole edilen S. Infantis’lerde tetrasiklin, siprofloksasin ve
nalidiksik aside kargi oldukga yiiksek diizeyde direng gozlenirken; azitromisin,
kolistin, sefoktaksim ve seftazidim direngliligi saptanmamistir (EFSA ve ECDC,
2016). Avrupa Birligi iiye tilkeleri arasinda farkliliklar olmasima ragmen, broyler
stirilerinde izole edilen ve serotiplendirilen 2417 Salmonella izolat1 i¢inde S. Infantis
%36,5 saptanma orani ile en yaygin goriilen Salmonella serovari olarak bildirilmistir.
Broyler siiriilerinde en sik bildirimi yapan iilke Romanya olup, S. Infantis
izolatlarinin  %39,8’ini bu iilkenin rapor ettigi izolatlar olusturmaktadir. Bu
izolatlarda siilfametaksazol ve tetrasikline karsi sirasiyla %82,7 ve %81,3 oraninda
oldukca yiiksek diizeyde direng saptanirken; ampisiline karst %10,9 oraninda orta

diizeyde bir direng bildirilmistir. Danimarka ve Ispanya hari¢ diger iiye iilkelerde
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siprofloksasin ve nalidiksik aside karsi oldukc¢a vyiiksek diizeylerde direng
bildirilmistir. Broyler siiriilerinden izole edilen S. Infantis’lerin % 80’inden fazlasi

coklu ilag direncine sahip oldugu bildirilmistir (EFSA ve ECDC 2016).

Yumurtaci tavuk siiriilerinde izole edilen ve serotiplendirilen 878 Salmonella
izolat1 iginde S. Infantis %7,6 saptanma orani ile en yaygmn goriilen {iglincii
Salmonella serovari olarak bildirilmistir. Genel antibiyotik direnci broylerlere gore
daha diisiik diizeylerde oldugu bildirilmistir. Izolatlarin sadece %31’inin ¢oklu ilag

direncine sahip oldugu bildirilmistir (EFSA ve ECDC 2016).

Ulkemizde insan, hayvan, gevresel 6rnek ve gidalardan izole edilmis S.
Infantis’lerin antibiyotik diren¢ durumu hakkinda bildiklerimiz, sektorler arasi
verilerin toplandigi ve degerlendirildigi bir Salmonella sérveyans programinin
olmamasi nedeniyle siirhidir. Ancak {ilkemizde Salmonella serovarlarinin
antibiyotik diren¢ durumlarimin arastirllmasina yonelik ¢esitli calismalar
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada ¢evresel orneklerden izole edilen S. Infantis
izolatlarinin trimetoprim/siilfametaksazol ve siilfonamidlere yiiksek diizeylerde
direnglilik bildirilirken, yine baska bir ¢alismada insanlardan izole edilen S. Infantis
izolatlarinin trimetoprim/siilfametaksazol, nalidiksik asit ve kanamisine olan direnci
yiiksek diizeylerde tespit edilmistir (Giilesen ve ark. 2015; Bayhan ve ark., 2014).
Yapilan bir tez ¢alismasinda tavuk kiimeslerindeki altlik ve tozdan izole edilen 355
adet S. Infantis susunun antibiyotik direnglilikleri saptanmistir. Siilfametaksazol ve
tetrasikline olan diren¢ %90 nin {izerinde bulunmustur. Ayrica en yiiksek direngli sus
yizdesi %99,4 ile makrolid grubunda bulunurken, en diisiik yiizdenin % 3,3 ile
florokinolon grubunda oldugu tespit edilmistir (Yilmaz, 2014). Yapilan diger bir
caligmada i1se 2012-2013 yillar1 arasinda broyler tavuk digkilarindan izole edilen ve
caligmaya dahil edilen toplam 267 Salmonella izolatinin antibiyotik direnglilikleri
saptanmistir. S. Infantis %77,2 ile suslar arasinda en yaygmn serovar olarak
saptanirken, nalidiksik asit (%92.7), siilfonamid (%92,3), tetrasiklin(%88.3),
trimetoprim (%78,6), streptomisin (%46,1), ampisilin (%22,8), kloramfenikol (%19),
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gentamisin (%2) ve siprofloksasin (%1,9) antibiyotiklerine kars1 direng saptanmigtir
(Sahan ve ark., 2016).

Bu tez galismasinda insan ve tavuk orijinli S. Infantis suslarinda disk diffiizyon
yontemi ile antibiyotik diren¢ durumlarinin arastirilmasi, diisiik diizeydeki kinolon
direncinin E-test ve secilen antibiyotiklere karsi direnci kodlayan genlerin PZR

yontemi ile ortaya konulmasi amaglandi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Bakteri suslari: Bu tez calismasinda Ankara Universitesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonundan temin edilen tavuk orijinli 100 adet ve
Tirkiye Halk Sagligi Kurumu, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire
Bagkanligi, Ulusal Enterik Patojenler Referans Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan
temin edilen insan orijinli 50 adet olmak {izere toplam 150 S. Infantis susu kullanildu.
S. Infantis suslar1 ¢alismada kullanilana kadar -80 °C’de saklandi. Standart sus olarak
antibiyotik duyarlilik testlerinde E. coli ATCC 25922 susu kullanildi.

2.1.2. Besiyerleri: Suslar1 canlandirmak i¢in Xylose Lysine Deoxycholate Agar
(XLD Agar) (Oxoid) ve Nutrient Agar (Oxoid) kullanildi. Antibiyotik duyarlilik
testleri igin ise Mueller-Hinton Agar (Oxoid) besiyeri, fizyolojik tuzlu su McFarland
0,5 (1x108 cfu/mL) opasite standard: (Remel) kullanildi.

Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD Agar) (Oxoid, ingiltere)

Icerik:
Base
Maya eKStraktl.......c.oouiiiiii 309
Sodyum Klortir (NaCl)......ooviieiii e, 50g
KSTl0Z. e e 375 ¢



21 o /28 75¢g
SUKIOZ. ..\t e 75¢g
L-lizin hidroklorid...........cooiiiii 50g
Sodyum tiyostlfat..........ooeiiii 6,8 g
Demir (II1) amonyum asetat............cveeieiinieiieniiiieiieneaeenennnn. 0,8 g
Fenol KIrmizist. ..o 0,08 g
Sodyum deoksikolat.............ooiiiiiii e, 1,0g
N . 9,18 g
DISHILE SU. .ot 1000 ml

Hazirlanisi:
e Agar eriyinceye kadar kaynar su banyosunda tutuldu.

e Bu besiyeri otoklavlanmadan sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyeri
eritilerek yapildi. Asir1 1sitmadan kaginildi.
e pH's1 25 °C'de 7,4+0,2’¢ ayarlandi.

Nutrient Agar (Oxoid, Ingiltere)

icerik:
Et ekstraktl.......o.oieiii i 30g
Pepton. ... 50¢g
A AT . e 9-18 ¢
DISHIE SU. .t 1000 m
Hazirlanisi:

e Agar 121°C’de 15 dak. otoklavda sterilize edildi.
e pH25°C’de 7,0 £0,2°e ayarlandu.

Antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilan besiyeri, soliisyon ve araglar;

Mueller Hinton Agar (Oxoid, Ingiltere)
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Icerik:

Etekstraktl........oooiiii i e 300,0 g
Kazein Hidrolizat.............oooiiiii e, 17,5¢g
DN £ ] T O 1,5¢g
N PRt 17¢g
DISHIE SU. .t 1000 ml
Hazirlanisi:
e Agar 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
e pH25°C’de 7,3 £ 0,2’e ayarlandi.
[ ]
Fizyolojik Tuzlu su
icerik:
Sodyum Klortir (NaClI)......ocoiiniiiiii e 85¢g
DiStIE SU. .ttt e 1000 ml
Hazirlanisi:

¢ Distile suyun igerisinde sodyum kloriir ¢ozdiiriildii.
e 121°C’de 15 dak. otoklavda sterilize edildi.
e pH25°C ‘de 7,0 £ 0,2°e ayarlandu.

2.1.3. Antibiyotik diskleri: Salmonella Infantis suslariin antibiyotik duyarlilik
testleri igin Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)’nin 6nerdigi
konsantrasyonlarda, ampisilin (AMP; 10 png), sefotaksim (CTX; 30ug ),
kloramfenikol (C; 30ug), siprofloksasin (CIP; 5pg), gentamisin ( CN; 30ug ),
kanamisin ( K; 30ug ), nalidiksik asit ( NA; 30ug ) , streptomisin ( S10; 10ug ),
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tetrasiklin (TE; 30ug ), trimetoprim/ siilfametaksazol (SXT; 1.25/23.75pg ),
siilffonamid ( S3; 250 veya 300ug ), seftazidim ( CAZ; 30ug ) olmak tizere 12 adet
antibiyotik diski (Oxoid; Ingiltere) kullanildi (CLSI, 2013).

2.1.4. E-Test Antibiyotik Stripleri: S. Infantis suslarinda siprofloksasine
duyarliligin belirlenmesinde CLSI’1n 6nerdigi konsantrasyonda siprofloksasin (CIP;
0.002 — 32pg / mL) E-Test Stripleri (Liofilchem; Italya) kullanildi.

2.1.5. PZR’da kullamlan cihaz, kimyasal ve tampon soliisyonlar

PZR cihazi: Calismada Thermocycler T1 96 x 0,2 ml tiip, strip ve pleytleri
alabilecek sekilde dizayn edilmis (Biometra, Gottiengen) PZR makinasi kullanildu.

Pipetler: 0.5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl (Finnpipette F1, Thermo
Scientific, USA)’lik pipetler kullanildi.

Vortex: Fine Vortex (FinePCR, Kore) kullanildi.

Spektrofotometre: DNA o6lgiimleri igin NaNoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA)
kullanild.

Santrifiij: Heraeus Pico 17 (Thermo Scientific, USA) ve Mikro 200 (Hettich, Almanya)
kullanildi.

Jel elektroforez iinitesi: Gel elektroforez iinitesi 2,3 litre tampon soliisyon haznesi olan
(Thermo Owl A2 large Gel System, 20 x 25 cm, Thermo Scientific, USA) ve iinitenin 2 adet
tepsisi (U.V. Transmissible (UVT) Gel Tray, Thermo Scientific, USA) kullanildi.

Jel eletroforez iinitesinin taraklari: A2-24D (Thermo Scientific, USA) tarak ile jel

23



tizerinde 1.5mm kalinlikta, 6.5 mm genislikte ve 7ul hacim alabilen 24 adet kuyucuk, A2-
36D (Thermo Scientific, USA) tarak ile 1,5 mm kalinliginda, 3.5 mm genislikte 4 pl hacim
alabilen 36 adet kuyucuk acildi.

Gii¢c kaynag: Uriinlerin gd¢ etmesi icin giic kaynag (Elite 300 Plus Power Supply,
Wealtec, USA) kullanildi. Jel elektroforez asamasi igin 500 A, 180 V, 60 dak yiiriitme
yapildi.

10X TBE (Tris-borate-EDTA) 1 litre: Ticari olarak hazirlanmis hali (B52, Thermo

Scientific, USA) kullanildi.

1X TBE: 10X’lik TBE’den 1X’lik TBE hazirlandi. 50 ml 10X TBE, 950 ml ddH20

igerisine ilave edildi.

Yiikleme solusyonu: 6x Loading Dye ve GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (SM0321
Thermo Scientific, USA) kullanild:.

Agaroz: Jel hazirlarken Prona Agarose, Biomax kullanildi.

Ethidium Bromide boya soliisyonu: 100 ml ddH20 igerisine 1 gr ethidium bromide
(Sigma, E-8751, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) (2, 7- Diamino-10
ethyl-9phenyl-phenanthridinium bromide) ilave edilerek 10 mg/ml’lik stok solusyon
hazirlandi. Stok karanlikta +4 C’de saklandi.

Goriintiileme cihaz : Jelin boyanmasini takiben iiriinler UV transilliiminatorlii bilgisayarlt

goriintiileme sistemi (Gene Genius, Syngene, Bio Imaging System, USA) gozlendi.

Fotograf makinasi: UV’de gozlenen iiriinler fotograf makinasi (Digital Graphic Printer,

UP-D895, Sony, USA) ile goriintiilendi.

Fotograf filmi: High Glossy Printing Paper, UP-110HG, Sony, US
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2.2. Yontem

2.2.1. Antibiyotik duyarhhk testleri

2.2.1.1. Disk diffiizyon yontemi

S. Infantis suslar1 i¢in antibiyotik duyarlilik testlerinde CLSI’da (CLSI, 2013)
belirtilen kriterlere gore Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi izlenerek yapilmistir.
Buna gore suslar Xylose lysine deoxycholate (XLD) ve Nutirent Agara (NA)
pasajlar1 yapilip 37°C’de 18-24 saat inkube edildi. Saf ve taze Salmonella Infantis
kiiltiiriinden 2-3 koloni almarak, McFarland 0,5 (1x108 kob/ml) opasite standardi
esas alinarak serum fizyolojik i¢inde siispanse edildi. Siispansiyondan, steril ekiivyon
cubuk ile alinarak Mueller Hinton agara yiizeyine siirme yontemi ile ekimleri yapildi.
Agar yiizeyi oda 1sisinda kuruduktan sonra (5-10 dKk) yiizeyine CLSI’nin 6nerdigi
sekilde ampisilin, sefotaksim, kloramfenikol, siprofloksasin, gentamisin, kanamisin,
nalidiksik asit, streptomisin, tetrasiklin, trimetoprim/siilfametoksazol, siilfonamit,
seftazidim antibiyotik diskleri yerlestirildi. Ekim islemleri tamamlanan petriler 24
saat boyunca 37°C’lik etiive inkubasyon ic¢in birakildi ve antibiyotik direnci
degerlendirildi (Cizelge 2.1.) Test sonucunda 3 veya daha fazla antibiyotik sinifina

direngli bulunan suslar ¢coklu antibiyotik direncli olarak belirlendi.
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Cizelge 2.1. CLSI’ya gore Salmonella suslariin antibiyotik duyarlilik zon gaplari

) Zon Caplar1 (mm)
o Disk
Antibiyotik Direngli | Orta Duyarh
ug Duyarh (S)
(R) (1
Ampisilin (AMP) 10 pg <13 14-16 17>
Sefotaksim (CTX) 30 ug <22 23-25 >26
Kloramfenikol (C) 30 ng <12 13-17 >18
Siprofloksasin (CIP) 5ug <20 21-30 >31
Gentamisin ( CN) 30 pg <12 13-14 >15
Kanamisin ( K) 30 ug <13 14-17 >18
Nalidiksik asit (NA) 30 pug <13 14-18 >19
Streptomisin (S10) 10 pg <11 12-14 >15
Tetrasiklin (TE) 30 pug <I1 12-14 >15
Trimetoprim 1.25/23.75
<13 14-16 >17
Siilfametaksazol (SXT) ug
) 250 or
Siilfonamid (S3) <12 13-16 >17
300 pg
Seftazidim (CAZ) 30 pug >21 18-20 <17

2.2.1.2. E-test yontemi

S. Infantis suslarimin siprofloksasine olan duyarliliginin belirlenmesinde CLSI’
da belirtilen kriterlere gore E-test yontemi uygulandi (CLSI, 2013). Buna gore
suslarin Nutrient agardaki taze ve saf kiiltlirlerinden 2-3 koloni alindi ve
bulanikliklar1 McFarland 0,5 (1x10® cfu/mL) opasite standardi esas alinarak serum

fizyolojik icinde siispanse edildi. Siispansiyondan, steril ekiivyon ¢ubuk ile alinarak
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Mueller hinton agar yiizeyine siirme yontemi ile ekimleri yapildi. Agar yiizeyi oda

1s1sinda kuruduktan sonra (5-10 dk) siprofloksasin E-Test seritleri steril bir pens

yardimiyla yerlestirildi. Ekim islemleri tamamlanan petriler 37°C’lik etiivde 24 saat

inkubasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda eliptik inhibisyon bolgesinin E-Test

seridi ile kesistigi nokta minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri olarak

okunup CLSI standartlarina gore degerlendirildi (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. CLSI’ya gore Salmonella suslarmim siprofloksasin’e kars1 MIK

degerleri
_ MIK degeri (ug/mL)
. Strip
Antibiyotik Orta Duyarh
ng Direncli (R) 0 Duyarh (S)
Siprofloksasin 0,002 —
>1 0.12-0,5 <0,06
(CIP) 32ug

2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Antibiyotik duyarlilik testleri yapilan S. Infantis suslarina ait antibiyotik direng

genlerinin ve kodladiklart direng varligini ortaya koymak amaciyla Polimeraz zincir

reaksiyonu igin sirasiyla genomik DNA ekstraksiyonu, amplifikasyon, elektroforez

ve goriintiileme islemleri gerceklestirildi.
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2.2.2.1 Genomik DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu, Queipo-Ortufio, ve ark. (2008) yaptigi ¢alismaya uygun
sekilde asagida belirtildigi gibi yapildi. Ekstraksiyonu yapilan DNA ornekleri
amplifikasyon islemleri yapilana kadar -20°C’de template DNA olarak kullanilmak

uzere saklandi.

Kaynatma yontemi

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

* Siipernatant dokliildii ve 500 ml FTS eklendi.

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

20 ul distile su eklendi.

100 °C’de 10 dakika kaynatildi.

* 12.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve elde edilen DNA bundan sonraki
islemlerde kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.

2.2.2.2 Primerler: Yapilan literatiir arastirmalarinda S. Infantis’in antibiyotik direng
genlerinin PZR ile belirlenmesinde kullanilan primerlere ait sekanslar Cizelge 2.3’de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Primerlerin baz dizileri, baglandiklar1 spesifik gen bolgeleri, PZR {irlinlerinin uzunluklari

Primer Sekans Hedef Uriin
Adi Gen Uzunlugu Literatiir

aphAl F 5’-AAACGTCTTGCTCGAGGC-3’ aphAl 461 bp Bolton ve ark. 2013
aphA R 5’-CAAACCGTTATTCATTCGTGA-3’

tet(A) F 5’-GCTACATCCTGCTTGCCT-3’ tet(A) 210 bp Guerra ve ark. 2001
tet(A) R 5’-CATAGATCGCCGTGAAGA-3’

tet(B) F 5>-TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG-3’ tet(B) 600 bp Bolton ve ark. 2013
tet(B) R 5’- GTAATGGGCCAATAACACCG-3’

tet(G) F 5’-GCTCGGTGGTATCTCTGC-3’ tet(G) 500 bp Guerra ve ark. 2001
tet(G) R 5’-AGCAACAGAATCGGGAAC-3’
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2.2.2.3. PZR Optimizasyonu

PZR karistmi her bir 6rnek icin 25 pl’lik final hacim olacak sekilde,
optimizasyon i¢in primer, MgClz, dNTP, hedef DNA miktarlari, Ta 1s1 derecesi ve
buna gore degisen ddH>O miktarlar1 ile asagidaki gibi hazirlandi.

2.2.2.4. PZR Amplifikasyonlari

PZR amplifikasyonlar1 i¢in Carattoli ve ark. (2005) tarafindan Onerilen
yontem ile optimize edildi. Amplifikasyonlar i¢in kullanilan reaksiyon karisimi ve

amplifikasyon kosullar1 asagida verilmistir.

Reaksiyon karisimi:

Steril ddH>0 14,8 ul
10xPZR tampon ¢ozeltisi 2,5ul
dNTP(10mM) 0,5 ul
Forward primer,10 pmol 1 ul
Reverse primer,10 pmol 1 ul
MgCl: (25 mM) 3ul
Tagq DNA polimeraz 0,2 ul

olacak sekilde 23 pl’lik hacime tamamlanarak hazirlandi.
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Bu ana karisimdan 23’er pl dagitildi ve her tiipe 2 pl 6rnek DNA’s eklenerek
toplam reaksiyon hacmi 25 pl’ye tamamlandi. Bu karisima gore hazirlanan 6rnekler
cogaltma icin dnceden programlanan thermal cycler cihazina yerlestirildi. Orneklerin
hazirlanmasi sirasindaki hata ve kontaminasyonlar belirlemek i¢in pozitif ve tepkime

karisimina kalip DNA’nin yerine distile su negatif kontrol olarak kullanildu.

Amplifikasyon Kosullari

94 °C, 3dakika
94 °C, 1 dakika
54 °C, 1 dakika 30 siklus
72 °C, 1 dakika
72 °C, 7 dakika

+4°C, o

T4 (baglanma sicakligr) her bir primer i¢in ayri ayr1 T (°C)=2 X (A+T) +4 X
(G+C) formiiliinden hesaplanirken, Tm (uzama siiresi) beklenen PZR iirliniiniin baz

cifti (bg) cinsinden uzunluguna gore tayin edildi.

2.2.2.5. Agaroz jel elektroforez agaroz jelin hazirlanmasi

Amplifikasyon sonrasinda olusan iiriinlerin degerlendirilmesi i¢in %1,5 agaroz
jel hazirlandi. Agaroz jel hazirlanirken tampon soliisyon olarak 0,5 TBE tamponu
kullanild1. Agaroz 200 ml TBE tamponu icerisinde mikrodalga firinda eritildikten
sonra, 8ul etidyum bromiir ilave edilerek 20 cm’lik yatay jel elektroforez tablasina
dokiildii. 5Smm kalinliginda dokiilen agaroz lizerine elektroforez tarag: takilarak jelin
katilagsmasi i¢in 20 dakika beklenildi. Bu siire sonunda taraklar jele zarar vermeden

c¢ikartildi (Sambrook ve ark., 1989).
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Jel elektroforez tablasi elektroforez tankina yerlestirildikten sonra, elektroforez
tankin igerisine TBE tampon soliisyonu jelin Imm iistline gelecek kadar ilave edildi.
Elde edilen amplifikasyon iiriinlerinden 10ul alinarak, 2ul 6X loading dye ile
karistirildi. Bu karisimin hepsi jele yiiklendi. DNA 6rnekleri 180 voltta 60 dakika

elektroforez islemine tabi tutuldu (Sambrook ve ark., 1989).

2.2.2.6. Goriintiileme islemi

Jeldeki ornekler bilgisayarli UV transilliiminator kutusu igine yerlestirilerek

goriintiilendi ve fotograflar ¢ekilerek termal printerden kopyalar alindu.
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3. BULGULAR

3.1. Antibiyotik duyarhhik testlerine ait bulgular

3.1.1 Disk diffiizyon bulgular:

Tez kapsaminda Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile tavuk orijinli 100
adet ve insan orijinli 50 adet olmak iizere toplam 150 adet Salmonella Infantis
susunun antibiyotik duyarlilik testleri yapildi. Duyarlilik testleri i¢in penisilin grubu
(ampisilin), sefalosporin grubu (sefotaksim ve seftazidim), amfenikoller grubu
(kloramfenikol), kinolon grubu (nalidiksik asit ve siprofloksasin), tetrasiklin grubu
(tetrasiklin),  aminoglikozid grubu (gentamisin, kanamisin ve streptomisin),
stilfonamid grubu (silfonamid) ve benzilprimidin-siilfonamid gruplarmin bir
kombinasyonu olan trimetoprim/siilfametaksazol antibiyotikleri secildi. Antibiyotik
duyarlililik testlerinin kontroliinde standart sus olarak E.coli ATCC 25922 kullanildi.
Elde edilen sonuglar, CLST’1n kriterlerine gore degerlendirildi. S. Infantis suslarinin
disk diffiizyon yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinin Mueller Hinton

agardaki 6rnek goriintiisii Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Disk diffiizyon yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinin
Mueller hinton agar iizerindeki 6rnek goriintiisi. (AMP; ampisilin, NA; nalidiksik
asit, CIP; siprofloksasin, S10; streptomisin, C; kloramfenikol, SXT;
trimetoprim/siilfametaksazol, K; kanamisin, TE; tetrasiklin, CTX; Sefotaksim )

Insan orijinli 50 adet S. Infantis susunun; 17(%2)’si kanamisine, 43(% 86)’s1
nalidiksik aside, 42(%84)’si streptomisine, 41(%82)’i tetrasikline, 35(%70)’i
trimetoprim/siilfametaksazole ve 41(%82)’i siilfonamide karst direngli bulundu.
Suslarin 1(%2)’1 kloramfenikol’e ve 23(%56)’i siprofloksasine orta diizeyde direngli
olarak saptanirken, ampisilin, gentamisin, sefotaksim ve seftazidim’e kars1 direng
saptanmadi. Insan orijinli S. Infantis suslarmin antibiyotik duyarlilik durumlari

Cizelge 3.1 ve Sekil 3.2’de verilmistir
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Cizelge 3.1. Insan orijinli S. Infantis suslarmin antibiyotik duyarlilik durumlari

Duyarl Orta ‘Diize.yde Direngli
Antimikrobiyal ajan (Disk ) Direngli
% (n=50)
AMP 100 0 0
CTX 100 0 0
C 98 2 0
CcIP 44 56 0
CN 100 0 0
K 66 0 34
NA 14 0 86
S10 16 0 84
TE 18 0 82
SXT 30 0 70
S3 18 0 82
CAZ 100 0 0
. 100 - -
:é 80 -
@ 5o 60 - = DUYARLI |
=G 40 - ORTA DIRENCLI
E) 20 - m DIRENCLI
2 o

Sekil 3.2. Insan orijinli S. Infantis suslarinin antibiyotik duyarlilig



Tavuk orijinli 100 adet S. Infantis susun 11(%11)’i kloramfenikol’e, 49(%
49)’u  kanamisin’e, 87(%87)’si  trimetoprim/siilfametaksazol’e,  98(%98)’i
siilfonamide, 99(%99)’u nalidiksik asit, streptomisin ve tetrasikline karsi direngli
bulundu. Suslarin 1(%1)’i ampsiline karsi orta diizeyde direngli saptanirken,
10(%10)’u direngli bulundu. Suslarin 93(%93)’i ise siprofloksasin’e karsi orta
diizeyde direncli olarak bulundu. Sefotaksim, gentamisin ve seftazidim’e kars1 direng
saptanmadi. Tavuk orijinli S. Infantis suslarmin antibiyotik duyarlilik durumlar

Cizelge 3.2 ve Sekil 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Tavuk orijinli S. Infantis suslarinin antibiyotiklere duyarlilik durumlari

Duyarh Ortgilr)eiilzg(iiyde Direngli
Antimikrobiyal ajan (Disk )
% (n=100)

AMP 89 1 10
CTX 100 0 0
C 89 0 11
CIP 7 93 0
CN 100 0 0
K 51 0 49
NA 1 0 99
S10 1 0 99
TE 1 0 99
SXT 13 0 87
S3 2 0 98
CAZ 100 0 0
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Sekil 3.3. Tavuk orijinli S. Infantis suslarinin antibiyotiklere duyarlilik dagilimlar

Insan ve tavuk orijinli S. Infantis suslariin antibiyotik duyarlilik

durumlarinin karsilagtirilmasi Sekil 3.4.’te verilmistir

L
1
il
I
S
50% - IIII B Direncli
40% ~ IIII Orta Direncli
30% IIII M Duyarli
i)
el iR
0% |
Cl C X ClXx  ClX CcX2c X cxc X o2 clXxclx c|Xx
w3 m J|m| 3| m I w3 @ I|mw 3|/ m I o3 m 3| @w I @ I
|l > > u > u > B> > B >2 0 >0l >0 > B > 0Bl >
cC|lm | m|Cc|m|E @M S| M £ @ S|@m|E M CcC|l @ EC|lm@m| (@M@
=l e == lr ==l =R =lr = F=lF ===
AMP | NA CTX C CIP CN K S TE SXT S3 CAZ

Sekil 3.4. Insan ve tavuk orijinli S. Infantis suslarmin antibiyotik direnglilik

durumlarinin karsilastirilmasi.
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Insan orijinli S. Infantis suslarinin %82’sinde ¢oklu antibiyotik direnci
saptandi. En yaygin gozlenen Na-S10-Te-Sxt-S3 ve K-Na-S10-Te-Sxt-S3 ¢oklu
direng profilleri sirasiyla %36 ve %34 olarak bulundu. Suslarm %14°G tim
antibiyotiklere karsi duyarli olarak bulundu. Tavuk orijinli S. Infantis suslarinin
%99’unda ¢oklu antibiyotik direnci bulundu. En yaygin gézlenen Na-S10-Te-Sxt-S3
ve K-Na-S10-Te-Sxt-S3 ¢oklu direng profilleri sirasiyla %39 ve %34 olarak

saptandi.

3.1.2 E-test bulgular:

Tavuk ve insan orijinli S. Infantis suslarinda siprofloksasin direncinin
belirlenmesi amaciyla yapilan Kirby-Bauer disk diffiizyon yontemine ilave olarak E-
test yontemi de kullanildi. S. Infantis suslarinin E-test yontemi ile siprofloksasin
duyarlilik testlerinin Mueller hinton agardaki o6rnek goriintiisii Sekil 3.5°de

verilmistir.

Sekil 3.5. E-test yontemi ile siprofloksasin duyarlilik testlerinin Mueller Hinton
agardaki 6rnek goriintiisti
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E-test yontemi ile insan orijinli suslarin; 7(%14)’si siprofloksasine duyarli
bulunurken, 43(%86)’li orta diizeyde direngli bulundu. Siprofloksasine direngli bir
sus saptanmadi. Tavuk orijinli suslarin 1(%2)’1 siprofloksasine duyarli olarak
bulunurken, 95(%95)’1 orta diizeyde direncli ve 4(%4)’1i direngli olarak bulundu.
Suslarin E-test yontemi ile siprofloksasine olan direnglilik durumlari Cizelge 3.4’te

verilmistir.

Cizelge 3.3. S. Infantis suslarinin E-test yontemiyle Siprofloksasine karsi antibiyotik
duyarlilik durumlari

Siprofloksasin E-Test Yontemi ile Direngli/Duyarl
Saptanan Sus Sayilar1 ve Yiizdeleri
S. Infantis n(%)
suslart Siprofloksasin Siprofloksasin Siprofloksasin
Duyarl Orta Direngli Direngli
Insan Orijinli
(n=50) 7(%14) 43(%86) 0(%0)
Tavuk orijinli
(n=100) 1(%1) 95(%95) 4(%4)

Tavuk orijinli S. Infantis suslarinin siprofloksasin direnglerinin insan
orijinlilere gore yiiksek diizeyde oldugu saptandi. E-test MIK degerlerine gore insan
ve tavuk orijinli suslarin siprofloksasin direnci karsilastirmali olarak Sekil 3.6’de

verilmistir.
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Siprofloksasin Etest Mik Degerleri (0.002 —32ug / mL)

Sekil.3.6. Insan ve tavuk orijinli S. Infantis suslarinda E-test yontemi ile elde edilen
siprofloksasin Mik degerlerinin karsilagtiriimasi

Insan orijinli suslarda disk diffiizyon yontemi ile duyarl bulunan 22 susun E-
test yontemi ile 7’si benzer sekilde duyarli ancak 15’inin orta diizeyde direncli
oldugu saptandi. Orta direncli olarak saptanan 28 susun tamami E-test yontemiyle de
orta diizeyde direngli olarak bulundu. Tavuk orijinli suglarda disk diffiizyon yontemi
ile duyarli bulunan 7 susun, E-test yontemi ile sadece 1’nin benzer sekilde duyarh
oldugu diger 6 susun siprofloksasine orta diizeyde direngli olduklar1 saptandi. Disk
diffiizyon yontemi ile orta diizeyde direngli olduklar1 saptanan 93 susun ise E-test
yontemi sonuglarina gére 89’unun yine orta diizeyde direngli ancak 4’iiniin yiiksek
diizeyde direngli oldugu saptandi. Insan ve tavuk orijinli S. Infantis suslarmin disk
diffiizyon ve E-test yontemi ile elde edilen antibiyotik duyarlilik ve direnglilik

testlerine ait karsilastirmali sonuglar1 Cizelge 3.4°de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Disk diffiizyon ve E-test yontemlerine gére insan ve tavuk orijinli S.
Infantis suslarinin siprofloksasine karst duyarli ve direngli saptanan suslarin
karsilastirilmasi

Disk diffiizyon yontemi ile

E-Test yontemi ile siprofloksasin

Direngli/Duyarli saptanan
sus sayilari

SlprofSI;)ktsaanSAE Sglr::gllll;guyarh Siprofloksasin | Siprofloksasin | Siprofloksasin
P 3 58y direngli sus | orta direngli sus | duyarli sus
sayist sayist sayist
R Siprofloksasin duyarli sus 0 15 -
% sayis1 (n=22)
£ & |Siprofloksasin
.(Q' IL | orta direngli sus say1s1 (n= 0 28 0
< < |28)
=S
2 3 | Siprofloksasin direngli sus 0 0 0
3 sayist (n=0)
S
" Siprofloksasin duyarli sus 0 6 1
= sayist (n=7)
£ 5 | Siprofloksasin
s S | orta direngli sus sayisi (n= 4 89 0
= & |93)
£ 258
‘= 5
© D | @ Sy .
x 3 Siprofloksasin direngli sus 0 0 0
E sayist (n= 0)

Disk diffiizyon ve E-test yontemi ile elde edilen sonuglara gore siprofloksasine

kars1 duyarlilik ve direnglilik dagilimlar1 Sekil 3.7’de verilmistir.
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Sekil 3.7. Disk diffiizyon ve E-test yontemi ile elde edilen sonuglara gore
siprofloksasine karsi duyarlilik ve direnglilik dagilimlari.

3.1.3 PZR Bulgulari

Fenotipik olarak antibiyotik duyarliliklari saptanan insan ve tavuk orijinli
toplam 150 adet S. Infantis susunda kanamisin ve tetrasiklin diren¢ genlerinin varligi
aragtirildi. Kanamisin direncinde rol oynayan aphAl ve tetrasiklin direncinde rol
oynayan tet(A), tet(B) ve tet(G) genlerine spesifik primerlerin kullanildig:
konvansiyonel monopleks-PZR yontemi uygulandi. Bu yontemin 6zgiilliigiinii ortaya
koymak igin pozitif ve negatif kontrol suslar1 kullanildi. S. Infantis suslarindaki
antibiyotik diren¢ genlerinin varligi ile antimikrobiyal duyarlilik disk diffiizyon test

sonuglar1 karsilastirildi.

Kanamisin direncinde rol oynayan aphAl geni insan orijinli suslarin sadece 1
(%2)’inde saptanirken, tavuk orijinli suslarin 62 (%62)’sinde saptand1 (Sekil 3.8).
Tetrasiklin direncinde rol oynayan diren¢ genlerinden tet(A) geni insan ve tavuk
orijinli suslarda sirasiyla 41(%82)’inde ve 98 (%98)’inde bulundu (Sekil 3.9). Insan
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ve tavuk orijinli S. Infantis suslarmin higbirinde tet(B) genin varligi saptanmadi.
Tet(G) geni ise insan orijinli suslarin 25(%50)’inde saptanirken tavuk orijinli suslarin
63 (%63)’tinde saptandi. Tavuk ve insan orijinli S. Infantis suslarinda saptanan

diren¢ genlerinin dagilimi Cizelge 3.6’da verilmistir.

MHNKPK 1 2 3 456 7 8 910 1112
o*eewe - o »

\
SOObp—J,' g - - - e

ophAl 461 bp

Sekil 3.8. aphA1l geninin jel elektroforez goriintiisii
M: 100 bp marker; NK: negatif kontrol; PK: pozitif kontrol; 1, 3, 4, 10 ve 12 no’lu 6rnekler
pozitif; 2,5, 6,7, 8, 9 ve 11 no’lu 6rnekler negatiftir.

1 23 45 67 8 9 10PKNK M

B - ad

tetd 210 bp

Sekil 3.9. tet(A) geninin jel elektroforez goriintiisii
M: 100 bp marker; NK: negatif kontrol; PK: pozitif kontrol; 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 ve 10
no’lu 6rnekler pozitif
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Cizelge 3.5. S. Infantis suslarinda direng¢ genlerinin dagilimi

Insan Orijinli (n=50)

Tavuk Orijinli (n=100)

Direng geni Pno(ﬁ/iot)if N:(gcj)zt)if Pr:J(ﬁ/iot)if N:(g(]z;if
aphA1l 1(2) 49(98) 62(62) 38(38)
tet (A) 41(82) 9(18) 98(98) 2(2)
tet (B) 0(0) 50(100) 0(0) 100(100)
tet (G) 25(50) 25(50) 63(63) 37(37)

Kanamisin duyarli/direngli bulunan S. Infantis suslarinda aph41l gen varlig1 Cizelge

3.6’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Kanamisin duyarli/direngli bulunan S. Infantis suslarinda aphAl gen

varligi

Disk Diffiizyon

Kanamisin direng geni aphAl

Yontemi ile Kanamisin
Direngli/Duyarh
Saptanan Sus Sayilari

aphA1 Direng Geni

(+)*

aphA1 Direng Geni
(_)**

Kanamisin
Direngli
(n=17)

16

Kanamisin

Duyarli
(n=33)

Insan orijinli
S.Infantis suslar
(n=50)

33

Kanamisin
Direngli
(n=49)

100)

41

Kanamisin

Duyarli
(n=51)

S.Infantis suslar1
(n

Tavuk orijinli

21

30

*(+) Direng¢ geni saptanan

**(-)Direng geni saptanmayan
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Fenotipik olarak tetrasiklin duyarli/direngli bulunan insan ve tavuk orijinli S.

Infantis suslarinda tet(4), tet(B) ve tet(G) direng genlerin varligi Cizelge 3.7°de

verilmistir.

Cizelge 3.7. Tetrasiklin duyarli/direngli bulunan S. Infantis suslarinda tet(A), tet(B)

ve tet(G) direng genlerinin varlig

Dls.l.{ dlfﬁ:lz.yon Tetrasiklin direng genleri
yontemi ile
tetrasiklin
Direngli/Duyarl
e o0 [tet (A) | tet(A) | tet(B) | tet(B) | tet(G) | tet(G)
ptanan sus . . . . . .
sayilart Diren¢ | Diren¢ | Direng¢ | Diren¢ | Direng Direng
geni geni geni geni geni geni
(H)* ()** ()™ () (H)* ()
= Tetrasiklin
= % |direngli 41 0 0 41 21 20
= P
= ® ol (n=41)
529
S S g Tetrasiklin
== duyarli 0 9 0 9 4 5
¥ (n=9)
- & Tetrasiklin
:f_g —%; _|direngli 98 1 0 99 63 36
= 2 § (n=99)
é £ & Tetrasiklin
S £ | duyarh 0 1 0 1 0 1
© | (n=1)

*(+) Direng geni saptanan
**(-)Direng geni saptanmayan
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4. TARTISMA

Bu ¢alismada insan orijinli 50 adet S. Infantis susunun; 17(%14)’si kanamisine,
43(% 86)’s1 nalidiksik aside, 42(% 84)’si streptomisine, 41(%82)’i tetrasikline,
35(%70)’1 trimetoprim/siilfametaksazole ve 41(% 82)’i siilfanamide karsi direngli
bulundu. Suslarin 1(%2)’1 kloramfenikol’e ve 23(%56)’i siprofloksasine orta
diizeyde direngli olarak saptanirken, ampisilin, gentamisin, sefotaksim ve

seftazidim’e kars1 direng goriilmedi.

Abbasoglu ve Akgelik (2011), broyler S. Infantis suslarinin (n=18) kanamisin,
tetrasiklin, streptomisin, stilfonamid bilesikleri ve nalidiksik aside karsi yiiksek

diizeyde direng tespit etmislerdir.

Ceyssens ve ark. (2015), 2009-2013 yillar1 arasinda insanlardan izole edilen
Salmonella enterica izolatlarinin %67'sinin en az 1 antibiyotige karsi direng
gosterdigini, %32,4'inilin c¢oklu ila¢ direncine sahip oldugunu tespit etmiglerdir.
Arastiricilar, S. Infantis ve S. Kentucky serotiplerinin siprofloksasin ve sefotaksime

kars1 5 yillik siire boyunca artan bir direnglilik oldugunu bildirmislerdir.

EFSA ve ECDC (2016), yillik raporunda insan orijinli S. Infantis’lerde en
yiksek antibiyotik direng diizeyini tetrasiklin (%48,3), nalidiksik asit (%44) ve
siilfonamitlere (%42) kars1 rapor edilmistir. Siprofloksasin ve sefotaksime olan
direnglilik sirasiyla % 16,4 ve %5,4 olarak diger tiim Salmonella spp.’lere gore daha
yiiksek diizeyde rapor edilmistir. Siprofloksasin direng diizeyini Slovenya %81,3 ve
Avusturya %75 oraninda en yiiksek rapor eden iilkeler olmustur. italya, Sefotaksim

ve seftazidim'e kars1 direncliligi %64,7 oraninda en yiiksek rapor eden iilke olmustur.
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Insan orijinli S. Infantis suslarmin %61,9 oraninda yiiksek diizeyde coklu ilag

direncine sahip olduklar1 rapor edilmistir.

Bu arasgtirmada elde edilen antibiyotik diren¢ bulgular1 arastiricilarin elde
ettikleri bulgulara gore farklililar gostermektedir. Bu farklilikta en 6nemli faktor,

suglarin orijinlerinin farkli olmasindan kaynakladig: diistiniilmektedir.

Tez calismasinda tavuk orijinli 100 adet S. Infantis susunun; 11(%11)’1
kloramfenikol’e, 49(%49)’u kanamisin’e, 87(%87)’si trimetoprim siilfametaksazol’e,
98 (% 98)’i siilfonamide, 99(%99)’u nalidiksik asit, streptomisin ve tetrasikline karsi
direngli bulundu. Suslarin 1 (%]1)’i ampisiline karsi orta diizeyde direngli
saptanirken, 10(%10)’u direngli bulundu. Suslarin 93(%93)’l ise siprofloksasin’e
kars1 orta diizeyde direngli olarak bulundu. Sefotaksim, gentamisin ve seftazidim’e

kars1 direng saptanmadi.

Mladen ve ark. (2014), Sirbistanda 2012 yilinda broyler karkasindan (n=17) ve
insanlardan (n=5) izole ettikleri S. Infantis suslarinin ampisilin ve nalidiksik asit
(%95,5), tetrasiklin(%91), sefotaksim/klavulanik asit(%69,2)'e kars: yiiksek diizeyde
direngli olduklarini tespit etmislerdir. Siprofloksasin, gentamisin ve trimethoprim
sulfametaksazole karsi duyarli olarak tespit etmislerdir. Broyler orijinli suslar
ampisilin, sefotaksim/klavulanik asid ve tetrasikline karsi direng olarak tespit
edilirken, insan orijinli suslarin ampislin, tetrasiklin ve nalidiksik aside direngli tespit

etmislerdir.

Shadada ve ark. (2006), kanathilardan izole ettikleri S. Infatis suslarini
streptomisin (%97), siilfametaksazol (%95,6), oksitetrasiklin (%94,8), ofloksasin
(%36.3), kanamisin (%11,1) ve ampisilin (%0,7)'e kars1 direngli olarak tespit

etmisler.
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Kudaka ve ark. (2006), tavuk etleri ve broylerlerden yaygin olarak izole
ettikleri S. Infantis suslarinda, broyler izolatlarinin tetrasiklin = (%99),
streptomisin(%76), trimetoprim/siilfametaksazol (%71) ve kanamisin(%50)’e karsi
direngli olduklarm tespit etmis olup, tavuk etleri izolatlarinda da benzer diizeyde
yiiksek direng tespit etmislerdir. Calismada suslarin ampisilin, gentamisin, nalidiksik

asit ve kloramfenikole %99-%100 oranlarinda duyarli olduklari belirlemislerdir.

Yener ve ark. (2012), ¢ogunlugu tavuk etlerinden olmak tiizere hayvansal
kaynakli gida Orneklerinden izole edilen 41 Salmonella spp.’nin antibiyotik
direnglilik profillerini arastirmak i¢in yaptiklart g¢alismada, izolatlarin %100°G
siilfonamid, %66’s1 tetrasiklin, %359’u nalidiksik asit, %51°1
trimetoprim/sulfametoksazol, % 49’u siprofloksasin, %39’u kanamisine kars1 direngli
olarak tespit etmislerdir. izolatlarin %59’unun, bes ya da daha fazla antibiyotige

kars1 direngli oldugu belirlenmistir.

Asgharpour ve ark. (2014), 2009-2011 yillar1 aras1 tavuklardan izole edilen 50
S. Infantis susunun tamamini nalidiksik asit, tetrasiklin ve streptomisine karsi
direngli olarak tespit etmislerdir. Suslarin seftazidim, ampisilin ve gentamisine karsi
direnci srasiyla %28, %10 ve %2 olarak tespit edilmistir. Siprofloksasin ve

sefotaksime karsi1 direng tespit etmemislerdir.

Ghoddusi ve ark. (2015), tavuk orijinli 44 S. Infantis susunun tamamini
tetrasikline kars1 direncli olarak saptamiglardir. Kloramfenikole karst direnclilik %79
oraninda tespit edilirken, ampisilin, sefotaksim, ve trimethoprim siilfametaksazole
kars1 %100 duyarl: olarak tespit edilmistir.

Avsaroglu ve ark. (2007), 2005-2006 yillar1 arasinda Ankara’da tavuk eti ve
kiymadan izole ettikleri S. Infantis suslarinda kanamisin, neomisin, nalidiksik asit,
streptomisin,  spektinamisin, sulfametaksazol, tetrasiklin ve trimethoprim

sulfametaksazole kars1 direng tespit etmislerdir.
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Rahmani ve ark. (2013), broyler ciftliklerinden izole ettikleri 27 S. Infantis
susunu tetrasiklin, nalidiksik asit, streptomisin ve siprofloksasine kars1 %100 direngli

olarak tespit etmislerdir.

Sahan ve ark. (2016), 2012-2013 yillar1 arasinda broyler tavuk diskilarindan
izole ettikleri gesitli Salmonella serovarlarinda antibiyotik direnci ortaya koymak i¢in
yaptiklar1 ¢alismada dominant serotip olarak bulunan S. Infantis (%77,2) suslarinin
antimikrobiyallere karsi direng oranlar1 nalidiksik aside %92,7, siilfonamide %92,3,
tetrasikline %88,3, trimetoprime %78,6, streptomisin %46,1, ampisiline %22,8,
kloramfenikole %219, gentamisine %2 ve siprofloksasine %1,9 olarak tespit
etmislerdir. Sefotaksime karsi bir direng tespit etmemislerdir. Calismada kullanilan
Salmonella suslarinin %89,51°i en az ii¢ ve ti¢den fazla antimikrobiyole direncgli
oldugu bildirilmis olup, direng ¢ogunlukla trimethoprim (%67), tetrasiklin(%60) ve
streptomisine(%58)’ kars1 bildirilmistir.

EFSA ve ECDC, 2016 yili raporunda Avrupa’da broyler siiriilerinde S. Infantis
suslarinin sulfametaksazol ve tetrasikline kars1 sirasiyla %82,7 ve %81,3 oraninda
yuksek diizeyde diren¢ oldugunu rapor etmislerdir. Cogu iilkede siprofloksasin
direng diizeyi yiiksek diizeylerde bildirilmistir. Siprofloksasin direnci Bulgaristan,
Hirvatistan, Macaristan, Slovakya ve Slovenya’da %100 olarak rapor edilmistir.
Avrupada broylerlerden izole edilen Salmonella spp. genel olarak c¢oklu ilag
direncinin yiiksek olmasina en biiyilk etken yaygin olarak izole ediken S.
Infantis'lerdir. Bu serovar broylerlerdeki Salmonella izolatlarin gosterdigi ¢oklu ilag
direncinin  %31’inden sorumludur. Broyler etlerinden izole edilen S. Infantis
suslariin ampislin-tetrasiklin ve sulfametaksazol ¢oklu antibiyotik direnci %70’in
iizerinde rapor edilmektedir. Italyada broylerden izole edilen S. Infantis suslarinda
ticlincii kusak sefalosporinlere ve siprofloksasine kars1 yiiksek diizeyde diren¢ oldugu

rapor edilmistir.
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Kanatl orijinli suslarda bu ¢alismada elde edilen nalidiksik asit, tetrasiklin ve
streptomisine kars1 elde edilen yiiksek direnglilik, diger arastiricilarin bulgularina
benzerlik gosterirken, diger antibiyotiklere direng¢ diizeyleri farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Bu durumun, kanatlilarda kullanilan antibiyotiklerle iliskili olarak

tilkeler arasi1 farkliliktan kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada insan ve tavuk orijinli suslarin disk diffiizyon yontemi ile elde
edilen antibiyotik duyarlilik ve direnglilik sonuglar1 karsilagtirildiginda; her iki
orijinli S. Infantis suslarmin ampisilin, gentamisin, sefotaksim, seftazidim ve
kloramfenikole karsi oldukca yiiksek diizeyde (= %89) duyarli olduklar1 saptandi.
Insan orijinli suslarin %440 siprofloksasine karsi duyarli %56’s1 orta diizeyde
direngli olarak saptanirken, tavuk orijinli suslarin siprofloksasine kars1 daha yiiksek
diizeylerde (%7 duyarli, %93 orta diizeyde direng) diren¢ oldugu saptandi.
Kanamisine olan direng diizeyleri karsilastirildiginda, insan orijinli suslarin (%66
duyarli, %34 direngli) ve tavuk orijinli suslarin (%51 duyarli, %49 direngli) benzer
diizeyde duyarlilik ve direng oranlarina sahip olduklari saptandi. Nalidiksik asit,
tetrasiklin, streptomisin, trimetoprim/siilfametaksazol ve siilfonamide olan direnglilik
ise hem insan hemde tavuk orijinli suslarda oldukg¢a yiiksek diizeylerde (> %70)

oldugu saptandi.

Bu ¢aligmada insan orijinli S. Infantis suslarinin % 82’sinde ¢oklu antibiyotik
direnci saptandi. En yaygin gozlenen Na-S10-Te-Sxt-S3 ve K-Na-S10-Te-Sxt-S3
karst ¢oklu direng profilleri sirasiyla %36 ve %34 olarak bulundu. Suslarin %14’
tim antibiyotiklere kars1 duyarli olarak bulundu. Tavuk orijinli S. Infantis suslarin
%99’unda ¢oklu antibiyotik direnci tespit edildi. En yaygin gozlenen Na-S10-Te-
Sxt-S3 ve K-Na-S10-Te-Sxt-S3 karst ¢oklu direng profilleri sirasiyla %39 ve %34

olarak saptandi.
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Dionisi ve ark. (2011), ¢ogu insan orijinli olmak iizere ¢evresel 6rnek, gida ve
hayvanlardan izole edilen 70 S. Infantis susunda yaygin olarak Amp-C-S10-S3-Tet-
K-Sxt ¢oklu antibiyotik direng profilini tespit etmislerdir.

Bu c¢alismada insan ve tavuk orijinli suslarin ¢oklu direnglilikleri
karsilastirildiginda, benzer direng profillerin oldugu goriildii. Gentamisin, seftazidim
ve sefotaksime karst hem insan hem de tavuk orijinli suslarda bir direnglilik
saptanmazken, nalidiksik asit, streptomisin, tetrasiklin, trimetoprim/siilfametaksazol
ve siilfonamide karsi benzer oranda yaygm bir direnglilik gdzlendi. Insan orijinli
suslarda ampisline kars1 bir direng gozlenmezken tavuk orijinli suslarin %10’u bu
antibiyotige kars1 direngli olarak saptandi. Bu ¢aligmada elde edilen ¢oklu direnglik
bulgular ile diger arastiricilarin elde ettikleri bulgular karsilastirildiginda, tetrasiklin,
streptomisin ve nalidiksik asit ¢oklu direngliliklerinin benzer oldugu belirlendi. Diger
¢oklu direngliliklerin ¢aligmalarda farklilik gostermesi, suslarin orijinleri ile

iliskilendirilebilir.

Calismada E-test yontemi ile insan orijinli suslarin; %14°t siprofloksasine
duyarli bulunurken, %86’s1 orta diizeyde direngli olarak bulundu. Siprofloksasine
direngli bir sus saptanmadi. Tavuk orijinli suslarin %]1°1 siprofloksasine duyarl
olarak bulunurken, %95°1 orta diizeyde direncli ve %4’{i direngli olarak bulundu
Tavuk orijinli S. Infantis suslarinin siprofloksasin direnglilikleri insan orijinlilere

gore daha yiiksek diizeyde oldugu saptand.

Ercis ve ark. (2006), iilkemizde insan klinik 6rneklerinden izole ettikleri ve S.
Infantis’in de yer aldig1 C1 grubu Salmonella suslarinin %60,5’inde siprofloksasine

kars1 diisiik diizeyde duyarlilik tespit etmislerdir.

Pribul ve ark. (2015), insan klinik 6rnekleri, gidalar ve gevresel drneklerden
izole ettikleri tifo dis1 Salmonella izolatlarinin %42,6’sinda disk difiizyon ile

siprofloksasine kars1 direng tespit etmislerdir. izolatlar1 mikrodiliisyon testi ile
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incelediklerinde %56,6’sinda siprofloksasine karsi direng saptarken, %36,4’linde
0.125-0.5 mg/mL arasinda MIK diizeyi belirlemis ve bu suslarin siprofloksasine
karst azalmis duyarlilik gosterdigini saptamislardir. Arastiricilar disk difiizyon ve
mikrodiliisyon sonuglart arasinda uyumsuzluklar tespit etmis olup, disk difiizyonun
etkin bir tarama testi oldugunu ancak direng profilini dogru olarak gostermeyecegini

ileri stirmiislerdir.

National Antimicrobial Resistance Monitoring System (NARMS) 2014 yili
sorveyans raporunda insanlardan izole edilen tifo disi Salmonella izolatlarinda

siprofloksasine azalan duyarlilig1 %4,3 (92/2127) olarak rapor etmistir (CDC, 2014).

Bu ¢alismada insan orijinli suslarda disk diffiizyon yontemi ile duyarli bulunan
22 susun E-test yontemi ile 7°si benzer sekilde duyarli ancak 15’inin orta diizeyde
direncli oldugu saptandi. Orta direngli olarak saptanan 28 susun tamami E-test
yontemiylede orta diizeyde direngli olarak bulundu. Tavuk orijinli suslarda disk
diffiizyon yontemi ile duyarli bulunan 7 susun, Etest yontemi ile sadece 1’nin benzer
sekilde duyarli oldugu diger 6 susun siprofloksasine orta diizeyde direngli olduklar1
saptandi. Disk diffiizyon yontemi ile orta diizeyde direncgli olduklar1 saptanan 93
susun ise E-test yontemi sonuglarina gére 89’unun yine orta diizeyde direncgli ancak
4’linlin yiiksek diizeyde direncli oldugu saptandi. Elde edilen bu bulgular diger
arasticilarin bulgular1 ile karsilastirildiklarinda, insan orijinli suslarda benzer
bulunurken tavuk orijinli suslarda bu c¢alismada elde edilen bulgular yiiksek
bulunmustur. Bu farklilik, tavuklarda kullanilan kinolon grubu antibiyotiklerin

kullanimlar1 ile iligkilendirilebilir.

Bu calismada disk difiizyon ve E-test yontemi izlenerek yapilan antibiyotik
duyarlilik test sonuglar karsilastirildiginda, disk diffiizyon yontemi ile insan orijinli

S. Infantis suslarimin %44’ siprofloksasine karsi duyarli bulunurken %56°s1 orta
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diizeyde direngli bulundu. E-test yonteminde ise suslarin %14°i4  duyarli olarak
bulunurken %86°s1 orta diizeyde direngli olarak saptandi. Tavuk orijinli suslar disk
diffiizyon yontemi ile siprofloksasine %7 duyarli, %93 orta diizeyde direngli
saptanirken, E-test yontemi ile %1 duyarli, %95 orta diizeyde direncli ve %4 yiiksek

diizeyde direngli olarak bulundu.

Bu c¢alismada kanamisin direncinde rol oynayan aphAl geni insan orijinli
suslarin sadece %?2’sinde saptanirken, tavuk orijinli suslarin  %62’sinde
saptandi.Tetrasiklin direncinde rol oynayan diren¢ genlerinden tet(A) geni insan ve
tavuk orijinli suslarda sirastyla %82 ve %98 oraninda bulundu. insan ve tavuk orijinli
S. Infantis suslarimin higbirinde tet(B) genin varligi saptanmadi. tet(G) geni ise insan

orijinli suslarin %50’sinde saptanirken tavuk orijinli suslarin %63 {inde saptandi.

Shahada ve ark. (2010), 2004-2006 yillar1 aras1 broylerlerden izole edilen 120
S. Infantis suslarinda kanamisin direngli suslarin tamaminda aphAl geni tespit
etmislerdir. Oksitetrasiklin direngli saptanan tiim suslarda tet(A) geni saptanirken

tet(B) ve tet(G) geni tespit edilememistir.

Fonseca ve ark.(2006), Brezilya’da 1999-2001 yillar1 arasi insanlardan izole
edilen 35 S. Infantis susunun antibiyotik diren¢ profillerinin direng genleri ile
iligkisini aragtirmak i¢in yaptiklart ¢alismada, c¢oklu antibiyotik direng profili
gosteren suslarin %97'sinde tetrasiklin direngliligi tespit edilmis olup bu direncliligin

tet(D) geni ile iligkili oldugunu tespit etmislerdir.

Todorovic ve ark. (2015), tavuk orijinli 18 adet S. Infantis susunda tetrasiklin
direncli olarak saptananlarin tet(A) genini barindiklarini tespit etmislerdir. Tetrasiklin
direngli hi¢ bir susta tet(B), tet(C), tet(D), tet(E) ve tet(G) genlerini tespit
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etmemiglerdir.

Dionisi ve ark. (2011), ¢ogu insan orijinli olmak {izere ¢evresel drnek ,gida ve
hayvanlardan izole edilen 70 S.Infantis susunun ¢oklu antibiyotik direnci gdsteren
suglarinda direng gen varligini ortaya koymak i¢in yaptiklar1 molekiiler analizler
sonucunda ¢oklu direng gosteren tetrasiklin direngli 27 susta tet(B), 6 susta tet(A)
geninin varlig1 tespit etmislerdir. Hi¢ bir susta tet(A) ve tet(B) genlerinin varligini bir
arada tespit etmemislerdir. Kanamisin direngli 26 susun tamaminda aphAl geninin

varligini tespit etmislerdir..

Gal-Mor ve ark. (2010), insan, tavuk ve gida orijinli toplam 87 S. Infantis
susunda yaygin olarak tetrasiklin direnci tespit etmis olup, yaptiklari molekiiler
analizler sonucunda tetrasiklin direncinden tet(A) geninin sorumlu oldugunu tespit

etmislerdir.

Hamada ve ark.(2003), ¢oklu antibiyotik diren¢ profiline sahip 12 S. Infantis
susunun tetrasiklin direncinden sorumlu olarak tiim suglarda tet(A) geni tespit
etmiglerdir. Kanamisin direngliligi ile iliskili olarak tiim suslarda aphAl genini tespit

etmislerdir.

Ghoddusi ve ark.(2015), tetrasiklin direngli tavuk orijinli S. Infantis suslarinin
higbirinde tet(A) ve tet(G) genini tespit edememislerdir. Bunun nedeni olarak

calismada arastirilmayan diger direng genlerinin sorumlu oldugunu diistinmiislerdir.

Nogrady ve ark.(2007), insan ve broyler orijinli S. Infantis suslarin %72’sini

Na-S3-S10-Tet ¢oklu direng profiline sahip olarak tespit etmislerdir.Tetrasiklin
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direngli suslarin ¢ogunda (103/110) tet(A) geni tespit edilirken, tet(B) geni hi¢ bir

susta tespit edilmemistir.

Rahmani ve ark. (2013), broyler ¢iftliklerinden izole ettikleri 27 S. Infantis
susunun tamamini tetrasikline karsi direngli olarak tespit etmis olup, tetrasikline

direngli olan suslarin tamaminda tet(A) genin varligim1 saptamis olup suslarin hig

birinde tet(B), tet(C), tet(D) ve tet(G) genlerini tespit etmemislerdir.

Shadada ve ark.(2006), kanatlilardan izole ettikleri S. Infatins suslarinda
oxytetrasiklin direncli suslarin %89'unun tet(A), kanamisin direngli suslarin %40'inin

aphAl geni tasidig tespit etmiglerdir.

Asai ve ark.(2006), tavuk eti ve broyler orijinli S. Infantis suslarinda
oxytetrasiklin ve kanamisine kars1t yiiksek diizeyde direng tespit etmis olup,
tetrasiklin direngli tiim suslarda tet(A) geni varligini tespit etmislerdir. Calismada tet
(A)’dan baska tetrasiklin direncinden sorumlu diger genler arastirilmamstir.

Kanamisin direngli tiim suslarda aphAl geni tespit edilmistir.

Bu calismada kanamisin duyarli bulunan insan orijinli 33 susun hi¢birinde
aphAl direng geni bulunmadi. Kanamisin direngli bulunan 17 susun ise sadece
1’inde aphA1 direng geni bulundu. Tavuk orijinli suglardan kanamisin direngli olarak
bulunan 49 susun 41’inde aphAl geni saptanirken, kanamisin duyarl olarak bulunan
51 susun ise 21’inde aphAl direng geni saptandi. Tetrasiklin direngli olarak bulunan
insan orijinli 41 susun tamaminda tet(A) geni saptandi. Tavuk orijinli suslarda ise
direngli bulunan 99 susun 98’inde tet(A) geni tespit edildi. Hem insan hem de tavuk
orijinli suslarin hi¢ birinde tet(B) geni saptanmadi. Tet(G) geni, tetrasiklin direngli
olarak bulunan insan orijinli suslarin 21’inde saptanirken, duyarli olarak bulunan

suslarin 4’linde tespit edildi. Tavuk orijinli suslarda ise direngli bulunan 99 susun
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63’linde tet(G) geni saptandi. Diger calisma bulgulan ile karsilastirildiginda elde

edilen bulgular benzer bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda insan ve tavuk orijinli toplam 150 adet S. Infantis suslarinin
antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi ile, siprofloksasine karsi azalan
direng ise E-test yontemi ile saptandi. Tetrasiklin direncinde rol oynayan tet(A),tet(B)
ve tet(G) genleri ile kanamisin direncinde rol oynayan aphAl geninin varliklart PZR

yontemi kullanilarak ortaya konuldu.

Tezde elde edilen antibiyotik duyarlilik test sonuglarina gore; hem insan hem
de tavuk orijinli S. Infantis suslart nalidiksik asit, streptomisin, tetrasiklin,
trimetoprim/siilfametaksazol ve siilfonamid’e karsi %70-%99 arasinda degisen
oranlarda direncli olarak bulundu. Kanamisin’e kars1 insan ve tavuk orijinli suslarda
sirastyla %34 ve %49 oranlarinda direnclilik saptandi. Ampsilin, gentamisin
sefotaksim ve seftazidime karsi suslarda direng saptanmadi. Direngli saptanan her bir
antibiyotik i¢in direng¢ orani tavuk orijinli suslarda insan orijinlilere gore daha yiiksek

olarak gozlendi.

Disk diffiizyon yontemi ile tiim S. Infantis suslarinin %77.3’1 siprofloksasine
kars1 orta diizeyde direngli olarak saptanirken, E-test yontemi ile bu oran %92‘ye
yiikselmistir. Tavuk ve insan orijinli suslarin hicbirinde disk diffiizyon yontemi
kullanildiginda siprofloksasine karsi yiiksek diizeyde diren¢ saptanmazken, E-test
yontemi ile suslarin %2.6°sinda yiiksek diizeyde diren¢ saptandi. Bu sonuglar
siprofloksasin direncinin ortaya konulmasinda E-test yonteminin daha giivenilir

oldugunu diisiindiirmektedir.

Kanamisin direncinde rol oynayan aphAl direng geni tavuk orijinli suslarin

%62’sinde saptanirken, insan orijinli suslarin sadece %2’sinde saptandi. Tetrasiklin
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direncinde rol oynayan antibiyotik diren¢ genlerinden tet(A), tet(B) ve tet(G) genleri
arastirilmis olup tiim suslarda yaygin olarak tet(A) geni saptanmistir. Insan orijinli
suglarda tet(A) ve tet(G) sirastyla %82 ve %50 oranlarindan saptanirken, tavuk
orijinli suslarda  bu oranlar %98 ve %63 olarak daha yiiksek diizeylerde
saptand1.Tet(B) geni hig bir susta saptanmadi.

S. Infantis suslarinda antibiyotik direncinin hem insan hem de hayvansal
orijinli suslarda izlenmesi ve bu izlemenin diizenli olarak yapilmasi ve elde edilen
bulgulara gore direng azaltma programlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Etkin
antibiyotik diren¢ azaltma programlarimin yiiriitiillmesi sonrasinda, insan sagligi
acisindan ¢ok oOnemli bir konu olan antibiyotik diengliliginin Salmonella

serotiplerinde azalmasi miimkiin olacaktir.
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OZET

Tavuk ve Insan Orijinli Salmonella enterica subspecies enterica serovar Infantis
Suslarinda Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Yontemi ile Arastirilmasi.

Bu arastirmada, insan ve tavuk orijinli Salmonella Infantis suslarinda
antibiyotik direncliligi ve bazi antibiyotik diren¢ genlerinin varliginin arastirtlmasi

amaglandi.

Calismada, insan ve tavuklardan izole edilmis 150 adet S. Infantis susu
kullanildi. Suslarin antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer yontemiyle arastirildi.
Siprofloksasin direngliligi ayrica E-test yontemi ile arastirildi. Antibiyotik direng gen

varliklarinin tespiti Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile gerceklestirildi.

Antibiyogram testi sonucunda, 50 adet insan orijinli susun, 17(% 34)’si
kanamisine, 35(%70)’i trimetoprim/siilfametaksazole, 41(%82)’1 tetrasiklin ve
siilfonamide, 42(%84)’s1 streptomisine ve 43 (%86)’1li nalidiksik aside kars1 direngli
bulundu. Suglarin 1 (% 2)’i kloramfenikole ve 28 (%56)’i siprofloksasine orta
direncli olarak bulundu. Ampisilin, gentamisin, sefotaksim ve seftazidime karsi
diren¢ saptanmadi. Tavuk orijinli suslarin, 10 (%10)’u ampisiline, 11(%11)’i
kloramfenikole, 49(%49)’u kanamisine, 87(%87)’si trimethoprim/siilfametaksazole,
98(%98)’1 siilfonamide, 99(%99)’u nalidiksik asit, streptomisin ve tetrasikline kars1
direncli bulundu. Suslarin 93(%93)’li siprofloksasine karsi orta direngli olarak
saptandi. Gentmisin, sefotaksim ve seftazidime kars1 diren¢ bulunmadi. Insan orijinli
suslarin %82’sinde ve tavuk orijinli suslarin ise %99’unda ¢oklu antibiyotik direnci
saptandi. Hem insan hemde tavuk orijinli suslarda yaygin olarak ‘“Na-S10-Te-Sxt-
S3” ve “K-Na-S10-Te-Sxt-S3” ¢oklu antibiyotik direng profilleri saptandi. Etest
yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde, insan orijinli suslarin 43
(%86)1 siprofloksasine karst orta direngli bulundu. Tavuk orijinli suslarin 95 (%

95)’1 orta direngli ve 4 (% 4)’1 siprofloksasine kars1 direncli olarak bulundu.
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Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile yapilan calisma sonucunda, tavuk
orijinli suslarin 62 (%62)’sinde ve insan orijinli suslarin 1 (%2)'sinde aphAl geni
tespit edildi. Tetrasiklin direngli suslarin ¢ogunda tet(A) gen varlig1 tespit edildi. Tet
(A) geni, insan orijinli suslarin 41 (%82)' inde ve tavuk orijinli suslarin 98 (%98)'inde
tespit edildi. Tet(B) gen varligi hig bir susta tespit edilmedi. Tet(G) geni insan orijinli
suslarin 25 (% 50)’inde ve tavuk orijinli suslarin 63 (%63)’linde tespit edildi

Bu tez calismasinda, insan ve tavuk orijinli S. Infantis suslarinda farkl
antibiyotiklere kars1 degisen antibiyotik direnci saptandi. Hem insan hem de
hayvansal orijinli bakterilerde, antibiyotik direncinin azaltilmast i¢in ulusal bir
azaltma programinin olusturulmasi ve izlenmesi, antibiyotik direncinin kontrol

edilmesi i¢in 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direng, S. Infantis, disk difiizyon, E-test, PZR
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SUMMARY

Investigation of Antibiotic Resistance Genes in Salmonella enterica subspecies
enterica serovar Infantis Strains Isolated from chicken and Human by

Polimerase Chain Reaction Method

In this study, it was aimed to investigate antibiotic resistance and presence of
some antibiotic resistance genes in Salmonella Infantis strains originated from

chickens and human.

In the study, 150 S. infantis strains isolated from human and chickens were
used. Antibiotic susceptibility tests of strains were investigated by Kirby-Bauer
method. Ciprofloxacin resistance was also investigated by E-test method.
Determining the presence of antibiotic resistance gene was performed by the

Polymerase Chain Reaction method.

As a result of antibiogram test; out of 50 originated from human strains, 17 (%
34), 35 (%70), 41 (%82), 42 (%84) and 43 (%86) of the strains were resistance to
kanamycin, trimethoprim-sulphametoxazole, tetracycline and siilfonamide,
streptomycin and nalidixic acid respectively. Chloramphenicol and ciprofloxacin
were found to be moderately resistant in 1 (%2) and 23(%56), respectively. There
was no resistance to ampicillin, gentamicin, cefotaxime and ceftazidime. Out of 100
originated from chicken strains, 10 (%10), 11 (%11), 49 (%49), 87 (%87), 98 (%98)
and 99 (%99) of the strains were resistance to ampicillin, chloramphenicol,
kanamycin, trimethoprim-sulphametoxazole, siilfonamide and nalidixic acid,
streptomycin and tetracycline respectively. Ciprofloxacin was found to be
moderately resistant in 93% of strains. There was no resistance to gentamicin,
cefotaxime and ceftazidime. Multi-antibiotic resistance was detected in 82% of
human-origin strains and 99% of chicken-origin strains. Multiple antibiotic

resistance profiles were detected commonly in both human and chicken origin
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strains, namely "Na-S10-Te-Sxt-S3" and "K-Na-S10-Te-Sxt-S3". In the antibiotic
susceptibility tests performed by E-test method, 43 (86%) of the human origin strains
were found to be moderately resistant to ciprofloxacin. 95 (95%) of the chicken
origin strains were found to be moderately resistant and 4 (4%) were resistant to

ciprofloxacin.

As a result of the study by polymerase chain reaction method, aphAl gene was
detected in 62 (62%) of the chicken origin strains and 1 (2%) of the human origin
strains. The presence of tet (A) gene was detected in the majority of tetracycline
resistant strains. Tet (A) gene was detected in 41 (82%) of human origin strains and
98 (98%) of chicken origin strains. The presence of the Tet (B) gene was not detected
in any strains. Tet (G) gene was detected in 25 (50%) of human origin strains and 63

(63%) of chicken origin strains.

In this thesis study, human and chicken origin S. Infantis strains were detected
ranging antibiotic resistance to different antibiotics. In both human and animal origin
bacteria, the establishment and monitoring of a national reduction program to reduce

antibiotic resistance is important for controlling antibiotic resistance.

Keywords: Antibiotic resistance, S. Infantis, human, chicken, disc diffusion,
E-test, PCR
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