T.C.
TRAKYA UNIiVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KIRKLARELI, EDIRNE VE TEKIiRDAG iLLERINDEKi YUMURTACI
TAVUK ALTLIKLARINDAN ELDE EDILEN SALMONELLA
IZOLATLARININ SEROTIPLENDIRILMESI, BAZI DEZENFEKTANLARA,
ANTIBIYOTIKLERE VE KAMFOR YUKLU KiTOSAN GUMUS
NANOPARTIKULLERINE DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

ibrahim POLAT

DOKTORA TEZi

BiYOLOJi ANABILIM DALI

Tez Damismani: Prof. Dr. Burhan SEN

EDIRNE-2024



ibrahim POLAT’in hazirladizn “KIRKLARELI, EDIRNE VE TEKIiRDAG
ILLERINDEKi YUMURTACI TAVUK ALTLIKLARINDAN ELDE EDIiLEN
SALMONELLA  IZOLATLARININ  SEROTIPLENDIiRiLMESI, BAZI
DEZENFEKTANLARA, ANTIBIYOTIKLERE VE KAMFOR YUKLU KiTOSAN
GUMUS NANOPARTIKULLERINE DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI”
baslikli bu tez, tarafimizca okunmus, kapsam ve niteligi acisindan Biyoloji Anabilim
Dalinda bir Doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Imza

Prof. Dr. Niikhet Niliifer Demirel ZORBA ...
Prof. Dr. Niizhet Cenk SESAL
Prof. Dr. Ahmet ASAN
Prof. Dr. Suzan OKTEN

Prof. Dr. Burhan SEN (Tez Danigman1) ...

Tez Savunma Tarihi: 05/07/2024

Bu tezin Doktora tezi olarak gerekli sartlar1 sagladigini onaylarim.
Imza
Prof. Dr. Burhan SEN

Tez Damgmann

Prof. Dr. Fatma KAYNAK ONURDAG

Ikinci Tez Damgman1

Prof. Dr. Muharrem Tolga SAKALLI
Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirii

il



T.U.FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI DOKTORA PROGRAMI

DOGRULUK BEYANI

Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez calismasinda, tiim verilerin bilimsel ve akademik kurallar
cercevesinde elde edildigini, kullanilan verilerde tahrifat yapilmadigini, tezin akademik
ve etik kurallara uygun olarak yazildigini, kullanilan tiim literatiir bilgilerinin bilimsel
normlara uygun bir sekilde kaynak gosterilerek ilgili tezde yer aldigini ve bu tezin tamami
ya da herhangi bir boliimiiniin daha 6nceden Trakya Universitesi ya da farkli bir

iiniversitede tez ¢aligmasi olarak sunulmadigini beyan ederim.

05/07/2024
Ibrahim POLAT

Imza

il



Doktora Tezi

Kirklareli, Edirne ve Tekirdag Illerindeki Yumurtact Tavuk Altliklarindan Elde Edilen
Salmonella izolatlarmin Serotiplendirilmesi, Baz1 Dezenfektanlara, Antibiyotiklere ve
Kamfor Yiikli Kitosan Giimiis Nanopartikiillerine Duyarliliklarinin Belirlenmesi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

OZET

Bu caligmada, Tiirkiye'nin Avrupa yakasinda bulunan i¢ farkli il (Kirklareli,
Edirne ve Tekirdag) iizerindeki yumurtaci tavuklarin taze digkisindan toplam 323 adet
drag swab Ornegi alinmistir. ISO 6579:2002 yontemine gore Orneklerin %17,3'inde
Salmonella  tespit  edilmistir.  Elde edilen 56  Salmonella  izolat,
Kauffmann-White-Le Minor Semasi'na gore antiserum kullanilarak lam agliitinasyonuyla
serotiplendirilmistir. S. Typhimurium (%28,6), S. Kentucky (%17,9), S. Abony (%16,1),
S. Infantis (%8.,9), S. Enteritidis (%5.,4), S. Anatum (%3,6), S. Saintpaul (%3,6),
S. Szentes (%1,8), S. Dibra (%1,8), S. Fallowfield (%]1,8), S. Kimuenza (%1,8),
S. Escanaba (%1,8), S. Nagoya (%1,8), S. Mbandaka (%1,8), S. Agona (%1,8) ve
Salmonella 11 17: e, n, x, z15: 1,6 (%1,8) olmak iizere 16 Salmonella serotipi
belirlenmistir. S. Kimuenza, S. Escanaba ve S. Nagoya'nin yumurtaci tavuklarindan
izolasyonu Tiirkiye'de ilk kez rapor edilmistir. S. Dibra, S. Fallowfield, S. Szentes ve
Salmonella 11 17: e, n, X, z15: 1,6'min yumurtaci tavuklarindan izolasyonu diinyada ilk
rapordur. Toplam 56 Salmonella izolatinin amoksisilin-klavulanik asit, sefepim,
azitromisin, kloramfenikol, ofloksasin, sefoksitin ve trimetoprim/siilfametoksazol'e olan
duyarhiliklan disk diflizyon metoduyla test edilmistir. S. Kentucky izolatlarinin %10'a

ofloksasine, S. Kimuenza ise sadece kloramfenikole direng¢li bulunmustur.

Kitosan ile stabilize edilmis giimiis nanopartikiilii (CS@AgNP), CS'nin otoklavda
hem indirgeyici madde hem de stabilizator olarak gorev yaptigi bir ¢ozeltide yesil prosese

dayali olarak sentezlenmistir. Elde edilen nanomateryal, dogal bir bilesik olan kamforla

v



kaplanmistir. Bu sekilde ilk kez kamfor yiiklii kitosan glimiis nanopartikiilii
(C-CS@AgNP) sentezlenmistir. Nanokompozitin 100 pg/mL konsantrasyonunda
Salmonella serotiplerine karsi maksimum antibakteriyel aktivite (8,9-11,6 mm)
gozlenmistir. Calisgmamizda C-CS@AgNPmin yani sira kanath dezenfeksiyonunda
kullanilan farkli etken maddeli 5 dezenfektanin serotipler iizerindeki etkileri kalitatif
siispansiyon testine gore degerlendirilmistir. Kuaterner amonyum bilesigi (%16)
disindaki tiim dezenfektanlar, 1 dakikalik temas siiresi sonunda serotiplerin iiremesini
engellemistir. Serotipler iizerinde etkili olan dezenfektanlar, hidrojen peroksit (%26),
perasetik asit (%6) > potasyum peroksimonosiilfat (%21,41), sodyum klorit (%1,5) >
C-CS@AgNP > glutaraldehit (%15), kuaterner amonyum bilesigi (%10) > glutaraldehit
(%50) seklindedir.

Yil 2024
Sayfa Sayisi : 124

Anahtar Kelimeler  : Sa/monella serotipi, yumurtaci tavuk, ¢oklu ilag direnci, kitosan,

kamfor, glimiis nitrat, nanopartikiil, dezenfektan, kalitatif siispansiyon testi



PhD Thesis

Serotyping of Salmonella Isolates Obtained from Layer Hen Litters in Kirklareli, Edirne
and Tekirdag Provinces, and Determination of Their Sensitivity to Some Disinfectants,
Antibiotics and Camphor Loaded Chitosan Silver Nanoparticles

Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

ABSTRACT

In this study, a total of 323 drag swab samples were taken from laying hen fresh
feces from 3 different provinces (Kirklareli, Edirne, and Tekirdag), which are located in
the European part of Tiirkiye. According to the ISO 6579: 2002 method, 17,3% of the
samples were found positive for Salmonella. Obtained 56 Salmonella isolates were
serotyped by slide agglutination using antisera according to
Kauffmann White Le Minor Scheme. Sixteen serotypes of Salmonella were identified as
S. Typhimurium (%28,6), S. Kentucky (%17,9), S. Abony (%16,1), S. Infantis (%8,9),
S. Enteritidis (%5,4), S. Anatum (%3,6), S. Saintpaul (%3,6), S. Szentes (%1,8), S. Dibra
(%1,8), S. Fallowfield (%1,8), S. Kimuenza (%1,8), S. Escanaba (%1,8), S. Nagoya
(%1,8), S. Mbandaka (%1,8), S. Agona (%1,8), and Salmonella 11 17: e, n, X, z15: 1,6
(%1,8). Isolations of S. Kimuenza, S. Escanaba, and S. Nagoya from laying hens are
reported for the first time in Tiirkiye. The isolations of S. Dibra, S. Fallowfield,
S. Szentes, and Salmonella 11 17: e, n, x, z15: 1,6 from laying hens are the first report in
the world. A total of 56 Salmonella isolates were tested for susceptibility to amoxicillin-
clavulanic acid, cefepime, azithromycin, chloramphenicol, ofloxacin, cefoxitin, and
trimethoprim/sulfamethoxazole by the disk diffusion method. While 10% of S. Kentucky
isolates were resistant to ofloxacin, and S. Kimuenza was only resistant to

chloramphenicol.

Chitosan (CS)-stabilized silver nanoparticle (CS@AgNP) was synthesized based

on the green process in a solution where CS served as both a reducing agent and stabilizer
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in an autoclave. The obtained nanomaterial was coated-with camphor, a natural
compound. In this way, camphor-loaded chitosan silver nanoparticle (C-CS@AgNP) was
synthesized for the first time. Maximum antibacterial activity against Salmonella
serotypes was observedat 100 pg/mL  concentration of the nanocomposite
(8,9-11,6 mm). In our study, in addition to C-CS@AgNP, the effects of 5 disinfectants,
with different active ingredients used for poultry disinfection on serotypes, were
evaluated according to the qualitative suspension test. All disinfectants, except the
quaternary ammonium compound (16%), inhibited the growth of serotypes after 1 minute
of contact time. Disinfectants that are effective on serotypes are hydrogen peroxide
(26%), peracetic acid (6%) > potassium peroxymonosulfate (21.41%), sodium chlorite
(1.5%) > C-CS@AgNP > glutaraldehyde (15%), quaternary ammonium compound
(10%) > glutaraldehyde (50%).

Year 2024
Number of Pages 124

Keywords : Salmonella serotype, laying hen, multidrug resistant, chitosan,

camphor, silver nitrate, nanoparticle, disinfectant, qualitative suspension test
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BOLUM 1

GIRIS

Salmonella enfeksiyonlari, diinya genelinde 6nemini koruyan baslica halk sagligi
sorunlarindandir (Humphrey, 2006). Salmonella diinya ¢apinda yilda yaklasik 200
milyon ile 1 milyar enfeksiyondan sorumludur ve hastaliklarin %85'i gidayla iligkilidir
(Chlebicz ve Slizewska, 2018). 2021 veri analizlerine gére salmonelloz, 60.050 vaka ve
71 6limle Avrupa Birligi'nde en ¢ok bildirilen ikinci zoonotik hastaliktir (EFSA, 2022).
Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil salmonellozun neden oldugu yaklasik 1,4 milyon
hastalik ve 600 6lim oldugu tahmin edilmektedir (Mead vd., 1999). AB'de kiimes
hayvanlarinda salmonellozun yillik maliyetinin 3 milyar Euro, ABD'de ise 11,6 milyar

dolar’dan fazla oldugu tahmin edilmektedir (Wernicki vd., 2017).

Salmonella vakalarinin 6nemli bir kismi, cogunlukla yumurta ve et iiriinleri olmak
lizere kiimes hayvanlariyla iligkilidir (EFSA, 2021; Ehuwa vd., 2021). Nitekim, Hastalik
Kontrol ve Koruma Merkezi (CDC), Salmonella'nin diger bakterilere gore daha fazla gida
kaynakli hastaliga neden oldugunu belirtmektedir (CDC, 2022). Avrupa’da 2013
yilindan beri yumurtact tavuk izolatlarinda Salmonella insidansinda bir artig
gorliilmektedir (De Cesare, 2018). 2021°de Fransa, Salmonella Enteritidis
enfeksiyonlarmin arttigmi ve 2022°de vaka sayilarinin diger Avrupa iilkelerine
yayildigini bildirmistir (ECDC, 2022). Ozellikle Romanya'da, Salmonella insidansi artan
bir egilim gdstermektedir. En son salgin 2021'de kontamine kiimes hayvani organlarinin
(kalp ve karaciger) tiiketimiyle iligkilendirilmistir (Forgaciu vd., 2022). Bu nedenle AB
ve ABD dahil olmak {izere devlet kurumlari, kiimes hayvanlar1 gida zincirini korumak

icin Salmonella gozetim programlar olusturmuslardir.

Salmonella enfeksiyonunun en yaygin klinik goriiniimii, non-tifoidal Salmonella

(NTS) olarak bilinen 150'den fazla Salmonella serotipinin neden olabilecegi
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gastroenterittir (Park vd., 2015). Bu serotiplerden Salmonella Enteritidis ve Salmonella
Typhimurium kiiresel olarak insan Salmonella vakalarinin %60’indan fazlasindan
sorumludur (Hendriksen ve Vierira, 2011). Ulkemizde ise Saglik Bakanligindan alman
verilere gore Tiirkiye’de 2012-2016 yillar1 arasinda en sik izole edilen Salmonella serotipi
Salmonella Enteritidis’tir. Bu serotipi sirastyla S. Typhimurium (%3-8,5), S. Infantis
(%4,0-6,7), S. Paratyphi B (%3,8-3,2) ve S. Kentucky (%3,8-2,7) izlemektedir (USKP,
2018). Salmonella enfeksiyonlarinin dogru ve tam olarak degerlendirilebilmesi i¢in, izole
edilen suslarin ayrintili bir sekilde tanimlanmasi gerekmektedir (Aksoycan, 1991).
Salmonella’nin kesin tanisi, selektif kat1 besiyerinden elde edilen saf kiiltiirlere

biyokimyasal ve serolojik testlerin uygulanmasiyla yapilir (Canpolat, 2007).

Kiimeslerin temizlik ve dezenfeksiyonu, ciftlik hijyeni yOnetiminin en kritik
asamalarindan biridir. Bu asama, hayvan hastaliklarinin ve zoonozlarin kontrolii ve
onlenmesi agisindan onem tasir. Ozellikle gelismis iilkelerde artan yogun hayvan
yetistiriciliginde yonetim uygulamalarinin bir pargasi olan dezenfeksiyona verilen 6nem
giderek artmaktadir. Buna ek olarak temizlik ve enfeksiyon siireclerinin hem isletme hem

de tilke ekonomisi agisindan 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir (Taylor vd., 2016).

Gliniimiizde kanatli patojenlerine karst temizlik ve dezenfeksiyonun ana
noktalarinin daha da gelistirilmesi yaninda, daha ekonomik, ¢cevreye daha duyarli ve hatta
spesifik  mikroorganizmalara karsi etkili yeni dezenfektanlarin  {iretimine
odaklanilmaktadir. Ciftlik bazindaki degerlendirmeler ve bir¢ok temizlik protokoliiniin
karsilagtirilmasi, {ireticilere en uygun temizlik ajanlarmin verilmesine, zoonoz
hastaliklarin engellenmesine ve patojen mikroorganizmalarinin eliminasyonuna katki

saglamaktadir (Doyle ve Erickson, 2006).

Dezenfektanlar arasinda AgNP'ler, hayvancilikta yiizey dezenfektani, su
dezenfektan1 ve tedavi edici malzeme olarak kullanilmaktadir. Bu kullanim alanlar
arasinda kiimes hayvanlari, besi hayvanlar1 ve su endiistrisi bulunmaktadir. Bakteriler,
viriisler, funguslar ve diger tek hiicreli mikroorganizmalarin neden oldugu ¢esitli
hastaliklar, AgNP'ler kullanilarak etkin bir sekilde kontrol edilebilir. Enfeksiyonlara, kotii
kokuya, kasintiya ve yaralara neden olan bakteri ve mantarlarin iiremesini engeller
(Deshmukha vd., 2019). AgNP'lerin verimli, etkili, koku giderici, toksik olmayan, tolere
edilebilir, hidrofilik ve dolayisiyla bakteriyel direng i¢in ¢ok etkili oldugu bulunmustur.



Bu nedenle, AgNP'ler hayvancilikta dezenfeksiyon ve hastaliklarin 6nlenmesi amaciyla
dezenfektan olarak kullanilmaktadir (Nia, 2007). Yumurta, tavuk vb. gibi kiimes hayvani
yetistiriciliginin tiim {riinleri, esas olarak potansiyel enfeksiyon ve dolayisiyla kiimes
hayvani hastaliklar1 kaynagi olan biyolojik materyale dayanmaktadir. Bulasici
hastaliklarin ¢esitli mikroorganizmalar ve bunlarin endotoksinleri tarafindan yayildigi
bilinmektedir. Bu mikroorganizmalar, biyoaerosoller olarak adlandirilan organik tozlar
yoluyla ¢evreye yayilmaktadir. Bu organik tozlar, olustugu yerden yaklasik {i¢ kilometre
uzakliga ulasir ve ciddi solunum yolu enfeksiyonlarina yol acar (Tymczyna,
Chmielowiec-Korzeniowska ve Drabik, 2007). Bu tiir enfeksiyonlarin, insan sagligina
zarar vermeden, c¢evre dostu yontemlerle {iistesinden gelmek icin bir¢cok ¢aba

sarfedilmistir.

Antibiyotikler sadece klinik olarak hasta tavuklari tedavi etmek icin degil ayn
zamanda biiylimeyi tesvik etmek ve profilaktik amaclar icin de kullanilmaktadir
(Rousham vd., 2021). Asirt antibiyotik kullanimi, 6zellikle kiimes hayvani iiriinlerinde
coklu ilaca direngli (MDR) Salmonella prevalansini artirmaktadir (Feiyang vd., 2021).
Bu, yakin gelecekte dnemsiz enfeksiyonlarin bile yasami tehdit edebilecek duruma
gelmesine yol acabilir. Nitekim, 21. yiizyilda, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) antibiyotik
direncini en 6nemli ii¢ halk saglig1 sorunundan biri olarak kabul etmektedir (Mishra vd.,

2022).

Gilintimiizde ¢oklu ilaca direng¢ gosteren mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi ve
piyasada yeni antimikrobiyal ilaglarin bulunmamasi, daha giiclii antimikrobiyal
bilesiklerin kesfedilmesini ve gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir (Mahmoudi ve
Serpooshan, 2012). Giimiis (Ag), altin (Au), bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) gibi bir¢ok metal
nanopartikiil, dogal antibakteriyel aktiviteleri nedeniyle nanobilimde Onemli rol
oynamaktadir (Velusamy vd., 2016). Gilimiis nanopartikiiller kozmetik, ev aletleri,
elektronik, teshis, ila¢ tagima, tekstil ve gida iirlinlerinde kullanilmaktadir (Youssef vd.,
2015). Dogal aktif biyopolimerler ve daha az toksik biyomolekiiller kullanilarak
nanopartikiillerin sentezlenmesi, giivenilir, ucuz ve ¢evre dostu olmasi nedeniyle gelecek
vaat etmektedir. Nitekim terapotik ajanin, 6zellikle kitosan gibi polimerik bir matrise
dahil edilmesi, biyolojik olarak aktif bilesigin bozulmasini dnleyebilmesi, ila¢ tagimay1
kontrol edebilmesi, emilimi artirabilmesi ve sonu¢ olarak ilag verme sikligini

diisiirebilmesi agisindan Onemlidir (Ahmed ve Aljaeid, 2016). Bundan dolay1
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nanopartikiillerle birlikte kitosanin alternatif yeni nesil antimikrobiyal ajanlar olarak
gelistirilmesi, pek cok bakteride goriilen ilag direnci sorununu gidermek igin cazip ve

uygun maliyetli bir yaklagim olabilir (Onbagh vd., 2018).

Kiimes ortamlarinin mikrobiyolojik gdzetimi, Salmonella serotiplerinin
yumurtact siiriilere bulagmasi, kolonizasyonu ve sofralik yumurtalarin kontaminasyonu
hakkinda faydali bilgiler saglamaktadir. Bu ¢alisma, Kirklareli, Edirne ve Tekirdag
illerindeki yumurtaci tavuklardan elde edilen Salmonella izolatlarinin konvansiyonel
serotiplendirme yontemiyle hem kanatli hem de insan sagligi agisindan 6nemli olan
serotiplerin ¢esitliligini, tanimlanan serotiplerin de baz1 antibiyotiklere, dezenfektanlara
ve ilk kez sentezlenen kamfor yiiklii kitosan giimiis nanopartikiillerine olan aktivitelerini

belirlemeyi amaclamaktadir.



BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tarihce

Salmonella ilk olarak 1839 yilinda Soholerin tarafindan bulunmustur (Myruvik,
Pearsall ve Weiser, 1976). 1880 yilinda Eberth tarafindan tifodan dlen bir kisinin
mezenterik lenf diiglimlerinden ve dalagindan izole edilmistir. Sa/monella, 1888'de
Salmon ve Smith tarafindan domuz kolerasindan 6len domuzlardan kiiltiire edilmistir
(Merchant ve Packer, 1977). Ayn1 yil Gartner tarafindan hasta bir inegin etini yiyen geng
bir adamin Sliimciil bir gastroenterit vakasindan da izole edilmistir (Bryan ve Fanelli,
1979). Daha sonra S. Typhimurium, 1892'de Loeffler tarafindan enfekte bir fareden izole
edilmistir (Burrows, 1973). 1896'da Achard ve Bensaud, Bacillus paratyphique adini
verdikleri bir organizmay1 izole etmisler ancak bu organizma Boycott'a (1911) gore S.

schottmulleri olarak adlandirilmistir (Ali, 1985).

Pullorum hastaligmin (S. Pullorum) etiyolojik ajani 1899 yilinda Rettger
tarafindan tanimlanmis ve hastalia civcivlerin o6liimciil septisemisi adi verilmistir
(Cudjoe vd., 1994). 1900'de Schottmuller, 2 farkli paratifo basil tipinin oldugunu
gostermistir. Bunlar daha sonra S. Paratyphi A ve B olarak yeniden adlandirilmigtir
(Dewberry, 1959). Salmonella ismi, 1900°de Lignieres tarafindan Amerikali veteriner
Daniel E. Salmon'in onuruna cins ismi olarak onerilmis, 1934’te resmi hale gelmistir
(Gast, 2003). S. Panama, Panama Kanali'nda Amerikan askerleri arasinda ¢ikan bir salgin
sirasinda  Urdiin’de izole edilmistir (Ali, 1985). 1936'da Hormaeche ve Peluffo,
S. Montevideo'nun Uruguay'daki bir maymundan izole edildigini bildirmistir (Dewberry,
1959). 1939'da Arizona'da kertenkele karkasindan Gram-negatif bir bakteri izole edilmis

ve gecici olarak S. var arizona olarak tanimlanmistir (Cappuccino ve Sherman, 2007).



2.2. Salmonella’mn Simflandirilmasi ve isimlendirilmesi

Salmonella cinsi, Proteobacteria subesinin Gama Proteobacteria simifi,
Enteriobacteriales takimindaki Enterobacteriaceae ailesine aittir (Guthrie 1991). Bu
cins, S. enterica ve S. bongori olmak iizere iki tiire ayrilmaktadir (Brenner vd., 2000).
S. bongori’nin alt tiirii bulunmamaktadir (Grimont ve Weill, 2007). S. enterica nin ise
biyokimyasal Ozellikleri dikkate alindiginda 6 alt tiirii bulunmaktadir: enterica (I),

salamae (1), arizonae (111a), diarizonae (111b), houtenae (1V) ve indica (VI) (Sekil 2.1).

Salmonella
£ (2610) 1
Salmonella bongori Salmonella enterica
|
l v v v v v v
subsp. V subsp.I subsp. I subsp. Illa subsp. IlIb subsp. IV subsp. VI
(23) enterica salamae arizonae  diarizonae houtenae  indica
1547)  (513) (100) (341) 73) 13)

Insan ve hayvan enfeksiyonlarmimn %99

| |

Typhoidal Saimonella Non—’_l‘yphoida] Salmonella
(Insanlar) (Insan ve hayvanlar)
‘ I ‘ ‘ I ‘
Tifo atesi Paratifo atesi Gastroenteritis Ekstraintestinal
S. Typhi S. Paratyphi A Non-invazif Fokal enfeksiyon
S. Paratyphi B S. Typhimurium S Cholqagsms
S. Paratyphi C S. Enteritidis S. Typhisuis
+ 1500 serotip S. Typhimurium
Bakteriyemi S. Enteritidis
invazif S. Dublin
>
S. Enteritidis S. Choleraesuis
S. Dublin S. T}"phl:suis_
S. Virchow S. Typhimurium
S. Heidelberg S. Eme{lﬁdas
S. Dublin
S. Virchow
S. Heidelberg

S. Bovismorbificans

Sekil 2.1. Salmonella’nin siniflandirilmasi

Salmonella cinsi oldukca polimorfiktir ve bir¢ok serotip icerir. Tanimlanan
serotiplerin yaklasik %601, ¢ogunlukla sicak kanli hayvanlarda bulunan S. enterica
subsp. enterica'ya aittir. S. bongori ve diger S. enterica alt tiirlerindeki serovarlar

sogukkanli hayvanlarda bulunur. S. enterica subsp. enterica ise insan enfeksiyonlarinin
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%99'unu olusturur ve hastalik sendromuna gore Tifoidal Sa/monella (TS) ve Non-tifoidal
Salmonella (NTS) olmak tizere iki gruba ayrilir (Achtman vd., 2012). Genel olarak, NTS
her yerde bulunur ve genis bir konake¢1 araliinda hastaliga neden olurken, TS kisith bir

konakgiya sahiptir (Gal-Mor, Boyle ve Grassl, 2014).

2600’in tizerinde Salmonella serovari, Kauffman-White semasina gore
serotiplendirilir (Grimont ve Weill, 2007). Bu semada antijenik formiillerle belirlenen
serotip adlar1 su sekilde ifade edilmektedir: (i) alt tiir ismi (I ila VI), (i1)) O (somatik)
antijenleri ardindan iki nokta iist iiste, (iii) H (flagellar) antijenleri (faz 1) ardindan iki
nokta iist {iste, (iv) H antijenleri (varsa faz 2, yok ise tire - isareti) (Brenner vd., 2000)
(Sekil 2.2). Ornegin; Salmonella serotip IV 45:g,zs51:-. S. bongori'deki serotip formiilleri,
V tek bigimde kullanilmaktadir. Ornegin; Salmonella V 61:z3s:-.

LPS
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium l
= n
subsp. O Antijeni Faz-1 Faz-2
I 1,4,[5,12 : i : 12 _ i O Antijeni
1
@
! ‘ ‘ | Kor
>, \ ' 0“' NH3i* Oligosakkarit
1943 -
H Antigeni (Flagella)
3 D
.- o o @

Farkh seker molekiilleri  Ketodeoksioktanat Heptoz  Glikozamin

NAAA
VYV

Sekil 2.2. Salmonella serotiplerinin isimlendirilmesi (Cheng, Eade ve Wiedmann, 2019)

Serotip isminin bliylik harfle baslamasi, ancak italik yazilmamasi kabul
gormektedir. Bakterinin cins ismi, tiirii, alt tiirii, serovar/serotip veya ser. yazildiktan
sonra serovar adinin bas harfi biiyiik yazilir. Ornegin; Salmonella enterica subspecies
enterica serotip Typhi gibi. Bu sekildeki adlandirma yerine sadece cins ve serotip adlari

kullanilarak da (Salmonella Typhi) yazim yapilabilmektedir (Procop vd., 2017).
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Salmonella enterica subsp. enterica digindaki alt tiirlere ait bakteriler 6zel bir isimle degil
Roma rakamlariyla alt tiir, sonra serovar ve formiil ile belirtilir. Ornegin;
Salmonella 11 6,7,14:a:1,5 (alt tiir olarak II ve antijenik formiil 6,7,14:a:1,5)
(Guibourdenche vd., 2010).

2.3. Salmonella Morfolojisi, Kiiltiirii ve Biyokimyasal Ozellikleri

Salmonella cinsinin liyeleri Gram negatif, kisa ve kii¢iik comak seklindedir (Izgur,
2006). Cogunlukla boyali preparatlarda tek tek goriillen Salmonella’lar, spor
olusturmayan ve kapsiilsiiz bakterilerdir ve Salmonella Gallinarum ve Salmonella
Pullorum hari¢ hepsi hareketlidir (Barrow ve Freitas Neto, 2011). XLD agarda 37 °C’de

24-48 saat icinde siyah merkezli kirmizi renkli koloniler olustururlar.

Salmonella’lar fakiiltatif anaerobtur. Besinleri hem solunum hem de fermantasyon
yoluyla metabolize etme yetenegine sahip kemoorganotrof organizmalardir (Popoff ve
Le Minor, 2005). Optimum iireme sicakliklar1 35 — 37°C araligindadir ancak bazilar1 2-
54°C’de iireyebilir (Gray ve Fedorka-Cray, 2002). Salmonella, optimum 6,5-7,5 olmak
iizere 4-9 pH araliginda iirer. Uremek igin yiiksek su aktivitesine (aw>0.94) ihtiyac
duyarlar, ancak kuru gidalarda oldugu gibi ay <0.2'de hayatta kalabilirler (D’ Aoust and
Maurer, 2007).

Neredeyse tiim Salmonella serovarlar1 indol negatiftir, tire hidrolizi ve fenilalanin
deaminasyonu yapmazlar. Hidrojen siilfiir (H2S), ¢ogu Salmonella tarafindan iiretilir,
ancak Salmonella Paratyphi A ve Salmonella Choleraesuis gibi birka¢ serovar HoS
iretmez. Salmonella’larin gogu aerojeniktir; ancak Salmonella Typhi gaz olusturmaz. Bu
cinsin iiyeleri, %50-53 G+C igerigine sahiptir. Ureaz ve Voges-Proskauer negatif, sitrat
pozitiftir (Montville ve Matthews, 2008). Cogu Salmonella, laktozu fermente etmez. Bu
ozellik, Salmonella spp.'nin kiiltlirii ve tanimlanmasi i¢in bir¢ok segici ve diferansiyel
besiyerinin gelistirilmesini saglamistir. Serovarlarin ¢ogu nitrat1 kolayca nitrite indirger
ve ¢cogu cesitli karbonhidratlar asit liretimiyle fermente eder. Bu cinsin diger 6ne ¢ikan
ozellikleri arasinda, birkag¢ istisna disinda ¢ogu serovarin hidrojen siilfiir (H2S) ve
dekarboksilat lizin, arginin ve ornitin iiretme yetenegi bulunmaktadir (Popoff ve Le
Minor, 2005). Cogu Salmonella; Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A ve birkag
Salmonella Choleraesuis serovar1 disinda sitrat kullanmaktadir. Dulcitol genellikle

Salmonella enterica subsp. arizonae (Illa) ve Salmonella enterica subsp. diarizonae
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(ITIb) disindaki tiim serovarlar tarafindan kullanilir (Popoff ve Le Minor, 2005). Laktoz,
cogu Salmonella serovarimin kullanamadigi, ancak tim Sal/monella tiirlerinin %1'den

daha azinin laktozu fermente ettigi bildirilmistir (Ewing, 1986).
2.4. Salmonella’nin Antijenik Yapisi
2.4.1. Somatik (O) Antijenleri

O antijeni, hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkarit tabakasi ile iliskilidir.
Lipopolisakkarit, Gram negatif bakterilerin dig membraninin 6nemli bir bilesenidir. Lipit
A, kor oligosakkarit ve O antijeni olmak {izere {i¢ bolgeden olusur (Raetz ve Whitfield,
2002) (Sekil 2.2). O antijeni ise polisakkarit (%60), lipid (%20 ila 30) ve hesomione
(%3,5-4,5) igerir (Nwabor, Dickson ve Ajibo, 2015). Terminal gruplarinin dogas1 ve
polisakkarit zincirlerinin tekrarlayan dallari, ¢cok sayida O antijene Ozgiilliik saglar

(Gedikoglu, 2013).

Istya dayanikli O antijeni, hiicre ylizeyinde goriilen lipopolisakarit-protein
zincirinden olusur ve major ve mindr antijenler olarak siiflandirilir (Nwabor vd., 2015).
Major antijenler, spesifik belirleyicilere sahip olan antijenlerdir. Ornegin; O grubu B i¢in
O:4; O grubu E i¢in O:3 gibi. Buna karsilik, mindr antijenler, farkli serogruplarda
bulunabileceginden ayirici nitelikte degildir. Ornegin; 0:12, O grubu A, B ve D’de
bulunur (Threlfall, 2005).

O-antijeninin 6zgiil yapisi, faj araciligiyla olusan lizojenik konversiyonla
farklilagabilir. Bakteri, faj ile enfekte olduktan sonra yeni antijenik yapilar kazanabilir.
Kauffman-White semasinda, O antijenlerinin faj konversiyonu ile sentezlendigi alti
cizilerek belirtilir. Serovarin bazi suslarinda bulunmayabilen antijenler ise koseli parantez
[ ] ile gosterilir. Ornegin; Salmonella Typhimurium’da (1,4,[5],12:i:1,2) O:1 ve O:5
antijenleri bulunabilir de bulunmayabilir de. Eger O:5 antijeni bulunmuyorsa bunun faj

konversiyonu ile ilgisi yoktur (EFSA, 2010).



2.4.2. Hareket (H) Antijenleri

H antijenleri hareketli Sa/monella’larda bulunur ve 1s1iya duyarhdir. Flagella gii¢lii
antijenik 6zellik sahiptir (Yousef ve Carlstrom, 2003). Amino asit i¢erigi ve bu asitlerin
flagellinlerdeki dizilisi, farkli H antijenlerinin olugsmasini saglar. Flagellar agliitinasyon
cok hizli gerceklesir ve olusan agregatlar sik1 olmayip topak goriiniimiindedir (Raetz ve

Whitfield, 2002).

Salmonella serovarlar1 genellikle iki fazlhidir, bazilart ise tek fazlhidir. Faz 1
H-antijenleri spesifiktir ve belirli serovarlarin immiinolojik kimligi ile iligkilidir. Oysa
faz 2 antijenleri, bir¢ok serovar tarafindan paylasilabilen ve dolayisiyla spesifik olmayan
antijenlerdir. Faz | H-antijenleri kii¢iik harflerle ve faz 2 H-antijenleri Arap rakamlartyla
veya bazi durumlarda e veya z serisinin bilesenleriyle gosterilir (Ornegin, 6,8:z10:€,n,x)

(Grimont ve Weill, 2007).
2.4.3. Kapsiil Vi Antijenleri

Bakterinin hiicre duvarimin disinda bulunan antijenik yapilardir. Kapsiil antijenleri
Salmonella Typhi, Salmonella Dublin ve Salmonella Paratyphi A'da bulunur. Vi antijeni
kimyasal yontemle saflastirilabilir (Nwabor vd., 2015). Kapsiil antijenlerinin termal
coOziiniirliigli, kapsiil antijenleri igeren serotiplerin immiinolojik tanist i¢in gereklidir

(Fluit, 2005).

Insanlarda enfeksiyonlara neden olan Salmonella suslarinin %99'dan fazlas:
Salmonella enterica subsp. enterica'ya aittir. Yaygin olmamakla birlikte Salmonella'nin
O antijenleri ile Enterobacteriaceae'nin diger cinsleri arasinda ¢apraz reaktivite meydana
gelebilir. Bu nedenle, serotiplerin daha ileri siniflandirmasi, Salmonella igin oldukca

spesifik olan flagellar H antijenlerine gore yapilir (Scherer ve Miller, 2001).
2.5. Salmonella’nin Patogenez ve Viriilens Faktorleri

Salmonella 'nin patogenezi; baglanma, invazyon, makrofaj sagkalim / replikasyon

ve sistemik yayilma olarak dort ana baslikta ele alinmaktadir.
2.5.1. Baglanma

Salmonella, konak¢inin bagirsak mukozasin1 kaplayan epitel hiicrelerine
girmeden Once, hiicreye baglanmasi gerekmektedir. NTS de baglanma; fimbrialar, oto

tastyicilarin non-fimbrial faktorleri ve dis zar proteinleri tarafindan saglanir. Simdiye
10



kadar 20 adhezyon proteini tanimlanmis ve S. enterica serotip Typhimurium’un tim

adhezomlari belirlenmistir (Hansmeier vd., 2017).
2.5.1.1. Fimbrial Adhezinler

Pili olarak da bilinen fimbrialar, bakteri ylizeyinde ¢ikint1 yapan ince, filamentli
uzantilardir ve fimbrin proteininin kiiclik molekiiler agirlikli monomerlerinin polimerize
edilmis kiimelerinden olusur (Collinson vd., 1996). Karakteristik olarak fimbrialar, Gram
negatif bakterilerin konak hiicrelere ve yiizeylere baglanmasini saglar (Berne vd., 2015).
Salmonella'da ilk temas, nispeten zayif yapisma ile sonuclanir ve bakterilerin bagirsak
epiteline gecmesini saglar. Kisa siire sonra baglanmanin giici ve yakinligi de novo
bakteriyel protein senteziyle arttirilir (Wagner ve Hensel, 2011). Bu siirece Tip 3
Salgilama Sistemi’nin (T3SS) konak hiicrelere baglanmasi eslik eder (Coburn, Sekirov
ve Finlay, 2007). S. Typhimurium'un kromozomu, afg (csg), bcf, fim, Ipf, pef, saf, stb, stc,
std, stf, sth, sti ve stj olmak iizere 13 fimbrial operon igerir (Yue vd., 2012). Deneysel

olarak arastirilan sekiz fimbria tipi asagida 6zetlenmistir (Fabrega ve Vila, 2013).
2.5.1.1.1. Mannoza Duyarh Tip I Fimbria

Mannoza duyarl Tip I fimbrialar (Fim), fim ACDHIFZYW operonu tarafindan
kodlanir. Tip I fimbrialar, ekstraseliiler matrisin glikoprotein bileseni olan laminin ile
konak hiicre yiizeyi lizerindeki D-mannoz igeren reseptdrlere baglanir (Zeiner, Dwyer ve
Clegg, 2012). Bu fimbrialar, tavuk, fare, sican ve domuzda bagirsak mukozasinin
kolonizasyonunu kolaylastirir ve HEp-2 ve HeLa hiicrelerinin invazyonunu saglayarak
bakterilerin epitelyal hiicrelere baglanmasim saglar (Horiuchi vd., 1992). Ote yandan,
saflagtirilmis Fim proteini kullanilarak yumurtaci tavuklara yapilan deri alt1 agilamanin,
kontamine yumurta sayisini azalttigi ve bakterilerin iireme organlarina yayilmasini
engelledigi bildirilmektedir (De Buck vd., 2005). Tip 1 fimbrialarin S. Typhimurium
iizerinde olugmasi i¢in FimA, FimF ve FimH gereklidir (Zeiner vd., 2012). Major yapisal
alt birim olan FimA, tip 1 fimbrialarin sap kismin1 olusturur (Guo vd., 2009). Fimbrialarin
u¢ kismini temsil eden FimH, konak hiicreye gore degisebilen baglanma 6zelliklerinden
sorumludur. Ornegin E. coli'nin FimH'si tercihen mesane epitel hiicrelerine baglanirken,

Salmonella'nin FimH'si enterositlere baglanir (Thankavel vd., 1999).
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2.5.1.1.2. Plazmid Kodlu Fimbria (Pef)

Plazmit kodlu fimbrialar (Pef), Escherichia coli ve Vibrio cholerae fimbrialari ile
yapilan gozlemlere benzer sekilde yeni dogan farelerde sivi iiretimi igin gereklidir
(Baumler vd., 1996). Pef adhezinlerinin oral enfeksiyondan sonra farelerde bagirsak
kolonizasyonunu ve sistemik viriilens arttirici etkileri bulunmaktadir (van der Velden vd.,
1998). pef geninin ifadesi, DNA metilasyonu ile diizenlenir (Nicholson ve Low, 2000).
Saflastirilmis Pef, insan eritrositlerinin yiizeyinde, deri epitelinde ve mukozal ylizeylerde
baskin olan trisakkarit Galp1-4(Fucal-3) GlcNAc'e (ayn1 zamanda Lewis X kan grubu
antijeni veya Le* olarak da bilinir) baglanir (Chessa vd., 2008).

2.5.1.1.3. Uzun Polar Fimbria (Lpf)

IpfABCDE fimbrial operon tarafindan kodlanan uzun polar fimbria (Lpf),
farelerde Salmonella igin giris kapist olan M hiicrelerine yapisarak Peyer kanallarinda
kolonizasyona neden olur (Baumler vd., 1996). Fimbrial dis membran proteinini (usher)
kodlayan IpfC geninin mutasyonu, dogal fenotiplerle karsilastirildiginda test
hayvanlarmin %50’sini 6ldiirmek i¢in gereken bakteri sayisini 5 kat arttirmaktadir. Lpf
ayrica konak epitel hiicrelerinde biyofilm olusumunun 6n basamaginda gorev alir ve
bagirsakta kaliciligr saglar (Ledeboer vd., 2006). Lpf sentezi, konak¢inin immiin
yanitindan kurtulmak i¢in faz varyasyonuyla diizenlenir (Norris, Kingsley ve Bumler,
1998).

Cizelge 2.1. Salmonella baglanmasina katkida bulunan ana proteinlerin ve virtilens
belirleyicilerinin yeri ve islevi (Gao, Wang ve Ogunremi, 2020)

Viriilens genler Lokasyon Fonksiyonlar

BcfABCDEFGH Kromozom Bagirsakta uzun siireli kalicililk  ve  bovine
kolonizasyonu

csgABCDEFG Kromozom Curli {iretiminde tastyici ve birlestirici bilesenler ile
DNA-baglayici transkripsiyonel regiilatorler

fimCDFHIWYZ Kromozom Epitel hiicrelerine adhezyon ve biyofilm olusumu

hofBC Kromozom Tip IV pilin biyogenez proteini

IpfABCDE Kromozom Biyofilm olusumu, bagirsakta uzun siireli kalicilik

misL SPI-3* Intestinal kolonizasyonla iliskili ekstraseliiler matriks
adhezyonu

pefd Plasmid Epitel hiicrelerine adhezyon; proinflamatuar yanitin
indiiklenmesi
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ppdD Kromozom Pilin alt birimi

SafC Kromozom  Salmonella atipik fimbria dis zar proteini (usher)

ShdA CS54%* Dis membran

StdB Kromozom Bagirsakta uzun stireli kalicilik

stfACDEFG Kromozom Fare bagirsaginda uzun siireli kalicilik i¢in gerekli
degildir.

sthABD Kromozom Dis membran fimbrial proteini (usher), fimbrial alt
birimi, saperon proteini

StiABC Kromozom Fimbrial alt birimi, usher, saperon

STM0551 Kromozom Fimbria proteinin ekspresyonunu azaltir ve viriilensin
negatif diizenleyicisi olarak iglev goriir

STM4595 Kromozom Bilinmiyor

*SPI-3 ve CS54, Salmonella kromozomu tizerindeki genomik adalar
2.5.1.1.4. Ince Agregatif Fimbria (Tafi)

Agf/Csg olarak adlandirilan, curli olarak da bilinen ince agregatif fimbrialar,
agf/csgBAC gen kiimesi tarafindan kodlanir (Sukupolvi vd., 1997). Tafi, Salmonella'nin
biyofilm olusumunu, g¢esitli ylizeylere yapismasini ve oto-agregasyonunu saglar
(Collinson vd., 1993). Sirasiyla E. coli ve S. Typhimurium'un major agregatif alt birimi
olan CsgA ve AgfA’nin polipeptit sekanslarinin %86 oraninda birbirine benzedigi
bilinmektedir (Collinson vd., 1996). Tafi, fibronektin veya laminin gibi farkl hiicre dig1
matriks proteinleri ile etkilesime girerek yaralarda bakteriyel kolonizasyona neden olur

(Olsen vd. 1993).
2.5.1.1.5. Bovin Kolonizasyon Faktorii (Bcf)

Bovin kolonizasyon faktorii (Bcf), bcf gen kiimesi tarafindan kodlanir. bcfC
tarafindan kodlanan fimbrial usher proteini, sigir, buzagi ve farelerin oral enfeksiyon
modellerinde Peyer kanallariin kolonizasyonu i¢in gereklidir (Tsolis vd., 1999). Genetik
olarak direncli farelerde, Typhimurium'un bagirsakta uzun siire kalabilmesi i¢in bcf
geninin yani sira diger bes fimbrial operona (lpf, stb, stc, std ve sth) ihtiya¢ oldugu
bildirilmistir (Weening vd., 2005).
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2.5.1.1.6. Salmonella Atipik Fimbria (Saf)

Salmonella atipik fimbrialar1 (Saf), kromozomal saf4ABD operonu tarafindan
kodlanir. Poliyapiskan ve kendiliginden birlesme 6zellige sahiptir. Bu 6zellikler, biyofilm

formasyonu ile konak hiicrenin taninmasina katki saglamaktadir (Zeng vd., 2017).
2.5.1.1.7. Typhimurium Fimbria std ve stf Operonlar

Std operon, insan kalin bagirsaginin epitel hiicrelerine yapismay1 saglar. Ayni
zamanda a (1, 2) fukoz igeren ¢ekum mukoza reseptorlerine baglanarak farede ¢ekal
kolonizasyonu i¢in gereklidir (Chessa vd., 2009). Stf fimbria, Proteus mirabilis 'in MR/P
ve E. coli’in Pap fimbrialariyla homoloji gosterir (Morrow, Graham ve Curtiss, 1999).
StfA ekspresyonu, sigir ileal loop enfeksiyonu sirasinda indiiklenir (Humphries vd.,

2003).
2.5.1.1.8. Enteritidis fimbrial SEF14

Enteritidis fimbrial SEF14, tavuklarin bagirsak, karaciger, dalak ve iireme
organlarinda kolonizasyonunu saglar (Thiagarajan, Thacker ve Saeed, 1996). Sef
operonu, SEF14 fimbrialarinin translokasyonu ve biyogenezi i¢in gereken dort yapisal
geni (sefABCD) igerir. SEF14’lin major alt iinitesi olan sef4, S. Enteritidis’in viriilensi
icin gerekli degildir. Ancak Enteritidis’in makrofajlarda hayatta kalabilmesi i¢in sefD’ye
ihtiyag¢ vardir (Edwards, Schifferli ve Maloy, 2000). Fare modelinde, yumurta sarisindan
tiiretilen anti-SEF 14 antikorlar1 pasif koruma saglamaktadir (Peralta vd., 1994).

2.5.1.1.9. Tip IV Pili

Tip IV pili sadece insana uyum saglamis Salmonella Typhi serovarinda tespit
edilmigtir. Tip IV pilusun olusturulmasi i¢in gereken 11 gen, pil operonunda kodlanir ve
Salmonella'nin insan bagirsak hiicrelerine adhezyonu ve invazyonu i¢in gereklidir (Zhang
vd., 2000). Kayma hareketinin yan1 sira, tip IV pilinin immiin kag¢is, DNA alimi, biyofilm,
mikro koloni olusumu ve adhezyon dahil birgok patojenik siire¢ i¢in gerekli oldugu

gosterilmistir (Craig ve Li, 2008).
2.5.1.2. Non-Fimbrial Adhezinler

Dort farkli non-fimbrial bagirsak kolonizasyon faktorii bulunmaktadir.
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2.5.1.2.1. MisL

MisL, SPI3 tarafindan kodlanan fibronektine baglanabilen bir membran
insersiyon ve salgilama proteinidir. Bu baglanma, Salmonella'nin epitel hiicrelerini isgal

etmesine ve bagirsakta kaliciligini saglamasina yardimci olur (Dorsey vd., 2005).
2.5.1.2.2. ShdA

ShdA geni, yalnizca S. enterica subspecies enterica'da bulunan CS54 adli
patojenite adasinda bulunur (Kingsley vd., 2000). ShdA, fare ¢ekumunda in vivo olarak
indiiklenen fibronektin/kolajen I baglayici dis zar proteinidir (Kingsley vd., 2004). Fare
cekumunda ve terminal ileumda Typhimurium kolonizasyonu i¢in gereklidir (Kingsley

vd., 2003).
2.5.1.2.3. BapA

BapA, biofilm olusumu i¢in gereken genis bir hiicre ylizey proteinidir ve T1SS
yoluyla salgilanir (Nunez vd., 2005). Salmonella biyofilm olusumu, BapA eksikliginde
asir1 curli Uiretimiyle telafi edilebilir (Latasa vd., 2005).

2.5.1.24. SIE

SiiE, epitel hiicrelere baglanabilen Salmonella’nin non-fimbrial adhezin
proteinidir (Kiss, Morgan ve Nagy, 2007). Bu efektor protein, SPI-4 tarafindan
kodlanarak Tip 1 Salgilama Sistemi (T1SS) araciligiyla taginir. TISS {i¢ alt birimden
olusur. Bunlar, ATPaz ve i¢ membran proteini SiiF, transmembran proteini SiiD ve dis
membran proteini SiiC’dir (Wagner vd., 2011). SiiE, sadece polarize hiicreyi istila eder

(Gerlach vd., 2008) (Sekil 2.3).

TISS aracthigiyla
hiicre yiizeyine

Komplement direnci

Sekil 2.3. Salmonella adhezyon faktorleri ile konake1 proteinleri arasindaki etkilesim
(Azimi vd., 2020)
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2.5.2. Invazyon

Adhezyondan kisa bir siire sonra, konak hiicre sinyal yollar1 aktive olur. Hiicre
iskeletinin yeniden diizenlenmesiyle Sal/monella invazyonu baslar (Finlay, Ruschkowski
ve Dedhar, 1991). Normal epitel hiicrelerinin firgamsi kenarlar1 bozulur. Makropinositoz
yoluyla Salmonella konak hiicre tarafindan yutulur. Boylece Salmonella nin hayatta
kaldig1 ve ¢ogaldigi tek intraseliiler bolme olan Salmonella igeren koful (SCV) meydana
gelir (Garcia-del Portillo ve Finlay, 1994). Es zamanlh bagirsak epitelinde olusan salgi
yaniti, fagositlerin submukozal bosluktan bagirsak liimenine alinmasini saglar. Alternatif
olarak, Salmonella hiicreleri dogrudan submukozadaki dendritik hiicreler tarafindan
yutulabilir. SCV olgunlasmasi sirasinda Salmonella, koful etrafinda F-aktin ag 6rgiistiniin
olusmasint saglar. Bu siire¢ koful ile iliskili aksiyon polimerizasyonu (VAP) olarak
adlandirilir. Bu, koful membranin biitiinliiglinlin korunmasi i¢in 6énemlidir (Meresse vd.,
2001). Ayrica, intraselliiler Salmonella, uvzun filamentli membran yapisinin olusumuna
neden olabilir. Salmonella kaynakl filamentler (SIFs) olarak adlandirilan bu yapi, SCV
icindeki besinlerin artmasina neden olabilir (Rajashekar vd., 2008). SCV'lerin bir kism1
bazolateral membrana transitoz yapar. Bagirsak epitelini gectikten sonra, Salmonella
fagositler tarafindan yutulur (Ohl ve Miller, 2001). Patojenik bakteri, bu asamada konak

savunma mekanizmalarindan kagmak icin bir¢ok viriilens strateji kullanmak zorundadir.

Viriilens faktorlerinin ¢ogu, kromozom iizerinde yliksek oranda korunmus SPI'ler
icinde bulunurken, digerleri ya bir viriilens plazmidi (pSLT) lizerinde ya da kromozomun
herhangi bir yerinde bulunur. Bugiine kadar, Sa/monella'da 21 SPI tanimlanmistir. Bu
SPI’lerin 11’1 S. Typhimurium ve invazif S. Typhi genomlar1 i¢in ortaktir. Bunlar SPI-1,
SPI-2, SPI-3, SPI-4, SPI-5, SPI-6, SPI-9, SPI-11, SPI-12, SPI-13 ve SPI-16’dir. SPI-8 ve
SPI-10 ilk olarak S. Typhi’de bulunmustur ve S. Typhimurium kromozomunda
karsiliklar1 yoktur. SPI-7, SPI-15, SPI-17 ve SPI-18 S. Typhi’ye 6zgilinken, SPI-14
S. Typhimurium’a 6zgiidiir. SPI-19, SPI-20 ve SPI-21 her ikisinde de yoktur (Sabbagh
vd., 2010).

2.5.2.1. SPI-1

SPI-1'in boyutu yaklasik 40 kilobazdir. SPI-1, aktin hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesi ve epitel hiicrelerin invazyonu i¢in gereken efektdr proteinlerini kodlar. En

az alt1 efektor protein (SipA, SipC, SopB, SopE, SopE2, SptP), aktin hiicre iskeletinin
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yeniden sekillenmesine neden olur (Misselwitz vd., 2012). SipA ve SipC, aktine
dogrudan baglanir ve bakteriyel yapisma bdlgesinde aktin filamentlerinin olusumunu
destekler (McGhie, Hayward ve Koronakis, 2001). SopE, sitokin iiretimini tetikleyen
sinyal dizilerini uyarir (Hardt vd., 1998). Bu efektorler, Tip III Salgi Sistemi (T3SS-1)
vasitasiyla konak hiicreye taginir (Salmond ve Reeves, 1993). Tip III salgilama sistemleri,
enjektdor kompleksi, enjektér ucu ve taban kisimlarindan olusur (Hu vd., 2017).
Bakterilerde protein enjeksiyon mekanizmasi, enjektdr ucunun konak hiicre zarma
temastyla baslar (Barta vd., 2012). Konak hiicre temasi, efektor proteinlerin gecisine
aracilik eden heniiz tam olarak anlasilamamis bir protein kanalinin olugmasini saglar.
T3SS’nin kendine 6zgii bir ozelligi, aktivitelerinin konak hiicre zarina temasiyla
baslamasidir (Zierler ve Galan, 1995). Bu etkilesim, salgilanmanin uyarilmasint ve

protein translokazlarinin konak hiicre zarin1 agmasini saglar.

= Efektor

Konakg¢1 Hiicre Zari

Translokon
™ Enjektor Ucu
Enjektor —<
“‘ Bakteriyel D1s Zar
Taban Kismi A .
s Bakteriyel I¢ Zar

Sekil 2.4. Tip III Salgilama Sistemi (T3SS) (Julia ve Aaron, 2020)

T3SS-1, inv, spa, prg ve org gibi SPI-1 tarafindan kodlanan proteinlerden olusur
(Nieto vd., 2016). inv, spa ve hil gibi DNA segmentlerinden yoksun Salmonella
mutantlarinin kiiltiirlenmis epitel hiicrelerine giris yeteneklerinin olmadig: bildirilmistir
(Ginocchio vd., 1997). T3SS-1'in islevini bozan mutasyonlar, S. Typhimurium'un oral
yoldan uygulanmasini takiben farelerde 6liimciil dozun 50 kat artmasina neden olmustur

(Penheiter vd., 1997). Prg/org ve inv/spa operonlart enjektdr kompleksini, sic/sip
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operonlar1 efektdr proteinleri ve translokonu (SipBCD) kodlar. Translokon, konak hiicre
zarina gomiilen ve efektdrleri konak¢inin sitozoliine ileten gézenekli bir yapidir. Ek
olarak, birka¢ saperon da SPI-1 icinde kodlanmistir. Saperonlar, proteinlerin katlanarak
{ic boyutlu hale gelmesinde gorevli refakatci proteinlerdir. Ornegin Salmonella efektdr
proteini Slrp, substrat olarak tiyoredoksin (Trx) kullanabilen E3 ubiquitin ligazidir.
SIrP’nin Trx ile etkilesimi, tiyoredoksin aktivitesini diisiirerek konak hiicrenin 6liimiine

neden olur (Bernal-Bayard ve Ramos-Morales, 2009).

Genel olarak, SPI-1 genlerinin ekspresyonu, Sa/monella tarafindan konak istilasi
ve gastroenterit indiiksiyonu icin gereken HilA, iagB ve InvF gibi yerel regiilatorler
tarafindan kontrol edilir (Lim vd., 2016). Ornegin, prgHIJK, invA, invJ ve orgA, dncelikle
HilA tarafindan diizenlenir. Ek olarak, iki 6nemli kiiresel diizenleyici ag, SirA/BarA ve
PhoP/PhoQ), HilA tarafindan invazyonla iliskili genlerin ifadesini dolayli olarak diizenler
(Teplitski, Goodier ve Ahmer, 2003).

2.5.2.2. SPI-2

SPI-2, yaklasik 40 kilobaz boyutundadir ve 2 farkli bolgeden olusur (Kuhle ve
Hensel, 2004). Kiiciik olan kisim, anaerobik solunumla iliskili tetratiyonat rediiktazi (Ttr)
kodlayan #rRSBCA operonunu igerir. Bu genlerin ifadesi, mikrobiyota iizerinde lireme
avantaji saglayabilir (Winter vd., 2010). Biiyiik olan kisim ise sadece S. enterica’da
bulunur. Bu kisim Sa/monella'nin konak hiicrelerde (hem epitel hem de makrofajlar) SCV
icinde hayatta kalabilmesi ve replikasyonu i¢in gereklidir (Shea vd., 1996). Nitekim,
fonksiyonel olmayan SPI-2 mutasyonlari, farelerin bagirsak bariyerini gegmelerine
ragmen, onlarin i¢ organlarini kolonize edemezler (Cirillo vd., 1998). Bu mutasyonlarin
farelere oral veya intraperitoneal olarak agilanmasi, dogal fenotiplerine gore
viriilenslerinin en az 5 kat azalmasina neden olmustur (Shea vd., 1996). SPI-2, farelerde
Salmonella’nin makrofajlarda hayatta kalabilmesi i¢in gereken ikinci bir T3SS’yi kodlar
(Hensel vd., 1998). Toplam 17 efektorin SCV membrani iizerinden konak hiicre
sitoplazmasina gegtigi kabul edilmektedir ve bunlarin ¢ogu SPI-2 lokusunun digindadir
(Kuhle ve Hensel, 2004). Genel olarak, SPI-2 dort tip viriilens geni igerir; ssa T3SS-2
aparatlarini, ssr regiilatorleri, ssc saperonlar1 ve sse efektorleri kodlar (Cizelge 2.2.)

(Kuhle ve Hensel, 2004).
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Cizelge 2.2. Salmonella invazyonuna katkida bulunan ana proteinlerin ve viriilens
belirleyicilerinin yeri ve islevi (Gao vd., 2020)

Viriilens genler Lokasyon Fonksiyonlar

Crp Kromozom cAMP diizenleyici proteini

hilACD SPI-1 hilA geninin expresyonunu aktive eder

Hnr SPI-2 SPI-2 diizenleyicisi (transkripsiyonel ve
transkripsiyon sonrasi)

Hird Periplazmik strese karsi direng

lacP SPI-1 Translasyon sonrast modifikasyon

iagB SPI-1 Invazyon

invABCEFGLJ SPI-1 Sekresyon, saperon

msgA Kromozom Bilinmiyor

ompR/envZ SPI-2 ssrAB expresyonunu diizenler

orgABC SPI-1 Patogenez, sekresyon

phoR/Q SPI-2 ssrAB expresyonunu diizenler

pagACDP SPI-11 AMP'ye direng, makrofaj sitotoksisitesi

pipABB2CD SPI-5 Patogenez, efektor proteini, SIF’in uzamasi, SCV’un

(sigE) olgunlagmasi ve konumlandirilmasi

prgHIJK SPI-1 Sekresyon

Prc Periplazmik strese karsi direng

rpoES rpoS (katF) SPI-2 SPI-2 diizenleyicisi (transkripsiyon ve transkripsiyon
sonrasi, spvR geninin transkripsiyon kontroli
rpoS ‘nin ifadesi, Sa/monella’nin makrofaj ve epitel
hiicrelerine girdikten sonra indiiklenir.

rtsA Kromozom hilA geninin ifadesini aktive eder

sapABCDF AMP'ye direng, makrofaj sitotoksisitesi

SifA SPI-2 Epitel hiicrelerinde SIF olusumu ve SCV membran
biitiinliigiiniin korunmasi

siiCDEF SPI-4 Translokasyon, polarize epitel hiicrelerin apikal
tarafinda adhezyon, T3SS-1’e baglh invazyon

sicAP SPI-1 sipBC i¢in saperon
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SipA (sspA) SPI-1 Invazyon boyunca aktin filamentlerinin
stabilizasyonu ve lokalizasyonu, VAPTin
stabilizasyonu, SifA  ve  PipB2min  dogru
lokalizasyonu, SCV’nin periniikleer gbc¢li ve
morfolojisi, inflamatuar yanit ve sivi sekresyonu

sipBCD (sspBCD) SPI-1 Epitel hiicrelerinde adhezyon, erken makrofaj
piroptozu, makrofaj otofajisi

SpaSROPO SPI-1 T3SS’nin enjektor ug proteini

sptP SPI-1 Aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi

sird SPI-1 SPI-1 disinda kodlanan SirA/BarA, HilA'y1
etkinlestirir

slrP Kromozom Epitel hiicrelerde adhezyon

slyA SPI-2 Oksidatif strese kars1 direnci diizenler

sspHIH?2 Faj Memeli  niikleusuna  lokalizasyon, = SCV’nin
olgunlagmasi ve konumlanmasi

sodABD Oksidatif strese kars1 direng

SopABDD2EE?2 sopB  SPI-5 Kloriir sekresyonu, aktin hiicre iskeletinin yeniden

(sigD) diizenlenmesi, invazyon ve epitel hiicrelerinin
apoptozunun inhibisyonu, sivi sekresyon ve
antiinflamatuvar yanitin  indiiklenmesi, SCV’nin
olgunlasmast ve  konumlanmasi,  makrofajlar
icerisinde replikasyon, SIF olusumu

spaOPQRS SPI-1 Sekresyon

SprB SPI-1 Transkripsiyonun diizenlenmesi

spvABCD Plazmit Aktini modifiye eder, enfekte hiicrelerin hiicre
iskeletini destabilize eder, SCV’nin olgunlagmas1 ve
konumlanmast

SsJ Oksidatif strese kars1 direng

STM2231 SPI-2 SPI-2 diizenleyicisi (transkripsiyon ve transkripsiyon
sonrast)

YejABEF Kromozom AMP'ye direng, makrofaj sitotoksisitesi

ymdA Kromozom Stres yaniti

*SPI1-5, Salmonella kromozomu iizerindeki genomik adalar

2.5.2.3. SPI-3

SPI-3 lokusu 17 kilobaz boyutundadir. SPI-1 ve SPI-2'den farkli olarak SPI-3,
magnezyum tagima sistemi ile Sa/monella’nin makrofajlarda replikasyonu i¢in gereklidir.
Hidrofobik membran proteinini kodlayan mgtC geni, Salmonella’nmn kisith Mg*

ortaminda gelismesi, makrofaj sagkalimi ve sistemik viriilensinden sorumludur
20



(Moncrief ve Maguire, 1998). Diisiik Mg*? konsantrasyonlarma yanit olarak mgtC
geninin transkripsiyonu, phoP-pho(Q tarafindan diizenlenen genlerin aktivasyonuna

neden olur (Blanc-Potard ve Groisman, 1997).
2.5.24. SPI4

SPI-4'lin boyutu yaklasik 27 kilobazdir. SPI-4, civcivlerin olmasa da sigirlarin
bagirsaklarinda Salmonella kolonizasyonuna neden olur (Morgan vd., 2004). SPI-4
kaybi, farelerde Typhimurium ve Enteritidis serovarlarinin oral viriilensini zayiflatir,
ancak intraperitoneal viriilensini etkilemez (Weening vd., 2005). siiC, siiD ve siiF adl1 {i¢
gen, tip 1 salgilama sistemini (T1SS) olusturan proteinleri iretir. siiE geni, T1SS
tarafindan salgilanan non-fimbrial adhezin proteinini kodlar. Bu biiyiik protein, polarize
epitel hiicrelerinin adhezyonundan sorumludur (Gerlach vd., 2008). Buna karsilik, SiiA
ve SiiB proteinleri, T1SS tarafindan salgilanmaz, ancak sitoplazmik zar proteinlerini
temsil eder (Kingsley vd., 2003; Morgan vd., 2007). Bakteri yiizeyindeki SiiE miktari,

cevre kosullarina bagli olarak SiiA ve SiiB tarafindan kontrol edilir.
2.5.2.5. SPI-5

SPI-5 lokusunun boyutu yaklasik olarak 7,6 kilobazdir. Buzagilarda Dublin
serovarinin neden oldugu enfeksiyonlarda SPI-5 lokusu daha iyi tanimlanmistir. Sigirlara
uyum saglamis bu serovar, insanlarda gastroenteritten ziyade bakteriyemiye neden olur.
SPI-5, hem SPI-1 hem de SPI-2 tarafindan kodlanan T3SS’nin efektor proteinlerini
kodlar. PipA ve PipB'nin SPI-5 lokusu tarafindan kodlandigi bilinmektedir. PipA,
sistemik enfeksiyonun gelisiminde rol oynar. PipB, sigir enteropatogenezinde salgi ve
inflamatuar yanita katki saglasa da farelerde sistemik enfeksiyonun gelismesinde 6nemli

bir etkisi yoktur (Knodler vd., 2002).
2.5.2.6. SPI-6

SPI-6 lokusunun boyutu yaklagik 59 kilobazdir. Bu lokusta fimbria i¢in kodlanan
saf geni ile invazyon proteini i¢in kodlanan pagN geni yer alir (Knodler vd., 2002).
SPI-6 delesyonunun sistemik patogenez iizerinde higbir etkisi yoktur, ancak kiiltiirlenmis
doku hiicrelerinde bakterilerin invazyonunu diislirdiigii bilinmektedir. SPI-6'nin
S. enterica serovarlari arasinda korundugu belirlenmistir. SPI-6’nin bazi kisimlari, IIIb,
IV ve VII alt tiirlerinde de tanimlanmistir. Ayrica SPI-6, P. aeruginosa ve Y. pestis'in

genomuyla homoloji gostermektedir (Hensel, 2004).
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2.5.2.7. SPI-7 ve SPI-8

SPI-7 ve SPI-8 lokuslarmin boyutu sirasiyla 133 ve 6.8 kilobazdir. Major
Patojenite Adas1 olarak da adlandirilan SPI-7, S. Typhi, S. Dublin ve S. Paratyphi'ye
Ozgiidiir. Vi antijenini kodlar ve viriilens faktorleri kodlayan pil gen kiimesini olusturur
(Zhang ve Ying, 2018). Genetik organizasyonu ¢ok karmagiktir ve yatay olarak elde
edilen birka¢ 6geden olusur. Bu lokusun stabil olmadigir soylenmekte ve S. Typhi
izolatlarinda kapsiil kayb1 goriilebilmektedir. Ek olarak, SPI-7 tip IV fimbria adhezin
proteinini kodlar. Ayrica, SPI-7 Xanthomonas axonopodis ve Pseudomonas

aeruginosa’nin genomuyla homoloji géstermektedir (Pickard vd., 2003).

SPI-8, Salmonella Typhi'de tanimlanmigtir ve burada bulunan genler potansiyel

viriilens faktorlerini kodlamaktadir (Kombade ve Kaur, 2021).
2.5.2.8. SPI-9

SPI-9 lokusunun boyutu yaklasik 16.281 baz ciftidir. Bu lokus, Salmonella
Typhi’de islevseldir ve tip I salgi sisteminin viriilens faktorlerini kodlar. SPI-9,
Salmonella Typhi’nin diisik pH ve yiiksek osmotik basing altinda epitelyal hiicrelere
yapismasini saglar, ancak biyofilm olusumuyla iligkili degildir (Velasquez vd., 2016).

2.5.2.9. SPI-10

SPI-10 lokusunun boyutu 32,8 kilobazdir ve fRNA leuX geninde insersiyon olarak
tanimlanir. Bu lokus, farkli DNA fragmanlar1 i¢in bir insersiyon noktasidir ve hiper
degisken izlenimi uyandirir. Fimbrial adhezyonlar1 kodlayan sef ve pef gen kiimeleri,
S. Enteritidis'te saptanmustir. S. Typhi ve S. Paratyphi A’da bu lokusta kriptik bakteriyofaj
da goriilmiistiir. Ote yandan, S. Typhimurium tamamen farkli gen icerigine sahiptir. Bu
bulgular nedeniyle /euX lokusu, hareket edebilen genetik elementlerin insersiyonu i¢in

sicak bir noktay1 temsil etmektedir (Bishop vd., 2005).
2.5.2.10.SPI-11 ve SPI-12

SPI-11 ve SPI-12, Salmonella Choleraesuis'te tanimlanmistir. Bu adalarin her ikisi
de bakteriyofaj genomlar1 ve tRNA genleri ile iligkilidir. Bu DNA segmentleri genom
ortalamasinin diginda bir G + C yiizdesine sahiptir. (Chiu vd., 2005). S. Typhi serotipine
0zgii CtdB geni, SPI-11 {izerinden kodlanir. Bu gen, sadece S. Typhi’nin SCV i¢inde veya
makrofajlarda bulundugunda ifade edilir (Johnson, Mylona ve Frankel 2018). Sitolethal
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Distansiyon Toksini (CDT), konak hiicrenin apoptozis siireci i¢in gereklidir (Ben
Hassena vd., 2021). SPI-12 lokusu ise Salmonella’nin hiicre i¢inde hayatta kalabilmesi

icin gereken profaj kalintilarindan olusur (Tomljenovic-Berube vd., 2013).
2.5.2.11.SPI1-13 ve SPI-14

SPI-13 ve SPI-14, ilk kez kanath tifosu olarak adlandirilan S. Gallinarum’da
tanimlanmistir. SPI-13, tRNA pheV genine yakindir. Bu adalarin her ikisi de S. Typhi ve
S. Paratyphi A'da bulunmaz, ancak S. Typhimurium ve S. Enteritidis'te goriiliir (Shah vd.,
2005). SPI-13, S. Enteritidis’in insan makrofajlarinda olmasa da fare makrofajlarinda
hayatta kalmasi icin gereklidir (Espinoza vd., 2017). SPI-14 delesyonunun oral
enfeksiyondan sonra farelerde S. Typhimurium’un virlilensini ciddi sekilde azalttig1

bildirilmistir (Jiang, Feng ve Yang, 2017).
2.5.2.12. SPI-15, SPI-16 ve SPI-17

S. Typhi’de biyoinformatik yaklagim kullanilarak SPI-15, SPI-16 ve SPI-17
tanimlanmigstir. Bunlarin hepsi, tRNA genleri ile iliskilidir. SPI-16 ve SPI-17, LPS
modifikasyonundan sorumlu olan genleri kodlar. SPI-16 ve SPI-17, S. Typhi ve diger
bir¢ok S. enterica genom dizisinde bulunur (Vernikos ve Parkhill, 2006).

2.5.2.13. SGI1

Coklu antibiyotige direng¢ gosteren suslar, patojenik bakterilerde goriilen yaygin
bir olgudur ve genellikle S. enterica’da gozlenir. Direngli Salmonella izolatlar1 degisken
oOlgiilerde direng plazmitlerine sahiptir. “Salmonella genomik adas1 1” S. Typhimurium
DT104’te tanimlanmistir ve diger suslarda da bulunabilir. SGI1, ampisilin,
kloramfenikol, streptomisin, siilfonamid ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere direngten

sorumludur (Gerlach ve Hensel, 2007).
2.5.3. Makrofaj Sagkalim ve Replikasyon

Bagirsak invazyonundan sonra, bakteriler makrofajlar tarafindan yutulur.
Yutulma tamamlandiktan sonra Sal/monella hicreleri SCV’de lokalize olur. SCV,
membran biitiinliigiiniin korunmasi, Salmonella replikasyonunun intraselliiler nisler
icinde gerceklesmesinde ¢ok Onemli bir rol oynar. Bu prosediirler, T3SS-2 ve onun
translokon mekanizmasi, yani SseBCD kompleksi tarafindan diizenlenir (Hensel vd.,

1998). Bu nedenle SPI-2 tarafindan kodlanan efektorler, Sa/monella’nin makrofajlar
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icinde hayatta kalmasini kolaylastirir. SPI-2 gen ekspresyonu, durgun biiyiime fazi, diigiik
ozmolarite (Lee, Detweiler ve Falkow, 2000), diisiik Mg*2, Ca*?, POs konsantrasyonu
(Deiwick ve Hensel, 1999) ve diisiikk pH (Cirillo vd., 1998) da dahil SCV'nin koful
ortamin1 taklit eden bir dizi ¢evresel sinyale yanit olarak tetiklenir. SPI-2 genlerinin
ekspresyonu hem transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel seviyelerde koordineli
olarak diizenlenir. SPI-2 genlerinin transkripsiyonu sirasinda, SsrA-SsrB, OmpR-EnvZ
ve PhoP-PhoQ’a ek olarak SlyA ve RNA polimeraz RpoE'nin alternatif sigma faktorii
gibi transkripsiyonel diizenleyiciler de yer alir. Post-transkripsiyonel olarak hareket eden
ana diizenleyici proteinler, Hfq, CsrA ve SmpB dahil RNA saperonlaridir. SPI-3'te
bulunan mgtC geninin makrofajlarda replikasyona katkida bulundugu gosterilmistir.
Bahsedilen tiim virtilens belirleyiciler Cizelge 2.3’°te gosterilmektedir.

Cizelge 2.3. Salmonella replikasyonuna katkida bulunan ana proteinlerin ve viriilens
belirleyicilerinin yeri ve islevi (Gao vd., 2020)

Viriilens genler Lokasyon Fonksiyonlar

Csr4 RNA saperonlar

Hfq SPI-2 SPI-2 diizenleyicisi (transkripsiyon ve
transkripsiyon sonrast), RNA
saperonlari

mgtABCD SPI-3 Hidrofobik membran proteini; Mg
tastyan ATPaz

SsaABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUV  SPI-2 Translokon proteinlerin sekresyonunu

ssaB (spiC) diizenler, intraseliiler bakteri tiremesi,

ssaC (spid) sekresyon

ssaD (spiB)

ssaR (yscR)

sscAB Kromozom  T3SS saperon proteini veya patojenite
adas1 efektor proteini

sseABCDFGIJL SPI-2 Translokasyon, epitel hiicrelerinde SIF
olusumu, SCV’nin olgunlagsmasi ve
konumlanmasi, SCV membran
dinamikleri

ssrAB (ssrA/SpiR) SPI-2 SPI-2 gen ifadesini diizenler

2.54. Sistemik Yayilma

Salmonella'nin SCV tarafindan yutulmasi, dalak ve karaciger gibi diger hedef
organlar yoluyla sistemik yayilmasina neden olur. Yayilma, bakteri hiicrelerinin dogal

bagisiklik sisteminden kagmasi i¢in bir 6n kosuldur. Bu siire¢ sirasinda, serum direnci,
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sistemik salmonelloz gelisimi i¢in dnemli bir viriilens faktoriidiir. Bu viriilens faktorleri

LPS, dis zar proteinleri (PagC ve Rck) ve sideroforlar olmak {izere ii¢ ana faktor igerir

(Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4. Salmonella’nin sistemik yayilmasina katki saglayan ana proteinlerin ve
viriilens belirleyicilerinin yeri ve islevi (Gao vd., 2020).

Viriilens genler Lokasyon Fonksiyonlar

cird Kromozom  Kolisin I reseptorii

entABCDEF Kromozom  Enterobaktin sentaz

fepABCDEG Kromozom Dis membran reseptorii, demir-
enterobaktin tagiyici baglayici proteini

Fes Kromozom  Salmokelin sekresyonu/par¢alanmasi

FhuABCDE Kromozom  Enterobaktin/ferrik enterobaktin
esteraz

foxA Kromozom  Ferrioksamin B reseptorii

FruR SPI-2 DNA baglayici transkripsiyon
diizenleyicisi

FUR Kromozom  Ferrik alim diizenleyicisi

iroBCDE Kromozom  Salmokelin glikozilasyonu, taginmasi
ve yapimi

MsbA Kromozom  Lipid tasiyict ATP baglayici/permeaz
proteini

rfaBCDFGHIJKLPQYZ Kromozom LPS kor biyosentez  proteini;
transkripsiyon aktivatorli; O-antijen
ligazi

rfbBDFGHIJKMNOPUVX Kromozom  Glikoz biyosentez yolu, glikozil
transferaz, O-antijen tasiyicisi

rfc Kromozom  O-antijen polimeraz

STMO0719 Kromozom  Bilinmiyor

wzxCE Kromozom  LPS biyosentez proteini

wzzBE Kromozom  LPS zincir uzunlugu diizenleyicisi

VibR Kromozom  Bilinmiyor

vbdAB Kromozom  Enterobaktin diga aktarim pompast,

EntS proteini
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2.54.1. LPS

Gram negatif bakterilerin dnemli bir bileseni olan LPS, kimyasal ve fiziksel olarak
hiicre i¢in koruyucu bir bariyerdir. LPS, bagirsak kolonizasyonunda, makrofaj direncinde
ve humoral immiin yanitin olusmasinda 6nemli bir role sahiptir (Kong vd., 2011). LPS,
makrolidler gibi lipofilik antibiyotiklerin penetrasyonunu inhibe eder (Vaara, 1993). LPS,
hidrofobik lipid A, kor oligosakkarit ve O yan zinciri olarak adlandirilan
polisakkaritlerden olusur (Raetz ve Whitfield, 2002). Bu haliyle LPS, Salmonella'ya
smooth (S) fenotip kazandiran uzun O-antijeni ile karakterize edilir. Bununla birlikte,
O-antijeni serum direnci ile iliskili ana bilesendir. O-antijenden yoksun LPS, diisiik
viriilensli rough (R) fenotipe yol agar. Dogal olarak olusan enfeksiyonlara, komplement
direncliligine sahip S-fenotipi Sal/monella neden olur. O-antijeninin miktari, yapisi ve
zincir uzunlugu ile viriilens arasinda bir korelasyon bulunmaktadir (Lerouge ve
Vanderleyden, 2002). O antijeni, ¢cok uzun ya da konakge1 hiicreyi taklit eden molekiillerle
modifiye edilmisse, siyalik asit gibi bagisiklik sistemini modiile edebilir (Pawlak vd.,
2017). O antijeninin uzamasini etkileyen faktorler arasinda sicaklik ve demir bulunur.
Ortamdaki demir sinirlamasinin LPS'lerin uzamasinda etkili oldugu bildirilmistir.
Sicakliktaki diislis, Salmonella’y1 bakteriyofajdan koruyan LPS yapisindaki fosfat ve
aminleri degistirebilir (Delgado, Mouslim ve Groisman, 2006). Nitekim S. Paratyphi A,
O:2 antijeni olarak adlandirilan ¢ok uzun bir O antijeni zincirine sahiptir ve bu antikor

baglanmasin1 6nler (McClelland, Sanderson ve Clifton, 2004).
2.5.4.2. Dis Membran Proteinleri (PagC ve Rck)

LPS'ye ek olarak, PagC ve Rck, kompleman aracili bakterisidal aktiviteye yliksek
diizeyde direng saglar (Nishio vd., 2005). Bu iki protein, Yersinia viriilensi ile iliskili dig
membran proteini Ail ile homoloji gosterir ve bakteriyel ylizeylerde kompleman
membran atak kompleksinin olusumunu bloke eder. Benzer sekilde, Rck'nin aracilik
ettigi kompleman direnci, polimerize edilmis tiibiiller membran atak komplekslerinin

olusamamasiyla iliskilidir (Heffernan vd., 1992).
2.5.4.3. Sideroforlar

Demir, cesitli metabolik ve diizenleyici islemlere dahil olmasi nedeniyle ¢ogu
bakterinin liremesi i¢in gereken bir elementtir (Miethke ve Marahiel, 2007). DNA sentezi
ve onarim enzimleri, demir ile baglantili olarak kofaktor olarak gorev yapar (Andrews,
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Robinson ve Rodriguez-Quinones, 2003). Demir, gegisli yapisi nedeniyle fizyolojik pH
(7,2)'de Fe*? (ferroz) veya Fe™* (ferrik) formunda olabilir. Demiri baglayan ve tagiyan
bakteriyel molekiiller olan sideroforlar, Sal/monella’nin sistemik enfeksiyonunun
ekstraselliiler asamasinda, bakteri iiremesi i¢in serumda onemlidir. Salmonella, iki ana
tipte siderofor {iiretir: salmokelin ve enterobaktinden olusan yiiksek afiniteli katekolat
(enterochelin olarak da bilinir) ve demirin kisith kosullar altinda ifade edildigi aerobaktin
olarak bilinen diisiik afiniteli hidroksamat (Fischbach vd., 2006). Enterobaktin bazi
konaga 6zgii spesifik Salmonella serovarlar1 disinda, tavukla iligkili tim Salmonella
serovarlarinda bulunur (Langridge vd., 2015). Glikoz molekiillerinin enterobaktine
baglanmasiyla daha hidrofilik olan salmokelin molekiilii olusturulur. Glikolizasyon, IroB
adl glikozil transferaz enzimi tarafindan gergeklestirilir (Hantke vd., 2003). Salmokelin,
enterobaktinden daha iyi bir demir siipiiriiciidiir. Bunun nedeni Lipokalin (Lcn-2)’nin
salmokeline baglanamamasidir (Fischbach vd., 2006). Lcn-2, inflamatuar yanit sirasinda
fagositik hiicreler (makrofajlar, notrofiller) ve epitel hiicreleri tarafindan salgilanir (Flo
vd., 2004). Lcn-2, bakterilerin enterobaktine bagli demir siiplirme yetenegini engeller
(Lin vd., 2005). Enterobaktinin glikolizasyonu, Lcn-2’nin baglanma kapasitesini sterik

olarak engeller, bu nedenle salmokelin “gizli” bir siderofordur.

Enterobal-.tm Fe-?

— 4 @ ‘
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Transferrm D Lipokalin
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O* Salmokelin
Laktoferrin— @® $ @*

Receptor —
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Sekil 2.5. Salmokelin araciligryla Fe ™ iin hiicre i¢ine alinmas1 (Matthew ve Nels,

2015)
Fe*3-siderofor kompleksini dis membrandan ge¢irmek icin gereken enerji, TonB-

ExbB-ExbD tarafindan saglanir. TonB-ExbB-ExbD kompleksi, enerjiyi sitoplazmik zarin
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elektrokimyasal yiik gradyanindan saglar. Bu enerji, dis zar reseptoriine aktarilir ve aktif
tasima ile Fe*-siderofor kompleksi periplazmaya taginir (Philpott, Edgeworth ve
Sansonetti, 2000). Periplazmaya tasinan Fe**-siderofor kompleksi periplazmik baglayici
proteine baglanir ve stoplazmaya iletilmek tizere ABC tipi tasiyict proteine aktarilir
(Krewulak, 2004). Daha sonra demir indirgeme yontemiyle siderofordan c¢ikarilir

(Andrews vd., 2003).

Fe?3 --O - Fe*? bagh Siderofor

Dis Zar
Reseptorii

S

Dis Zar

Peptidoglikan

H Periplazmik
Baglanma
Proteini
H (PBP)

ic Zar

ADP

Proton ltici Giicii (PMF)

ABC Tasiyici Protein

Sekil 2.6. TonB-ExbB-ExbD’ye bagli Fe™’iin hiicre i¢ine alinmas1 (Maki-Yonekura
vd., 2018)

2.6. Salmonella ADP-ribozilasyon Toksinleri

Ortak bir aktiviteye sahip olan Salmonella ADP-ribozilasyon toksinleri konakgi
hiicrenin proteinlerini hedefler. Bu nedenle hiicre iskeletinin modiilasyonundan konakg1

hiicrenin 6liimiine kadar ¢esitli sitotoksik etkilere neden olur.
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2.6.1. SpvB

SpvB, T3SS yoluyla dogrudan konak¢1 hiicrenin sitoplazmasina salgilanan tek
zincirli alt tinitesi olmayan bir toksindir (Jennings, Thurston ve Holden, 2017). SpvB,
konak¢1  hiicrenin  aktin monomerlerinin  ADP-ribozilasyonunu katalizleyerek
ADP-ribozil transferazi olarak iglev goriir (Lesnick vd., 2001). SpvB ayrica SCV zarinin
korunmasinda 6nemli rol oynayan koful ile iliskili aktin polimerizasyonunu (VAP) da
inhibe eder. Haliyle bu, SpvB aracilifiyla gerceklesen aktin depolimerizasyonunun, SCV
zarinin pargalanmasit ve Salmonella'nin konak¢i sitoplazmasina gegisiyle iliskili
oldugunu akla getirmektedir (Miao vd., 2003). Bu anlayis, Salmonellanin SCV
ortaminda ¢ogaldig1 ve ikamet ettii seklindeki anlayigsa ters diigmektedir (Steele-
Mortimer, 2008). Bunun yerine SpvB'nin, daha ¢ok Listeria monocytogenes, Shigella spp.
ve Rickettsia spp. gibi diger patojenlerin intra-sitozolik bir Salmonella yasam tarzina

aracilik ettigini ortaya koymaktadir (Du vd., 2016).
2.6.2. Tifo Toksini/ Salmonella Sitolethal Distansiyon Toksini (S-CDT)

Tifo toksini, baslangigta S. Typhi'de tanimlandigi i¢in bu sekilde adlandirilmistir
(Spano, Ugalde ve Galan, 2008). Sonraki ¢alismalarda bu toksinin en az 48 non-tifoidal
serotipte oldugu tespit edilmistir (Tamamura, Tanaka ve Uchida, 2017). S-CDT, A2B5
toksinidir. A2B5 toksini, CdtB (niikleaz toksini), PItA (ADP-ribozil transferaz toksini) ve
PItB (alt birimlerin birbirine baglanmasiyla olusan pentamerik halka toksinleri) alt

birimlerinden olusur (Spano vd., 2008). CdtB ve PItA toksinin aktif alt birimleridir.

CdtB —=<
Aktif
Alt Uniteler
PltA —
Pentamerik
=  Protein
Halkas: (P1tB)

Sekil 2.7. S-CDT nin alt birimleri (Chong vd., 2017)
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S-CDT’inin sitotoksik etkisi birka¢ asamada gerceklesir:

S-CDT'nin PItB alt birimleri, konak¢i hiicre yiizeyindeki glikoprotein ve
glikolipitler tizerindeki seker gruplarina baglanir (Paton, 2010).

S-CDT, endositoz yoluyla hiicre igine alinir.
S-CDT, endozomdan Golgi kompleksine hareket eder.

S-CDT, ters yonde Ortiicii Protein 1 (COPI) vezikiiliiyle Golgi kompleksine

transfer edilir.

S-CDT, endoplazmik retikuluma wulasir (DiRienzo, 2014). Endoplazmik
retikulumdaki konakg1 rediiktazlar, PItA ve CdtB alt birimlerine kovalent olarak
bagl olan disiilfit baglarim1 parcalayarak CdtB’nin holotoksinden ayrilmasini

saglar.

CdtB, ¢ekirdek por kompleksinden gecerek ¢ekirdek icine girer (DiRienzo, 2014).
CdtB c¢ekirdege girdikten sonra niikleaz gorevi goriir ve konakei hiicrenin

DNA’smi parcalar (Guidi vd., 2013).

@
Glikolipit veya
= Glikoprotein

Endositoz

Sekil 2.8. S-CDT’nin sitotoksik etki asamalar1 (Di Domenico vd., 2017)
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2.6.3. ArtAB

ArtAB, ilk olarak S. Typhimurium DT104’te tanimlanan bir ADP-ribozil
transferaz toksinidir (Saitoh vd., 2005). PItA / PItB gibi, ArtAB toksini de ABS tipi toksin
ailesinin bir liyesidir ve ArtA, PItA ile yaklasik %60, ArtB, PItB ile yaklasik %30
oraninda benzerlik gosterir (Gao vd., 2017). ArtA, bogmaca toksinine benzer sekilde,
konake1 hiicrenin G-proteinlerini hedefler (Tamamura vd., 2017). En az 45 farkh
Salmonella serotipinde ArtAB toksini bulunur ve bunlarin 39’unun (%87) tifo toksin

genlerini de kodladig1 bilinmektedir (Cheng ve Wiedmann, 2019).
2.6.4. SboC/SeoC

S. bongori'nin genom dizisi analizleri, S. enterica subsp. enterica suslarinda
bulunmayan yeni SPI-1 kodlu genlerin tanimlanmasini saglamistir (Fookes vd., 2011).
Bu genlerden ShoC ve SeoC, sirasiyla enteropatojenik E. coli (EPEC) ve enterohemorajik
E. coli (EHEC)’de bulunan EsplJ ile homoloji gosterir (Pollard vd., 2016). EspJ, EPEC
suslarinin tip III salgilama efektoriidiir ve kriptik profaj CP-933U iizerinde kodlanir
(Dahan vd., 2005). EPEC EsplJ, fagositoz i¢in gereken Fcy-reseptor-Ila'nin (FcyRlIla)
fosforilasyonunu Onler ve memeli tirozin kinazi hedef alan bakteriyel ADP-ribozil

transferazin ilk 6rnegidir (Young vd., 2014).
2.7. Antiseptik ve Dezenfektan Maddeler

Antiseptik ve dezenfektan maddeler, Sa/monella’nin enfeksiyon zincirini kirmak
ve capraz bulagsmayr engellemek amaciyla olduk¢a Onemlidir (Moretro, 2012).
Antiseptikler, 6zellikle viicudun yiizeysel dokularini (deri, mukoza vb.) ve lezyonlarini
mikroorganizmalardan arindirmak ic¢in kullanilir. Dezenfektanlar, cansiz nesneler ve
yiizeylerde bulunan bakteri sporlar1 disindaki patojen mikroorganizmalari yok eden aktif

kimyasal maddelerdir (Tiinger, Cavusoglu ve Korkmaz, 2005).
2.7.1. Alkoller

Alkoller, bakterilere (mikobakteriler dahil), virlislere ve funguslara karsi genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivite gdsterir ancak sporlar iizerinde etkili degildir (Dvorak,
2005). Antimikrobiyal aktivitelerini protein denatiirasyonuna neden olarak gosterir
(Gilbert ve McBain, 2003). Su, alkolik dezenfektanin formiilasyonunda énemlidir ¢iinkii

proteinler su olmadan alkollerle kolayca denatiire edilemez. Bu nedenle, %70’lik bir alkol
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cozeltisi, saf halinden (%99) cok daha etkili bir dezenfektandir. Ancak, alkol
konsantrasyonu %50°nin altina diistiigiinde, antimikrobiyal aktivite kaybolur (Salvage

vd., 2014).

Mikrobisidal 6zellik gosteren alkoller arasinda yaygin olarak etil alkol (etanol),
izopropil alkol (izopropanol, propan-2-ol) ve n-propanol kullanilir. Genel olarak, %70

etil alkoliin izopropil alkolden daha etkili oldugu kabul edilir (WHO, 2014).
2.7.2.  Aldehitler

Aldehitler bakterilere, funguslara, viriislere, mikobakterilere ve sporlara karsi
genis bir etki spektrumuna sahiptir (Ozgen, 2005). Yaygm olarak kullanilan aldehitler
arasinda glutaraldehit ve formaldehit yer alir (Dvorak, 2005).

Glutaraldehit, proteinler icin giiclii bir ¢apraz baglanma reaktifidir. Ozellikle
organizmalarin dis katmanlarinda bulunan azot gruplarina baglanarak hiicre ylizeyinde
bakterisidal etkiye yol acan reaktif bolgeler olusturur. Bu sekilde elde edilen capraz

baglar, hiicrenin temel islevlerini yerine getirmesini engeller (Bruck, 1991).

Formaldehit hem sivi hem de gaz olarak kullanilabilen bir dezenfektandir. Protein,
DNA ve RNA ile in vitro olarak etkilesime girebilen son derece reaktif bir kimyasaldir
(Power, 1995). Karboksil, siilfhidril ve hidroksil gruplarmi alkilleyerek
mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirir. Bakteri sporlarinin i¢ine niifuz edebildigi i¢in
sporosidal olarak kullanilir. Organik madde varliginda, glutaraldehite oranla

antibakteriyel etkisi daha diisiiktlir (Quinn ve Markey, 2001).
2.7.3.  Biguanitler

Biguanitler, mikobakteriler hari¢ olmak iizere genis bir antibakteriyel etkiye
sahiptir, ancak virlislere ve bakteri sporlarina karsi etkisizdir (Dvorak, 2005; Purohit,
Saluja ve Kakrani, 2003). Uzerinde en ¢ok calisma yapilanlardan biri klorheksidindir
(Ranganthan, 1996).

Kloroheksidinin antimikrobiyal etkisi, konsantrasyonu ve pH degeri arasinda bir
iliskiye baglidir (Gorman ve Scott, 2004; Dvorak, 2005; Purohit vd., 2003). Bakteri ve
maya hiicreleri tarafindan alinma siireleri olduk¢a hizlidir (Hiom vd., 1992). Baglangicta
mikroorganizmalarin dis hiicre katmanlarina zarar verir. Daha sonra pasif diflizyonla

hiicre duvarindan geger, ardindan sitoplazma zarina saldirir. Hassas yar1 gegirgen zarda
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meydana gelen hasari, hiicre i¢i bilesenlerin sizintisi takip eder. Bu sizint1 tek bagina
hiicresel inaktivasyondan sorumlu degildir, ancak hiicre 6liimiiniin bir sonucudur (Russell
ve Hugo, 1988). Yiiksek konsantrasyonlarda klorheksidin, hiicre i¢i bilesenlerin
pihtilasmasina neden olur ve buna bagli olarak sizintida bir azalma goriiliir, boylece

membran gegirgenligi lizerinde iki yonlii bir etkiye sahiptir.

Kloroheksidin, organik madde varliginda aktivitesini kaybeder. Sabunlar ve
anyonik deterjanlar onlarin etkisiz hale gelmesine neden olur (Gorman ve Scott, 2004).
Toksik ve asindirict etkileri diisiiktiir. Mukoz membran ve cilt i¢in antiseptik olarak

kullanilir (Gorman ve Scott, 2004; Purohit vd., 2003).
2.7.4. Fenoller

Fenoller, bakterilere, funguslara ve viriislere karst antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir. Ancak sporosidal olarak kullanilmaz (Gorman ve Scott, 2004; Dvorak, 2005).
Aside direncli bakterilere kars1 ¢ok etkili degildir. Biyolojik aktivitelerini membrana
bagli enzimleri denatiire ederek gosterir. Hiicre gegirgenligini bozarak K iyonlarinin ve
hiicre ici bilesenlerin hiicre digina ¢ikmasina neden olur. Bu nedenle protoplazmik zehir

olarak adlandirilir (Denyer, 1995).
2.7.5. Halojenler

Sodyum hipoklorit (NaOCI), insanlar i¢in diisiik toksisite ve maliyetle karakterize
edilir. Yaygin olarak klor salan bir maddedir, ancak tahrig edici ve asindirici gibi
dezavantajlar1 da vardir. Spesifik olarak sodyum hipoklorit, bakterisidal, viriisidal,
fungisidal, mikobakterisidal ve sporisidal etkilere sahiptir. Bu nedenle, saglik tesisleri ve
tibbi ekipmanlarin ylizey dezenfeksiyonunda onemli bir rol oynar (Rutala ve Weber,

1997).

Evsel amagclar i¢in kullanilan sodyum hipokloritin konsantrasyonu %5 ila %6
arasindadir, pH degeri ise yaklasik olarak 11’°dir ve tahris edicidir. %10 ila %15
arasindaki konsantrasyonlar, pH degerini 13’e ¢ikarabilir. Bu durumda yanici ve

asidiricidir.

Sodyum hipoklorit, suda ¢oziindiigiinde oksidasyon yoluyla dezenfeksiyona

neden olan iki bilesik olusturur (denklem 2.1 ve 2.3.). Bu bilesikler, hipoklorit iyonu
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(OCT) ile hipoklordz asit (HOCI)’tir. Bu iki bilesigin yiizdesini ise suyun pH’s1 belirler
(Artasensi, Mazzotta ve Fumagalli, 2021)

OCI+H,0 = HOCI+ OH (2.1)
HOCI+H +CI = CL+H0 (2.2)
2HOCI+OCI - CIOs +2CI +H" (2.3)

Aslinda hipoklordz asit, elektrik yiikii olmadigindan mikroorganizmanin hiicre
duvarina veya herhangi bir koruyucu katmanina daha iyi niifuz eder ve proteinlerin amino

asitlerinin yan zincirlerini oksitleyerek onlari etkili bir sekilde 61diiriir (Winter vd., 2008).

Klor bilesiklerinin konsantrasyonunu serbest klor (FAC) cinsinden ifade etmek
daha yaygindir. FAC terimi, 0 veya -1 oksidasyon durumunda bir klor atomuna sahip
olan, amonyak veya organik nitrojen ile birlesmeyen oksitleyici klor formlarinin
karigtmimn ifade eder. Sodyum hipokloritin stabilitesi ¢ok diisiiktiir, bu nedenle FAC
degeri ¢cok onemli degildir. Giinde 0,75 g aktif klor buharlasir. Bu, sadece sodyum
hipokloritin 1sindiginda degil, ayn1 zamanda asitlerle, giines 1s181yla, belirli metallerle,

toksik ve agindirici gazlarla (klor dahil) temas ettiginde de meydana gelir (White, 1999).

Sodyum hipoklorit ¢ozeltisi yanici, zayif bir baz oldugundan kullanimi ve
depolanmasi sirasinda bu 6zelliklerinin dikkate alinmasi gerekir. Bu nedenlerden dolayz,
formiilasyon ve uygulama kosullari, yan iirlinlerin ve hatta kloraminlerin olusumunu en
aza indirmelidir (Heseltine, 2002). Bozulmanin genel stokiyometrisi denklem 2.3.'de

gosterilmistir.

Klordan daha az reaktif olmasina ragmen, iyot ¢ozeltisi bakterilere, funguslara,
protozoalara ve hatta bakteri sporlarina bile etkilidir (Dufréne ve Persat, 2020). Ancak,
viriislere kars1 etkili degildir. Birgok arastirma, elementel iyot (I2) ve hipoiyoddz asitin
(HIO), iyot tiirleri arasinda en gii¢lii iki antimikrobiyal madde oldugunu gostermistir

(Artasensi vd., 2021).

I>+H>0 - HIO+T+H" 2.4)
HIO = I0+H' (2.5)
3HIO+30H - 1035 +2I+3H>0 (2.6)
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Hipoiyodik asitin ayrigma sabiti 4,5 x 10713*tiir ve bu, sulu bir ¢dzeltide hipoiyodit
iyonunun (I0°) olusumunun 6nemsiz oldugunu gostermektedir. Bilesiklerin yiizdeleri
(denklem 2.4 ve 2.6.), c¢ozeltinin pH seviyesiyle ve sicaklikla dogrudan iligkilidir
(Artasensi vd., 2021).

Iyot soliisyonlar1 6zellikle saglik profesyonelleri tarafindan cilt ve dokuda
antiseptik olarak kullanilir. Sulu ¢ozeltileri stabil degildir. Bu nedenle, iyot
kombinasyonuyla formiile edilirler ve ¢dziindiiriicii veya tastyicidan olusurlar. Iyodofor
olarak adlandirilan bu kombinasyonlar, hem antiseptik hem de dezenfektan olarak
kullanilmistir ve iyotun antiseptik etkinligini korur. Iyodoforlar daha stabil ve nispeten

toksisite ve tahristen arindirilmistir (Heseltine, 2002)
2.7.6.  Peroksijenler

Ticari olarak %3 ila %90 arasinda degisen ¢esitli konsantrasyonlarda temin
edilebilen berrak, renksiz bir stvidir. H,O» hizla su ve oksijene doniisebildigi i¢in diisiik
ekotoksisiteye sahiptir (Martin vd., 2015). H2O, viriislere, bakterilere, mayalara ve
bakteri sporlarina karst genis spektrumlu etkinlik gosterir (Absalan vd., 2012). H,O>’nin
antibakteriyel etkisi, serbest oksijen radikallerinin (hidroksil radikali) salinmasina
atfedilir. Bu radikaller, bakteriyel biyomolekiillerle hizl1 bir sekilde reaksiyona girerek

hiicresel 6liimle sonuglanan yapisal degisikliklere neden olabilir (Steinberg vd., 1999).

Hidrojen peroksitin en ¢ok s1v1 ve gaz formlari tercih edilir. Hidrojen peroksit sivi
formiilasyonlar1 sterilizasyon ve dezenfeksiyon islemlerinde yaygin olarak kullanilir.
Genellikle laboratuvar yiizey temizligi i¢in %6’lik sulu hidrojen peroksit ¢ozeltisi
kullanilir, ancak maruz kalma siiresinin kisa olmasi nedeniyle bakterisidal ve sporosidal

etkinligi daha diistiktiir (McDonnell, 2014).

Birgok calisma, hidrojen peroksitin buharlastirilmis formunun (HPV) ylizey
dezenfeksiyonu igin etkili oldugunu gostermistir (Totaro vd., 2020). Bu sistem, hastane
ylizeylerinde bulunan zarfsiz viriisleri, mikobakterileri ve bazi ¢oklu ilaca direncli
mikroorganizmalari etkisiz hale getirerek kontamine gozenekli ve gozeneksiz ylizeylerin
say1sin1 %35’in altina diisiirmiistiir (Weber vd., 2016). Ozellikle HPV nin, adenoviriis tip
5, ¢ocuk felci viriisii Sabin 1, rotaviriis SA11 dahil enterik ve solunum yolu patojenlerine,
ayrica Mycobacterium tuberculosis ve C. difficile sporlarma karsi etkili oldugu
belirtilmistir (Tuladhar vd., 2012). Ek olarak, HPV siklikla giimiis iyonlar1 gibi agir
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metallerle kombinasyon halinde bulunur, ki bu da hastane ortamlarinda yiizey
dezenfeksiyonu i¢in yararl bir ajan olarak ortaya ¢ikar (Absalan vd., 2012, Martin vd.,
2015). Nebiilizasyon sistemlerinde hidrojen peroksit ¢ozeltisi yiizey dezenfeksiyonu
acisindan degerlendirilmistir. HPV, dikey yiizeylerde yatay yiizeylere gore daha iyi bir
mikrobiyal kontaminasyon azalis1 saglamistir. Ancak aerosol formunun kullanimi hasta

odalari, yogun bakim {iiniteleri ve diger alanlar hari¢ hastanenin bos alanlariyla sinirlidir

(Orlando vd., 2008).

Perasetik asit (PAA), diisik konsantrasyonlarda mikobakterilere, viriislere,
sporlara ve kiiflere kars1 aktiviteye sahip bir organik peroksittir. PAA, H>O>'den daha
giiclii bir antimikrobiyal ajandir (Cutts vd., 2021). PAA, asetik asit ve hidrojen peroksit
gibi zararsiz yan iirlinlere ayrisabilen giiglii bir oksitleyici maddedir. Genellikle yiizey

dezenfeksiyonu ve tibbi cihaz sterilizasyonunda kullanilir (Mcdonnell, ve Russell, 1999).
2.7.7. Kuaterner Amonyum Bilesikleri

Kuaterner amonyum bilesikleri (QAC’ler), funguslar, bakteriler (mikobakteriler
hari¢), parazitler ve zarfli viriisler tlizerinde bakterisit etkiye sahiptir (Jiao vd., 2017).
Gram pozitif bakterilere, Gram negatif bakterilere gore daha etkilidir. Ancak sporosidal
olarak kullanilmaz (Dvorak, 2005). Hedef mikroorganizmalarin hiicre zarini ve
enzimlerini kararsiz hale getirerek hiicre lizisine neden olur (Kwasniewska, Chen ve

Wieczorek, 2020).
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Sekil 2.9. QAC’nin etki mekanizmasi (Jones ve Joshi, 2021)

Kuaterner amonyum bilesiklerinin hidrofobik alt zincirleri, ¢ift katli fosfolipid

tabakasi ile etkilesime girer. Hiicre hasari, zar gegirgenligini arttirir ve otolitik enzimlerin

salinimini indiikler, boylece hiicre lizisi meydana gelir (Alkhalifa vd., 2019).

Hidrojen peroksit gibi oksitleyici biyositlerin aksine, QAC'ler serbest radikal
iiretmez; bu nedenle kanserojen veya genotoksik degildir. Bu nedenle ev temizliginde
biyositler olarak faydalidir: setilpiridinyum kloriir, dodesil dimetil benzil amonyum

kloriir ve benzalkonyum kloriir (zefiran) bakterilere kars1 aktif olduklar i¢in temizleme

stvilarida bulunur (Ozbakkaloglu, 2003).

QAC'ler, nétral ve hafif alkali pH’larda mikroorganizmalar iizerinde oldukca

etkilidir. pH 3,5’un altinda aktiviteleri kaybolur (Gorman ve Scott, 2004; Dvorak, 2005;

Purohit vd., 2003). Deriye ve mukoza zarlarina uygulandiginda toksik degildir.
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2.8. Kitosan Nanopartikiillerinin Antibakteriyel Aktivitesi

Kitosan, N-asetil D-glukozamin ve D-glukozamin birimlerinden olusan dogal
katyonik bir biyopolimerdir (Kong vd., 2010). Bu birimler B-1,4 glikozit baglariyla
birbirlerine baglanir. Kitosan antibakteriyel etkiye sahiptir ve bu etkiyi artirmak i¢in farkl
kitosan tiirevleri sentezlenmistir (Li vd., 2008; Vinsova ve Vaviikova, 2011). Kitosan
ayrica biyouyumluluk, biyocoziiniirlik ve toksik olmama gibi onemli biyolojik
ozelliklere sahiptir. Bu 6zellikler sayesinde kitosan tip, gida, tarim, tekstil ve kozmetik

alanlarinda kullanilmaktadir (Kammoun vd., 2013).

Kitosan nanopartikiilleri (CS-NP), benzersiz fizikokimyasal 6zelliklere sahip olan
kitosanin bir tiirevidir (Rozman vd., 2019). Cesitli malzemeler ve kompozitler
kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerin, farkli bakteri tiirlerine karsi antibakteriyel
etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Ahmed ve Aljaeid, 2016; Vishwakarma vd., 2019).
Antimikrobiyal aktivitesinin yani sira CS-NP'ler, gelismis biyolojik aktivitelere sahip
olan antikanser, antiinflamatuvar ve antioksidan aktivitelere sahiptir (Perinelli vd., 2018;

Kravanja vd., 2019).
2.8.1. Kitosan

Kitosan, kitinden demineralizasyon yoluyla elde edilen cesitli tibbi ve tarimsal
uygulamalarda kullanilan dogrusal bir polisakkarittir (Maluin ve Hussein, 2020). Kitosan
amino gruplarmin (NH2) varlig1 nedeniyle katyonik 6zellik gdsteren bir biyopolimerdir
(Younes ve Rinaudo, 2015). Ayrica, kitosanin NH> ve hidroksil (OH) gruplar1 ¢ozeltide
bulunan ¢6zlinen maddelerle reaksiyona girer. Ancak adsorpsiyon agisindan NH> gruplari
OH gruplarindan daha 6nemlidir ve bu biyopolimerin kalitesini yalnizca NH> gruplari

belirler.
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Sekil 2.10. Kitosanin sematik gosterimi (Chandrasekaran, Kim ve Chun, 2020)
2.8.2.  Kitosan Nanopartikiilleri

Kitosan nanopartikiilleri, kitosanin Ozelliklerini gosterir. Ancak, yapisindaki
nanopartikiiller, onun yiizey alanini arttirarak boyutunu etkiler. Antimikrobiyal aktiviteyi
giiclendirmek i¢in kitosan, farkli tipteki metal nanopartikiillerle birlestirilebilir (Badawy,
Lotfy ve Shawir, 2019). Nitekim, glimiis (Ag), altin (Au), bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) gibi
bir¢ok metal nanopartikiil, dogal antibakteriyel aktiviteleri nedeniyle nanobilimde 6nemli
bir rol oynamaktadir (Velusamy vd., 2016). Ayrica, antimikrobiyal etkinlik arayigina
protamin, oleik asit, ugucu yag ve kurkumin i¢eren hibrit kitosan nanopartikiilleri de dahil
edilmigtir (Tamara vd., 2018; Wu vd., 2017; Huang vd., 2009; Sotelo-Boyas vd., 2017;
Ali vd., 2014). Dolaysiyla daha fazla yiizey ylikiine sahip polikatyonik CS-NP'lerin
sentezlenmesi, tek bagina kitosana gore bakterilere karsi daha etkilidir (Avadi vd., 2004).
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2.8.3.  Kitosan Nanopartikiillerinin Antibakteriyel Etki Mekanizmasi

CS-NP’lerin antibakteriyel etki mekanizmasi, bakteri hiicre duvar1 veya bakteri
hiicre zar ile etkilesimine dayanir. Bu mekanizmay1 aydinlatmak icin farkli hipotezler
one siirlilmiistiir. Antimikrobiyal etkinin yaygin sekilde taninan modeli, glukozaminin
amino gruplart (pozitif yiiklii) ile bakterilerin hiicre zarlar1 (negatif yiiklii) arasindaki
elektrostatik etkilesimdir (Tsai ve Su, 1999). Bu etkilesim, hiicrenin yiizeyinde yaygin
varyasyonlar1 baglatarak, zar gecirgenliginde bir degisiklige yol acar. Zar
gecirgenligindeki degisim, hiicre Oliimiiyle sonuc¢lanan intraselliiler madde akisiyla

ozmotik dengesizlige neden olur (Raafat vd., 2008).

Kitosan nanopartikiilii

elektrostatik etkilesim | o-OZmotik dengesizlik
4. Hiicre ici maddelerin salinim

Mﬂm destabilizasyonu
} Hiicre duvar ile 2.Zar gecirgenligindeki degisimler

K“H ’ } DNA ile elektrostatik — K
N +4'/ Protei T —a
a Elektron tagima zinciri mRNA—J§> Protein ‘ Na*

DNA * * *_— > Reaktif
ROS olusumu Oksijen

Sitoplazma < Tiirleri (ROS)
Hiicre * * DNA’ ya bagl [
Duvarn - ‘ e uma\c’kﬁd/aﬁf stres
= AL | el .
Membrani iyon (+) alas: DNA hasan Ca®?
/!\ 1
Na*

Ca™? l Na*

Sekil 2.11. Kitosan nanopartikiillerin etki mekanizmasi (Chandrasekaran, Kim ve Chun,
2020)

CS ve bakteri hiicre duvar1 arasindaki elektrostatik kuvvet, CS-NP'lerin bakteri
hiicre duvarindan sizan yiiklii molekiillerle daha yakin bir etkilesime girmesini saglar
Cava vd., 2010). Sonug olarak, etkilesim yerinde CS-NP'lerin birikme olasilig1 artar.
Ayrica CS-NP'ler, bakterilerin elektron tasima zincirini degistirme yetenegine sahiptir
(Birsoy vd., 2015). CS'nin antibakteriyel aktivitesi, zarin geg¢irgenligini degistiren
elektrostatik etkilesime dayanir. Daha sonra DNA’ya baglanan kitosan, DNA
replikasyonunu bozarak bakteriyel hiicre oliimiine yol acar. Ek olarak, daha diisiik
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molekiil agirhigina sahip kitosan molekiillerinin hiicreye girebilecegi ve DNA’ya
baglanabilecegi, boylece replikasyon mekanizmasini inhibe edebilecegi gosterilmistir
(Birsoy vd., 2015). Elektronegatif elementlerin hiicredeki CS ile kiimelenisi, bakterilerin
fizyolojik aktivitelerini bozar ve bakteriyel hiicre 6liimiine yol agar (Eltahlawy vd., 2005).

Bir bagka olas1 mekanizma, CS'nin toksin iiretimini uyaran ve bakteriyel canliligi
engelleyen metal iyonlarina karsi selatlama kapasitesidir. CS, asit kosullarinda cesitli
metal iyonlar1 (Fe*2, Mg*?, Ni*?, Co™?, Cu™ ve Zn*? dahil) i¢in daha biiyiik selatlama
aktivitesine sahiptir. Bakteri hiicre duvariyla iliskili metal iyonlari, hiicre i¢in hayati
oneme sahiptir. Bu nedenle metal iyonlariin CS araciligiyla selatlanmasi antibakteriyel
etki mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. Boylece kitosan molekiilleri, metal
komplekslerinin etrafini ¢cevreler ve hayati besin akisini1 engelleyerek hiicrenin 6liimiine

neden olur (Joshi, Ali ve Purwar, 2009).
2.9. Kamfor

Kamfor, Lauraceae familyasindan dogal olarak elde edilen bir monoterpenoid
bilesigidir (Tian vd., 2022). Ayrica, bocek kovucu, kas gevsetici ve anestezik olarak ¢cok
eski uygulamalara sahiptir (Chen, Vermaak ve Viljoen, 2013). Su anda Gida ve lag
Idaresi (FDA) tarafindan belirlenen kosullara gore oksiiriik baskilayici ve dekonjestan
olarak kullanilmaktadir. Rijit molekiiler yapisiyla bu madde, sentetik olarak yararl
tirevlere doniisebilir ve ayn1 zamanda antienflamatuvar, antiviral, antimikrobiyal ve

antitiisif 6zellikler de sergiler. (Sokolova vd., 2017).

Hi;C  CHs
\

/[

Sekil 2.12. Kamfor’un sematik gosterimi (Leitdo vd., 2018)

CH3
O

Dogal malzemelerin ¢esitli reaktiflerle kimyasal olarak islenmesi, yeni aktif
bilesiklerin hazirlanmasinda seckin bir yontem olarak one ¢ikmaktadir. Kitosan ve

kamfor dogal maddelerdir ve yiiksek bakteri ve fungus inhibisyonuna sahiptir (Rabea ve
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Badawy, 2014). Kitosandaki amino ve hidroksil gruplar1 kimyasal reaksiyonlarda
katalitik aktiviteye sahiptir. Bu nedenle kitosan, kamfor gibi aktif karbonil gruplari (keton
ve aldehitler gibi) igeren ¢esitli reaktif maddelerle etkilesime girdiginde kararli kovalent
baglar olusturur (Rafiee ve Rezaee, 2021). Dolayisiyla, iki reaktanin faydali 6zelliklerini
iceren yeni bir kitosan-kamfor polimeri olusturmak miimkiindiir (Heravi, Janati ve

Zadsirjan, 2020).
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Arastirma Bolgesinin Tanimi

Ornekler, 2022 yilinin Agustos ve Kasim aylar1 arasinda Tiirkiye nin Kirklareli
(41.7355 °N, 27.2244 °E, yaklasik 6650 km?), Edirne (41.6771 °N, 26.5557 °E, yaklasik
6279 km?) ve Tekirdag (40.9781 °N, 27.5117 °E, yaklasik 6339 km?) illerindeki

yumurtaci tavuk altliklarindan topland.

Kirklareli’'nin Merkez ilgesinden; Kadikdy, Kizilcikdere, Uskiip, Erenler,
Kavakli, Karahidir, Pinar Mahallesi, Asilbeyli, Karakas, Uriinlii, Derekdy, Armagan,
Diizorman, Eriklice, Koyunbaba, inece, Babaeski ilgesinden; Yeni Mahalle, Demirkdy
ilcesinden; Limankdy, Igneada, Begendik, Yeni Mahalle, Sivriler, Patanlar, Balaban,
Hamdibey, Kofgaz ilgesinden; Merkez, Terzidere, Topgular, Tastepe, Tatlipinar,
Malkoglar,  Pmarhisar ilgesinden; Yenice, Islambeyli, Tozakli, Cevizkdy, Siitliice,
Liileburgaz ilgesinden; Ahmetbey, Vize ilgesinden; Merkez, Akincilar, Covenli,
Topgukdy, Hasbuga, Komiirkdy, Kiyikdy, Aksicim, Balkaya ve Sergen’e gidildi.

Kirklareli’ne ait 47 ayr1 bolge, toplamda 104 kiimesten numune toplandi.

Edirne’nin Merkez ilgesinden; Bosnakdy, Hatipler, Yoliistii, Sarayakpinar,
Biiyiikismailce, Havsa il¢esinden; Haskdy, Arpag; Siiloglu ilgesinin Merkez, Lalapasa
ilcesinden; Merkez, Comlekkdy, Sinankdy, Comlekakpinar, Ipsala ilgesinden; Esetce,
Sarpdere, Pasakdy, Yenikarpuzlu, Enez ilgesinden; Ceribasi, Kiigiikevren, Biiylikevren,
Cavuskoy, Yenicekoy, HaskoOy, Sehitler, Abdurrahim, Gala Go6li, Siitciiler, Kocaali,
Isikli, Kesan il¢esinden; Erikli, Celtik, Gokgetepe, Pirnar, Kadikdy, Kiiclikdoganca,
Kilickdy, Mahmutkdy, Koruklu, Begendik, Cobangesmesi, Izzetiye, Pasayigit,
Yenicegiftlik, Tiirkmen, Kozkdy, Kizkapan, Baragi, Uzunkdprii ilgesinden; Tiirkobast,
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Harmanli, Sipahi, Karapiircek, Malkog, Yenikdy, Bildir, Demirtas, Elmali, Bayramli,
Kircasalih, Kadiagili, Alickdy, Kurtbey, Kavacik’a gidildi. Edirne’ye ait 61 ayr1 bolge,

toplamda 117 kiimesten numune toplandi.

Tekirdag’in Sarkdy ilgesinden; Kizilcaterzi, Isiklar, Yorgiic, Cengelli, Glizelkoy,
Golciik, Sofukdy, Mursalli, Kocaali, U¢gmakdere, Malkara ilgesinden; Cinaralti, Sahin,
Vakifigdemir, Yaylagone, Kiremitlik, Miistecep, Haskdy, Gozsiiz, Yaylakoy, Balli,
Ballisiilii, Evrenbey, Kadikdy, Karacagiir, Hacisungur, Yenice, Ahievren, Allusik,
Kapakli ilgesinden; Karli, Uzunhaci, Ergene ilgesinden; Karamehmet, Ahimehmet, Saray
ilcesinden; Kavacik, Caylakdy, Gogerler, Beyazkdy, Siileymanpasa il¢esinden;
Kazandere, Yagci, Ahmedikli, Ahmetce, Karacgali, Seymenli, Kay1, Yukarikiligli,
Banarli, Kasik¢i, Mahramli, Araphaci, Dogruk Karacamurat, Inecik, Yazir, Mermer,
Naipkdy, Cimnarli ve YenikOy’e gidildi. Tekirdag’a ait 56 ayr1 bolge, toplamda 102

kiimesten numune alinda.

Sekil 3.1. Havsa — Haskdy’de bir yumurtaci tavuk kiimesi
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Sekil 3.2. Alinan 6rneklerin harita tizerindeki dagilimi (kirmizi: Salmonella pozitif
ornekler)

Pamuklu gazli bezler (Kurtsan Medikal, K8699592820787, Istanbul, Tiirkiye)
2 (10 x 10 cm) uzunlukta kesildi ve her iki par¢a da 250 mL'lik polipropilen siselere
(Firatmed, 8870000077, Ankara, Tiirkiye) yerlestirildi. Sa/monella nin izlenmesinde en
hassas sonucu verdigi i¢in taze digki 6rnekleri drag swap ile alind1 (Soria vd., 2017). Drag
swaplar otoklavda 121°C'de 15 dakika siireyle steril edildi. Kiimeslere girmeden once,
beyaz tek kullanmimlik tulumlar (Galossan, TT20, Istanbul, Tiirkiye) ve diz boyu uzun
galoslar (Galossan, CZ120, Istanbul, Tiirkiye) giyildi. Ornekleri almadan 6nce, drag
swaplar, steril tamponlu peptonlu su (BPW) (77187, Millipore) ile nemlendirildi. Gazli
bezlerden biri (10 x 10 cm) aseptik olarak galosun etrafina sarildi. Daha sonra kiimesin
bir ucundan digerine yavas adimlarla dolasildi. Diger gazli bez (10 x 10 cm), diski
orneklerinin manuel olarak alinmasinda kullanildi. Bu iki swap, tek bir drag swap 6rnegi
olarak birlestirildi (n = 2 drag swap). Daha sonra polipropilen siseler soguk zincirle
laboratuvara getirildi ve 0rnekler alindiktan sonra en ge¢ 24 saat i¢inde isleme alindi.
Kirklareli, Edirne ve Tekirdag illerinin farkli bolgelerinden toplam 323 drag swap ornegi
toplandi. Bu 6rneklerin 321", agik havada kosu yapan salma siiriilerden elde edildi. Diger

ornekler ise ¢cevreden nispeten izole edilmis kapali sistemlerden toplandi.
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Sekil 3.3. Soguk zincir ile taginan drag swap ornekleri

3.2. Kullanilan Besiyerleri ve Standartlar

Buffered Peptone Water (BPW., 77187, Millipore)

Sodyum KIOTit. ... e S5¢g
Disodyum hidrojen fosfat..............oooiiiiiiiii 35¢g
Potasyum dihidrojen fosfat................ooooiiii I,5¢
PPN, .. 10g

20 g besiyeri, 1 mL distile su ile karistirtlarak hazirland1 ve daha sonra siselere

225 mL paylastirilarak 121 °C'de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.

Muller-Kauffmann tetrativonat novobiyosin (MKTTn, 105878, Merck)

Bt eRStraktl. ..o 43¢
Kazeinin enzimatik sindirimi............ooooiiiiiiii i 8,6¢g
N e 2,6 ¢
CaC03 e 38,7 ¢



Sodyum Tiyostilfat X 5 HoO..ooooiiiiii e 478 g

Brilliant Green.........oouiiniiiii e 0,0096 g
OKIUZ SATTASI. ..., 4,78 g
Novobiocin Sodyum TuZu..........oeiiiiiiiii e 0,04 g

89,5 gram besiyeri, 1 L distile su ile karistirilarak hazirlandi. Besiyeri kaynama
noktasina kadar 1sitildi. Bir beher i¢inde, 20 mL distile suya 5 gram potasyum iyodiir ve
4 gram iyot eritildi. Katki olarak, 20 mL iyot-potasyum iyodiir ¢6zeltisi besiyerine eklendi

ve ardindan tiiplere 10 mL gelecek sekilde dagitildi.

Rappaport Vassiliadis broth (RVS. NCMO0136A. Neogen)

SOYa PeptonU. .....c.uiiii i 45¢g
SodYum KIOTIt. ...t 72¢g
Potasyum dihidrojen fosfat.................ci i 1,26 g
Dipotasyum Hidrojen Fosfat...............oooiiiiii e 0,18 ¢
Magnezyum KIOTUr. ........ooiiii e, 134 ¢
Malahit Yesili...o.ooeiii i 0,036 g

26,58 gram besiyeri, 1 L distile su ile karistirilarak hazirlandi ve daha sonra tiiplere

10 mL gelecek sekilde dagitildi. Tiipler 115°C'de 15 dakika otoklava tabi tutuldu.

Salmonella-Shigella Agar (107667, Merck)

PoPtON. .. e 10g
LaKEOZ, .ttt e 10g
OKUZ SATTASI. ...t 85¢g
SOAYUM SIETAL. ..ottt e 10g
Sodyum Tiyostlfat...........ooiiiii e 85¢g
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Amonyum Demir (IIT) Sitrat............ccoooiiiiiii e lg

Brilliant Green.........o.ovuiiiiiii e 0,0003 g
NOtral KIMMIZIST. ..o e 0,025 ¢
YN e . | 12¢g

60 gram besiyeri, 1 L distile su ile karistirilarak hazirlandi. Besiyeri kaynama
noktasina kadar 1sitildi. Daha sonra su banyosunda 48°C’ye kadar sogutulup, 90 mm

capindaki her bir steril petri kabina 20 mL gelecek sekilde dokiildii.

Triple Sugar Iron (TSI, 103915, Merck)

Pepton (Kazeinden)...........oouiiuiiiiiiiiii i e 15¢
Pepton (Etten)........ooouiiiiii e S5g
B OZU. .ot e 3g
LAY 2 ¢ 1 P 3g
N e S5¢g
LaKEOZ, .ttt 10g
SUKIOZ. et 10g
D (1) HKOZ. .o lg
Amonyum demir (ITI) sitrat...........ccooeiiiiiiii e 0,5¢g
Sodyum tiyosTIfat. . .......ooiii e 0,5¢g
Fenol KIrmizist........ooni 0,024 g
YN e . | Pt 12¢g

65 gram besiyeri, 1 L distile su ile karigtirtlarak hazirlandi. Besiyeri heniiz sivi
haldeyken, standart 16 X 160 mm tiiplere 7'ser mL olarak dagitild: ve tiipler 121°C'da 15
dakika sterilize edildi. Otoklav c¢ikisinda besiyeri heniiz siviyken tiipler 1-1,5 cm
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yiiksekliginde bir ¢ubuga yatirilarak (tiipiin dibinde 2-2,5 cm yiiksekliginde bir besiyeri

kalinlig1 olacak sekilde) besiyerinin katilasmasi saglandi.

Ksiloz-Lizin-Tergitol 4 (XLT4, 113919, Merck)

Proteoz pepton NO. ... e 1,6 g
1A T ¢ 1 P 3g
L-iZI0 e e S5¢g
KSTI0Z. o 3,75 ¢
LaKtOZ. .ttt e 75¢
SUKTOZ. ettt e 75¢g
Amonyum demir (ITI) sitrat............cooeiiiiiiii e 0,8¢g
Sodyum tiyosTIfat. . .......oiii e 6,8 ¢g
SoAYUumM KIOTIt. .. u e e S5¢g
Fenol KIrmizist........ooouiii e 0,08 ¢g
N e . | N 18 g

59 gram besiyeri, 1 L distile su ile karistirilarak hazirlandi. Besiyeri kaynama
noktasma kadar 1sitildi. Daha sonra su banyosunda 48°C'ye kadar sogutulup, 4,6 mL
XLT4 Agar katki maddesi eklenerek 90 mm ¢apindaki her bir steril petri kabina 20 mL
gelecek sekilde dokiildi.

Triptik Soya Agar (TSA, 105458, Merck)

Kazeinin pankreas SIndirimi............oouviiiiiiiiiiitiiii i eieeaens I5¢g
Soya fasulyesinin papaik sindirimi.............coooeiiiiiiiiiiiiiiii e S5g
SodYum KIOTIt. ...t S5¢g
YN e . | Pt I5¢g
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40 gram besiyeri, 1 L distile su ile karistirilarak hazirlandi. Besiyeri, 121°C’de 15
dakika otoklava tabi tutuldu. Daha sonra su banyosunda 48°C’ye kadar sogutulup, 90 mm

capindaki her bir steril petri kabina 20 mL gelecek sekilde dokiildii

Miieller-Hinron Agar (MHA., 103872, Merck)

Bt OZU. .o 2g
Kazein hidrolizatl. ... e 175 ¢
J T ] P 1,5¢g
AAT-AGAT. .o\t 13¢g

34 gram besiyeri, 1 L distile su ile karigtirilarak hazirlandi. Besiyeri, 121°C’de 15
dakika otoklava tabi tutuldu. Daha sonra su banyosunda 48°C’ye kadar sogutulup, 90 mm

capindaki her bir steril petri kabina 20 mL gelecek sekilde dokiildii.

D/E (Dey/Engley) Neutralizing Broth (281910, BD)

BD Bacto™ TriPton. .. ..eutietentete et eiet et et et e S5¢g
BD Bacto Maya Ozil...........cooiiuiiiiie e 2,5¢g
GlHKOZ. .t 10 g
Sodyum Tiyoglikolat...........ooiiiiii e lg
Sodyum Tiyostlfat.........o.oiiiiii e 6g
Sodyum bistilfat. ... ..o 25¢g
Polisorbat 80.......oouii i e S5g
5753131 PP 7g
Brom Krezol moru. .......ooiii 0,02¢g

39 gram besiyeri, 1 L distile su ile karistirilarak hazirlandi ve daha sonra tiiplere

9 mL gelecek sekilde dagitildi. Tiipler, 121°C’de 15 dakika otoklava tabi tutuldu.
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3.3. Salmonella’nin izolasyon Asamalari

Salmonella izolasyonu, Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii'niin onerdigi 1SO
6579: 2002 yontemine gore gerceklestirildi. Her 6rnekten yaklasik 25 g tartildi ve lizerine
225 mL BPW (77187, Millipore) eklenildi. Ornekler 37°C + 1°C'de 18 + 2 saat inkiibe
edildi. Muller-Kauffmann tetratiyonat novobiyosin (MKTTn) broth (105878, Merck) ve
Rappaport Vassiliadis broth (RVS) (NCMO136A, Neogen) tiim O&rneklerin segici
zenginlestirilmesi i¢in kullamldi. Inkiibasyonu tamamlanan broth ¢ozeltilerinden 1 mL
ve 100 pL alindi ve sirasiyla 10’ar mL MKTTn ve RVS besiyerlerine eklenerek inokiile
edildi. MKTTn besiyeri 37°C + 1°C'de, RVS besiyeri ise 41,5 + 0,5 °C'de 24 saat boyunca
inkiibe edildi.

=
AIRTECH -

Sekil 3.4. Inkiibasyonu tamamlanmis RVS besiyerleri

Inkiibasyon sonrasinda her bir segici-zenginlestirme sivisindan bir dze dolusu
inokulum alindi. Siwrasiyla Salmonella-Shigella (107667, Merck) ve XLT4 (113919,
Merck) agar besiyerlerine ¢izgi ekim yapildi. Segici agar besiyerleri, 37°C = 1°C'de
18-24 saat inkiibe edildi.
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Sekil 3.5. Salmonella-Shigella (SS) agarda siipheli Salmonella kolonileri

Kat1 besiyerleri lizerinde goriinen siipheli siyah koloniler 6ze yardimi ile TSI
agara (103915, Merck) alindi. TSI yatik agarda dipte sari, ylizeyde kirmizi ve HoS
olusumunu gdsteren siyah renkli tiipler Salmonella siipheli olarak degerlendirildi.
Salmonella’nin cins bazinda tanimlanmasi, Salmonella poly-O antiserumu (222641,

Difco) kullanilarak lam agliitinasyonuyla yapildi.
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Sekil 3.6. Salmonella siipheli kolonilerin TSI agardaki goriintiisii
3.4. Serotiplendirme

Serotiplendirme i¢in, yumurtaci tavuk altliklarindan izole edilen 56 Salmonella
izolati TSA besiyerine (105458, Merck) alinarak 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi.
Serotiplendirme, Kauffmann White Le Minor Semasi’na gére monovalent ve polivalent
antiserumlar kullanilarak (Microgen, UK) lam agliitinasyon yontemiyle gerceklestirildi
(Grimont ve Weill, 2007). Bu izolatlarin 17’si, Ulusal Salmonella Kontrol
Laboratuvari’nda serotiplendirildi ve sonraki uygulamalar icin eppendorf igerisinde

-80 °C’ de saklandi.
3.5. Kamfor Yiiklii Kitosan Giimiis Nanopartikiillerin (C-CS@AgNP) Sentezi

Nanopartikiil sentezi i¢in Oncelikle 1 gram kitosan (448869, Sigma Aldrich)
tartildi ve 100 mL %?2 asetik asit (100056, Merck) igeren ¢ozeltide ¢oziildii. Ardindan 1
gram giimiis nitrat (AgNO3) (101512, Merck) tartildi, 100 mL distile suda ¢oziildii. Her
iki ¢ozelti 300 mL’lik erlenmayerlere alinarak homojen olarak karistirildi. %1 asetik asit
iceren son karisim, 120°C’de 60 dakika otoklavlandiktan sonra kitosan-giimiis
nanopartikiil ¢ozeltisi elde edildi. Otoklav isleminden sonra oda sicakligina gelen
kahverengi ¢ozeltiye 1 gram kamfor (148075, Sigma Aldrich) eklendi. Son karisim daha
sonra 37°C’de 2 saat ultrasonik su banyosunda bekletildi. Bu sekilde kamfor yiiklii
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kitosan giimiis nanopartikiilleri sentezlendi (Sekil 3.7.) (Manukumar, Umesha ve Naveen

Kumar, 2017).

Sekil 3.7. Nanokompozitin sentez agamalari, a. otoklav dncesi, b. otoklav sonrasi,
c. kamfor yilikleme sonrasi
Elde edilen siv1 siispansiyon 90°C’de etiivde kurumaya birakildi. Havanda ince
toz haline getirilen materyal, -20°C’de amber renkli cam siseler icinde ileri ¢alismalar

icin saklandu.

il

Sekil 3.8. Havanda mekanik etkiyle ince toz haline getirilen C-CS@AgNP
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3.6. Antibiyotik Duyarhlk Testi ve Nanokompozitin Antibakteriyel Aktivitesi

Suslarin antibiyotik duyarliliklart ve C-CS@AgNP’lerin in vitro antibakteriyel
aktivitesi, Clinical Laboratory Standarts Institute (CLSI) Onerilerine uygun olarak
modifiye Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle belirlendi (CLSI, 2018, 2021). Testte
kullanilan Salmonella serotiplerine ait stok kiiltiirleri oncelikle Miieller-Hinton Agar
(MHA) (103872, Merck) besiyerinde 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek canlandirildi.
Olusan taze kiiltiirlerle serum fizyolojik i¢inde 0.5 McFarland bulanikliginda bakteriyel
siispansiyonlar elde edildi. Bakteriler, steril bir inokiilat yardimiyla MHA besiyerine
yayma ekim yontemiyle aktarildi. Antimikrobiyal olarak amoksisilin klavulanik asit
(AUG, 30 png), sefoksitin (FOX, 30 pg), azitromisin (AZM, 15 pg), kloramfenikol (C, 30
ng), ofloksasin (OFX, 5 pg), sefepim (FEP, 30 pg) ve trimetoprim / siilfa-metoksazol
(SXT, 25 pg) antibiyotiklerinin ticari diskleri kullanildi (Liofilchem, Roseto degli
Abruzzi, IT). Sonuglar CLSI’de belirtilen sinir degerlere gore degerlendirildi (Cizelge
3.1).

Cizelge 3.1. Zon ¢aplar1 i¢in CLSI’de belirlenen sinir degerler (CLSI, 2021)

Kisaltmalar: S, Duyarli; SSD, Doza Bagli Duyarli; I, Orta Duyarli; R, Direngli

Sinir degerler (mm)

Antimikrobiyal Ajan Disk Igerigi
S SSD I R

Amoksisilin klavunat (AUG) 20/10 pg >18 - 14-17 <13
Sefepim (FEP) 30 pg >25 19-24 - <18
Azitromisin (AZM) 15 pg >13 - - <12
Kloramfenikol (C) 30 pg >18 - 13-17 <12
Ofloksasin (OFX) Spug >16 - 13-15 <12
Sefoksitin (FOX) 30 ug >18 - 15-17 <14
Trimetoprim / siilfa-metoksazol (SXT) 1,25/23,75 ug >16 - 11-15 <10

Diger taraftan nanokompozitin in vitro antibakteriyel aktivitesini tespit etmek
amaciyla, 10 pL C-CS@AgNP’ler 6 mm c¢apl steril diskler iizerine emdirildi.
C-CS@AgNP’lerin (5 pg, 10 pug 25 pg, 50 pg ve 100 pg) konsantrasyonlar: kullanildi.
Bakteri inokiile edilmis MHA yiizeyine steril pens ile yerlestirilen diskler 37°C’de 18-24
saat inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol olarak 10 pL disklere emdirilmis distile su
kullanild1. Disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonu ¢aplart mm cinsinden dijital

kumpas ile dl¢iildii. Analizler ti¢ tez tekrar edildi.
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Sekil 3.9. Nanokompozitin antibakteriyel aktivitesi (Disk Difiizyon Testi)
3.7. Dezenfektan Aktivite Testi

Nanokompozit ve dezenfektanlarin aktiviteleri, Tiirk Standartlar1 Enstitlisii TS EN
1040/1999 onerilerine uygun olarak, kalitatif siispansiyon yontemiyle saptandi21”. Testte
kullanilacak Salmonella serotiplerine ait stok kiiltiirleri, Miieller-Hinton Agar (MHA)
(103872, Merck) besiyerlerinde 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek canlandirildi.
Nanokompozitin ve dezenfektanlarin ii¢ farkli konsantrasyonda soliisyonlar1 hazirlandu.
Bu soliisyonlarin tamami, serotipler iizerinde farkli siirelerde test edildi. Yontem,
besiyerine noétralizan eklenmesi yerine ticari olarak hazir satilan ndtralizanli D/E
Neutralizing Broth (281910, BD) kullanilarak modifiye edildi. Ayrica malzeme ve zaman
kaybin1 &nlemek igin, yéntem, 24 kuyucuklu steril mikroplaklar (122.11.024, Isolab)
kullanilarak Kawamura-Sato vd. tarafindan bildirildigi sekilde yiiriitiildii. Deney
oncesinde kullanilacak biitiin malzemeler su banyosunda 20+1°C'de tutuldu ve test bu
sicaklikta uygulandi. Bakteri inokulumu McFarland 0.5 yogunlugunda (1,5-5 x 10%
CFU/mL) ayarlandi. Nanokompozit ve dezenfektan soliisyonlarinin hazirlanmasi i¢in saf
su kullanildi. Uygulamalar, temas sicaklig1 olarak 21°C'de gergeklestirildi. Mikroplagin
her kuyucuguna 1 mL nanokompozit veya dezenfektan soliisyonu eklendi. Dezenfektan
sollisyonuna McFarland 0.5 yogunlugundaki bakteri slispansiyonundan 100 pL eklenerek

hemen kronometre calistirildi. Secilen temas siireleri sonunda 100 pL alinarak
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dezenfektan aktivitesini sonlandirmak amaciyla nétralizan iceren D/E Neutralizing
Broth’ a ekim yapildi. 37°C'de +£1°C'de 24 saat boyunca inkiibe edilerek bakteri liremesi
kontrol edildi. Besiyerinin renginin mordan sartya donmesi ireme olarak degerlendirildi.
Eger lireme varsa; dezenfektan, denenen konsantrasyonda ve siirede bakteriye etkisiz
olarak, eger iireme yoksa; dezenfektan denenen konsantrasyon ve siirede bakteriye etkili

olarak degerlendirildi. Testte, 6 farkl1 etken maddeli dezenfektan kullanildi:
A dezenfektani- hidrojen peroksit (%26), perasetik asit (%6)

B dezenfektani- potasyum peroksimonosiilfat (21,41%), sodyum klorit (1,5%)
C dezenfektani- C-CS@AgNP

D dezenfektani- glutaraldehit (15%), kuarterner amonyum bilesigi (10%)

E dezenfektani- glutaraldehit (%50)

F dezenfektani- kuarterner amonyum bilesigi (16%).
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. iller Arasindaki Salmonella Yiizdeleri ve Serotip Dagilimlar

2022 yilinin Kasim ve Agustos aylar1 arasinda Tirkiye'nin Kirklareli, Edirne ve
Tekirdag illerinden yumurtaci tavuk altliklarindan toplamda 323 drag swap Ornegi
toplandi. ISO 6579:2002 yontemine gore bu Orneklerin 56’sinda Salmonella sp. izole
edildi. Serotiplendirme, Kauffmann White Le Minor Semasi’na gére monovalent ve
polivalent antiserumlar kullanilarak lam agliitinasyon yOntemiyle gergeklestirildi.
Salmonella  suslarmin  17’si, Ulusal Salmonella Kontrol Laboratuvari’nda
serotiplendirildi. iller arasindaki Salmonella yiizdeleri ve serotip dagilimlar1 Cizelge

4.1.”de bolgenin serotip haritas1 da Sekil 4.1.’de gosterildi.

58



Cizelge 4.1. iller arasindaki Salmonella yiizdeleri ve serotip dagilimlar

Salmonella Serotiplerinin Sayisi

. Ornek Salmonella (%)
Iller Sayisi izolatlarimin
(S(;)y)‘s‘ ST SKE  SAB SI SE SAN  SSA ss SD SF SKI SES SN SM SAG 17: e, n, x, z1s: 1,6
Kirklareli 104 1 4 1 3 1 2
(10,6) (36,4) (CAY) (27.3) (CAY) (18,2)
Edirne 117 26 8 4 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1
(22,2) (30,8) (15.4) (7,7) (7,7) (7,7) (3,8) (3,8) (3,8) (3,8) (3,8) (3,8) (3,8) (3.8)
Tekirdag 102 19 4 5 4 2 1 1 1 1
(18,6) (2L1) (26,3) (2L1) (10,5) (5,3) (5,3) (5,3) (5,3)
Total 323 56 16 10 9 5 3 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(17,3) (28,6) (17.,9) (16,1) (8,9) (5.4) (3,6) (3,6) (1,8) (1,8) (1,8) (1,8) (1,8) (1,8) (1,8) (1,8) (1,8)

Kisaltmalar: SE, Salmonella Enteritidis; SI, Salmonella Infantis; SAN, Salmonella Anatum; SK1, Sa/monella Kimuenza; SS, Salmonella Szentes; SD, Salmonella Dibra; SF,
Salmonella Fallowfield; ST, Salmonella Typhimurium; SKE, Salmonella Kentucky; SES, Salmonella Escanaba; SN, Salmonella Nagoya; SM, Salmonella Mbandaka; SSA,
Salmonella Saintpaul; SAG, Salmonella Agona; SAB, Salmonella Abony
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TURKIYE

17:enx,z15: 1,6

S. Kimuenza
S. Typhimurium
S. Kentucky
S. Escanaba

e S. Enteritidis
S. Nagoya

e S Dibra

e S. Anatum

® S Szentes

e S Infantis

® S. Agona

e S Fallowfield
S. Mbandaka

® S. Saintpaul

® S. Abony

Sekil 4.1. Kurklareli, Edirne ve Tekirdag illerinde yumurtaci tavuklarinda goriilen
Salmonella serovarlarinin haritasi

4.2. Salmonella Serotiplerinin Antibiyotik Duyarhhklar:

Suslarin antibiyotik duyarliliklari, Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
onerileri dogrultusunda modifiye Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile tespit edildi.
Antibiyotik olarak amoksisilin klavulanik asit (AUG, 30 pg), sefoksitin (FOX, 30 ng),
azitromisin (AZM, 15 pg), kloramfenikol (C, 30 pg), ofloksasin (OFX, 5 pg), sefepim
(FEP, 30 pg) ve trimetoprim / siilfa-metoksazol (SXT, 25 pg) kullanildi. Serotipler

izerinde olusan inhibisyon zonlar1 Cizelge 4.2.”de gosterildi.
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Cizelge 4.2. Antibiyotiklerin Salmonella serotipleri iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlar1

Antibiyotiklere bagh zon caplar: (mm)

Serotipler

AUG FEP AZM C OFX FOX SXT
S. Typhimurium (n=16) 25,7-28.1 32,1-35.2 17,5-19,5 244 -272 18,8 —29.5 24,9282 28,8 31,5
S. Kentucky (n=10) 26,4 —30,0 32,7-36,4 17,2 -19,0 24,6275 7,1-31,3 24,4 -27.6 28,8 —31,7
S. Abony (n=9) 25,7-28.5 33,0-35,6 16,4 — 20,2 244 -265 27,1-29.4 23,6 —28.3 28,5-32.9
S. Infantis (n=5) 26,4288 32,6 —35,0 16,3 19,5 21,9-25,7 16,0 — 28,2 20,5-27.9 19,1 -31,5
S. Enteritidis (n=3) 27,0-28.5 33,0 - 36,0 18,8 — 19,2 25,6 -27.1 17,8 —29.8 26,7 —28.4 29.3-31,6
S. Saintpaul (n=2) 27,5-275 33,7-35,6 18,2 18,9 25,9-26,8 18,4 — 28,6 26,6 —26,9 29,7 30,1
S. Anatum (n=2) 26,8272 33,2-34,4 18,4-193 24,4254 28,4294 23.8-24,2 29,5-29,9
S. Fallowfield (n=1) 27,4 333 18,9 25,4 27,6 25,5 24,1
S. Dibra (n=1) 25,6 32,4 18,1 24,9 27,1 23,5 27,7
S. Nagoya (n=1) 294 36,7 17,4 28,0 29,5 29,7 28,7
S. Agona (n=1) 28,1 36,0 19,8 25,6 29,0 26,0 32,7
S. Mbandaka (n=1) 27,4 332 18,2 25,1 28,8 23,8 31,2
17: e,;nx,z1s: 1,6 (n=1) 28,4 33,6 18,7 26,7 31,8 27,2 27,4
S. Szentes (n=1) 28,9 34,4 18,0 25,4 28,4 27,6 27,3
S. Escanaba (n=1) 29,9 36,5 19,1 253 27,9 28,4 31,9
S. Kimuenza (n=1) 17,9 33,8 19,0 7.8 27,9 27,1 28,6
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4.3. Salmonella Serotiplerinin Nanokompozit Aktiviteleri

Suslarin  nanokompozit (C-CS@AgNP) aktiviteleri, Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) Onerilerine uygun olarak modifiye Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle belirlendi. Bu amagla 6 mm steril bos diskler tizerine 5 ng, 10 pg, 25 pg,
50 pg ve 100 pg nanokompozit gelecek sekilde 5 farkli konsantrasyon hazirlandi.
Serotipler iizerinde olusan inhibisyon zonlar1 Cizelge 4.3.’de gosterildi.

Cizelge 4.3. Nanokompozitin Salmonella serotipleri lizerinde olusturdugu inhibisyon
zonlar1

Nanokompozite bagh zon ¢aplari (mm)

Serotipler

5pg 10 pg 25 pg 50 pg 100 pg
S. Typhimurium (n=16) 7,0—7,9 7,4-8,8 8,3-99 8,9-10,3 9,8-10,7
S. Kentucky (n=10) 7,1 -8,6 7,5-9,3 8,3-10,5 9,0—-10,8 99-114
S. Abony (n=9) 7,0-8,9 7,6 —9,7 8,3-104 9,0—10,8 9,6-114
S. Infantis (n=5) 7,1-8,9 7,8-9,8 9,0-10,6 9,5-10,9 10,2-11,6
S. Enteritidis (n=3) 7,2-17,6 7,4—8,6 8,9-9,7 9,6 —10,0 10,1-10,9
S. Saintpaul (n=2) 72-179 8,4-8,8 9,5-9,6 10,0 — 10,1 10,3-10,4
S. Anatum (n=2) 72-174 7,9 8,8 9,4-9,7 9,7—-10,2 10,3-10,7
S. Fallowfield (n=1) 7,9 9,1 9,7 10,3 10,7
S. Dibra (n=1) 6,9 7,3 7,8 8,6 9,1
S. Nagoya (n=1) 7,8 9,1 9,7 10,2 10,5
S. Agona (n=1) 7,6 8,9 9,8 10,2 10,8
S. Mbandaka (n=1) 7,6 8,9 9,8 10,2 10,7
17: e,n,x,z15: 1,6 (n=1) 7,6 9,0 9,9 10,3 10,9
S. Szentes (n=1) 7,8 9,3 10,2 10,6 11,2
S. Escanaba (n=1) 8,1 9,8 10,5 10,8 11,2
S. Kimuenza (n=1) 7,1 7,7 8,0 8,3 8,9

4.4. Salmonella Serotiplerinin Dezenfektan Aktiviteleri

Sentezlenen nanokompozite ek olarak dezenfektan aktivite testinde toplamda 6
farkli dezenfektan kullanildi. Dezenfektanlar, tim Salmonella serotipleri iizerinde test
edildi. Belirli siirelerde serotipler {izerinde iremenin olmadig1 dezenfektanlarin minimum

konsantrasyonlari belirlendi (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Tiim serotipler icin iremenin gézlenmedigi minimum konsantrasyon degerleri

Dezenfektanlar Aktif I¢erik Konsantrasyon (%) Siire (dk.)
A Hidrojen Peroksit (26%), perasetik asit (6%) 0,04 1

B Potasyum peroksimonosiilfat (21,41%), sodyum klorit (1,5%) 0,05 1

C C-CS@AgNP 0,4 1

D Glutaraldehit (15%), kuarterner amonyum bilesigi (10%) 0,5 1

E Glutaraldehit (%50) 4 1

F Kuarterner amonyum bilesigi (16%) 16 >30
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BOLUM 5

TARTISMA

Bu boliim, Salmonella prevalansi, Salmonella serotipleri, serotiplerin antibiyotik
duyarliliklari, nanokompozit sentezi ve antibakteriyel aktivitesi ile serotiplerin

dezenfektan aktiviteleri olmak tizere 5 alt baglikta tartisilmigtir.
5.1. Salmonella Prevalansi

Illere gore yumurtact tavuklarda Salmonella prevalansi Cizelge 4.1'de
Ozetlenmistir. Genel olarak Salmonella izolasyon orani en yiiksek olan il Edirne
(%22,2)'dir. Onu Tekirdag (%18,6) takip etmektedir ve en diisiik oran ise Kirklareli
(%10,6)'nde goriilmiistiir. 323 6rnekten (%17,3) toplam 56 Salmonella izolat1 elde edildi.
Bu sonuglar, iilkemizde %0 ila %17 arasinda bildirilen Salmonella tespit oranlaria
benzerdir (Kalender ve Muz, 1999; Eyigor vd., 2002, 2005; Eyigor ve Carli, 2003; Ata
ve Aydin, 2008; Kahya vd., 2013; Cokal vd., 2020). Ote yandan, Tiirkiye'de Salmonella
prevalansimin yiiksek oldugunu gésteren calismalar da mevcuttur. Ornegin, Temelli vd.
(2010), rPCR ve ISO kiiltiiriiyle genel Salmonella goriilme sikliginin sirasiyla %61 ve
%55,6 oldugunu bildirmistir. Ustelik, Im vd. (2015), Salmonella kontaminasyonunun
ciftliklerde %59,3, siiriilerde ise %50,7 oldugunu belirlemistir. EFSA (2007) raporuna
gore yumurtaci tavuklarda Salmonella prevalans1 %30,8'dir. Bu rapor ayn1 zamanda Uye
Devletlerde goézlenen Salmonella siirii prevalansinin minimum %0 (Liiksemburg ve

Isvec) ile maksimum %79,5 (Portekiz) arasinda degistigini de gdstermistir.

Cesitli risk faktorleri, yumurtaci ¢iftliklerde Salmonella prevalansini etkileyebilir.
Ornegin, siirii biiyiikliigiiniin yumurtac1 tavuklarda Salmonella prevalansini etkiledigi
rapor edilmistir (Mollenhorst vd., 2005; Snow vd., 2007; Huneau-salaiin vd., 2009; Im
vd., 2015). Calismamizda, Salmonella kontaminasyonunun iller arasinda farklilik

gosterdigi belirlenmistir. Bu sonug, yarka, hava, yem, su, sinekler, kemirgenler ve
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insanlar gibi bircok faktérden kaynaklanabilir (Marin, Hernandiz ve Lainez, 2009).
Ancak, en muhtemel faktor il ile stirii biiyiikliigii arasindaki iligkidir. Edirne ve Tekirdag
illeri, Kirklareli'ne gore niifus yogunlugunun daha fazla oldugu boélgelerdir. Bu illerdeki
yiikksek yumurta arzi, yumurtaci tavuk siiriisii biiylikliigliniin Kirklareli'ne gore daha
biiylik olabilecegini diisiindlirmektedir. Bu nedenle, kiimes tipi, siirii yast ve siirii
bliytikliigii gibi risk faktorlerinin Salmonella kontaminasyonu iizerindeki etkileri

arastirilmalidir.
5.2. Salmonella Serotipleri

Islenmis disk1 6rneklerinde toplam 16 farkl: serotip tespit edilmistir (Cizelge 4.1.
ve Sekil 4.1.): Salmonella Typhimurium (28,6%), Kentucky (17,9%), Abony (16,1%),
Infantis (8,9%), Enteritidis (5,4%), Anatum (3,6%), Saintpaul (3,6%), Szentes (1,8%),
Dibra (1,8%), Fallowfield (1,8%), Kimuenza (1,8%), Escanaba (1,8%), Nagoya (1,8%),
Mbandaka (1,8%), Agona (1,8%) ve 17: e, n, x, z15: 1,6 (1,8%). Bu arastirmadaki
gozlemler, Hodagari vd. (2020) ile benzer sekilde, yumurtaci tavuklarda en yaygin
serotipin S. Typhimurium oldugunu gdstermektedir. Aksine Tiirkiye (Carli vd., 2001;
Eyigor vd., 2005; Temelli vd., 2010) ve diger bazi iilkelerde (Snow vd., 2007;
Huneau-salaiin vd., 2009; Hulaj vd., 2016; Velasquez vd., 2018) yapilan ¢aligmalar, en

yaygin serovarin S. Enteritidis oldugunu gostermektedir.

Glinlimiize kadar Salmonella Typhimurium ve Salmonella Enteritidis, Salmonella
kontroliiniin odak noktas1 olmustur. Ciinkii bu iki serotip, Avrupa ve Kuzey Amerika'daki
insan salmonelloz vakalarindan énemli 6l¢lide sorumludur (CDC, 2007; EFSA, 2009).
HPA (2010) tarafindan hazirlanan raporlar, S. Enteritidis enfeksiyonunun mevcut
egiliminin azalmaya devam ettigini ve yeni S. Typhimurium invazif suglarinin ortaya
cikmasi durumunda yumurtalardaki S. Typhimurium kontaminasyonunun daha énemli
hale gelebilecegini One siirmektedir. Rabsch vd. (2002) tarafindan belirtildigi gibi,
S. Typhimurium diger serovarlarla karsilastirildiginda genis bir konak¢i yelpazesinde
patojenik etkiye sahip olabilir. Ayrica bu iki serotip arasinda epidemiyoloji agisindan da
bazi farkliliklar bulunmaktadir. S. Typhimurium vahsi dogada sigir ve domuzlarda ¢ok
daha yaygindir. Bu nedenle, serbest dolasan yumurtaci siiriilerde S. Typhimurium

kontaminasyon riski diger liretim tiirlerine gore daha yiiksektir (Carrique-Mas ve Davies,
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2008). Aslinda bu arastirmada toplanan 6rneklerin neredeyse tamami acik havada kosu

yapan siiriilere aitti (323 6rnekten 321'1).

Ulkeler arasinda, hatta ayn1 iilkenin farkli bolgelerinde bile Salmonella serovarlar:
arasinda onemli farkliliklar bulunmaktadir (Carli vd., 2001). Nitekim Diker vd. (2020),
Tiirkiye'nin 9 farkli ilini kapsayan yumurtaci tavuklardan alinan Grneklerde
S. Kentucky'nin en yaygin serotip oldugunu gostermislerdir, ancak 6rneklerin hi¢birinde
S. Typhimurium'a rastlanmamistir. Benzer sekilde, Li vd. (2007) ile Cokal vd. (2020),
yumurtact digk1 drneklerinde baskin serotipin S. Kentucky oldugunu belirlemistir. Ancak

calismamizda S. Kentucky en sik goriilen ikinci serotip olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Salmonella Kentucky siklikla hem kiimes hayvanlarindan hem de insanlardan
izole edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki tavuklarda tanimlanan baslica
serovar budur. Aym1 zamanda saglikli sigirlardan da izole edilmistir, ancak nadiren
insanlarda hastaliga neden oldugu bulunmustur (Rauch vd., 2018; Vosik vd., 2018; Gast
vd., 2020). Ve yillar gectikce kiiresel bir zoonotik patojen olarak ortaya ¢ikmigtir (Xiong
vd., 2020). Dolayisiyla, diinya ¢apinda kanatli hayvanlarda en sik goriilen 12 Salmonella
serotipi arasinda yer aldig1 ve yumurtaci tavuklarda son yillarda artan egilimi goz ardi

edilemez (Shah vd.,2017; Alessiani vd., 2022).

Calismamizda izole edilen serovarlarin bir kismi1 Tiirkiye'de broiler tiretiminde de
goriilmektedir (Sahan vd., 2016; Yapicier ve Sareyyiipoglu, 2022). Ornegin, Sik vd.
(2022), kiimes hayvanlar1 ve diger kuslarda en yaygin ii¢ serovarin sirasiyla S. Infantis
(%43,1), S. Enteritidis (%13,5) ve S. Abony (%4,6) oldugunu belirlemistir. Biz ise
calisgmamizda S. Abony'nin S. Infantis'e gére daha baskin oldugunu tespit ettik. Ayrica,
S. Infantis'in sadece broiler piliclerde degil, ayni zamanda yumurtac1 tavuklarda da
yiiksek yayginligina iligkin raporlar bulunmaktadir. Nitekim, Iwabuchi vd. (2010),
Japonya genelinde yaptiklar1 bir aragtirmada, S. Infantis'in yumurtaci ¢iftliklerinde en
yaygin serovar oldugunu gostermistir. Ayrica, Kahya vd. (2014), yumurtaci siiriilerde
S. Enteritidis'ten sonra en yaygin serovarin S. Infantis oldugunu bildirmislerdir. Sonug
olarak, S. Abony diisiik bir goriilme oraniyla iligkilendirilse de, yumurtaci tavuklarda
S. Infantis ve S. Enteritidis'in ortaya ¢ikmasi, tavuklarda yetersiz koruma/kontrol ve
biyogiivenlik dnlemlerinin oldugunu gostermektedir (Lapuz vd., 2012; EFSA BIOHAZ
Panel, 2019).
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Calismamiz diinyada ilk kez yumurtaci tavuklarinda daha 6nce tanimlanmayan
S. Dibra, S. Fallowfield, S. Szentes ve Salmonella 11 17: e, n, X, z15: 1,6 gibi S. enterica
serotiplerinin varligin1 gostermektedir. Ayrica, S. Kimuenza, S. Escanaba ve S. Nagoya
Tiirkiye'de ilk kez tavuk siiriilerinden izole edilen serotiplerdir (Sekil 4.1.). S. Anatum,
S. Agona, S. Mbandaka ve S. Saintpaul Tiirkiye ve diger iilkelerdeki tavuklardan baskin
olmayan serotipler olarak izole edilmistir (Shah vd., 2017; Velasquez vd., 2018; Cokal
vd., 2020; Diker vd., 2020; Rajae vd., 2022).

5.3. Serotiplerin Antibiyotik Duyarhhklar

Calismamizda izole edilen 56 sustan 54’1 antimikrobiyal maddelerin tamamina
duyarli bulunmustur. Salmonella izolatlar1 amoksisilin-klavulanik asit, sefepim,
azitromisin, sefoksitin ve trimetoprim/siilfametoksazol'e direngli degildi. S. Kentucky
izolatlarinin %10'u ofloksasine direngli iken, S. Kimuenza sadece kloramfenikole

direngliydi.

Salmonella'nin ¢oklu ilaca diren¢li (MDR) diren¢ orani, Tiirkiye'deki ticari
yumurtact siirlilerde gézlemlenenden daha diisiiktii (Kahya vd., 2013; Cokal vd., 2020).
Ayrica, genel olarak etlik piliclerden izole edilen Sa/monella, yamurtaci tavuklardan izole
edilenlere gore daha fazla ¢oklu ilag direnci gdstermektedir (Sahan vd., 2016; ince ve
Akan, 2023). Salmonella izolatlarinin antibiyotiklere duyarlili1 veya direnci, siiriilerin
antibiyotiklere farkli diizeylerde maruz kalmasindan kaynaklanabilir. Cogu izolat,
calismamizda test edilen antimikrobiyal ajanlara karsi neredeyse tamamen duyarlilik
gosterirken, ¢oklu ilaca direngli Sa/monella salginlar1 olasilig1, antimikrobiyal duyarlilik

testini zorunlu kilmaktadir.
5.4. Nanokompozit Sentezi ve Antibakteriyel Aktivitesi

Kitosan giimiis nanopartikiilleri, otoklavda kitosan (CS)min indirgeyici ve
stabilizor olarak goérev yaptigi yesil prosese dayali olarak sentezlenmistir. Kamfor,
calismamizda kaplayici ajan olarak kullanilmistir. Proses sonrasinda, ¢ézeltide gézlenen
renk degisimi, kamfor yiiklii kitosan glimiis nanopartikiillerin sentezlendigini
gostermektedir. AgNOs3, CS ¢ozeltisiyle kisa siireligine oda sicakliginda karistirildiginda,
pH'a bagli olarak Ag* ile CS omurgasi iizerindeki azot veya oksijenin ortaklanmamig
elektron ¢iftleri arasinda bir koordinasyon meydana gelebilir (Sekil 5.1)
(Chudobova vd., 2013). Aminlerdeki nitrojen atomu oksitlenmis formunu olusturmak i¢in
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bir elektronunu kaybeder ve Ag® iyonu, Ag® haline gelmek i¢in bu elektronu alir
(Murugadoss ve Chattopadhyay, 2007). Calismamizda kitosan baslangicta %2 asetik asit
¢ozeltisinde hazirlandigi i¢in (pH: 3,23) amin kisimlar1 protonlanmis formdadir (-NH3™).
Bu nedenle, elektrostatik etkilesim yalnizca CS'nin oksijen atomuyla Ag" arasindaki

komplekse hakimdir ve reaksiyonun ana itici giiciidiir.

Diisiik pH kosullarinda — Amin gruplar1 protonlanir

H+
Kit — NH» + |SE(OM = Kit — NH3" + H>O
Kitosan Asidik ¢ozelti Katyonik kitosan (¢oziinebilir form)

Yiiksek sicaklik ve basing, CS'deki ortaklanmamis oksijen gifti tarafindan Ag* nin
Ag”a indirgenmesi icin katalizor gérevi goriir ve Ag ¢ekirdeklerinin (tek kristal)
olugmasini saglar. Bunu takiben Ag atomlar1 bir araya gelerek dimerler ve kiiciik kiimeler
olusturur. Bu kiimeler, partikiiller kararli hale gelene kadar biiylimeye devam eder
(poli kristal). CS zincirleri, daha sonra ortaya ¢ikan kompozitlere sterik ve elektrostatik

stabilizasyon saglar (Wongpreecha vd., 2018).

AgNOs 120°C, 60 dk.
—
Koordmass on Cekirdeklenme ve
biyime

Kitosan

Kaynasma

Kitosan-Ag nanopartikiilii

Sekil 5.1. Yiiksek sicaklik ve basing altinda kitosan-Ag nanopartikiil sentezi
(Wongpreecha vd., 2018)
Disk diflizyon yontemi, belirli dozlarda nanokompozit (C-CS@AgNP) emdirilmis

disklerin Sal/monella serotipleri igeren petrilere yerlestirilmesiyle test edilmistir. Negatif
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kontrolle karsilastirildiginda, diskler etrafinda doza bagli olarak bakteriyel inhibisyon
gozlenmistir (Sekil 3.9.). Ik kez sentezledigimiz bu nanokompozit, Salmonella
serotiplerine karsi maksimum antibakteriyel aktivitesini 100 pg/mL’de gostermistir
(8,9-11,6 mm) (Cizelge 4.3.). Benzer sekilde, Manukumar vd. (2017), S. Typhimurium’a
kars1 ilk kez sentezledikleri timol yiiklii kitosan glimiis nanopartikiillerinin (T-C@AgNP)
maksimum antibakteriyel aktivitesini 100 pg/mL’de belirlemislerdir (9,28 mm). Ek
olarak, Karthik ve digerleri (2018), S. Typhimurium'a karst 100 pg/mL konsantrasyonda
ilk  sentezledikleri  benzodioksan  piperazinle yiiklenmis kitosan = giimiis
nanopartikiillerinin inhibisyon zon ¢apini 8,28 mm olarak bildirmislerdir. Bu nedenle
AgNP'lerin ve bunlarin oksitlenmis tiirleri (Ag")'nin mikroplara kars1 biyosidal etkisi

vardir (Biao vd., 2017).
5.5. Serotiplerin Dezenfektan Aktiviteleri

Salmonella'nin kiimeslerden yok edilmesi zordur (Davies ve Breslin, 2003).
Salmonella gibi belirli organizmalarin enfeksiyon baskisini en aza indirmek i¢in ticari
olarak yetistirilen tiim kuslar ayn1 anda kiimeslere girer ve ayni anda ¢ikar. Bu nedenle
tretim molast sirasinda kiimesleri rutin olarak dezenfekte etmek gerekmektedir.
Salmonella'nin ortadan kaldirilmast i¢in ticari olarak ¢esitli dezenfektanlar mevcuttur.
Kiimeslerde dezenfektanlarin uzun siireli kullanimi, bu iirtinlerdeki aktif maddelere kars1
direng gelismesine neden oldugundan, yaygin olarak kullanilan dezenfektanlarin patojen
mikroorganizma iizerindeki etkinliginin l¢lilmesi ve uygulama kosullarinin belirlenmesi
onemlidir. Calismamizda sentezledigimiz nanokompozit ile birlikte, kiimes
dezenfeksiyonunda da kullanilan farkli etken maddeli toplam 6 dezenfektanin serotipler
tizerindeki etkileri kalitatif siispansiyon testine gore degerlendirilmistir: A, hidrojen
peroksit (%26), perasetik asit (%6); B, potasyum peroksimonosiilfat (21,41%), sodyum
klorit (1,5%); C, C-CS@AgNP; D, glutaraldehit (15%), kuarterner amonyum bilesigi
(10%); E, glutaraldehit (%50); F, kuarterner amonyum bilesigi (16%).

Calismamizda tiim serotipler, kuaterner amonyum bilesigi (%16) disinda,
belirtilen dezenfektanlara duyarli bulunmustur (Cizelge 4.4.). A dezenfektani (%0,04),
serotipler iizerinde en etkili dezenfektandir. Bir dezenfektandaki perasetik aside kiyasla
yiiksek hidrojen peroksit yiizdesi antibakteriyel 6zellige katki saglar. Ciinkii ekstra H2O:

asetatla reaksiyona girer ve ¢ozeltide daha fazla perasetik asit olusturarak bakteri spor
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katmanlarindaki proteinlerin ayrilmasina neden olur (Li vd., 2020). A dezenfektani;
%26 hidrojen peroksit ve %6 perasetik asit igerige sahiptir. Bu konsantrasyonlarin
artirtlmasinin, tirtiniin kimyasal stabilitesini arttirmakla kalmadigi, ayn1 zamanda ytiksek
H>0O> konsantrasyonunun mikrobiyal hiicrelerin penetrasyon aktivitesine yardime1 oldugu
ve PAA ile sinerjik etkiye girerek hiicre dldiiriictiliigiinii arttirdigi bulunmustur (Leggett
vd., 2016). Bu nedenle, Rodgers vd. (2001) ve Thamlikitkul vd. (2001), kiimeslerde
dezenfektan olarak H>O,, perasetik asit ve asetik asit iceren dezenfektanlarin

kullanilmasini dnermektedir.

B dezenfektan, suya eklendiginde aktiflesen genis spektrumlu graniiler bir
dezenfektandir. Bir peroksijen bilesigi (21,41%) (potasyum peroksimonosiilfat, KMPS)
ve sodyum kloritin (1,5%) stabilize edilmis karigimindan olusur. KMPS aktif bilesigi,
proteinleri oksitleyerek bakterilerin fiziksel biitlinliigiinii bozar. B dezenfektanin
antibakteriyel aktivitesi, KMPS ile sodyum kloritin sinerjistik etkisiyle daha da gii¢lenir
(Montagnin vd., 2022). Sodyum klorit, KMPS ile reaksiyona girer ve baska giiclii bir
biyosit olan hipoklordz asit aciga ¢ikar. Nitekim, Payne vd. (2005) KMPS’nin laboratuvar
kosullarinda Salmonella'ya karsi yiiksek bir dezenfektan etkinligine sahip oldugunu
bulmuslardir. Ek olarak, Sonthipet vd. (2018), KMPS’ nin antibakteriyel aktivitesini
%0,0312 ila 9%0,5 araliginda belirlemislerdir. Calismamizda B dezenfektani (%0,05),

serotipler iizerinde en etkili ikinci dezenfektan olmustur.

Nasr vd. (2018), 1:200 diliisyonda Synergize® (glutaraldehit %1 ve QAC %23)
dezenfektaninin 1 dakikalik temas siiresi sonunda E.coli gelisimini onemli 6l¢iide
azalttigini  bulmuslardir. Cogu dezenfektan, organik maddelerin yiizeylerde
glutaraldehitin hedef organizmaya ulagmasin1 engellemesi nedeniyle QAC (kuarterner
amonyum bilesigi) ile kombinasyon halindedir. Nitekim, McDonnell ve Russell (2001),
glutaraldehit ve QAC kombinasyonunun bakterilere, bakteri sporlarina, fungus ve
viriislere karsi biiylik bir aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir. Ek olarak,
Youseif vd. (2001), Aldekol®un (gluaradehit ve QAC) Salmonella spp. iizerinde ¢ok
etkili oldugunu bulmuslardir. Calismamizda, glutaraldehit serotipler {izerinde tek basina
%4 konsantrasyonda, QAC ile kombinasyon halinde %0,5 konsantrasyonda bakterisit
etki gdstermistir. QAC'nin tek basina Sal/monella'y1 inhibe edebilmesi i¢in daha yiiksek

konsantrasyon ve temas siiresine ihtiyaci vardir (Aksoy, El Kahlout ve Yardimci, 2019).
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Dolayistyla, sinerjistik etki olusturmasi nedeniyle dezenfektan uygulamasinin QAC ve

glutaraldehit ile birlikte yapilmasini1 6nermekteyiz.

Calismamizda kamfor yiiklii kitosan giimiis nanopartikiilii %0,4 konsantrasyonda
serotipler lizerinde 1 dakikalik temas siiresi sonunda etkili olmustur. Kalitatif siispansiyon
testine gore C-CS@AgNP, Salmonella serotipleri iizerinde D, E ve F dezenfektanlarindan
daha etkili bir dezenfektandir. Bu sonug, iyi biyosidal 6zelliklere sahip olan AgNP'lerin
dezenfektanlar icin alternatif olabilecegini ortaya koymaktadir (Konopka, Kowalski ve
Wzorek, 2009; Metak ve Ajaal, 2013). Nitekim, AgNP’ler ¢ok c¢esitli Gram negatif
(Acinetobacter sp., Escherichia sp., Pseudomonas sp., Salmonella sp. ve Vibrio sp.) ve
Gram pozitif (Bacillus sp., Clostridium sp., Enterococcus sp., Listeria sp.,
Staphylococcus sp. ve Streptococcus sp.) bakterilerin yok edilmesinde etkilidirler

(Banach vd., 2016).

Bu calisma, oncelikle Kirklareli, Edirne ve Tekirdag illerindeki yumurtact
tavuklarda gbzlenen Salmonella serotiplerinin haritasini ortaya koyarak epidemiyolojiye
katki saglamistir. S. Kimuenza, S. Escanaba ve S. Nagoya'nin yumurtact tavuklarda
izolasyonu  Tiirkiye'de, S. Dibra, S. Fallowfield ve S. Szentes ve
Salmonella 11 17: e, n, X, z15: 1,6'nin diinyada ilk kez rapor edilmis olmasiyla tamamlayici
sonuclar elde edilmistir. Bu nedenle, ¢alismamiz Salmonella serovarlariin gesitliligi
hakkinda yeni bilgiler saglamis ve Ozellikle serbest gezen yumurtaci tavuklarda
S. Typhimurium'un roliinii gostermistir. Ayrica, elde ettigimiz serotiplerin antibiyotiklere
olan duyarliliklar1 belirlenerek, yumurtaci tavuklarda antimikrobiyal direng profillerinin
izlenmesi saglanmistir. Ik kez kamfor yiiklii kitosan giimiis nanopartikiilii sentezleyerek
antimikrobiyal ajan arayisinda tatmin edici sonuglar alinmistir. Bu nedenle ¢alismamiz,
hayvan saglig1 ve hijyeni i¢in giimiis nanopartikiilleri kullanarak zararlilik, asindiricilik,
toksisite, yliksek maliyet ve bakteriyel direng gibi ¢esitli sorunlarin iistesinden gelmeyi

amaglayan caligsmalara 151k tutacaktir.
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