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Bu calismada, Tiirkiyenin degisik bolgelerinden alinan toplam 217 gida 6rneginde
Salmonella sp. varligi, uluslararasi standartlar ofisinin  Onerdigi yOntem
(ISO6972:2002) kullanilarak arastirilmistir. API 20E testleri sonucunda toplam 41
izolat Salmonella sp. olarak tanimlanmistir. Salmonella suslari, rastgele c¢ogaltilan
polimorfik DNA bdlgelerine gore 18 alt gruba ayrilmistir. Plazmid analizleri sonucu
41 sustan yalniz 10 susun sayilari 1-5, biiyiiklikleri 3.0-400 kb arasinda degisen
plazmidleri igerdigi saptanmistir. Salmonella suslarimin antibiyotik direnglilik
profilleri disk difiizyon ve kritik diliisyon testleri kullanilarak belirlenmistir. Tim
suslarda en yiiksek direnclilik diizeyleri kanamisin (R>512 pg/mL) ve nalidiksik asit
(R>512 pg/mL) i¢in tespit edilmistir. Plazmid giderme c¢alismalari, bu suslarda
antibiyotik direnglilik ile plazmid igerikleri arasinda bir iliskinin bulunmadigina isaret
etmistir. Bu bulgular konjugasyon testleri ile de dogrulanmistir. Diger yandan 36

Salmonella susunun sinif I integronlara sahip oldugu saptanmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

ISOLATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF MULTI DRUG
RESISTANT Salmonella STRAINS

Neslihan TASKALE

Ankara University
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Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

In this study, a total of 217 food samples obtained from different regions in Turkey
were analysed for presence of Salmonella sp. acording to the method proposed by
international standarts office (ISO6972:2002). Totally 41 isolates were identified as
Salmonella sp. by APl 20E tests. Salmonella strains were differentiated as 18
subgroups based on their random amplified polimorfic DNA patterns. Plasmid
analyses showed that only 10 Salmonella strains of totally 41 were harboured 1-5
plasmids with molecular sizes 3.0-400 kb. Antibiotic resistance pattern of the
Salmonella strains were revealed by disc diffusion and critical dilution tests. The
highest resistance levels were determined against kanamycin (R>512 pg/mL) and
nalidixic acid (R>512 pg/mL) for all strains. End of plasmid curing assays, it was
determined that there is no relationship between plasmids and antibiotic resistance
phenotypes in these strains. This findings were also confirmed with
conjugation experiments. On the other hand 36 Salmonella strains were found to carry

class I integrons.
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1. GIRIS

Patojenik Salmonella suslari insan ve diger bircok memeli tiirinde hastalik etkenidir.
Salmonella serotipleri gastroenteritden, tifo, bakteremi, fokal enfeksiyonlar ve yasam
boyu tastyict duruma kadar genis bir hastalik spektrumuna yol agabilmektedir. Tifoid
olmayan Salmonella enfeksiyonlari, iilkemizde ve diinya genelinde en 6nemli gida
enfeksiyonlarindan biridir. Hastalik siddetli karin agrisi, ates, diyare, bulant1 ve bazen
kusma ile kendini gostermekte, ¢cocuklarda ve yaslilarda asir1 su kaybina bagh olarak

hayati tehlike yaratmaktadir.

Biigiine kadar  Salmonella cinsine ait 2500’1 askin serotip tanimlanmistir. Bunlar
arasinda S. Enteritidis ve S. Typhimurium genis konak¢i spektrumu nedeniyle hem
insanlarda hem de hayvanlarda salmonelloza neden olan en yaygin serotipler olarak
belirlenmistir. Ancak basta beslenme ve hijyen kosullar1 olmak iizere bolgesel ve
toplumsal refah diizeyi ile ilgili olarak degisen kosullar epidemik tiplerin giderek
farklilasmasina, bazilarinin ise pandemiye kadar uzanan bir yayginlik kazanmasina
yol agmaktadir. Salmonellozun kontrolii ve tedavisinde bu dominant tiplerin
molekiiler diizeyde tanisi, uygun stratejilerin belirlenmesi agisindan kritik bir 6nem

tagimaktadir.

Salmonellozun kontrolii ve tedavisinde karsilagilan en ciddi sorun giderek artan ilag
direnclilik 6zelligi ve buna paralel olarak gelisen coklu ila¢ direngli epidemik
tiplerdir. Zira 6zellikle bakteriyel patojenlerde, tedavide yaygin antimikrobiyel ajan
kullanimina bagli olarak direng gelisimi tesvik edilmekte ve bu durum salginlarin
kontroliinii zorlastirmaktadir. Gerek mutasyonlar ve gerekse de yatay gen transferi ile
antimikrobiyel ajanlara kars1 diren¢ kazanan bakteriler, ortamda bulunan
antibiyotikten etkilenmeksizin gelismekte ve populasyonda baskin hale gelmektedir.
Ozellikle plazmidler, transpozonlar ve integronlar aracilig1 ile meydana gelen yatay
gen transferi, kazanilan antibiyotik direngliligin hizla yayilmasima neden olmaktadir.

Bu hareketli DNA elementleri arasinda yer alan integronlar birden fazla antibiyotik



direng gen kasetini yapisinda bulundurabilmeleri sebebiyle son yillarda antibiyotik

direnclilik ¢alismalarinin odak noktasini olusturmustur.

Calismamizda, Ankara basta olmak iizere, Tirkiye nin degisik bolgelerindeki cesitli
market ve {reticilerden alinan tavuk eti ve kirmizi et drneklerinde Salmonella varlig
arastirilmis, elde edilen suslar biyokimyasal testlerle dogrulanmistir. Salmonella tanisi
konulan ve kiiltiir koleksiyonuna alinan orneklerde antimikrobiyel ajanlara karsi
duyarlilik diizeyleri belirlenmistir. Fenotipik olarak gdzlenen antibiyotik direnclilik
ozelliginin yatay gen transferi yolu ile aktarilip aktarilamadigi konjugasyon
denemeleri ile kontrol edilmistir. Daha sonra suglar integron varligi agisindan
incelenmis ve tespit edilen integronlar molekiiler olarak karakterize edilmistir. Son
asamada ise gida Orneklerinden izole edilen Salmonella suslarinin klonal yayilma
karakteristikleri rastgele ¢ogaltilan fragment boy polimorfizmi (RAPD-PZR) teknigi

ile incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Salmonella Cinsinin Genel Ozellikleri

Salmonella insanlarda gastroenterit ve tifo etkenidir. Diinya Saglk Orgiitii (WHO)
tarafindan agiklanan son istatistiklerde, diinyada yaklasik 18 milyon tifo (% 3.6 6lim
oran1) ve 1.5 milyar gastroenterit vakasi (% 0.23 6liim orani1) bildirilmistir. Ozellikle
molekiiler genetik ve ileri biyokimyasal teknikler kullanilarak elde edilen veriler
1s18inda Salmonella cinsi i¢in; S. enterica ve S. bongori olarak adlandirilan iki tiir
onerilmistir. S. enterica daha sonra; S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp.
salamae, S. enterica subsp. houtaenae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica
subsp. indica ve S. enterica subsp. arizonae olarak adlandirilan alt1 alt tiire
ayrilmistir. Serotipler (serovaryete) ile tiirlerin karistirilmasini engellemek ve
adlandirmay1 sadelestirmek icin, serotip esas alindiginda alt tiir adinin gozardi
edilmesi (S. enterica subsp. 1 serotype Typhimurium yerine, S. enterica serotype
Typhimurium gibi) ve kisa form (S. Typhimurium gibi) kullanimi Onerilmistir. S.
enterica sicak kanli hayvanlari enfekte ederek sistemik ya da sistemik olmayan
hastaliklara yol agar. S. bongori serotipleri ise soguk kanli hayvanlara adapte
olmustur. Bugiine kadar yiiriitiilen serotiplendirme c¢aligmalar1 sonucunda, S.
enterica’ya ait 2500’lin iizerinde serotip saptanmistir. Belirlenen serotiplerin biiyiik
bir ¢ogunlugunda, patojenitenin molekiiler mekanizmasi iizerine ¢ok az sayida
calisma bulunmaktadir (Tindall vd. 2005, Gibson vd. 2006). Salmonellozun sicak
kanli hayvanlarda olusturdugu sistemik ya da sistemik olmayan enfeksiyonlarin
molekiiler diizeyde arastirilmasinda S. Typhimurium model organizma olarak

kullanilmaktadir.

Salmonella, Enterobacteriaceae familyasina ait Gram-negatif, spor olusturmayan,
fakiiltatif anaerob ve ¢omak formunda bakterileri igceren bir cinstir. Comak seklindeki
hiicreler yaklasik 0.5-1.0 (en) x 1-5 (boy) um boyutlarindadir. Sa/monella tiyelerinin
biiylik bir cogunlugu flagella icerir ve hareketlidir. Laktozu fermente etme yetenegi
yoktur. Gelisme sicakligi optimumlar1 37 °C’dir. Salmonella tyeleri diisiik pH, diisiik
su aktivitesi ya da yiiksek yag icerigine sahip gidalarda sicakliga direnglidir. Gidalarin

dondurularak depolanmasinda, 6zellikle donma sicakligi civarinda canlilik diiser.



Optimum pH degeri 6.5-7.5 civarindadir. Ancak pH 4.5-9.0 arasinda da gelisebilirler.
Salmonella esas olarak insan ve hayvanlarin bagirsak sisteminde bulunan bir
patojendir. Baz1 Salmonella tlyeleri konaga adapte olmus ya da konak spesifiktir.
Bunun en tipik 6rnegi S. Typhi’dir. Konak spesifik diger serovaryeteler: Paratyphi,
Sendai (insan) , Pullorum/Gallinarum (kanatlilar), Dublin (sigirlar), Choleraesuis
(domuzlar, ancak insanlar1 da enfekte eder), Typhimurium ve Enteritidis (insan, sigir,
kanatlilar, koyun, domuz, at ve yabani kemirgenlerde ana hastalik etmenleridir)

sayilabilir (Singleton ve Sainsbury 1996, Wain vd. 2005).

Salmonella serotiplerinin biiyiik ¢ogunlugu genis konak dizgesi igerir. Lagim ya da
diski1 orneklerindeki Salmonella’lar, uygun kosullar altinda suda ya da toprakta
haftalarca yasayabilirler. Sularin rutin klorlanmasi, pastorizasyon ya da bir¢ok genel
dezenfeksiyon ajani kullanilarak Salmonella’lar oldirilebilir (Fitzgerald vd. 2003,
Wain vd. 2005). Ancak, saglikli ciftlik hayvanlari ve evcil kanatlilarda da
S. Typhimurium kolonize olmakta ve bu yolla hayvandan insana gecis
gerceklesebilmektedir. Salmonella tim diinyada gidalar araciligi ile enfeksiyona yol
acan en Onemli etmendir. Bu vakalarin % 26’sinin etmeni S. Typhimurium olarak
belirlenmistir. Salmonella’nin en ¢ok bulundugu gida maddelerinin basinda hayvansal
irlinler gelmektedir. Bunlar arasinda kiimes hayvanlar1 eti, kiyma, sosis, yumurta
tiriinleri, su iiriinleri, dondurma, siit tozu ve krema en yiiksek risk iceren gidalardir.
Ayrica cesitli soslar ve salatalar, pudingler ve diger siit tirlinleri de Salmonella riski
tagiyan gidalar arasinda yer almaktadir. Hammadde isleme teknolojisi, depolama ve
pazarlama kosullar1  Salmonella  riskinin  biiyiimesine neden olmaktadir.
Salmonella’nin  yol agtigr  gastroenteritin = siddeti konagin yasma baghdir.
Yenidoganlarda, bebeklerde ve yaslilarda daha siddetlidir (Voetsch vd. 2004, Suar vd.
20006).

S. Typhimurium kromozomu, yaklasik 4x10° baz ¢ifti uzunlukta olan tek bir ¢evrimsel
DNA molekiiliidiir. Cogu Salmonella enterica tliyesi bir viriilans plazmid ve lizogenik
faj igerir. S. enterica serovar Typhimurium ve serovar Typhi’nin genom dizi analizleri

tamamlanmistir (McClelland vd. 2001, Srivatsan ve Wang 2008).



2.2 Salmonella Patojenitesinin Molekiiler Esaslari

Daha once de ifade edildigi gibi, salmonellozun molekiiler mekanizmasinin
anlagilmasina yonelik calismalarda kullanilan model bakteri S. Typhimurium’dur. En
yaygin kullanilan konak ise, fare model sistemleridir. Farelerde ozellikle tifonun
orneklenmesi, sistemi kullanisli kilan ana unsurdur. Ancak degisik konaklarda
serovaryeteler i¢in Salmonella patojenitesinde farkli yanitlar alinmasi, hastaligin
molekiiler mekanizmasi {izerinde yliriitiilen ¢aligmalarda ciddi sorunlar yaratmaktadir.
Bugiine kadar yiiriitillen c¢alismalardan elde edilen veriler 1s18inda sistemik ve
sistemik olmayan Salmonella enfeksiyonunun genel molekiiller mekanizmalar
aydmnlatilmistir. Salmonella enfeksiyonu, primatlar ve insanlarda 10° ya da daha fazla
bakterinin gidalar yolu ile alimi sonucu baslar. Salmonella’lar ilk olarak ince
bagirsagin bir bolimiinii teskil eden ve ileogekal valveye yakin bolgede yer alan
ileum’a, bakteriyel adhezinler araciligi ile tutunur ve mukozal hiicreler lizerinde
kolonize olur. Bu tutunma ve kolonizasyonu o6karyotik hiicrelerin isgali (invazyon)
takip eder. Hiicre isgalinde ilk agama, Peyer’s Patches (ince barsakta ve esas olarak da
ileumda -incebagirsagin son kisminda- yer alan, lenfatik doku plaklari) bolgesindeki
mikrofold (M) hiicrelerinin ve enterositlerin igerisine giristir (Vazquez-Torres vd.

1999, Ohl ve Miller 2001).

Hastalarin digk1 6rneklerinde 16kositlerin varligi ya da yokluguna bagh olarak yangil
diyare ya da sivi kaybina yol acan diyare tanimlanmaktadir. Diski orneklerinde
laktoferrin ya da noétrofillerin bulunmasi yangili diyareye, diskida l6kositlerin
bulunmasi halinde ise sivi kaybina neden olan diyareye karar verilmektedir. Sivi
kaybina yol acan diyareye; Vibrio cholerae, enterotoksijenik Escherichia coli,
enteropatojenik E. coli ve enterohemorrajik E. coli de neden olmaktadir. Bu bakteriler
genellikle invazif degildir ve ince bagirsak mukozasinda ¢ok diisiik diizeyde yangiya
yol acarlar. Buna karsin yangili diyareye neden olan patojenler (enteroinvazif E. coli,
Shigella sp., Campylobacter sp. ve tifoid olmayan Salmonella serotipleri gibi)
bagirsak epitelini isgal ederler ve bagirsakta yogun nétrofil akisina neden olurlar

(Bolton vd. 2000, Helms vd. 2005).



S.  Typhimurium tarafindan indiiklenen gastroenteritin mekanizmasi iizerinde
ylriitiilen son caligmalarda, notrofil sizmasi (akisi) ile karakterize edilen yangil
diyarenin bakteriyel isgal ve onu takip eden dogal bagisiklik yanitindan ileri geldigi
belirlenmistir. Enfeksiyon esnasinda S. Typhimurium, Salmonella patojenite adasi 1
(SPI1)’de kodlanan tip III salgi sistemi (T3SS-1) aracilig1 ile efektdr proteinlerini
enjekte ederek, enterositlere ve M hiicrelerine girer. Alt1 efektér, Rho ailesi GTPazlar
icin iki guanin nukleotit degisim faktorii (SopE ve SopE2), inozitol fosfat fosfataz
(SopB, SigD olarak da anilmaktadir), aktin-baglanma proteinleri (SipA ve SipC) ve
aktiviteleri bilinmeyen efektorler (SopA ve SopD) beraber c¢alismak suretiyle
bakterinin bagirsak epitel hiicrelerine girisini saglamakta ve bagirsak mukozasinda

yang1 olusumunu tetiklemektedir (Unsworth vd. 2004, Raffatellu vd. 2005).

Salmonella’nin ince bagirsak epitel hiicrelerine tutunmasi, liimeni kaplayan mukoz
tabakadan ge¢me yetenegi sayesinde gerceklesir. Hayvan model sistemleri ile
yiiriitiilen calismalarda, Salmonella’nin tutunma ve hiicre iggali i¢in Oncelikli olarak
bagirsak epitelinde bulunan M hiicrelerini tercih ettigi saptanmistir. Bu asamada
ayrica fagositik olmayan enterosit hiicrelerinin de kullanildig1 belirlenmistir. M
hiicreleri pinositoz ile patojenleri ve antijenleri i¢lerine almakta ve Peyer’s Patches
epitelinin altinda bulunan lenfoid hiicrelere tagimaktadir. Bu aktivite mukozal
bagisikligin olusturulmas: agisindan OSnemlidir. Salmonella’nin Skaryotik hiicre
isgalinde fagositoz yolu da kullanilmaktadir. Bu yolla 6zellikle CD18 antijenini iireten
fagositlerin igerisine girdikleri tespit edilmistir (Baumler vd. 1996, Vazquez-Torres

vd. 1999, Zhou vd. 2001, Voetsch vd. 2004, Suar vd. 2006).

Salmonella serotipleri epitellerin salgi yamiti olusturmasini tetiklemekte ve
nétrofillerin toplanarak bagirsak liimenine (bosluga) sizmasina yol agmaktadir. In-
vitro kosullarda yiiriitiilen doku kiiltiirii calismalarinda nétrofil birikimi i¢in, bakteri
ve epitel hiicrelerde cesitli sitokinlerin tiretimi ile iligkili proteinlerin sentezlenmesinin
zorunlu oldugu saptanmistir. Ozellikle epitel hiicreleri tarafindan iiretilen kemokin
interlokin—8 araciligl ile mukozal boslukta nétrofil birikiminin tesvik edildigi tespit

edilmigtir (Lee vd. 2000, Ohl ve Miller 2001, Raffatellu vd. 2006). Salmonella



bagirsak epitelyum hiicrelerini gectikten sonra, bir diger bagisiklik sistemi elemant
olan ve mukozal boslukta yer alan makrofajlar icine girmektedir. Sistemik
enfeksiyona yol agan Salmonella serotipleri makropinositoz yolu ile makrofaj igine
girmekte ve fagositin antibakteriyel fonksiyonlarindan kurtulmasini saglayan viriilans
mekanizmalart aktive etmektedir. Enfekte olmus fagositlerin retikuloendotelyal
sistemde bulunan diger organlara goc¢ etmesi bakterinin konak i¢inde yayilmasini

kolaylastirmaktadir (Ohl ve Miller 2001, Tiikel vd. 2006).

S. Typhimurium ile insan hiicreleri arasindaki interaksiyon, makrofaj benzeri hiicreler
(THP-1 veya U937 hiicreleri), makrofajlardan tiireyen monosit hiicreleri veya birincil
noétrofillerin, s6z konusu bakteri ile enfekte edilmesi sonucu modellenmistir (Bolton
vd. 2000, Helms vd. 2005). Son zamanlarda ise insan viicudundan alinan doku
ornekleri S. Typhimurium ile insan bagirsak mukozast arasindaki iliskinin
tanimlanmas1 amaci ile kullanilmaktadir. Insan epitel hiicrelerinin kullanildig1 bu
caligmalarda; SopB tarafindan {iretilen fosfatidilinozitol fosfatazlar ile SopE-SopE2
tarafindan iiretilen RhoGTPaz’larin beraber c¢alisarak S. Typhimurium isgali i¢in
gerekli olan WASp/Scar proteinlerini aktive ettigi saptanmistir (Unsworth vd. 2004).
Aktive edilen WASp/Scar proteinleri Arp2/3 kompleksini etkileyerek aktin
flamentlerinin yeni dallar olusturmasini saglamaktadir (Mullins vd. 1998). SipA
proteini bu asamada aktin polimerizasyonu i¢in gerekli olan kritik dal konsantrasyon
miktarmi distlirerek, yeni dallarin olusumunu hizlandirmakta ve ayni zamanda
ADF/kofilin tarafindan yonetilen aktin ¢dziilmelerini engellemektedir. Yeni aktin
dallarinin hizla biiyltimesi membrani disar1 dogru itmekte ve membran kabartilarinin
olusmasina, makropinozitoz ile bakterinin igeri alinmasina onciiliik etmektedir (Helms

vd. 2005).

Salmonella enfeksiyonunda gercek doku hasari, nétrofiller araciligi ile; proteazlarin,
miyeloperoksidazlarm  ve  NADPH  oksidazlarin  salgilanmasi  sonucu
gerceklesmektedir. Epitelin  bariyer fonksiyonunu kaybetmesinden sonra, kan
damarlarindan ¢ok miktarda damar sivist kaybi1 meydana gelir ve bdylece kandan

bagirsak liimenine yiiksek oranda sivi akisi gerceklesir. Nadir olmakla birlikte,



bakteriler koruyucu makrofaj yaniti olusmadan 6nce kan dolasimina dahil olabilir ve

bu durumda da septik sok ve 6liim goriiliir (Raffatellu vd. 2006, Tiikel vd. 2006).

Bagirsak mukozasinda canli kalabilmek i¢in S. Typhimurium’un tercih ettigi nis,
makrofajlarin igerisidir. Makrofajlarin icerisinde canli kalmak i¢in ise, SPI2 tarafindan
kodlanan ikinci bir tipIIl salgi sistemine (T3SS—2) gereksinim vardir. Bu bakterilerde
T3SS-2’nin inaktivasyonu sonucu, buzagilarda ve streptomisin muamele edilmis
farelerde S. Typhimurium’un agizdan enfeksiyonunu takip eden 24 saat icerisinde
bagirsak mukozasinda notrofil sizmasinin 6nemli dlgiide diistiigii belirlenmistir. Yangi
reaksiyonunun, hiicre i¢i bir adaptor protein olan ve Toll-benzeri reseptorlerden
(TLRs) alinan sinyalleri birlestiren MyD88’e bagimli olmasi, lamina propria’da
T3SS—2 ortamli bakteriyel yasamin, patojen tantyan algilayicilar tarafindan stirekli

izlendigine isaret etmektedir (Raffatellu vd. 2005).

2.3 Bakteriyel Patojenlerde Antimikrobiyel Direnclilik ve Bu Ozelligin Dogal
Cevrelerdeki Fonksiyonu

Bakteriyel patojenlerde, daha once duyarli olduklari antimikrobiyel ajanlara karsi
direnclilik gelisimi hizla artmaktadir. Bu artan direnclilik insan ve hayvan sagliginda,
ozellikle enfeksiyon hastaliklarin kontrolii ve tedavisinde ciddi riskler dogurmaktadir
(Levy 1998, Levy ve Marshall 2004). Antimikrobiyel direng, evrimsel siirecin
tanimlanmasinda ger¢ek zamanli olarak caligilabilen birka¢ sinirli 6rnekten  biri
olmasi nedeniyle de biyolojik bilimler agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu
anlamda, antimikrobiyel direncliligin iki temel mekanizmasi olan mutasyonlar ve
yatay gen transferleri, yogun calismalarin odagi haline gelmistir. Antimikrobiyel
direncliligin analizi, stres ortamlarina bakteriyel adaptasyonun tipik bir 6rnegini teskil

etmektedir (Hamilton-Miller 2004).

Dogal ekosistemlerde antimikrobiyel ajanlara karsi direnglilik ilk kez, mikrobiyel
antagonizm esas alinarak calisilmaya baslanmistir. Bu dogrultuda yiiriitiilen
calismalarda, patojenlerin dogal ekosistemlerde antibiyotik direnclilik o6zelligini

kazanmasmin biiyiik bir olasilikla, yatay gen transferi yolu ile gergeklestigi One



siriilmiistiir. Halen antibiyotik direngliligin gelisiminde en gii¢lii kanitlardan biri, tiir
ici ya da tiirler aras1 yatay gen transferi mekanizmalarinin tanimlanmasidir (Haas ve
Défago 2005). Ozellikle antimikrobiyellerin yaygi olarak iiretildigi ya da kullanimi
sonucu biriktigi ekosistemlerde olusan segici baski, direnclilik gelisiminde mutasyon
ve lateral gen transferi etkisini artirmaktadir. Ancak son calismalar, bu siirecin s6z
konusu mekanizmalar yaninda, daha karmasik hiicresel olaylardan etkilendigini de
gostermistir. Bu mekanizmalar daha ¢ok hiicresel stres yamit sistemleri ile ilgili
genetik ve metabolik diizenlemelerdir (Linares vd. 2006). Ornegin; bir metaboliti
modifiye eden enzim, benzer yapidaki bir antibiyotigi de modifiye ederek direnglilik
saglayabilmektedir. Bu durum kromozomal 2 -N-asetiltransferaz enziminde tipiktir.
Provencia stuartii’de s6z konusu enzim hem bakteriyel peptidoglikan yapisini, hem
de gentamisini modifiye edebilmektedir. Yine beta laktamaz enzimlerinin primer
substrat1 peptidoglikan Onciileridir ve bu sayede ana fonksiyonlarini (peptidoglikan
sentezi) gerceklestirmektedirler. Ancak s6z konusu enzimlerin beta-laktam grubu
antibiyotiklere baglanarak onlarin inaktivasyonunu da gergeklestirdigi bilinmektedir
(Lubelski vd. 2007, Gerber vd. 2008). Ozetle; mutasyonel ve yatay gen transferi
yaninda, antimikrobiyel ajanlarin degisik transkripsiyonel sinyalleri tesvik ederek
0zgll yanitlar olusturma yetenegi de direncglilik gelisiminde rol alan Onemli
mekanizmalardan biridir. Bu siire¢ hiicre sinyal trafigini degistirmesi 6zelliginden

dolay1 ¢ok karmasiktir (Gerber vd. 2008).

Antimikrobiyel ajanlara direnglilik, kazanilmis ya da igsel (intrinsik) olmak {izere
temel iki tip igerisinde degerlendirilmektedir. Bakteriyel populasyonlar, diisiik
mutasyon oranlart icermektedir. Ayrica DNA hata tamir mekanizmalar1 dogal
mutasyon oranmi 1000 kez diisiirme yetenegindedir. Ancak bazi arastiricilar
bakteriyel alt populasyonlarda mutasyon oraninin normalden ¢ok yiiksek oldugunu
saptamistir. Bu hipermutasyonlarin stres altindaki populasyonlarda gerceklestiginin
tanimlanmasi, antimikrobiyel diren¢ gelisiminin molekiiler esasinin agiklanmasinda
temel hareket noktasim1 teskil etmektedir. S6z konusu hipermutatdrlerin  en
onemlilerinden biri enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde ve hayvan beslemede yaygin
bir sekilde kullanilan antibiyotiklerdir (Macia vd. 2005, Pigliucci 2008).

Mutasyonlarin yonlendirilmesi ayrica direng gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.



Mutasyonlarin yonlendirilmesinde en sik goriilen mekanizmalar, gen amplifikasyonu
ve mutasyona sicak bolgelerin olusumudur (Fajardo vd. 2008). Mutasyon sikligini
artiran bir diger mekanizma ise SOS yanit tipinde DNA tamir sistemleridir. Bakteriyel
DNA polimeraz IV’in yonlendirdigi bu hata egilimli tamir sistemleri, adaptif
mutasyonlarin temel kaynaklarindan birini teskil etmektedir. Global regiilatorleri
etkileyen ¢evresel sinyallerin (antibiyotik stresi gibi) bakteriyel DNA polimeraz IV iin
transkripsiyonunu tetikleyerek mutasyon oranini tesvik ettigi belirlenmistir (Gerber

vd. 2008).

Ozellikle cevresel sinyallerin bakteriyel regiilasyonu ve mutasyon oranlarmi
degistirdiginin tespiti, bakteriyel antimikrobiyel direncin gelisiminin ag¢iklanmasina
yeni boyutlar kazandirmistir. Bugiin kinolonlara ve beta-laktam grubu antibiyotiklere
karsi direng gelisiminin esasinin SOS yanit tipinde tamir mekanizmalarinin

tetiklenmesinden kaynaklandigi bilinmektedir (Martinez vd. 2009).

2.4 Salmonella’da Antimikrobiyel Diren¢ Gelisimi

Salmonella serotiplerinde antimikrobiyel ajanlara direng; klonal yayilma ve yatay gen
transferi olmak iizere iki temel mekanizma ile gerceklesmektedir. Antimikrobiyel
ajanlarin yarattig1 secici baski altinda bu mekanizmalarin birlikte etkileri sonucu
1970’11 yillardan itibaren birden fazla ajana karsi direngli (¢oklu ilag direncli)
Salmonella suslarinda tim diinyada goriilen hizli artis, salmonellozun kontrolii ve
tedavisinde ciddi sorunlar yaratmaya baslamistir. Salmonella’da ilk donemlerde
tanimlanan kloramfenikol, kanamisin, streptomisin, sulfonamid ve tetrasiklin
direnclilik, kinolonlar ve 3. jenerasyon sefalosporinlere karsi da kazanilarak hizli bir
gelisme gostermistir. 11k ¢oklu ilag fenotipi S. Typhi’de kloramfenikol, ampisilin ve
ko-trimoksazole (trimetoprim-sulfametoksazole) karst tanimlanmistir. Antibiyotik
kullanimindaki degisikligin yonlendirmesiyle, S. Typhi’de c¢oklu ilag direngliligi
(MDR) fenotipi, her diren¢ tipi birbirinden bagimsiz ve asamali olarak ortaya
cikmistir. Kloramfenikol ve ampisilin kullanimi daha eski olmakla birlikte ko-
trimoksazol tifo atesinin tedavisi i¢in ilk defa 1981 yilinda 6nerilmistir. S. Typhi’nin

coklu ilag direncliliginin (MDR) en erken belgelenmis salginlart 1984 yilinda
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Malezya’da ve 1988 yilinda Hindistan’da ortaya ¢ikmustir. izolatlarm % 90’ninda
rapor edilen ¢oklu ila¢ fenotipini kodlayan 98 Md biiyiikliikte plazmid daha sonra
nerede ise tiim diinyada coklu ila¢ direngli S. Typhi suslarinda belirlenmistir (White
vd. 2001, Carattoli vd. 2002).

S. Typhimurium DT104, 1980’li yilllardan beri tiim diinyada sorun yaratan ve
lizerinde en fazla calisma yapilmis olan coklu ila¢ direngli klonal grubu teskil
etmektedir. Bu epidemik sus, ilk kez Ingiltere’de kuslarda tanimlanmustir. Giiniimiizde
ise; tavuk, domuz, inek ve insanlarda en yaygin gastroenterit ajant oldugu
bilinmektedir. Bu susun klonlar1 ampisilin, kloramfenikol, spektinomisin/streptomisin,
sulfonamid, tetrasiklin ve kinolonlar gibi bir¢ok antimikrobiyel bilesige karst ¢oklu
ila¢ direnglilik icermektedir (Lawson vd. 2002, Esaki vd. 2004). Diger bir pandemik
Salmonella klonal grubu ise S. Newport A203’tiir. Bu sus ilk belirlemelerde;
ampisilin, sefalotin, kloramfenikol, streptomisin, tetrasiklin ve sulfametoksazole karsi
direncli bulunmustur. Giliniimiizde ise dokuz farkli antimikrobiyel ajana kars1 direng
gosterebilen tipleri tanimlanabilmektedir (Rabatsky-Her vd. 2004, Varma vd. 2005,
Fluit 2005).

Ulkemizde Salmonella’da enfeksiyon ajanlarmin serotip diizeyinde tanis1 daha ¢ok
tifoid (S. Typhi) izolatlarda gerceklestirilmis olup, tifoid olmayan tiplerin epidemisi
izerinde ¢ok az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar, ¢oklu ila¢ direnclilik
ozelliginin tifoid olmayan Salmonella izolatlarinda da hizli bir sekilde yayildigina
isaret etmektedir. Ancak bu yayilmanin iizerinde yatay gen transferinin ya da klonal
yayilmanin etkilerinin arastirildigi bir ¢alisma mevcut degildir (Erol 1999, Erdem vd.
2005, Yazicioglu vd. 2005). Son calismalarda 6zellikle ¢oklu ilag direncli ve tifoid
olmayan baz1 Tirkiye kokenli Salmonella izolatlarinda, coklu ila¢ direnclilik
fenotipinin Shigella’dan kazanilmis plazmidler tizerinde kodlandiginin belirlenmesi,
yatay gen transferinin bolgesel olarak farkli epidemik tiirlerin kaynagina isaret etmesi
bakimindan biiyiilk 6nem tasimaktadir. Aynmi caligmalarda, Tiirkiye kokenli tifoid
olmayan Salmonella suslarinin sinirh klonal grup belirlemesi de ger¢eklestirilmistir.

Bu klonal gruplarin ozellikle Avrupadaki temel tiplerle farklilik gdstermesi, s6z
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konusu ¢aligmalarin Tiirkiyenin tamamina yayilarak genisletilmesi zorunluluguna

isaret etmistir (Avsaroglu vd. 2007).

Salmonella’da ¢oklu ilag direngli suslarin ortaya ¢ikmasi ve giderek artan bir
yayginlik kazanmasi, bu 6zelligin genetik ve biyokimyasal esasinin tanimlanmasina
yonelik calismalara biiylik bir ivme kazandirmistir. Bu dogrultuda yiiriitiilen genetik
analizler sonucu; S. enterica serotip Typhimurium DT104, serotip Paratyphi B ve
serotip Agona’nin ¢oklu ilag direncgli suslarinin Salmonella genomik adasi 1 (SGI-1)
olarak adlandirilan genomik bir bdlgeye sahip oldugu belirlenmistir (Hohmann 2001,
Yan vd. 2003, van Essen-Zandbergen vd. 2007).

SGI-1’de; transpozaz, entegraz ve eksizyonaz gibi DNA mobilitesiyle iliskili genlerin
bulunusu ve % GC igeriklerinin Salmonella genomunun diger bolgelerinden farkl
olusu, bu bolgelerin yatay gen transferi ile kazanildiklarina isaret etmistir. Ayrica,
SGI-1’in degisik varyantlar1 birgok S. enterica serotipinde ayni kromozomal
lokasyonda bulunmustur. Bu bulgular da s6z konusu bolgelerin yatay gen transferi
ya da bolge spesifik rekombinasyon yolu ile evrimlestiginin diger giiglii kanitlarini
sunmaktadir. Yakin zamanda SGI-1’in yeni bir varyant1 S. enterica serotip Albany’de
tespit edilmistir. Bu varyantta, SGI-1’deki streptomisin diren¢ geni igeren integron,
trimetoprim direng geni igeren bir integronla degistirilmistir. Bu goézlemler,
kromozomal antibiyotik diren¢ lokuslarinin yeni kazanimlar olduklarini, hizli bir
genetik degisim silireci icerdiklerini ve antibiyotik direngliligine adaptasyon
mekanizmas1 olarak evrimlestiklerini gostermektedir (Carattoli 2003, Alcaine vd.
2007). SGI-1 iginde en az bes antibiyotige direng gosteren (¢oklu ilag direncliligi
fenotipi) genler iki integrondan olusan bir bolgede kiimelenmistir. Ampisilin,
kloramfenikol, streptomisin, sulfonamidler ve tetrasikline direngliligin, S. enterica
serotip Typhimurium DT104iin SGI-1 varyantinda kodlandig1r belirlenmistir.
Streptomisin direng geni S. enterica serotip Albany’nin SGI-1’inde trimetoprim direng
geniyle rekombine durumda tespit edilmistir (Miriagou vd. 2006, van Essen-

Zandbergen vd. 2007, Suh ve Odeh 2008).
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2.5 Salmonella’da Yatay Gen Transferi Elemanlari1 ve Antimikrobiyel Diren¢
Gelisim Uzerine Etkileri

Antimikrobiyel direnglilik, daha oOnce de ifade edildigi gibi, genlerin diger
bakterilerden kazanimi ya da igsel (intrinsik) olmak iizere baslica iki yolla meydana
gelmektedir. Igsel direncliligin molekiiler kaynag mutasyonlar, kazanilmis
direngliligin kaynagi ise yatay gen transferi ve bu siireci tamamlayan
rekombinasyonlardir. Bakteriyel yatay gen transferi mekanizmalari; transformasyon,
transdiiksiyon ve konjugasyon sistemleri ile karakterize edilmektedir. Bakteriyel
genomlarin evriminde dnemli bir goérev oynayan bu sistemler igerisinde, tiir i¢i ve
tirler arast gen aktariminda en etkin olanit konjugasyondur. Konjugasyon ozetle;
bakteri hiicrelerinin fiziksel temasi sonucu genetik materyalin verici hiicreden alici
hiicreye tek yonlii aktarimi olarak tanimlanmaktadir. Konjugasyonu gerceklestiren
genetik yapilar, transfer genleri iceren (konjugatif oOzellik) plazmidler ya da
transpozonlardir. Diger yandan konjugatif transpozonlar ya da plazmidlerle birlegsme
yeteneginde olan ve ilag direnclilik gen kasetlerini tasiyan integronlar, yatay gen
transferinin dolayli elamanlar1 olarak 6nemli bir gorev iistlenmektedir (Pepper 2003).
Biitiin yatay gen transferi sistemlerinde rekombinasyon, kromozomal esasli gen
kazaniminin ana kaynagini teskil etmektedir (Hastings vd. 2004). Salmonella’da ¢oklu
ilag direngliliginin gelisiminin molekiiler mekanizmalarinin calisilmasi, mutasyon
analizleri yaninda, yatay gen transfer sistemlerinin etkinligine baghdir. Halen bu
bakterilerde genom evriminin detaylarinin belirlenmesinde kullanilan en etkin

molekiiler elemanlardan biri konjugasyon sistemleridir (Schwarz vd. 2006).

Salmonella’da plazmid kodlu antibiyotik direnglilik genleri yogun bir sekilde
arastirilmis ve evrimsel karakterizasyonlari yapilmistir. Transpozonlar ve integron
elementleri ile kombine halde bulunan yiiksek molekiiler biiyiikliikteki ¢oklu ilag
direnglilik plazmidleri, Salmonella serotiplerinde tipiktir. Integron ve transpozonlar
sayesinde ila¢ direnglilik genlerinin farkli genetik elementler arasinda tasinimi ve
rekombinasyonu gergeklestirilmektedir (Guerra vd. 2002, Schwarz vd. 2006).
Salmonella serotiplerinde yiiriitilen mutasyonel analizler sonucunda; B-laktam
antibiyotiklerin temel gruplari olan penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemlere

direnglilik 6zelliginin kromozomal DNA yaninda degisik plazmidler {izerinde de
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kodlandig1 tanimlanmistir. B-laktam grubu antibiyotiklere direnglilik saglayan ve
birincil islevi peptidoglikan sentezi olan [-laktamaz enzimlerinin mutasyonel
varyantlart genellikle plazmid kodludur (Livermore vd. 2007). Bunun yaninda,
kinolon ve florokinolonlara, fenikoller ve kloramfenikole, tetrasiklinlere,
aminoglikozitlere ve sulfonamidlere karsi plazmid kokenli antibiyotik direnglilik
genlerine de siklikla rastlanmaktadir (Alcaine vd. 2007, Kehrenberg vd. 2007). Bu
plazmidlerin genellikle konjugatif 06zellik icermesi, c¢oklu antibiyotik direng
ozelliginin tiir i¢i ve tiirler aras1 yayiliminda biiyiik bir 6nem tasimaktadir. Baz1 direng
plazmidlerinin ayn1 uyusmazIlik grubunda yer almasi yatay gen transferinin etkinligini
diigiiren temel husustur. Bu nedenle antibiyotik direng 06zelligini determine eden
plazmidlerin  uyusmazlik  gruplarimin  belirlenmesi,  Salmonella  epidemisi
calismalarinda temel hareket noktalarindan birini teskil etmektedir (Walsh 2003,
Halawani ve Shohayeb 2008).

Kromozoma ya da plazmide entegrasyon oOzelligi iceren transpozonlar, DNA
molekiilleri iizerinde farkli lokalizasyonlara replikatif ya da konzervatif
mekanizmalari kullanarak hareket etme yetenegi iceren DNA elementleridir. Ozellikle
ilave kopyalarinin iizerinde dogal seckinin etkisinin diigmesi nedeniyle mutasyon
sikliginin artisi, bu elementleri genom elastisitesinin temel araglar1 haline getirmistir.
Belirli DNA bolgelerine girme egilimleri yaninda, rastgele rekombinasyon yapma
yeteneginde de olan bu DNA elementleri, diger Gram-negatif bakterilerde oldugu
gibi, Salmonella cinsi iiyelerinde de yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Salmonella
genomunda hem kromozomal DNA hem de plazmidler iizerinde ¢ok sayida farkli
transpozon kopyasi belirlenmistir. Salmonella serotiplerinde ¢oklu ila¢ direnglilik
fenotipini kontrol eden genleri determine eden ve ayni zamanda konjugatif 6zellik
iceren en yaygin transpozonlar; 11.1 kb molekiiler biiyilikliige sahip 7Tnl721
(tetrasiklin direnglilikte etkin bir membran pompa proteinini kodlayan tet4 genini
tasimaktadir), Gram-negatif bakteri genomlariin tipik transpozon ailesi {iyesi olan
Tn5373 (streptomisin diren¢ proteinlerini kodlayan strA ve strB genlerini
tasimaktadir), Tnl548 (Salmonella’da amiloglikozit grup antibiyotiklere direncliligi
saglayan bir metilaz enzimini kodlayan armA geni yaninda, penisilinlere direng

saglayan CTX-M-3 tip B-laktamaz geni de bu transpozon tarafindan taginmaktadir)
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olarak belirlenmistir. Yiiksek rekombinasyon yetenegi sayesinde 6nemli bir genetik
elastisiteye sahip olan transpozonlar, 6zellikle integronlar ile birleserek tasidiklari
antibiyotik direnclilik genlerinin sayisini siirekli artirmakta ve modifiye etmektedir
(Waturangi vd. 2003, Galimand vd. 2005, Su vd. 2006, Miriagou vd. 2006, Alcaine
vd. 2007, Hradecka vd. 2008).

Integronlar, genlerin farkli DNA molekiillerinde ifadesini saglayan vektor sistemler
olarak tanimlanmaktadir. Ozellikle Gram-negatif bakterilerde antimikrobiyel direng
genlerinin kasetler halinde yakalanmasi ve konjugatif DNA elementleri ile birleserek
tasinmasindan sorumlu olan direng integronlar1 ve diger gen kasetlerini yapilarina alan
sliper integronlar olmak iizere iki ana tip igermektedirler. Direng integronlar1 bir ¢ok
bakteri tiirtinde plazmid, transpozon ya da kromozomal DNA iizerinde ldkalize
olabilmekte, siiper integronlar ise yalniz kromozomal DNA {izerinde yer almaktadir

(Villa ve Carattoli 2005, van Essen-Zandbergen vd. 2007).

Diren¢ gen kasetlerinin integronlar tarafindan yakalanmasi, ¢oklu antibiyotik direng
gen bolgelerinin evrimlesmesinde temel hareket noktasini olusturmaktadir. Zira bu
gen kasetlerinin integronlarin igerisinde rekombinasyonu ve konjugatif DNA
elementleriyle tiir i¢i ve tiirler aras1 aktariminin gergeklesmesi, Sal/monella basta
olmak {izere bircok patojen bakteri genomunda antibiyotik direnclilik adalarinin
olusumu ve gelisimini tetiklemektedir. Bugiine kadar tek bir integron iizerinde yiizden
fazla ilag direncglilik gen kasetinin belirlenebildigi diisiiniiliir ise, s6z konusu
evrimlesme giiciiniin ne kadar yiiksek oldugu daha acik bir sekilde anlasilabilecektir.
Diren¢ gen kasetleri integronlarin attC bolgesi icerisine genellikle promotorlar:
olmaksizin alinmaktadir. S6z konusu bolgenin 5 ucunda yer alan integron kokenli
promotor, yakalanan diren¢ genlerinin transkripsiyonunda islev gdrmektedir. Ilag
direnclilik integronlari, igerdikleri integraz enzim geni homolojisi esas alinarak bes
ana grup altinda toplanmistir. Smif I integronlar tipik olarak direnclilikten sorumlu
aad (streptomisin/spektinomisin), psel/ ve oxa (ampisilin) ve dfi4 (trimetoprim)
genlerini, Sinif II integronlar siilfonamidlere direnclilik saglayan su/ genlerini, Sinif
[T integronlar karbapenemi de iceren genis etki spektrumuna sahip B-laktam grubu

antibiyotiklere karsi direnglilik genlerini igermektedir. Simif IV integronlar, tiim
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integron siniflar1 igerisinde en yaygin olan grubu teskil etmektedir. Genomlarda
direnglilik adalarinin olusumunun temel elemanlarini igeren bu simnifta yiizlerce gen
kaseti yakalayabilen tiirler tanimlanmistir. Stmif V'  integronlar bazi aminoglikozit
grup antibiyotiklere direnclilik 6zelligi yaninda, daha ¢ok dezenfektan ajanlara ve agir
metal iyonlarina karsi direnglilikten sorumlu gen kasetlerini igermektedir. Sinif I, 111
ve IV integronlar Salmonella genomunda kromozomal, plazmid ve transpozon
elementleri ile iligkili bulunabilirken, Smif II ve V integronlarda ozellikle 7n7
transpozonlari ile spesifik baglanma iligkisi tespit edilmistir (Carattoli 2001, Fluit ve
Schmitz 2004, Mammeri vd. 2005, van Essen-Zandbergen vd. 2007, Lapierre vd.
2008).

Integronlarin gerek direng gen kasetlerini yakalama ve gerekse yatay gen transferini
gerceklestiren ajanlar ile iliskilenerek tiir i¢i ve tiirler aras1 aktarimi gergeklestirme
yetenekleri, bu genetik yapilar1 antimikrobiyel direnclilik ¢calismalarinin odagi haline
getirmigtir. Ozellikle direngliligin evrimi ve buna bagl epidemilerin kontroliinde
kullanilacak global ¢dzlimler, integron analizlerinden elde edilen veriler 1s1ginda

sekillenmektedir (Martinez vd. 2009).

16



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri izolatlar

Calismada kullanilan Salmonella suslari, farklt bolgelerde bulunan kasap ve
marketlerde satisa sunulan gida 6rneklerinden izole edildi. Kullanilan bu hayvansal

kaynakli gida ornekleri dana eti (99 6rnek), koyun eti (13 Ornek), tavuk eti (104

ornek) ve siittiir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Salmonella suslarinin izolasyonunda kullanilan izolasyon materyalleri

Materyal Ornegin alindig1 yer Tarih Sonug | Sus adi
1 | Dana Kiyma Ankara-Tandogan 24.09.2007 -
2 | Dana Kiyma Ankara-Tandogan 02.10.2007 + IS-2
3 |Dana Kiyma Ankara-Aydinlikevler 02.10.2007 -
4 |Dana Kiyma Ankara-Cukurambar 02.10.2007 + 1S-4
5 |Dana Kiyma Ankara-Demetevler 16.10.2007 -
6 |Dana Kiyma Ankara-Tandogan 15.10.2007 + IS-6
7 | Dana Kiyma Ankara-Cukurambar 16.10.2007 -
8 |Dana Kiyma Ankara-Bahgelievler 16.10.2007 -
9 |Dana Kiyma Ankara-Kizilay 15.10.2007 -
10 |Dana Kiyma Ankara-Kizilay 16.10.2007 -
11 | Dana Kiyma Ankara-Akkoprii 22.10.2007 -
12 | Dana Kiyma Ankara-Aydinlikevler 22.10.2007 -
13 | Dana Kiyma Ankara-Subayevleri 21.10.2007 -
14 |Dana Kiyma Ankara-Subayevleri 21.10.2007 -
15 | Tavuk Gogiis Ankara-Tandogan 22.10.2007 -
16 |Dana Kiyma Ankara-Batikent 28.10.2007 -
17 |Dana Kiyma Ankara-Batikent 28.10.2007 -
18 |Dana Kiyma Ankara-Mamak 29.10.2007 -
19 | Dana Kiyma Ankara-Kecidren 28.10.2007 -
20 | Tavuk Kanat Ankara-Mamak 29.10.2007 + IS-20
21 |Dana Kiyma Ankara-Bahgelievler 29.10.2007 -
22 | Koyun Kiyma Ankara-Emek 28.10.2007 -
23 |Dana Kiyma Ankara-Emek 28.10.2007 + IS-23
24 | Dana Kiyma Ankara-Aydinlikevler 28.10.2007 -
25 |Dana Kiyma Ankara-Bahgelievler 29.10.2007 -
26 |Dana Kiyma Ankara-Bahgelievler 29.10.2007 -
27 |Dana Kiyma Ankara-Eryaman 04.11.2007 -
28 |Dana Kiyma Ankara-Cukurambar 04.11.2007 -
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Cizelge 3.1 Salmonella suslarinin izolasyonunda kullanilan izolasyon materyalleri

(devam)
Materyal Ornegin alindig1 yer Tarih Sonug | Sus adi
29 | Cig Siit Ankara-Batikent 05.11.2007 -
30 |Dana Kiyma Ankara-Batikent 05.11.2007 -
31 |Dana Kiyma Ankara-Aydinlikevler 04.11.2007 -
32 |Dana Kiyma Ankara-Maltepe 05.11.2007 -
33 |Dana Kiyma Ankara-Maltepe 05.11.2007 -
34 |Dana Kiyma Ankara-Aydimnlikevler 04.11.2007 -
35 |Dana Kiyma Ankara-Abidinpasa 05.11.2007 -
36 |Dana Kiyma Ankara-Abidinpasa 05.11.2007 -
37 |Dana Kiyma Ankara-Demirtepe 12.11.2007 -
38 |Dana Kiyma Ankara-Tandogan 12.11.2007 -
39 |Dana Kiyma Ankara-Dikimevi 12.11.2007 -
40 |Dana Kiyma Ankara-Batikent 11.11.2007 -
41 |Dana Kiyma Ankara-Tandogan 12.11.2007 -
42 |Dana Kiyma Ankara-Yiiziinciiy1l 19.11.2007 -
43 |Dana Kiyma Ankara-Cebeci 19.11.2007 -
44 | Dana Kiyma Ankara-Kizilay 18.11.2007 -
45 |Dana Kiyma Ankara-Cebeci 19.11.2007 -
46 |Dana Kiyma Ankara-Kizilay 19.11.2007 + 1S-46
47 |Dana Kiyma Ankara-Emek 26.11.2007 -
48 | Tavuk But Ankara-Kolej 25.11.2007 -
49 | Tavuk Kanat Ankara-Yiiziinciiyil 26.11.2007 -
50 |Dana Kiyma Ankara-Emek 26.11.2007 -
51 |Dana Kiyma Ankara-Emek 26.11.2007 -
52 | Tavuk But Ankara-Kizilay 26.11.2007 + IS-52
53 | Tavuk Kanat Ankara-Kizilay 02.12.2007 + IS-53
54 |Koyun Iskembe Ankara-Hosdere 02.12.2007 -
55 |Tavuk But Ankara-Hosdere 02.12.2007 -
56 |Dana Kiyma Ankara-Dikimevi 03.12.2007 -
57 |Koyun Ciger Ankara-Kizilay 02.12.2007 -
58 |Tavuk But Ankara-Yiiziinciiy1l 02.12.2007 + IS-58
59 |Koyun Ciger Ankara-Cigdem Mah. 02.12.2007 -
60 | Tavuk Baget Ankara-Batikent 03.12.2007 -
61 |Dana Kiyma Ankara-Batikent 03.12.2007 -
62 | Koyun Ciger Ankara-Demetevler 03.12.2007 -
63 |Tavuk Taghk Ankara-Demetevler 03.12.2007 + 1S-63
64 | Tavuk But Ankara-Demetevler 03.12.2007 + [S-64
65 | Koyun Bobrek Ankara-Kizilay 05.12.2007 -
66 | Koyun Bobrek Ankara-Kizilay 05.12.2007 -
67 | Tavuk Ciger Ankara-Kizilay 05.12.2007 -
68 | Tavuk But Ankara-Demirtepe 04.12.2007 -
69 | Tavuk Ciger Ankara-Kizilay 04.12.2007 + IS-69
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Cizelge 3.1 Salmonella suslarinin izolasyonunda kullanilan izolasyon materyalleri

(devam)

Materyal Ornegin alindig yer Tarih Sonug | Sus adi
70 | Tavuk Kanat Ankara-Balgat 04.12.2007 -
71 | Tavuk Gogiis Ankara-Kizilay 05.12.2007 -
72 | Tavuk Gogiis Ankara-Kizilay 05.12.2007 + IS-72
73 |Tavuk But Ankara-Kizilay 05.12.2007 + IS-73
74 | Tavuk Baget Ankara-Sihhiye 05.12.2007 -
75 | Tavuk Gogiis Ankara-Sihhiye 05.12.2007 -
76 | Tavuk Ciger Ankara-Sihhiye 05.12.2007 -
77 |Koyun Bobrek Ankara-Gazi Mahallesi | 10.12.2007 -
78 | Tavuk Ciger Ankara-Gazi Mahallesi | 10.12.2007 -
79 | Tavuk Kanat Ankara-Gazi Mahallesi | 10.12.2007 -
80 |Tavuk But Ankara-Gazi Mahallesi | 10.12.2007 + IS-80
81 |Tavuk Ciger Ankara-Gazi Mahallesi | 10.12.2007 + IS-81
82 | Tavuk Gogiis Ankara-Kizilay 09.12.2007 -
83 | Tavuk Gogiis Ankara-Kizilay 09.12.2007 + 1S-83
84 | Tavuk Gogiis Ankara-Kizilay 09.12.2007 + 1S-84
85 |Tavuk Pirzola Tekirdag-Cerkezkdy 09.12.2007 -
86 | Dana Kusbasi Tekirdag-Cerkezkoy 09.12.2007 -
87 |Tavuk Kanat Tekirdag-Cerkezkdy 09.12.2007 -
88 | Tavuk Ciger Ankara-Ulus 12.12.2007 -
89 |Tavuk Kanat Ankara-Ulus 12.12.2007 + IS-89
90 |Tavuk Taslik Ankara-Ulus 12.12.2007 -
91 |Tavuk But Ankara-Ulus 12.12.2007 + IS-91
92 |Dana Kiyma Ankara-Ulus 12.12.2007 -
93 |Koyun Ciger Ankara-Ulus 12.12.2007 -
94 | Tavuk Tashk Ankara-Ulus 12.12.2007 -
95 | Koyun Bobrek Ankara-Ulus 12.12.2007 -
96 |Tavuk But Ankara-Ulus 12.12.2007 + IS-96
97 |Tavuk Ciger Ankara-Ulus 12.12.2007 + 1S-97
98 |Tavuk Sirt Ankara-Ulus 12.12.2007 + IS-98
99 | Tavuk Kanat Ankara-Ulus 12.12.2007 -
100 | Tavuk Kanat Ankara-Ulus 12.12.2007 + IS-100
101 | Tavuk Taglik Ankara-Ulus 12.12.2007 + IS-101
102 | Dana Kiyma Ankara-Ulus 12.12.2007 -
103 | Tavuk Gogiis Ankara-Tandogan 25.12.2007 -
104 | Tavuk Kanat Ankara-Bahgelievler 25.12.2007 IS-104
105 | Tavuk But Ankara-Bahgelievler 25.12.2007 -
106 | Dana Kiyma Ankara-Aydinlikevler  |24.12.2007 -
107 | Dana Ciger Ankara-Aydinlikevler |24.12.2007 + IS-107
108 | Tavuk Ciger Ankara-Aydinlikevler  |24.12.2007 -
109 | Dana Bonfile Ankara-Balgat 24.12.2007 -
110 | Tavuk But Ankara-Abidinpasa 25.12.2007 -
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Cizelge 3.1 Salmonella suslarinin izolasyonunda kullanilan izolasyon materyalleri

(devam)

Materyal Ornegin alindig yer Tarih Sonug | Sus adi
111 | Tavuk Kanat Ankara-Abidinpasa 25.12.2007 -
112 | Tavuk But Ankara-Abidinpasa 25.12.2007 + IS-112
113 | Tavuk But Ankara-Abidinpasa 25.12.2007 -
114 | Tavuk Gogilis Ankara-Besevler 14.01.2008 -
115 | Tavuk Gogiis Ankara-Tandogan 14.01.2008 -
116 | Tavuk Gogiis Ankara-Tandogan 14.01.2008 -
117 | Tavuk Kanat Ankara-Tandogan 14.01.2008 + IS-117
118 | Dana Kiyma Ankara-Tandogan 14.01.2008 -
119 | Tavuk Gogiis Ankara-Tandogan 14.01.2008 -
120 | Tavuk Gogiis Ankara-Tandogan 14.01.2008 -
121 | Dana Kiyma Ankara-Tandogan 14.01.2008 -
122 | Tavuk Kanat Ankara-Tandogan 14.01.2008 -
123 | Tavuk Ciger Ankara-Tandogan 14.01.2008 -
124 | Tavuk Goglis Ankara-Tandogan 14.01.2008 + IS-124
125 | Tavuk Kanat Ankara-Yiiziinciiy1l 14.01.2008 -
126 | Tavuk But Ankara-Yiiziinciiyil 14.01.2008 -
127 | Tavuk Kanat Ankara-Yiiziinciiy1l 14.01.2008 -
128 | Tavuk But Ankara-Yiiziinciiyil 14.01.2008 + IS-128
129 | Tavuk Pirzola Ankara-Gazi Mahallesi |22.01.2008 -
130 | Tavuk Kanat Ankara-Gazi Mahallesi |22.01.2008 -
131 | Tavuk Kanat Ankara-Gazi Mahallesi |22.01.2008 -
132 | Tavuk But Ankara-Gazi Mahallesi |22.01.2008 -
133 | Tavuk Kanat Ankara-Gazi Mahallesi |22.01.2008 -
134 | Tavuk Kanat Ankara-Gazi Mahallesi |22.01.2008 + IS-134
135 | Tavuk Gogiis Ankara-Cukurambar 22.01.2008 + IS-135
136 | Tavuk Gogiis Ankara-Gazi Mahallesi |22.01.2008 -
137 | Tavuk Pirzola Ankara-Cukurambar 22.01.2008 + IS-137
138 | Tavuk But Ankara-Batikent 22.01.2008 -
139 | Tavuk Baget Ankara-Batikent 22.01.2008 -
140 | Tavuk Gogiis Ankara-Ayranci 22.01.2008 + IS-140
141 | Tavuk Kanat Ankara-Yenimahalle 22.01.2008 + 1S-141
142 | Tavuk Kanat Ankara-Yenimahalle 22.01.2008 -
143 | Tavuk Kanat Ankara-Yenimahalle 22.01.2008 -
144 | Tavuk But Ankara-Ayranci 22.01.2008 -
145 | Tavuk Gogiis Ankara-Ayranci 22.01.2008 -
146 | Tavuk Gogiis Ankara-Ayranci 22.01.2008 -
147 | Tavuk Gogiis Ankara-Ayranci 22.01.2008 -
148 | Tavuk Baget Ankara-Balgat 03.02.2008 + 1S-148
149 | Tavuk Ciger Ankara-Balgat 03.02.2008 -
150 | Tavuk But Ankara-Aydinlikevler |28.01.2008 -
151 | Koyun Ciger Ankara-Aydinlikevler  |28.01.2008 -
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Cizelge 3.1 Salmonella suslarinin izolasyonunda kullanilan izolasyon materyalleri

(devam)

Materyal Ornegin alindig yer Tarih Sonug | Sus adi
152 | Dana Kiyma Ankara-Aydinlikevler  |28.01.2008 -
153 | Dana Kiyma Ankara-Aydinlikevler  |28.01.2008 -
154 | Tavuk But Ankara-iskitler 11.02.2008 -
155 | Tavuk Ciger Ankara-iskitler 11.02.2008 -
156 | Dana Kugbas1 Ankara-iskitler 11.02.2008 -
157 | Dana Kiyma Ankara-Iskitler 11.02.2008 -
158 | Tavuk Kanat Ankara-Ulus 11.02.2008 -
159 | Dana Kugbasi Ankara-Asfalt 18.02.2008 -
160 | Koyun Kugbasi Ankara-Asfalt 18.02.2008 -
161 | Tavuk But Ankara-Asfalt 18.02.2008 -
162 | Dana Ciger Ankara-Asfalt 18.02.2008 + IS-162
163 | Tavuk Ciger Ankara-Asfalt 18.02.2008 + IS-163
164 | Dana Kugbasi Ankara-Asfalt 18.02.2008 -
165 | Koyun Kugbasi Ankara-Asfalt 18.02.2008 -
166 | Dana Kugbas1 Ankara-Aktepe 25.02.2008 -
167 | Dana Kugbasi Ankara-Aktepe 25.02.2008 -
168 | Dana Kugbas1 Ankara-Aktepe 25.02.2008 -
169 | Tavuk Baget Ankara-Aktepe 25.02.2008 -
170 | Dana Kusbasi Ankara-Aktepe 25.02.2008 -
171 | Tavuk Baget Ankara-Etlik 03.03.2008 -
172 | Tavuk But Ankara-Etlik 03.03.2008 -
173 | Dana Kiyma Ankara-Etlik 03.03.2008 -
174 | Dana Ciger Ankara-FEtlik 03.03.2008 + IS-174
175 | Dana Kiyma Ankara-Etlik 03.03.2008 -
176 | Dana Kiyma Ankara-Etlik 03.03.2008 -
177 | Dana Ciger Ankara-Etlik 03.03.2008 + 1S-177
178 | Tavuk Kanat Ankara-Etlik 03.03.2008 -
179 | Dana Kiyma Ankara-Etlik 03.03.2008 -
180 | Dana Kiyma Ankara-Etlik 03.03.2008 -
181 | Dana Kiyma Ankara-Etlik 03.03.2008 -
182 | Tavuk Kanat Ankara-Etlik 03.03.2008 -
183 | Dana Ciger Ankara-Etlik 03.03.2008 -
184 | Dana Kusbasi Ankara-Ufuktepe 11.03.2008 -
185 | Dana Kugbasi Ankara-Ufuktepe 11.03.2008 -
186 | Tavuk Kanat Ankara-Ufuktepe 11.03.2008 -
187 | Dana Kugbas1 Ankara-Ufuktepe 11.03.2008 -
188 | Dana Kugbasi Ankara-Ufuktepe 11.03.2008 -
189 | Dana Kiyma Ankara-Dikmen 21.03.2008 -
190 | Dana Ciger Ankara-Dikmen 21.03.2008 -
191 | Dana Kiyma Ankara-Dikmen 21.03.2008 -
192 | Dana Kiyma Ankara-Dikmen 21.03.2008 -
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Cizelge 3.1 Salmonella suslarinin izolasyonunda kullanilan izolasyon materyalleri

(devam)
Materyal Ornegin ahndig yer Tarih Sonug | Sus adi
193 | Dana Kiyma Ankara-Dikmen 21.03.2008 -
194 | Dana Kiyma Ankara-Dikmen 21.03.2008 -
195 | Dana Kugbast Ankara-Dikmen 21.03.2008 -
196 | Dana Kugbasi Ankara-Dikmen 21.03.2008 -
197 | Dana Kugbas1 Ankara-Dikmen 21.03.2008 -
198 | Dana Kiyma Ankara-Aydinlikevler  |31.03.2008 -
199 | Tavuk But Ankara-Aydinlikevler |31.03.2008 -
200 | Dana Kiyma Ankara-Aydinlikevler  |31.03.2008 -
201 | Tavuk Gogilis Isparta-Giilkent 31.03.2008 -
202 | Dana Ciger Isparta-Gtilkent 31.03.2008 -
203 | Dana Ciger Isparta-Giilkent 31.03.2008 -
204 | Dana Ciger Isparta-Giilkent 31.03.2008 -
205 | Tavuk Kanat Isparta-Gtilkent 31.03.2008 -
206 | Tavuk But Isparta-Giilkent 31.03.2008 -
207 | Dana Kusbasi Isparta-Giilkent 31.03.2008 -
208 | Tavuk Gogilis Isparta-Giilkent 31.03.2008 -
209 | Dana Kusbasi Isparta-Giilkent 31.03.2008 -
210 | Dana Kiyma Ankara-Haymana 14.04.2008 -
211 | Dana Ciger Ankara-Haymana 14.04.2008 -
212 | Tavuk Baget Ankara-Haymana 14.04.2008 -
213 | Dana Ciger Ankara-Haymana 14.04.2008 -
214 | Tavuk But Ankara-Haymana 14.04.2008 -
215 | Tavuk Kanat Ankara-Haymana 14.04.2008 -
216 | Dana Ciger Ankara-Haymana 14.04.2008 -
217 | Tavuk Kanat Ankara-Haymana 14.04.2008 -

+ : Salmonella sp.

- : Diger
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3.1.2 Antibiyotikler

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan antibiyotik diskleri ve konsantrasyonlari

Antibiyotik (Sembol) Antibiyotik Grubu konsallztils'lz:syonu
(ng)
Ampisilin (AMP) Beta-laktam 10
Amoksisilin/klavulanik asit (AMC) | Beta-laktam 30
Florfenikol (FFC) Fenikol 30
Gentamisin (GEN) Aminoglikozid 10
Kanamisin (KAN) Aminoglikozid 30
Kloramfenikol (CHL) Fenikol 30
Nalidiksik asit (NAL) Kinolon 30
Neomisin (NEO) Aminoglikozid 10
Seftiofur (EFT) Beta-laktam 30
Siprofloksasin (CIP) Kinolon 5
Spektinomisin (SPT) Aminoglikozid 10
Streptomisin (STR) Aminoglikozid 10
Sulfonamid (SUL) Sulfonamid 300
Tetrasiklin (TET) Tetrasiklin 30
Trimetoprim (TMP) Antifolat 5
Trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) | Antifolat/Sulfonamid 25
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Cizelge 3.3 Minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) kuyucuk test plan1 ve analizlerinde kullanilan antibiyotik konsantrasyonlari

CHL GEN KAN NAL NEO SPE SUL TMP
512 pg/mL 512 pg/mL 512 pg/mL 512 pg/mL 512 pg/mL 512 pg/mL 512 pg/mL 512 pg/mL
CHL GEN KAN NAL NEO SPE SUL TMP
256 pg/mL 256 pg/mL 256 pg/mL 256 pg/mL 256 pg/mL 256 pg/mL 256 pg/mL 256 pg/mL
CHL GEN KAN NAL NEO SPE SUL TMP
128 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL
CHL GEN KAN NAL NEO SPE SUL TMP
64 ng/mL 64 pg/mL 64 pg/mL 64 ng/mL 64 pg/mL 64 pg/mL 64 ng/mL 64 pg/mL
CHL GEN KAN NAL NEO SPE SUL TMP
32 ug/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 32 ug/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 32 ug/mL 32 pg/mL
CHL GEN KAN NAL NEO SPE SUL TMP
16 pg/mL 16 pg/mL 16 pg/mL 16 pg/mL 16 pg/mL 16 pg/mL 16 pg/mL 16 pg/mL
CHL GEN KAN NAL NEO SPE SUL TMP
8 ng/mL 8 pg/mL 8 pg/mL 8 ng/mL 8 pg/mL 8 pg/mL 8 ng/mL 8 pg/mL
PK PK PK PK PK PK PK PK

CHL: Kloramfenikol; GEN: Gentamisin; KAN: Kanamisin; NAL: Nalidiksik Asit; NEO: Neomisin; SPE: Spektinomisin; SUL:

Sulfonamid; TMP: Trimetoprim; PK: Pozitif kontrol.




3.1.3 Besiyerleri

Bizmut Siilfit Agar (BSA) (Merck, Germany)

Icerik

o/L

Et ekstrakti

Pepton

D(+) glukoz

Di-sodyum hidrojen fosfat

Demir (III) siilfat

Bizmut siilfit indikator

Brilliant yesili

Agar

pH 7,6 + 0,2 (sterilizasyondan dnce)

5

10

5
4

0,3
8
0,025
15

Tamponlanmis Peptonlu Su (BPW) (Oxoid, England)

Icerik g/L
Pepton 10
Sodyum klorid 5
Disodyum hidrojen fosfat 3,5
Potasyum dihidrojen fosfat 1,5

pH 7,2 £ 0,2 (sterilizasyondan 6nce)
Sterilizasyon : 121 °C’ de 15 dk.
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Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (Merck, Germany)

Icerik g/L
Tripton 10
Maya ekstrakti 5
Sodyum klorid 10
Agar 15

pH 7.0 £ 0.2 (sterilizasyondan 6nce)
Sterilizasyon : 121 °C’ de 15 dk.

Miiller-Hinton Broth ve Agar (Oxoid, England)

Icerik g/L
Et ekstrakti 300
Kazein hidrolizat 17.5
Nisasta 1.5
Agar 17

pH 7.3 + 0.2 (sterilizasyondan 6nce)
Sterilizasyon : 121 °C’ de 15 dk.
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Miiller-Kauffmann Tetratiyonat/novobiosin Broth (MKTTn) (Oxoid,

England)

Icerik o/L
Et ekstrakt1 4.3
Pepton 8,6
Sodyum klorid 2,6
Kalsiyum karbonat 38,7
Sodyum tiyosiilfat 30,5
Ox-bile 4,78
Brilliant yesili 0,0096
Novobiosin soliisyonu (0,8%) 5 ml
Iyot-Iyodiir soliisyonu 20 ml

pH 8,0 = 0,2 (sterilizasyondan 6nce)

Rappaport Vassiliadis Broth (RVB) (Merck, Germany)

Icerik g/L
Pepton 4,5
Magnezyum klorid hekzahidrat 29
Sodyum klorid 8
Di-potasyum hidrojen fosfat 0,4
Potasyum di-hidrojen fosfat 0,6
Malasit yesili 0,036

pH 5,2 + 0,2 (sterilizasyondan 6nce)

Sterilizasyon : 115 °C’ de 15 dk.



Ksiloz Lizin Deoksikolat (XLD) Agar (Oxoid, England)

Icerik g/l
Maya ekstrakti 3
L-Lizin HCI 5
Ksiloz 3,75
Laktoz 7,5
Siikroz 7,5
Sodyum deoksikolat 1
Sodyum klorid 5
Sodyum tiyosiilfat 6,8
Ferik amonyum sitrat 0,8
Fenol kirmizisi 0,08
Agar 12,5

pH 7.4 + 0,2 (sterilizasyondan 6nce)
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3.1.4 Cozeltiler

0,5M EDTA

Icerik

Na,EDTA.2H,0 3722 ¢
Steril distile su 200 mL
pH 8.0

Sterilizasyon : 121 °C’ de 15 dk.

5 N NaOH Cozeltisi

igerik

NaOH 10g
Steril distile su 50 mL

1 M Tris-HCI Cozeltisi

Igerik

Trizma-base 2422 ¢
Steril distile su 200 mL
pH 8.0

Sterilizasyon : 121 °C’ de 15 dk.
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% 15 SDS Cozeltisi

Igerik
SDS 75¢g
Steril distile su 50 mL

DNA Jel Yiikleme Tampon Cozeltisi

Icerik

Bromfenol mavisi 0.25 mL
Sakkaroz 40 ¢
Steril distile su 100 mL

Fenol/Kloroform Cozeltisi

Icerik
Fenol 1 mL
Kloroform 1 mL

Iyot-Tyodiir Cozeltisi

Icerik

Potasyum Iyodiir 25
fyot 20
Steril distile su 100 mL
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Kado Tampon Cozeltisi

Igerik

Tris 0.6 g
EDTA 0.03¢g
Steril distile su 100 mL
pH 8.0

Sterilizasyon : 121 °C’ de 15 dk.

Liziz Cozeltisi

Icerik mL
Steril distile su 11.5
15% SDS 4
250mM Tris 4
5N NaOH 0.3

Tris-EDTA (TE) Tampon Cozeltisi

Icerik mL
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8)

1 M Tris-HCl, pH 8 10
0.5 M EDTA, pH 8 2
Steril distile su 988

Sterilizasyon : 121 °C’ de 15 dk.
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3.1.5 Primerler

Calismada kullanilan primerlerin dizilimleri ve PZR kosullart Cizelge 3.4’de

verilmistir.

Cizelge 3.4 Integron ve RAPD analizlerinde kullanilan primerler ve sekanslari

Primer Primer sekans: (ileri/Geri) Ta/te PZR iiriinii (bg)
GGCATCCAAGCAGCAAGC/
Sinif I integron 55°C/30 sn degisken
AAGCAGACTTGACCTGAT
P1254 (RAPD) 5’-CCG CAG CCA A-3> 35°C/60 sn degisken
P1283 (RAPD) 5’-GCG ATC CCC A-3’ 35 °C/60 sn degisken
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3.2 Yontem

3.2.1 Bakteri izolasyonu

Calismada kullanilan gida materyallerinden Salmonella sp.’in izolasyonu Sekil 3.1°de

verilen yontem kullanilmak suretiyle 4 basamakta gerceklestirildi ( ISO 6579 : 2002).

25 g ornek + 225 mL BPW

Inkiibasyon:
18 £+ 3 saat; 37°C + 1°C

/ .

0,1 mL kultiir + 10 mL RVS 1 mL kiltir + 10 mL MKTTn
nkiibasyon: Inkiibasyon:
24 £ 1 saat; 41.5°C £ 1°C 24 + 1 saat; 37°C £ 1°C

XLD ve BSA besiyerlerinde gelisme
Inkiibasyon:
24 =+ lsaat; 37°C £1°C

(Biyokimyasal testler>

Sekil 3.1 Salmonella izolasyonunun sematik sunumu
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1. Secici olmayan besiverinde 6nzenginlestirme:

25 gr tartilan gida 6rnegi 225 mL tamponlanmis peptonlu suya (BPW) inokiile edilip
(1/10, w/v), statik inkiibatdrde (Binder, USA) 37°C + 1 C’ de 18 + 1 saat inkiibasyona
tabi tutulmustur. Sa/monella igin secici olmayan bu uygulama; gidalarin prosesleri
sirasinda uygulanan islemler, gida katkilari, gida koruma yontemleri ya da ¢evresel
faktorler nedeniyle zarar gormiis bakterilerin aktiflestirilmesi i¢in gereken bir

asamadir.

2. Secici besiverinde zenginlestirme:

Onzenginlestirme ortamindan elde edilen kiiltiirlerden Rappaport-Vassiliadis (RVS)
ve Miiller-Kauffmann-Tetratiyonat/novobiosin (MKTTn) broth ortamlarina paralel
ekimler yapilmistir. 0,1 mL kiiltiir 10 mL RVS brotha inokiile edilip, 41,5°C + 1°C’de
24 + 3 saat inkiibe edilirken, buna parelel olarak; 1 mL kiiltiir 10 mL MKTTn brotha
inokiile edilip 37°C + 1°C’°de 24 + 3 saat inkiibe edilmistir.

3. Secici kat1 besiyerinde gelisme ve koloni secimi:

Zenginlestirme ortaminda gelisen kiiltlirler Ksiloz Lizin Deoksikolat (XLD) agar ve
Bizmut Siilfit Agar (BSA) olmak iizere 2 secici besiyerine inokiile edilmis ve 37°C +
1°C’ de 24 + 3 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyondan sonra XLD agar
lizerinde siyah merkezli etrafi saydam kirmizimsi zonlu, BSA agar iizerinde ise

metalik parlakliga sahip siyah renkli tipik Salmonella kolonileri se¢ilmistir.

4. Kolonilerin dogrulanmasi:

Salmonella oldugu tahmin edilerek secilen saf koloniler Luria Bertani (LB) broth
ortaminda ¢alkalamali inkiibatdrde (Thermo, USA) 37°C’de 200 rpm hizda 18 saat
siire ile gelistirilmistir. Kolonilerin Salmonella sp.” ne ait olup olmadig1 gram
boyama, oksidaz testi ve diger biyokimyasal testler ile kontrol edilmistir. Gram

boyama sonucu gram (-), oksidaz testi sonucu oksidaz negatif olan suslara diger
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biyokimyasal testler API 20E test kiti (bioM¢érieux, Inc., France) ile uygulanarak
dogrulama testleri tamamlanmistir. Kiiltlirlerin salin siispansiyonlar1 {iretici firmanin
yonlendirmelerine gore plastik stripteki 20 mini test tiipiine inokiile edilmistir. Birkag
tiip (CIT, VP ve GEL) tamamen doldurulurken, baz: tiiplerin (ADH, LDC, ODC, H,S,
URE) st aneorobik reaksiyonlarin gergeklesmesi i¢in mineral yag ile

doldurulmustur (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 API 20E test kitindeki tipik Salmonella reaksiyonlari

37°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra kitte goriilen reaksiyonlar renk degisimlerine
gore okunmustur. Bu bilgiler iiretici firmanin veri tabani ile analize tabi tutulmus ve
>% 89 olasilikli pozitif sonuglar Sal/monella olarak kabul edilmistir. Dogrulanan
Salmonella Xkiiltirleri % 60 gliserol iceren LB broth ortaminda -80°C stoguna
almmistir. API 20E test kiti biyokimyasal testlerin listesi ve Salmonella sp.’nin

olusturdugu tipik reaksiyonlar Cizelge 3.5 de verilmistir.
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Cizelge 3.5 API 20E test kiti icerigindeki biyokimyasal testler ve tipik Salmonella

reaksiyonlari
Test |Substrat |Reaksiyon (-) Sonu¢ | (+) Sonug Salmonella
spp-
ONPG |ONPG Beta- Renksiz Sar1 -
galaktozidaz
ADH | Arjinin Arjinin Sart Kirmizi/ -
dihidrolaz Turuncu
LDC |Lizin Lizin Sar1 Kirmizi/ +
dekarboksilaz Turuncu
ODC | Ornitin Ornitin Sar1 Kirmizi/ +
dekarboksilaz Turuncu
CIT Sitrat Sitrat kullanim1 | Soluk Mavi- -
yesil/Sar1 | yesil/Mavi
H,S Sodyum H,S olusumu Renksiz/Gri | Siyah birikinti +
tiyosiilfat
URE |Ure Ure hidrolizi Sari Kirmizi/ -
Turuncu
TDA | Triptofan | Deaminaz Sar1 Kahverengi - -
Kirmizi
IND Triptofan | Indol olusumu | Sar Kirmizi ( 2 -
dakikada)
VP Sodyum Asetoin Renksiz Kirmizi/ -
piriivat olusumu pembe (10
dakikada)
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Cizelge 3.5 API 20E test kiti igerigindeki biyokimyasal testler ve tipik Salmonella
reaksiyonlar1 (devam)

Test |Substrat |Reaksiyon (-) Sonu¢ | (+) Sonug¢ Salmonella
Spp.
GEL | Carkoal Jelatinaz Difiizyon | Siyah difiizyon -
jelatin yok
GLU | Glukoz Fermantasyon/ | Mavi/ Sar1 +
Oksidasyon Mavi-yesil
MAN |[Mannitol |Fermantasyon/ |Mavi/ Sar1 +
Oksidasyon Mavi-yesil
INO Inositol Fermantasyon/ |Mavi/ Sar1 -
Oksidasyon Mavi-yesil
SOR  |Sorbitol Fermantasyon/ |Mavi/ Sar1 +
Oksidasyon Mavi-yesil
RHA |Ramnoz Fermantasyon/ | Mavi/ Sar1 +
Oksidasyon Mavi-yesil
SAC |Siikroz Fermantasyon/ | Mavi/ Sar1 -
Oksidasyon Mavi-yesil
MEL |Melibioz |Fermantasyon/ |Mavi/ Sar1 +
Oksidasyon Mavi-yesil
AMY |Amigdalin |Fermantasyon/ |Mavi/ Sar1 -
Oksidasyon Mavi-yesil
ARA |Arabinoz |Fermantasyon/ |Mavi/ Sar1 +
Oksidasyon Mavi-yesil

37




3.2.2 Plazmid analizleri

3.2.2.1 Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu i¢in Kado ve Liu (1981) tarafindan Onerilen yontem modifiye
edilerek kullanildi (Kado ve Liu 1981, Helmuth vd. 1985, Guerra vd. 2002).
Salmonella suslar stok kiiltiirden steril plastik 6zelerle 2 mL LB broth besiyerine
inokiile edildi ve ¢alkalamali (175-200 rpm) inkiibatorde 37°C’de 18 saat inkiibasyona
birakildi. Bu kiiltiirden mikrosantrifiij tlipiine 1,5 mL aktarilarak oda sicakliginda
14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi (Eppendorf Centrifuge 5415D, Eppendorf GmbH.,
Germany). Santrifiijden sonra tist faz atildi ve ¢okelti oda sicakliginda kurutuldu.
Bakteriyel ¢okelti kuruduktan sonra 20 pL Kado tampon c¢ozeltisinde kuvvetli
karistirma uygulanarak ¢oziildii. Bu siispansiyona 100 pL hiicre pargalama ¢ozeltisi
(liziz ¢ozeltisi) eklenerek homojen bir karisim elde edinceye kadar yavasca
karistirildi. Ornekler 58°C su banyosunda (GFL 1002, GFL GmbH., Germany) 27 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra taze hazirlanan 100 pL fenol:kloroform (1:1)
karisimi1 eklendi ve elde gevirilerek beyaz renge gelinceye kadar karistirildi. Bu
asamadan sonra oda sicakliginda 14.000 rpm’de 30 dakika santrifiij islemi uygulandi.
Santrifiij sonras1 90 pL {ist faz alinarak 10 pL DNA yiikleme tamponuyla karistirild
ve 10 dakika buz banyosunda bekletildi.

3.2.2.2 Agoroz jel elektroforezi ve plazmid goriintiilenmesi

Plazmid izolatlar1 1X Tris Asetat EDTA (TAE) tampon c¢ozeltisinde % 0.8 agaroz
konsantrasyonu ile hazirlanan jelde 100 volt elektrik akimi uygulanarak 1.5 saat
kosturuldu (Elektroforez gii¢ kaynagi: Pharmacia EPS 500/400, isveg). Plazmid biiyiikliiklerinin
hesaplanmasi i¢in molekiiler marker olarak BAC-Tracker Supercoiled DNA Ladder

(Epicentre Biotechnologies, USA) kullanildi.

Elektroforez islemi sonrasinda agaroz jeller, 0.2 pg/mL etidyum bromit (Sigma Chem.

Co., USA) c¢ozeltisinde 20 dakika siire ile boyandi ve jelde kalan boyanin
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uzaklastirilmasi i¢in 15 dakika saf su ile yikandiktan sonra 366 nm dalga boyunda UV
151k altinda goriintiilenerek fotograflar: ¢ekildi (Kodak Gel Logic 200 Imaging System).

3.2.2.3 Plazmid biiyiikliiklerinin saptanmasi

Salmonella suslarindan izole edilen plazmidlerin biiytikliiklerinin belirlenmesinde;
molekiiler biiyiikliikleri bilinen ccc DNA marker’larinin elektroforetik hareketlilikleri
ile, biiyiikliiklerinin logaritmalar1 arasinda tanimlanan dogrusal iliskiden yararlanildi
(Macrina vd. 1978, Southern 1979, Schaffer ve Sederoff 1981). Marker ccc DNA
molekiillerinin agaroz jel fotograflar1 iizerinde oOlgiilen goc araliklari ile, bilinen
biiyiikliiklerinin logaritmik degerlerine bagli olarak egrileri c¢ikarildi. Istatistik
analizlerle her farkli jel i¢in korelasyon katsayisi ve egrinin egimi belirlenerek,
bakterilerden izole edilen plazmidlerin biiytikliikleri saptandi (Campbell 1974, Elder
ve Southern 1983, Elder vd. 1983).

Egrinin Egimi (I) =

E-(GO)

B-(G4A) E— (G0
Korelasyon Ratsayist (1) =~ = o018 _(G.4)

Molekiiler Biiyiikliik (W) = Antilogjo [ I. (a-G) + H ]
X = Marker DNA molekiillerinin agaroz jel iizerindeki go¢ araligi (mm)

Y = Marker DNA molekiillerinin biiytikliigii (kilobaz)

A=X1+X2+X3+ ........................... +Xn
B=X?+ X2+ X532 F oo + X2
C=logioY: +1logioY2+10g10Y3+ ceeerieernnen. +logioYn
D = (log10Y1 )™+ (1og10Y2 )™+ (10€10Y3 )+ wevoveevereeeann +( logioYn)*
E=X, (10g10Y1 X5 ( 10g10Y2 ) + X;5( 10g10Y3 ) TR +X, ( lOglan)
G = Ortalama X = é
N
H=Ortalama Y = E
N

o = Molekiiler biiytikliigl bilinmeyen plazmidin jel {izerindeki go¢ii (mm)
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3.2.3 Antimikrobiyel duyarhhgin belirlenmesi

3.2.3.1 Disk difiizyon metodu

Kiiltiirler steril 6ze araciligi ile 4 mL LB broth ortamina inokiile edildi ve ¢alkalamali
(200 rpm) inkiibatérde 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonrasinda,
steril saf su ile 1:100 (hacim:hacim) oraninda diliie edilen 6rneklerden 100 uL Miiller
Hinton (Oxoid, UK) agar plaklar lizerine yayma ekim yapildi. Antimikrobiyel ajanlar
(Oxoid, UK) emdirilmis 6 mm’lik steril kagit diskler, agar yiizeyine yerlestirildi ve
37°C’de 18 saat inkiibe edildi. Disk diflizyon yontemi i¢in, 16 farkli antimikrobiyel
madde kullanildi. Kullanilan antimikrobiyel diskler ve igerikleri Cizelge 3.2°de
verilmistir. Inkiibasyon sonrasi, disklerin etrafindaki zon gaplar1 6lciildii ve Klinik
Laboratuar Standartlar1 Enstitiisi  (CLSI)’niin belirledigi kirilma noktalar1 ile
karsilagtirilarak suglar duyarli (S), orta direngli (I) ve direngli (R) olarak belirlendi
(Anonymous, 2008).

3.2.3.2 Minimal inhibisyon konsantrasyonu (MiK) metodu

Duyarliliklar1 saptanacak olan mikroorganizmalarin, LB broth sivi besiyerinde
tiretilmis kiiltlirlerinden steril serum fizyolojik soliisyonu igerisinde McFarland 0.5
(10® hiicre/mL) yogunlugunda Srnekler hazirlandi ve 1:100 oraninda diliie edilmek
suretiyle 10° hiicre/mL iceren mikroorganizma siispansiyonlari elde edildi.
Bakterilerin iiretilmesi amaciyla Miiller Hinton Broth (MHB) (Oxoid, UK) besiyerleri
kullanildi. Minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin (MIK) tespit edilebilmesi icin
96 kuyucuklu mikroplaklarda mikrodiliisyon yontemi, CLSI (Clinical Laboratory
Standards Institute, 2008) M27-A protokoliine gore calisildi. 100 uLL. MHB besiyerini
iceren kuyularin ilk sirasina her antibiyotik i¢in son konsantrasyon 512 pg/mL olacak
sekilde 1024 pg/mL stok ¢dzeltiden eklendi (Cizelge 3.3). Ik kuyucuktan baslanarak
bir sonraki kuyuya 100 pL aktarildi ve son kuyucuktan 100 pL alinarak diliisyon
islemi tamamlandi. Diliisyon sonrasinda tiim kuyucuklara 10 uL bakteri siispansiyonu
(10° hiicre/mL) eklenerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Mikroorganizma
{iremesinin gdzlemlenmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak

belirlendi.
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3.2.4 Genomik DNA izolasyonu

Salmonella suslarindan genomik DNA izolasyonu ticari olarak temin edilen Genomik
DNA saflagtirma kiti (Fermentas, Finland) kullanilarak gerceklestirildi. LB broth
ortaminda 18 saat siire ile gelistirilen kiiltiirden 1.5 mL steril mikrosantrifiij tiiplerine
alinarak 7500 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edildi (Eppendorf Centrifuge 5415D,
Eppendorf GmbH., Germany). Tiiplerdeki iist stv1 atild1 ve hiicre ¢okeltisi 200 pLL Tris
EDTA Tampon eklenerek ¢oziildii. Elde edilen bu 200 pL 6rnek 400 pL lizis ¢ozeltisi
ile karistirildi ve 65°C’de kaynar su banyosunda (GFL 1002, GFL GmbH., Germany)
5 dakika siiresince inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 600 uL kloroform ilave edilen
tiipler 3-5 kez elde cevrilerek karistirildiktan sonra, 10000 rpm’de 2 dakika santrifiyj
islemine tabi tutuldu. Ust faz yeni mikrosantrifiij tiiplerine aktarild1 ve iizerine 800 pL
¢oktiirme ¢ozeltisi ilave edildi. Ornekler 1-2 dakika elde karistirildiktan sonra 10000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Bu islemden sonra iist s1v1 dokiildii ve DNA ¢okeltisi
100 pL 1.2 M NacCl soliisyonunda ¢oziildii. Cokeltinin tamamen ¢6ziindiigiine emin
olduktan sonra 300 uL soguk etanol ilave edilerek, 10 dakika -20°C’de DNA’nin
¢Okmesi icin bekletildi. Inkiibasyon siiresi bitiminde 10000 rpm’de 4 dakika santrifiij
islemi uyguland1 ve olusan {ist faz dokiilmek suretiyle etanol uzaklastirildi. Izolatlarmn
tamamen kurumasi beklendi. Kuruyan DNA ornekleri 100 pL steril dH,O’da
¢oziildiikten sonra PZR amplifikasyonlarinda kullanilana dek —20°C’de muhafaza
edildi.
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3.2.5 integron analizleri

3.2.5.1 Primer dizaym ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR amplifikasyonu i¢in Carattoli vd. (2005) tarafindan 6nerilen yontem optimize
edilerek uygulandi. Bu amacgla GeneAmp9700 Thermocycler (Applied BioSystems,
USA) kullanildu.

P GriRRRY GTTRRRY

int

I Gen kaseti |

I 5’-korunmus bélge | | 3’-korunmus bélge |

Sekil 3.3 Smif I integronlarin molekiiler organizasyonu (Le’vesque vd. 1995)

Integron analizlerinin ilk asamasi olan integron varligmm arastirilmasi amaciyla;
Smf I integronlarin var olup olmadiginin incelenmesi i¢in 5° ve 3” korunmus
bolgelere gore dizayn edilen primer ciftinden (5-3" CS, Sekil 3.3) yararlanild.

Kullanilan primer dizileri Cizelge 3.4’de belirtilmistir.
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Amplifikasyon i¢in kullanilan reaksiyon karigimi ve amplifikasyon kosullar1 agagida

belirtildigi sekilde hazirlanmis ve uygulanmistir.

PZR reaksiyon karigimi (tek reaksiyon igin) :

- Steril distile su dHyO..oevvvviii i, 35,5 ul
- 10X PZR tampon -MgCl, (Fermentas) ................ SuL
- dANTP (2mM Fermentas) ...........ccovvviiinniennnnn 1 uL
- leri primer (Bioneer) ...............ccccooeiuneiinnanin, 1 uL
- Geri primer (BIOn€er) .........ccovviiiiiiiiiiiiiiainn, 1 uL
- MgCl, (25 mM Fermentas) ........c..ccccoevineinnnnnn 4 uL
- Taq DNA polimeraz (5u/ml Fermentas) ............ 0,5 L
- DNA 2uL

94°C ......... 5 dakika
94°C....... 30 saniye
55°C ....... 30 saniye 30 dongii
72°C ...... 2,5 dakika
72°C .........5 dakika
4°C........ 00

T. (baglanma sicakligi, °C) her bir primer i¢in ayri ayr1 T, = 2 X (A+T) + 4 X (G+C)
formiilii kullanilarak hesaplanirken, t. (uzama siiresi, s) beklenen PZR iirliniiniin baz
cifti (bg) cinsinden uzunluguna gore tayin edildi. Buna gore beklenen PZR fiirtinii 500
be¢ ve daha kiigiik ise 30 saniye, 500-700 bg arasinda ise 40 saniye ve daha biiyiik PZR

iirlinleri, 6rnegin; 1000 bg icin ise 1 dakika ya da daha fazla olarak belirlendi.
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3.2.5.2 integron bantlarimin tammlanmasi ve DNA dizi analizleri

Integron analizi i¢cin PZR amplifikasyonu sonrasinda, elde edilen iiriinden 10 pL
almarak 2 pL 6x yiikleme boyasi karigtirildiktan sonra % 1 oraninda agaroz iceren
jelde 100 volt elektrik akimi altinda 1.5 saat kosturuldu. Bant biiyiikliiklerinin

belirlenebilmesi amaci ile 1kb DNA Marker’dan (Fermentas, Finland) yararlanildi.

Elektroforez islemi sonrasinda agaroz jeller, 0.2 pg/mL etidyum bromit (Sigma Chem.
Co., USA) ¢ozeltisinde 20 dakika siire ile boyama igleminin ardindan 366 nm dalga
boyunda UV 1sik altinda goriintiilenerek fotograflar ¢ekildi (Kodak Gel Logic 200
Imaging System).

Saflagtirilan DNA &rneklerinin dizi analizi REFGEN (ODTU Teknokent, Ankara)
firmas1 tarafindan yapildi ve sonuglar PSI-BLAST programi kullanilarak
degerlendirildi.

3.2.6 Klasik mutasyon ve konjugasyon denemeleri

Salmonella suslarinin igerdigi plazmidlerin giderilmesi amaci1 ile gelisme
ortamlarinda (LB Broth) konsantrasyonu 1-100 pg/mL arasinda degisen oranlarda

akriflavin (Sigma Chem. Co., USA) ilave edildi.

Konjugasyon denemeleri kullanilacak verici ve alict sus kiiltiirleri LB broth ortaminda
uygun siire ve sicaklikta gelistirildikten sonra gerceklestirildi. Konjugal eslestirme
icin, ge¢ eksponensiyel fazdaki kiiltiirler (37°C’de 6-8 saat siiresince ve 200 rpm
karigtirma uygulanarak {tretildi) kullanildi. Mikrosantrifiij tiiplerine 1’er mL alinan
kiiltiirler, 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij islemi uygulanarak ¢oktiiriildii. Coktiiriilen
hiicreler, 1 mL 10 mM MgSOy igerisinde ¢oziildii. Alict ve verici sustan 0.5’er mL
alinarak karigtirildiktan sonra 0.4 pm por c¢apindaki membran filtreye emdirildi
(Millipore Co. Bilkrica, MA, USA). Bu islemi takiben, filtreler LB agar ortanu
iizerine yerlestirilerek 37 °C 4 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Eslestirme isleminden

sonra bakteri karisimi 1 mL 10 mM MgSO, igerisinde ¢oziildii, PBS (fosfat ile
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tamponlanmis tuz c¢ozeltisi; % 0.8 NaCl, % 0.02 KCI, % 0.144 Na,HPO,, % 0.024
KH,PO4, pH 7.4) igerisinde seri diliisyonlar1 hazirlandi ve konjugantlarin
belirlenebilmesi icin secici antibiyotikleri iceren LB agar ortamlarina inokiile edildi.
Yalniz verici ve alict suslarin tek baslarina inokiile edildigi LB ortamlari ise sahit

olarak kullanildi (Ausubel vd. 1994, Casadesus ve Camacho 2002).

3.2.7 Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu
(RAPD-PZR) analizleri

RAPD-PZR analizleri i¢in Lin vd. (1996) tarafindan Onerilen yontem optimize
edilerek kullanildi. Calismada rastgele dizayn edilmis 10 bazlik P1254 ve P1283
primerlerinden yararlanildi (Cizelge 3.4). RAPD-PZR islemi GeneAmp9700
Thermocycler cihazi (Applied BioSystems, USA) kullanilarak gerceklestirildi.

PZR reaksiyon karisimi (tek reaksiyon igin) :

- Steril dH2O oo 23,6 uL
- 10X PZR tampon -MgCl, +KCI (Fermentas) ........ 5uL
- primer (Prizma) ..........cooooiiiiii 10 uL
- dNTP (10mM Fermentas) ............ccccevvvenvennnnn.. 2 uL
- MgCl, (25 mM Fermentas) ...........cccoevvennnnn.. 7 uL
- Taq DNA polimeraz (5u/ml Fermentas) ........... 0,4 uL
- DNA L 2uL
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PZR amplifikasyon kosullari:

94°C...... 4 dakika 1
35°C...... 4 dakika | 4 dongii
72°C ...... 4 dakika

94 °C ......30 saniye Y
35°C......60 saniye | 30 dongii
72°C ...... 2 dakika
72 °C .......5 dakika

4°C ...

Bu islem sonrasinda; 10 uL PZR {iriinii, 2 pL 6x yiikleme boyas1 karistirildi ve % 2
oraninda agaroz iceren jel sistemlerinde 100 volt elektrik akimi uygulanarak 1.5 saat

kosturuldu.

Elektroforez islemi sonrasinda agaroz jeller, 0.2 pg/mL etidyum bromit (Sigma Chem.
Co., USA) cozeltisinde 20 dakika siire ile boyandiktan sonra 366 nm dalga boyunda
UV 151k altinda goriintiilenerek fotograflar1 ¢ekildi (Kodak Gel Logic 200 Imaging
System).

RAPD veri analizinde izolatlar arasinda genetik benzerligi tahmin edebilmek i¢in
primerlerin amplifikasyon iiriinlerinden elde edilen veriler kullanilmistir. Agoroz jelde
goriintiilenen bantlarin varhigma ‘1°, yokluguna ‘0’ wverilerek bir veri matrisi
olusturulmus ve Populasyon Genetik Analiz Programinda (POPGENE v1.32)
dendograma doniistiiriilmistiir (Yeh vd.1997).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Suslarin izolasyonu ve Biyokimyasal Karakterizasyonu

Tiirkiye’de farkli bolgelerde satisa sunulan 217 adet hayvansal kaynakli gida
kullanilarak yiiriitiilen caligmalar sonucunda 41 farkli 6rnekte Salmonella izolasyonu
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.1). Bu 41 izolatin % 25’ inin kaynag1 dana eti, % 75°
inin kaynag ise tavuk etidir. Biyokimyasal test sonuclari izolatlarin % 89,4-% 99,9

olasilikla Salmonella cinsine ait suslar oldugunu gostermistir (Cizelge 4.1).

Piyasada agikta satisa sunulan et orneklerinde Sal/momnella bulunma sikligi, tavuk
etlerinde diger Orneklere oranlara cok yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar hem
Tiirkiye’de ve hem de diinyada yiiriitiilen izolasyon c¢alismalar1 ile paralellik
gostermektedir (Erol 1999, Schroeter vd. 2004, Erdem vd. 2005, Helms vd. 2005,
Yazicioglu  vd.  2005). Kiimes hayvanciligi  iirlinlerinin  Salmonella
kontaminasyonlarinin baslica kaynaklarindan biri olmasi nedeniyle, 6zellikle tavuk
etlerinin ag¢ik satisa sunumu, bu ¢alismada da tespit edildigi tlizere ciddi bir tiiketici
saglig1 riski tagimaktadir. Diger yandan agikta satilan biiyiik bas hayvan etlerinde de
tanimlanan oranin (% 25), daha Once yiiriitilen aragtirmalar dikkate alindiginda
(Serdaroglu vd. 1996, Kiipliilii 1999, Ang-Kiigiiker vd. 2000, Erdem vd. 2005) yiiksek
oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Tiim bu bulgular, acikta satilan etlerin sinirlandirilmasi ve

hijyen kontrollerinin daha sik yapilmasi zorunluluguna isaret etmektedir.
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Cizelge 4.1 ISO 6579 : 2002 yontemi ile izole edilen suslarin biyokimyasal analiz sonuglari

SUS ONPG ADH LDC ODC CIT H,S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA BILGISAYAR ANALIZi

1S2 _ + + + + + _ _ _ _ _ + + _ + + _ + _ + Salmonella spp.% 89.4
1S4 - + + + + + + - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS6 - + + + + + + - - - - + + - + + - + - +  Salmonella spp.% 89.4
1S20 - + + + + + + - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
1S23 - + + + + + + - - - - + + - + + - + - +  Salmonella spp.% 89.4
IS46 - + + + + + - - - + - + + - + + - + - +  Salmonella spp.% 89.4
IS52 - + + + + + - - - + - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS53 - + + + + + - - - + - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
1S58 - + + + + + - - - + - + + + + + - + - + Salmonella spp.% 99.9
1S63 - + + + + + - - - + - + + - + + - + - + Salmonella spp.% 89.4
1S64 - + + + + + - - - + - + + - + + - + - + Salmonella spp.% 89.4
1S69 - + + + + + - - - + - + + + + + - + - + Salmonella spp.% 99.9
1S72 - + + + + + - - - + - + + - + + - + - + Salmonella spp.% 89.4
IS73 - + + + + + - - - + - + + - + + - + - +  Salmonella spp.% 89.4
IS80 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS81 - + + + + + - - - + - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS83 - + + + + + - - - + - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
1S84 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS89 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS91 - + + + + + - - - - + + - + + - + - +  Salmonella spp.% 89.4

ONPG: B-galaktozidaz; ADH: Arjinin dihidrolaz; LDC: Lizin dekarboksilaz; ODC: Ornithin dekarboksilaz; CIT: Sitrat kullanimi; H,S:
H,S iiretimi; URE: Ure hidrolizi; TDA: Deaminaz; IND: Indol iiretimi; VP: Asetoin iiretimi; GEL: Jelatinaz; GLU: Glukoz-; MAN:
Mannitol-; INO: Inozitol-; SOR: Sorbitol-; RHA: Ramnoz-; SAC: sukroz-; MEL: Melibioz-; AMY: Amigdalin-; ARA: Arabinoz-
fermentasyon/oksidasyon.
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Cizelge 4.1 ISO 6579 : 2002 yontemi ile izole edilen suglarin biyokimyasal analiz sonuglari (devam)

SUS ONPG ADH LDC ODC CIT H,S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA BILGISAYAR ANALIZI

1S96 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
1S97 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
1S98 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS100 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS101 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
1S104 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
1S107 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - +  Salmonella spp.% 89.4
IS112 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS117 - + + + + + - - - + - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS124 - + + + + + - - - + - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS128 - + + + + + - - - + - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS134 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS135 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS137 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
1S140 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - +  Salmonella spp.% 89.4
IS141 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
1S148 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - +  Salmonella spp.% 89.4
IS162 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS163 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - +  Salmonella spp.% 99.9
IS174 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - +  Salmonella spp.% 89.4
IS177 - + + + - - - - - - - + + - + - - + - +  Salmonella spp.% 99.4

ONPG: B-galaktozidaz; ADH: Arjinin dihidrolaz; LDC: Lizin dekarboksilaz; ODC: Ornithin dekarboksilaz; CIT: Sitrat kullanimi; H,S:
H,S iiretimi; URE: Ure hidrolizi; TDA: Deaminaz; IND: Indol iiretimi; VP: Asetoin iiretimi; GEL: Jelatinaz; GLU: Glukoz-; MAN:
Mannitol-; INO: Inozitol-; SOR: Sorbitol-; RHA: Ramnoz-; SAC: sukroz-; MEL: Melibioz-; AMY: Amigdalin-; ARA: Arabinoz
fermentasyon/oksidasyon.
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4.2 Suslarin Plazmid Profilleri

Kado-Liu (1981) yontemi kullanilarak Salmomnella suslarinda tanimlanan plazmid
igerikleri Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3” de verilmistir. IS89, IS100, IS112, IS124’de 1 adet;
IS23, 1S63, IS91, IS162, 1S177°de 2 adet ve 1S148’de 5 adet plazmid igerigi
tanimlanmistir. Plazmid biiyiikliikleri, 3.0 kb ve 400 kb arasinda degisim
gostermektedir. En biiylik plazmidi (400 kb) IS124 susu igerirken, IS89, IS91 ve
[S100’{in 300 kb biiyiikliigiinde; IS148 ve IS177°nin 100,5 kb biiytikliigiinde; IS91 ve
[S162’nin 32 kb biiylikliiglinde ortak plazmide sahip oldugu belirlenmistir. IS2, 1S4,
IS6, 1S20, IS46, 1S52, 1S53, 1S58, 1S64, 1S69, 1S72, 1S73, IS80, IS81, 1S83, 1S84,
IS96, 1S97, 1S98, 1S101, 1S104, 1S107, IS117, IS128, IS134, IS135, IS137, 1S140,
IS141, IS163 ve IS174 suslan ise plazmid igermeyen dogal varyantlar olarak

belirlenmistir.

Salmonella serotipleri plazmid igerikleri bakimindan O©nemli Olgiide farklilik
icermektedir (Guerra vd. 2002, Rychlik vd. 2006). Plazmid iceren suslarda plazmid
sayist genellikle 1-5 adet, biiyiikliigii ise 2.0-500 kb arasinda degigsmektedir (Carrattoli
vd. 2006). Salmonella suslarinda plazmidler; viriilens 6zellik, antibiyotik direnglilik,
bakteriyosin ve toksin iiretimi ve konjugal gen transferi gibi Ozellikleri
kodlayabilmektedir. Bu bakteri cinsinde yukarida ifade edildigi gibi, plazmid
iceriklerinin yiiksek diizeyde degiskenlik gostermesi (Gibson vd. 2006, Morgan vd.
2007), sus ayrimi ve serovaryete taniminda s6z konusu molekiillerin kullanimini
engellemektedir. Ancak, o6zellikle viriilens faktorlerin lateral gen transferi yolu ile
evriminde plazmidler kritik O6nem tasimaktadir. Diger yandan, bu calismada
tanimlanan ve molekiiler biiyiikliikkleri 400 kb’a kadar ulasan megaplazmidlerin
molekiiler diizeyde analizi, Salmonella evriminde 6nemli ipuglart sunacaktir. Zira bu
nadir plazmidler, bakteriyel evrim siirecinde farkli prokaryot gruplarinda kodladiklari
metabolik 6zellikler ve mutasyonel dengeleri bakimindan genetik elastisitesinin ana

kaynagini teskil etmektedir (Srivastan ve Wang 2008, Chessa vd. 2008a).

Daha ileri ¢alismalarimizda izole edilen ve koleksiyonumuzda stoga alinan

Salmonella plazmidlerinin fonksiyonel genetik anlizlerinin yapilmasi planlanmaktadir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

. — Kromozomal

DNA
Sekil 4.1 Salmonella suslarinin plazmid igerikleri
Kuyu sirasi Sus Plazmid biiyiikliigii
(kb)
1 Marker 165; 120; 95; 55; 38; 28;
non-marker DNA; 8
2 1S2 -
3 IS4 -
4 IS6 -
5 1S20 -
6 IS23 66; 20
7 1S46 -
8 IS52 -
9 1S53 -
10 IS58 -
11 1S63 51;5.0
12 1S64 -
13 1S69 -
14 IS72 -
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

e L _--—l—m_-_-

— Kromozomal
DNA

Sekil 4.2 Salmonella suslarinin plazmid igerikleri

Kuyu sirasi Sus Plazmld( ll{)ll)l)yuklugu
165; 120; 95 55; 38; 28;
: Marker non-marker DNA; 8
2 1S73 _
3 1S80 _
4 1881 ]
] 1S83 -
6 1S84 _
7 1S89 300
8 1S91 300; 32
9 1S96 ]
10 1S97 ]
1 1S98 ]
12 1S100 300
13 1S101 _
14 1S103 _
15 1S104 ]
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

L — W "—¢* % 1 > Kromozomal

DNA
Sekil 4.3 Salmonella suslarmin plazmid igerikleri
Kuyu sirasi Sus Plazmld(ll()ll)l)y ukliga
165; 120; 95; 55; 38; 28;
1 Marker non-marker DNA; 8
2 IS112 3,5
3 IS117 -
4 IS124 400
5 IS128 -
6 IS134 -
7 IS135 -
8 IS137 -
9 1S140 -
10 IS141 -
11 IS148 120; 100,5; 6; 4,4; 4.0
12 IS162 138; 32
13 IS163 -
14 IS174 -
15 IS177 100,5; 3.0
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4.3 Suslarin Antibiyotik Duyarhhklar:

Calismada kullanilan 41 adet Salmonella susunun antibiyotik duyarlilik profilleri
oncelikle yapay ve dogal antibiyotik gruplarinin tiimiinii temsil edecek sekilde secilen
16 farkli antibiyotik diski kullanilarak disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir (Sekil
4.4).

Sekil 4.4 Disk difiizyon yontemi

Bu denemede antibiyotik direnclilik fenotipi gdsteren suslarin duyarhilik diizeyleri ise,
minimal inhibisyon konsantrasyonlarimin (MIK) kritik diliisyon yontemi ile
arastirilmast sonucu saptanmustir. Suslarin antibiyotik duyarlilik sonuglart disk

difiizyon igin Cizelge 4.2 ve MIK degerleri icin Cizelge 4.3 gosterilmistir.
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Suslarin % 59’unun 5 yada daha fazla antibiyotige kars1 direncli oldugu belirlenmistir.
[zolatlarm tiimii ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit, florfenikol, gentamisin (4
izolat disinda), kloramfenikol (2 izolat disinda), seftiofur antibiyotiklerine karsi
duyarli; % 49’u siprofloksasin, % 39’u kanamisin, % 59’u nalidiksik asit, % 98’i
neomisin, % 54’1 spektinomisin, % 51’1 streptomisin, % 100’ sulfonamid, % 66’s1
tetrasiklin, % 49’u trimetoprim, % 51’1 trimetoprim/ sulfametoksazol antibiyotiklerine
kars1 direngli bulunmustur. En yiiksek direnglilik diizeyi kanamisin (R>512 pg/mL) ve
nalidiksik asit (R>512 pg/mL) antibiyotiklerine kars1 tanimlanirken, bunu
spektinomisin (R>256 pg/mL) ve sulfonamid (R>128 pg/mL) izlemistir.

Gliniimiizde enfeksiyon hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde en énemli sorun ¢oklu
etken bakterilerde antibiyotik direnclilik gelisimidir (Schwarz ve Chaslus-Dancla
2001, Sturenburg ve Mack 2003, Batchelor vd. 2005). Bu nedenle ozellikle
hayvancilikta, besleme ve koruma amaci ile antibiyotiklerin kontrolsiiz kullanimina
yonelik Onlemler tiim diinyada alinmis ve giiclii takip yontemleri gelistirilmistir
(Randall vd. 2004, Poirel vd. 2006, Chen vd. 2006, Kehrenberg vd. 2006, Chessa vd.
2008b). Tirkiyede piyasaya sunulan et orneklerinden izole edilen 41 Salmonella
susunun tamaminin ¢oklu ilag¢ direnclilik 6zelligi gostermesi, bu sorunun iilkemiz i¢in
ne derece 6nemli olduguna isaret etmektedir. Ozellikle hayvan beslemede antibiyotik
kullanimin kontrolsliz olusu, bu sorunun ana kaynagini teskil etmektedir. Zira
kontrolsiiz antibiyotik kullanimin direnglili§in gelisiminde secici baski olusturdugu
molekiiler genetik ve biyokimyasal aragtirmalar sonucu tespit edilmistir (Ngwai vd.
2006, Avsaroglu vd. 2007, Lapierre vd. 2008). Ozellikle gelismis iilkelerdeki
bulgularla karsilastirildiginda (Liebana vd. 2002, Malorny vd. 2003, Marimoén vd.
2004, Senses vd. 2007, Nogrady vd. 2008, Shahada vd. 2009), Tirkiye’den izole
edilen suglarda ¢ok daha yiiksek oranda ¢oklu ila¢ direnglilik fenotipine sahip
Salmonella suglarinin  tanimlanmasi, bu kontrolsiiz antibiyotik kullanimina baglh
secici baskinin roliinli agikg¢a ortaya koymaktadir. Bu sonuglar; gida iiretiminde
antibiyotikler basta olmak {izere, gida koruyucularinin kullanimin kontroliinde yeni

stratejilerin gerekliligini 6n plana ¢ikarmaktadir.
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Ulkemiz i¢in bir diger kritik nokta ise; Salmonella suslarmin serovaryete diizeyinde
tanisinin rutin yapildigi herhangi bir laboratuarin bulunmayisidir. Gida 6rneklerinde
Salmonella analizleri sadece “var”, “yok” testleri ile gerceklestirilmektedir. Ancak
serovaryete diizeyinde tani, gerek antibiyotik diren¢ gelisiminin kokeni ve gerekse
klonal yayilmanin diizeyini gostermesi a¢isindan vazgecilmez bir dneme sahiptir.
Ancak bu bilgiler 1s18inda Salmonella enfeksiyonlarimin 6nlenmesi ve tedavisinde
etkin ¢ozlimler gelistirilebilir. Bu nedenle serotiplendirmelerin rutin olarak yapilacag:
ve kontrollerin bu dogrultuda yonlendirilecegi laboratuarlarin kurulmasi ve

gelistirilmesi zorunludur. Bu konuda 6nciilik Tarim ve Orman Bakanlig ile Saglik

Bakanlig1 tarafindan gergeklestirilmelidir.
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Cizelge 4.2 Salmonella suslarinin antibiyotik duyarhiliklar

Antibiyotikler (ng/mL)

Sug AMP AMC CHL CIP EFT FFC GEN KAN NAL NEO SPE STR SUL TET TMP SXT
IS2 S S S I I S S S S R S S R S S S
IS4 S S S I I S S S S R S S R S S S
IS6 S S S S I S S S S R S S R S S S
IS20 S S S R I I S S R R R R R R R R
IS23 S S S I I I S S S R S S R R S S
IS46 S S S I I I S S S R S S R S S S
IS52 S S S I I I S S R R R S R R S S
IS53 S S I R I I S R R R R S R R S R
IS58 S S S R I S S R R R R S R R R R
IS63 S S S S I S S S S R S S R S S S
IS64 S S S I I S S I S R S S R S S S
IS69 S S S R I S S R R R R R R R R R
IS72 S S S S S S S S S R S S R S S S
IS73 S S S S I S S S S R S S R S S S
IS80 S S I R I S S S R R R R R R R R
IS81 S S S R I S S R R R R R R R R R
IS83 S S R R I S S S R R R R R R R R
IS84 S S S R I S S S R R R S R R R R
IS&9 S I S S S S S S S R S R R R S S
IS91 S I S S S S S S S R S S R R S S
IS96 S I S S S S S R S R R R R R R R
IS97 I S S I S S S S R R R R R R R R

AMP: Ampisilin; AMC: Amoksisilin/klavulanik asit; CHL: Kloramfenikol; CIP: Siprofloksasin; EFT: Seftiofur; FFC: Florfenikol, GEN: Gentamisin;
KAN: Kanamisin, NAL: Nalidiksik asit; NEO:Neomisin; SPE: Spektinomisin; STR: Streptomisin; SUL: Sulfonamid bilesikleri; TET: Tetrasiklin;
TMP: Trimetoprim; SXT: Sulfametoksazol/Trimetoprim; S: Duyarls; I: Orta direngli; R: Direngli.
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Cizelge 4.2 Salmonella suglarinin antibiyotik duyarliliklar1 (devam)

Antibiyotikler (ng/mL)

Sus AMP AMC CHL CIP EFT FFC GEN KAN NAL NEO SPE STR SUL TET TMP SXT
IS98 I S S R S S S R S S R R R R R R
IS100 S S S I S S S R R R R R R R R R
IS101 I S S R I S S R R R R R R R R R
IS104 S S I R I S S R R R R R R R R R
IS107 I S S S I S S S S R S S R S S S
IS112 I S S R I S S S R R S S R I S S
IS117 I S S R I S S R R R R R R R R R
IS124 I S S R I S S R R R R R R R R R
IS128 S S I R I S R R R R R R R R R R
IS134 S S I R I S R R R R R R R R R R
IS135 S I S R I S I I S R S R R R S S
IS137 S I I R I S R R R R R R R R R R
IS140 S S S I I S S S S R S S R S S S
IS141 S S I R I S S S R R I R R R S I
IS148 S I R I I S R R R R R R R R R R
IS162 S S S I I S S S R R I S R I S S
IS163 S S I R I S S R R R R R R R R R
IS174 S S S I I S I I S R S S R S S S
IS177 S S S I I S S S R R S S R I S S

AMP: Ampisilin; AMC: Amoksisilin/klavulanik asit; CHL: Kloramfenikol; CIP: Siprofloksasin; EFT: Seftiofur; FFC: Florfenikol, GEN: Gentamisin;
KAN: Kanamisin, NAL: Nalidiksik asit; NEO:Neomisin; SPE: Spektinomisin; STR: Streptomisin; SUL: Sulfonamid bilesikleri; TET: Tetrasiklin;
TMP: Trimetoprim; SXT: Sulfametoksazol/Trimetoprim; S: Duyarls; I: Orta direngli; R: Direngli.
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Cizelge 4.3 Salmonella suslarinda antibiyotik direnglilik diizeyleri

Sus

Antibiyotikler (ng/mL)

AMP AMC CHL CIP EFT FFC GEN KAN NAL NEO SPE STR SUL TET TMP
IS2  S(<8) S(<8) S(<8) I(>2) I(>4) S(<4) S(<4) S(<16) S(<16) R(>16) S(<16) S(<8) R(>64) S(<4) S(<8)
IS4 S(<8) S(<8) S(<8) I(>2) I(>4) S(<4) S(<4) S(<16) S(<16) R(>16) S(<16) S(<8) R(>128) S(<4) S(<8)
IS6  S(<8) S(<8) S(<8) S(<I) I(>4) S(<4) S(<4) S(<16) S(<8) R(>16) S(<8) S(<8) R(>128) S(<4) S(<8)
1S20 S(<8) S(<8) S(<8) R(>4) I(>4) 1(>8) S(<4) S(<16) R(>512) R(>16) R(>256) R(>32) R(>128) R(>32) R(>64)
IS23 S(<8) S(<8) S(<8) I(>2) I(>4) I(>8) S(<4) S(<16) S(<16) R(>16) S(<32) S(<8) R(>128) R(>32) S(<8)
IS46  S(<8) S(<8) S(<8) I(>2) I(>4) I(>8) S(<4) S(<16) S(<16) R(>16) S(<16) S(<8) R(>128) S(<4) S(<8)
IS52 S(<8) S(<8) S(<8) I(>2) I(>4) I(>8) S(<4) S(<16) R(>512) R(>16) R(>128) S(<8) R(>128) R(>32) S(<8)
1S53 S(<8) S(<8) I(>16) R(>4) I(>4) I(>8) S(<4) R(>512) R(>512) R(>32) R(>128) S(<8) R(>128) R(>32) S(<8)
1S58 S(<8) S(<8) S(<8) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) R(>512) R(>512) R(>32) R(>256) S(<8) R(>64) R(>32) R(>32)
IS63 S(<8) S(<8) S(<8) S(<1) I(>4) S(<4) S(<4) S(<16) S(<16) R(>16) S(<32) S(<8) R(>128) S(<4) S(<8)
IS64 S(<8) S(<8) S(<8) I(>2) I(>4) S(<4) S(<4) 1(>32) S(<16) R(>16) S(<8) S(<8) R(>128) S(<4) S(<8)
1S69 S(<8) S(<8) S(<8) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) R(>512) R(>512) R(>32) R(>256) R(>16) R(>128) R(>32) R(>32)
IS72 S(<8) S(<8) S(<8) S(<1) S(<2) S(<4) S(<4) S(<16) S(<16) R(>16) S(<16) S(<8) R(>128) S(<4) S(<8)
IS73 S(<8) S(<8) S(<8) S(<1) I(>4) S(<4) S(<4) S(<16) S(<8) R(>16) S(<16) S(<8) R(>128) S(<4) S(<8)
IS80 S(<8) S(<8) I(>16) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) S(<8) R(>512) R(>16) R(>256) R(>16) R(>128) R(>64) R(>64)
IS81 S(<8) S(<8) S(<8) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) R(>512) R(>512) R(>32) R(>256) R(>16) R(>128) R(>32) R(>64)
IS83  S(<8) S(<8) R(>32) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) S(<8) R(>512) R(>16) R(>256) R(>16) R(>128) R(>64) R(>64)
S84 S(<8) S(<8) S(<8) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) S(<8) R(>512) R(>16) R(>256) S(<8) R(>128) R(>32) R(>64)
1S89 S(<8) I(>16) S(<8) S(<1) S(<2) S(<4) S(<4) S(<8) S(<16) R(>16) S(<16) R(>32) R(>128) R(>32) S(<8)
1S91 S(<8) I(>16) S(<8) S(<1) S(<2) S(<4) S(<4) S(<8) S(<16) R(>16) S(<16) S(<8) R(>128) R(>16) S(<8)
1S96 S(<8) I(>16) S(<8) S(<1) S(<2) S(<4) S(<4) R(>512) S(<16) R(>16) R(>128) R(>16) R(>64) R(>16) R(>16)
1S97 1(>16) S(<8) S(<8) I(>2) S(<2) S(<4) S(<4) R(>64) R(>256) R(>16) R(>128) R(>16) R(>64) R(>16) R(>16)
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AMP
KAN

: Ampisilin; AMC

: Amoksisilin/klavulanik asit;

CHL: Kloramfenikol; CIP: Siprofloksasin; EFT
: Kanamisin; NAL: Nalidiksik asit; NEO:Neomisin; SPE: Spektinomisin; STR: Streptomisin; SUL: Sulfonamid bilesikleri; TET: Tetrasiklin;
TMP: Trimetoprim; S: Duyarls; I: Orta direngli; R: Direngli.
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Cizelge 4.3 Salmonella suslarinda antibiyotik direnclilik diizeyleri (devam)

SUS TAMP AMC CHL CIP EFT FFC GEN KAN NAL NEO  SPE  STR  SUL TET  TMP
1S98  I(>16) S(<8) S(<8) R(>4) S(<2) S(<4) S(<4) R(>256) S(<16) S(<8) R(>128) R(>16) R(>64) R(>32) R(>16)
ISI00 S(<8) S(<8) S(<8) I(>2) S(<2) S(<4) S(<4) R(>512) R(>128) R(>16) R(>128) R(>16) R(>128) R(>64) R(>64)
ISI01 I(>16) S(<8) S(<8) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) R(>128) R(>256) R(>32) R(>128) R(>16) R(>128) R(>64) R(>64)
IS104 S(<8) S(<8) I(>16) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) R(>128) R(>256) R(>32) R(>256) R(>64) R(>128) R(>64) R(>128)
IS1I07 I(>16) S(<8) S(<8) S(<1) I(>4) S(<4) S(<4) S(<16) S(<16) R(>32) S(<32) S(<8) R(>128) S(<4)  S(<8)
IS112 I(>16) S(<8) S(<8) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) S(<16) R(>256) R(>16) S(<16) S(<8) R(>128) I(>8)  S(<8)
IS117 I(>16) S(<8) S(<8) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) R(>128) R(>128) R(>128) R(>128) R(>16) R(>128) R(>64) R(>32)
ISI24 1(>16) S(<8) S(<8) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) R(>128) R(>256) R(>32) R(>128) R(>16) R(>64) R(>64) R(>64)
18128 S(<8) S(<8) I(>16) R(>4) I(>4) S(<4) R(>16) R(>512) R(>256) R(>32) R(>128) R(>16) R(>64) R(>16) R(>32)
ISI134 S(<8) S(<8) I(>16) R(>4) I(>4) S(<4) R(>16) R(>512) R(>256) R(>32) R(>128) R(>16) R(>128) R(>64) R(>64)
ISI135 S(<8) 1(>16) S(<8) R(>4) I(>4) S(<4) I(>8) I(>32) S(<8) R(>16) S(<8) R(>16) R(>128) R(>32) S(<8)
IS137 S(<8) 1(>16) I(>16) R(>4) I(>4) S(<4) R(>16) R(>64) R(>256) R(>32) R(>256) R(>16) R(>128) R(>64) R(>64)
IS140 S(<8) S(<8) S(<8) I(>2) I(>4) S(<4) S(<4) S(<16) S(<8) R(16) S(<16) S(<8) R(>128) S(<4)  S(<8)
IS141 S(<8) S(<8) I(>16) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) S(<16) R(>256) R(>16) 1(>64) R(>16) R(>128) R(>32) S(<8)
IS148 S(<8) I(>16) S(<8) I(>2) I(>4) S(<4) R(>16) R(>64) R(>256) R(>64) R(>128) R(>16) R(>128) R(>32) R(>64)
IS162 S(<8) S(<8) S(<8) I(>2) I(>4) S(<4) S(<4) S(<16) R(>256) R(>16) 1(>64) S(<8) R(>128) I(>8)  S(<8)
IS163 S(<8) S(<8) I(>16) R(>4) I(>4) S(<4) S(<4) R(>64) R(>256) R(>32) R(>128) R(>16) R(>128) R(>64) R(>64)
IS174 S(<8) S(<8) S(<8) I(>2) I(>4) S(<4) I1(>8) 1(>32) S(<16) R(>16) S(<32) S(<8) R(>128) S(<4)  S(<8)
IS177 S(<8) S(<8) S(<8) I(>2) I(>4) S(<4) S(<4) S(<16) R(>256) R(>16) S(<32) S(<8) R(>128) I(>8)  S(<8)

AMP: Ampisilin; AMC: Amoksisilin/klavulanik asit; CHL: Kloramfenikol; CIP: Siprofloksasin; EFT: Seftiofur; FFC: Florfenikol; GEN: Gentamisin;
KAN: Kanamisin; NAL: Nalidiksik asit; NEO:Neomisin; SPE: Spektinomisin; STR: Streptomisin; SUL: Sulfonamid bilesikleri; TET: Tetrasiklin;

TMP: Trimetoprim; S: Duyarls; I: Orta direngli; R: Direngli.
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4.4 Salmonella Suslarinda Simf I Integron Analizleri

Sinif I integronlara 6zgii primerler kullanilarak, Sa/monella suslarinda 32 izolat i¢in
1000 bg; 17 izolat igin 1200 bg; 2 izolat icin 1600 bg ve 4 izolat icin ise 700 bg
biiylikliigiinde integronlarin varligi belirlenmis, 5 izolatta ise Simif I integron

belirlenmemistir (Sekil 4.5-4.8).

Integronlar, baska kaynaklardan gen Kkasetlerini yapilarma alabilen ve heterolog
konakgilarda ifadelerini saglayabilen genetik elementler olarak tanimlanmaktadir
(Duijkeren vd. 2002, Gay vd. 2006). Bu genetik elementler genetik transfer yetenegi
icermemekle birlikte, konjugatif plazmidler ya da transpozonlara entegre olmalari
halinde, tiir i¢i ya da tiirler aras1 yatay gen transferleri gergeklesebilmektedir (Guerra vd.
2004, Asai vd. 2007, Nogrady vd. 2008, Martinez vd. 2009). Bu gen transferi sayesinde
yakaladiklar1 gen kasetlerinin evriminde kritik bir oneme sahiptirler. Ozellikle
Salmonella antibiyotik direnglilik adalarmin evriminde Sinif I integronlarin kritik bir
role sahip oldugu belirlenmistir (Clewell vd. 1985, Gebreyes ve Altier 2002, Nogrady
vd. 2007, Nogrady vd. 2008, Peron vd. 2008). Calismamizda tanimlanan, 1000 ve 1200
be biiytikliikte Sinif 1 integronlar Salmonella’da antibiyotik direnclilik gen kasetleri ile
iligkili bulunmustur. Ancak yine bu arastirmada Smif I integron primerleri kullanilarak
cogaltilan 1600 bg¢ ve 700 be biiytikliikteki fragmentler yeni kayitlardir. Sif I
integronlarin Tirkiye kokenli suslara 6zgli varyasyonlarini tanimlayan bu bulgular,

antibiyotik direnglilik gelisimi acisindan incelenmeye deger 6zellik tagimaktadir.
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6000 be—>
3000 be—

1000 bg—

Sekil 4.5 Salmonella suslarinda Sinif 1 integronlarin analizi

Kuyu sirasi Sus PZR iiriinii (bg)
1 Marker 250-10000
2 1S2 1200
3 1S4 -

4 IS6 1200

5 1S20 1200; 1000
6 1S23 1200; 1000
7 1S46 1200; 1000
8 IS52 1200; 1000
9 1S53 -

10 IS58 -

11 IS63 1000

62



6000 bg—>

3000 bg— R

1000 bg—

Sekil 4.6 Salmonella suslarinda Sinif I integronlarin analizi

Kuyu sirasi Sus PZR iiriinii (bc)
1 Marker 250-10000
2 1S64 1000
3 1S69 1000
4 IS72 1200; 1000
5 IS73 1200
6 IS80 1200; 1000; 700
7 IS81 1200; 1000; 700
8 IS83 1200; 1000; 700
9 IS84 1200; 1000; 700
10 IS89 1600
11 I1S91 1000
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«—6000 bg
<3000 bg
«—1000 bg
Sekil 4.7 Salmonella suslarinda Sinmif I integronlarin analizi
Kuyu sirasi Sus PZR iiriinii (bg)

1 1S96 1000

2 1S97 1200; 1000

3 1S98 1600; 1000;

4 IS100 1000

5 I1S101 1000

6 I1S104 1000

7 IS107 1000

8 IS112 -

9 IS117 1000

10 I1S124 1000

11 Marker 250-10000

64



6000 bg—

3000 bg—

1000 bg—

Sekil 4.8 Salmonella suslarinda Simif I integronlarin analizi

Kuyu sirasi Sus PZR iiriinii (bg)
1 Marker 250-10000
2 IS128 1000
3 IS134 1000
4 IS135 -

5 IS137 1000
6 IS140 1000
7 IS141 1200; 1000
8 IS148 1200; 1000
9 IS162 1000
10 IS163 1200; 1000
11 IS174 1000
12 IS177 1200; 1000
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4.5 Klasik Mutasyon Testleri ve Konjugasyon

Akriflavin uygulamasi ile gerceklestirilen klasik mutasyon denemeleri sonucunda,
plazmidleri giderilen hi¢bir susun antibiyotik direnclilik profilinde degisim meydana
gelmemistir. Elde edilen veriler, antibiyotik diren¢li Salmonella suslarinda direnclilik
fenotiplerinin plazmid kokenli olmadigina isaret etmektedir. Bu sonuglar konjugatif
aktarim caligmalar1 ile de dogrulanmistir. Konjugasyon denemelerinin hicbirinde
antibiyotik direngli verici suslardan alic1 suslara plazmid transferi ger¢ceklesmemistir.
Bu durum s6z konusu bakterilerde konjugatif sistemlerin etkin olmadigini
kanitlamamaktadir. Kullanilan yontem o6zellikle konjugatif transpozonlarin diisiik
aktarim etkinligini belirlemede yetersiz olabilir. Bu nedenle genomda transpozon
spesifik primerler araciligi ile transpozon tanimlama calismalarinin yapilmasi ve

tanimlanmasi, transpozonlarin integronlarla iligkisinin belirlenmesi planlanmaktadir.

4.6 Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) Analizleri

Salmonella izolatlar1 arasindaki genetik benzerlik diizeylerinin tahmini i¢in 2 farkli
primer kullanilarak RAPD-PZR profili olusturulmustur. Izolatlar arasindaki iliskiyi

tanimlamada amplifikasyon tirlinleri temel alinmastir.

P1254 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PZR bant iceriklerine gore Salmonella
izolatlar1 15 farkli genetik profil olusturmustur (Sekil 4.9).

11 izolat (IS4, 1S58, 1S64, 1S69, 1S72, 1S73, 1S80, IS81, 1S97, IS100, I1S137) A,
profilinde 364 b¢’ lik tek amplifiye {iriine,

4 izolat (IS101, IS104, IS117, IS128) B, profilinde 1944; 1666; 1241; 921; 850; 665;
585; 500; 364 bg olmak tizere 9 amplifiye iiriine,

4 izolat (IS20, 1S23, IS52, IS53) C, profilinde 750; 364 bg¢ olmak iizere 2 amplifiye
iriine,

3 izolat (IS162, IS163, IS177) D, profilinde 1241; 1000; 364 bc¢ olmak iizere 3
amplifiye iiriine,

3 izolat (IS89, IS91,1S98) E, profilinde 2227; 2000; 1396; 1137; 895; 842; 750; 364 bg

olmak iizere 8 amplifiye {iriine,
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3 izolat (IS83, 1S124, IS134) F, profilinde 1944; 1666; 1241; 364 b¢ olmak iizere 4
amplifiye iiriine,

3 izolat (IS141, IS148, 1S174) G, profilinde 1944; 1241;1000; 364 b¢ olmak iizere 4
amplifiye iiriine,

2 izolat (IS2, IS63) H, profilinde 881; 364 b¢ olmak lizere 2 amplifiye iiriine,

2 izolat (IS135, IS140) I, profilinde 1944; 364 b¢ olmak iizere 2 amplifiye iirline,

1 izolat (IS6) J; profilinde 2136; 1972; 1722; 1413; 1258; 1120; 1000; 828; 710; 500;
4033 364; 292 bg olmak iizere 13 amplifiye iiriine,

1 izolat (IS46) K, profilinde 881; 750; 364 b¢ olmak tizere 3 amplifiye iiriine,

1 izolat (IS84) L, profilinde 1241; 364 bg¢ olmak iizere 2 amplifiye iiriine,

1 izolat (IS96) M, profilinde 895; 842; 364 b¢ olmak iizere 3 amplifiye {iriine,

1 izolat (IS107) N, profilinde 1944; 1846; 1396; 1000; 895; 760; 665; 500; 403; 364 bg
olmak tizere 10 amplifiye iiriine,

1 izolat (IS112) O, profilinde 1944; 1846; 1474; 1396; 1200; 895; 750; 665; 500; 403;
364 b¢ olmak lizere 13 amplifiye {iriine, sahip bulunmustur.

P1254 primeri kullanilarak gerceklestirilen RAPD-PZR caligmalar1 sonucunda biitiin

Salmonella izolatlarinin 364 b¢’lik ortak bir fragmente sahip oldugu belirlenmistir.

P1283 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PZR bant iceriklerine gore Salmonella
izolatlar1 8 farkli genetik profil olusturmustur (Sekil 4.10).

29 izolat (IS4, IS6, 1S58, 1S64, 1S69, 1S72, 1S73, IS80, IS81, IS83, IS84, 1S97, 1S100,
IS101, IS104, IS107, IS112, IS117, 1S124, 1S128, 1S134, IS135, 1S137, IS140, 1S141,
IS148, IS162, IS163 ve IS174), A, profilinde 1966; 1065; 937; 765; 607; 535; 437 bg
olmak tizere 7 amplifiye {iriine,

3 izolat (IS91, IS96 ve 1S98), B, profilinde 1566; 1413; 1065; 573; 500; 205 bg¢ olmak
lizere 6 amplifiye iirline,

2 izolat (IS2 ve 1S63), C, profilinde 1966; 1700; 1326; 1087; 1065; 937; 765; 535; 437
b¢ olmak tizere 10 amplifiye iiriline,

2 izolat (IS20 ve IS23) D, profilinde 19665 1900; 1065; 984; 937; 765; 607; 535; 437 bg
olmak tizere 9 amplifiye iiriine,

2 izolat (IS52 ve IS53) E, profilinde 1966; 1900; 13265 1065; 984; 937; 765; 607; 535;

437 bg olmak tizere 10 amplifiye tiriine,
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1 Izolat (1S46) F, profilinde 1966; 1900; 1065; 984; 937; 765; 535; 437 bg olmak iizere
8 amplifiye iiriine,

1 izolat (IS89) G, profilinde 1566; 1413; 1065; 937; 765; 573; 500; 437; 205 b¢ olmak
tizere 9 amplifiye tiriine,

1 izolat (IS177) H; profilinde 1065; 607; 535 bg¢ olmak iizere 3 amplifiye iiriine, sahip
bulunmustur.

P1283 primeri kullanilarak gerceklestirilen RAPD-PZR calismalar1 sonucunda biitiin

Salmonella izolatlarinin 1065 bg’lik ortak bir fragmente sahip oldugu belirlenmistir.

P1254 ve P1283 primerleri kullanilarak yapilan RAPD-PZR amplifikasyonu sonucunda
elde edilen profillerle yiiriitilen dendogram analizleri suslarin filogenetik iligkisini
tanimlamis (Sekil 4.11) ve bu esasa gore suslarda filogenetik iliskiyi belirleyen 18 farkl
RAPD-PZR profili saptanmistir (Cizelge 4.4).

Salmonella suslarinin yayilmasinin klonal ya da farkli kaynaktan olup olmadiginin
belirlenmesi, bu suslarin yol actig1 enfeksiyonlarin takibi, kontrolii ve tedavisinde ana
stratejilerin gelistirilmesi icin temel hareket noktasini teskil etmektedir (Olive ve Bean
1999, Yan vd. 2003). Bu amagla kullanilan en etkin yontemlerden biri RAPD-PZR
teknigidir (Laconcha vd. 1998, Betancor vd. 2004, Oliveira vd. 2007).

Iki farkli primer kullanilarak gerceklestirilen RAPD-PZR analizleri; bu ¢alismada
tanimlanan Salmonella izolatlarinin hem farkli kokenlerini ve hem de klonal
yayilimlarin1 saptamada etkin bulunmustur. Farkli gruplar i¢inde klonal yayilmanin
genetik esasinin detaylandirilmasi, bu ana sema esas alinarak gerceklestirilebilir. Gida
kokenli Salmonella suslarmin ve s6z konusu suslarin yol agtigi enfeksiyonlarin
izlenmesinde zorunluluk arz eden bu asama, ancak tiim Tiirkiye’de tanimlanan
Salmonella suglarina ait biitiin genetik, biyokimyasal ve serolojik verilerin, bir otorite

kontroliinde toplanmasi ile miimkiindiir.
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Sekil 4.9 Suslarda P1254 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PZR bant profileri
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Sekil 4.10 Suslarda P1283 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PZR bant profileri
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Sekil 4.11 RAPD-PZR amplifikasyon sonucu elde edilen verilere gore izolatlar
arasindaki genetik benzerligi gésteren dendogram
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Cizelge 4.4 Salmonella suslarinda P1254 ve P1283 primerleri kullanilarak
gerceklestirilen RAPD-PZR amplifikasyonu sonrasinda elde edilen
RAPD-PZR profilleri

SUSLAR P1254 P1283

IS4, 1S58, 1S64, 1S69, 1S72, 1S73, 1S80, Aq A
IS81, IS97, IS100, IS137

IS101, 1S104, IS117, IS128 B, A,
1S20, IS23 G D,
IS52, IS53 G E,
IS162, 1S163 D, A
IS177 D, H,
IS91,IS98 E; B,
IS89 E, G
IS83, IS124, 1S134 Fq A
IS141, 1S148, 1S174 Gq A,
IS2, IS63 H, G
IS135, 1S140 I A
IS6 Ji A,
IS46 K; F;
IS84 Ly A,
IS96 M, B,
IS107 Ny A
IS112 0O, A,
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5. SONUC

Acikta satilan et ornekleri, 6zellikle tavuk etleri Salmonella kontaminasyonu acisindan
en yiiksek riski tagimaktadir. Diger yandan tanimlanan Salmonella suslariin % 59'unun
coklu antibiyotik direnglilik 06zelligine sahip bulunmasi, iilkemizde Salmonella
enfeksiyonlarinin kontroliiniin giderek zorlastigin1 kanitlamaktadir. Tez kapsaminda
elde edilen bulgular, coklu ilag direnclilik fenotipinin kontrolsiiz antibiyotik
kullaniminin yarattig1 secici baskidan kaynaklandigina isaret etmesi; gerek klinik ve
gerekse hayvan beslemede antibiyotik kullaniminin sinirlandirilmasinin ve takibinin acil

olarak gerceklestirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Tiirkiye kokenli bazi Salmonella suslarinda, ilag direnglilik gen kasetlerinin
yakalanmas1 ve yatay transferi ile yakindan iligkili sinif I integronlarin farkli genetik
varyantlar icermesi, antibiyotik diren¢ gelisiminde baz1 farkli mekanizmalar
kullandiklarina isaret etmektedir. Ozellikle bu degisken smf I integronlarin detayli
genetik analizi Sal/monella’da coklu ilag direncliligin evrimine yeni bir bakis agisi

kazandiracaktir.

Salmonella kontaminasyonlarmin klonal dagiliminin izlenmesi, ¢oklu ilag direngliligin
gelisiminin taniminda énemli ipuglart sunmaktadir. Bu calismada Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA (RAPD) analizleri olusturulan veri tabani, Tirkiye'de benzer

calismalara temel olusturmasi agisindan 6nemlidir.
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