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OZET

insan ve hayvan patojeni olan Salmonella da ciftlikten/tarladan gatala kadar olan zincirde
varligini strdirmektedir. Salmonella enterica turleri konakgilarina goére farkli gruplara
ayrilmaktadir. Ginimuzde antibiyotik direncgli Salmonella suslari insan ve hayvan saghgini
tehdit etmektedir. Toplum sagligini korumak icin Salmonella’'nin, ciftlikten/tarladan catala
kadar olan zincirden uzaklastiriimasi gerekmektedir. Bu g¢alismanin amaci; genotipik ve
fenotipik ydntemleri kullarak giftlikten ¢atala kadar giden kismi olan buylik bas ve kigik bag
hayvanlarda, insanlarda ve gidalarda Salmonella cesitliginin populasyon dizeyinde
arastirilmasidir. Bu amagla Sanliurfa bdlgesinde Uretilen ve agikta satilan gidalardan, Harran
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesine ve Veteriner Hastanesine gelen insan ve
hayvan klinik vakalardan érnek alinip Salmonella izolasyonu yapilmigtir. invA geni ile
Salmonella olarak tanimlanan izolatlar fenotipik (serotipleme) ve genotipik [¢oklu bdlge
sekans tipleme (Multilocus Sequence Typing, MLST); vuruslu alan jel elektroforezi (Pulsed-
Field Gel Electrophoresis, PFGE)] olarak karakterize edilmistir. Sonu¢ olarak, 59 gida, 53
hayvan ve 50 klinik insan izolati elde edilmistir. MLST analizi ile gida izolatlarinda 10 Sekans
Tipi (ST), hayvan izolatlarinda 15 ST ve insan klinik vakalarindan elde edilen izolatlarda ise 6
farkh ST bulunmustur. MLST'den daha fazla ayristirici glict bulunan PFGE, gida
izolatlarinda 18 PFGE Tipi (PT) bulurken, hayvan ve klinik insan vakalarindan sirasiyla 27 ve
10 PT karakterize etmistir. Antibiyotik direnclilik testleri fenotipik ve genetik metodlarla
arastinimig, kaynaklar arasinda farkliliklar goézlemlenmigtir. Gida-kaynakh izolatlarda
tavuklardan izole edilen Salmonella izolatlarinda cokluilag direngliligi dikkat ¢cekmektedir.
Antimikrobiyal direnclilik genleri de, farkli kaynaklar ve serovarda degisiklik gostermis;
aminoglikozit, tetrasiklin, ve beta-laktam antimikrobiyal gruplarinin fenotipik ve genetik
sonuglari da uyumlu bulunmustur. Tim izolatlarin detayli bilgileri ve de fenotipik ve genotipik
Ozelliklerini  halka acik  websitelerine  ylklenmistir  (Food  Microbe  Tracker:
http://www.foodmicrobetracker.com/login/login.aspx; Pathogen Detector: pathogendetector-
metu.rhcloud.com). Bu proje hem Sanlurfa bdlgesindeki hem de Trkiye’deki gida
patojenleri Uzerine yapilmasi gereken surveyans ¢alisma eksikligini gideriimesinde énemli bir
katkida bulunmustur. Bodylece Sanliurfa bolgesindeki Salmonella gegisi (6rnegin

Samonella’nin nasil insanlara gectigi) ve ekolojisi hakkinda 6n-bilgiye kavugulmustur.



ABSTRACT

Being a human and animal pathogen, Salmonella, such as other pathogens, can survive in
the farm/field to fork chain, with different host species. To protect public health, Salmonella
should be eliminated from the farm/field to fork chain. The objective of this research is to
understand Salmonella diversity from farm to fork chain by taking samples from ovine, cattle,
humans and foods, at the population level by using genotypic and phenotypic methods. For
this aim, samples were collected from street food, produced and sale at Sanlurfa region, as
well as from human and animal clinical cases at Medical and Veterinerary Schools at Harran
University and Salmonella was isolated from all these samples. Confirmed Salmonella
isolates with invA gene were further characterized using phenotypic (serotyping) and
genotypic [Multilocus sequence typing (MLST) and pulsed field gel electrophoresis (PFGE)[
methods. As a result, 59 food, 53 animal and 50 human clinical isolates were obtained.
MLST study showed 10 Sequence Types (STs) in food isolates, 15 STs in animal and 6 STs
in human clinical isolates. PFGE, representing a better discrimination than MLST,
distinguished 18 PFGE Types (PTs) in food isolates, where animal isolates showed 27
patterns and human clinical isolates were represented by 10 PTs. Antimicrobial resistance
profiles were also detected by phenotypic and genetic methods (disk diffusion and minimal
inhibitory concentration and screening of antimicrobial resistance encoding genes).
Antimicrobial resistance testing results differed according to the source and serovar of the
isolate. The chicken originated food isolates had taken attention due to high number of MDR
profiles. There was a great agreement between phenotypic and genetic results of
aminoglycoside, tetracycline and beta-lactam antimicrobial resistance profiles. Isolate
information as well as results of phenotypic and genotypic characterizations was downloaded
publicly available websites (Food Microbe Tracker:
http://www.foodmicrobetracker.com/login/login.aspx; Pathogen Detector: pathogendetector-
metu.rhcloud.com). This project helped us to fill the gap of surveillance studies on foodborne
pathogens in Sanliurfa region, as well as Turkey. Characterization of Salmonella isolates
collected from animal and human, as well as foods in Sanliurfa region provided better
understanding of transmission (i.e. transmission of Salmonella to humans) and ecology of

Salmonella in Sanliurfa region.



1. GIRIS

Salmonella hem hayvan hem de insanda hastaliga yol acan bir Gram negatif bakteridir.
Salmonella genomu iki tird icermektedir; enterica ve bongori. Salmonella enterica alti alt tire
bdélinmektedir. Bu alt tirlerden en 6nemlisi memelilerde hastalik yapabilen serotipleri iceren
Salmonella enterica subsp. enterica’dir (Brenner ve ark., 2000). Salmonella’nin ginimuzde
2500’in Uzerinde serotipi mevcuttur, bu serotiplerin cogunu (yaklasik % 60’in1) Salmonella
enterica subsp. enterica alt turt icermektedir (Grimont ve Weil, 2007). Bu serotipler
konakgida hastalik yapabilme kabiliyetlerine goére de Uge ayriimaktadirlar (Uzzau ve ark.,
2000):

(i) Konakgi sinirli serotipler. Belli konakgilarda sepsise neden olan serotiplerdir. Bu
tip serotipler sadece belli bir konak¢ida kanda enfeksiyona neden olmaktadir,
ornegin Salmonella Typhi sadece insanlarda ylksek atese neden olan kan
enfeksiyonuna neden olmaktadir. Baska bir konakgida bu semptomlara yol agtigi
gOrulmemistir.

(i) Konakgiya adapte olmus serotipler: Belli konakgilarda sistemik hastaliklara neden
olurken, az da olsa diger memelilerde bagirsak enfeksiyonuna neden olan
serotiplerdir. Ornegin Salmonella Dublin sigilarda sepsise neden olurken, nadir
olarak insanlarda gastroenterik hastaliklara yol agmaktadir.

(iii) Konakgiyla sinirlandiriimayan serotipler: Yaygin olarak insan ve bir gok hayvanda
gastroenterite yol acan serotiplerdir. Ornegin Salmonella Typhimurium ve
Salmonella Newport. Bu tir serotiplerin genotipleme ile belirlenen alt tiplerinin
belli konakgilarda hastalik yaparken diger konakgilarda ayni etkiye neden
olmamaktadir (Alcaine ve ark., 2006; Rabsch ve ark., 2002; Soyer ve ark., 2010).
Alcaine ve ark. (2006) Salmonella Newport'un iki klade (ayni ataya sahip kolla)
sahip oldugu ve ¢oklu boélge sekans tipleme (Multilocus Sequence Typing, MLST)
tip 8'in s1gir vakalarina 6zgu, ayni zamanda insanlarda da hastalik yapabilen alt
tip oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, Soyer ve ark. (2010) Salmonella Newport
serotipinin alt tipi olan PFGE 121 ve 126 klinik sigir vakalarina 6zgu oldugunu

bildirmislerdir.

GunUmuzde gida kaynakli salginlarin tespitinde geleneksel belirleme yéntemlerinin yani sira
genetik tipleme teknikleri de kullaniimaktadir. Geleneksel yontemlere ilaveten identifikasyon
(belirleme) analizlerinde polimeraz zincir reaksiyon (PZR) kullaniimasi ile daha gabuk ve

kesin sonuglar alinmaktadir. Ancak sadece PZR kullanilan ¢alismalarda ortamda bulunan 6lu



ve de canli mikroorganizmalarin ayrimi yapilamamaktadir. Onceleri serotipleme teknikleri ile
yetersiz tiplendirme yapilabilirken ginimizde bakteri farkliliklarinin tespitinde fenotipik ve
genotipik alt tipleme vyontemleri kullaniimaktadir. Salmonellas nin  fenotipik olarak
tiplenmesinde en ¢ok kullanilanlar serotipleme ve faj tiplemedir. Fenotiplemenin yetersiz
oldugu durumlarda daha hizli, daha dogru sonuglar veren genotipleme yontemleri
kullaniimaktadir. Bunlar igcinde en yaygin olarak kullanilanlari DNA amplifikasyonu temelli
yontemler [6rnedin MLST ve c¢oklu alan degisken sayidaki tandem tekrarlari (Multiple Loci
Variable Number of Tandem Repeats, MLVA)] ve tim genomun restriksiyon enzimleri ile
parcalanmasi esasina dayanan vuruslu alan jel elektroforezidir (PFGE) (van Belkum ve ark.,
2007). Gelismis ulkelerde saglik kuruluslarinin laboratuarlarina gelen klinik insan izolatlarin
alt tiplenmesi rutin olarak yapilmaktadir. insan izolatlarinin bilgileri sadece saglk
kuruluslarinin, kullanimi halka acik olmayan, veri bankalarina (6rnegin PulseNet)
yuklenmektedir. Alt tiplerin birbiri ile ayni veya benzer sekilde gruplasip gruplasamadigi
incelenmekte, gruplagsma gosteren izolatlarin ortak kaynaktan alinip alinmadigina dair
epidemiyolojik calismalar yapilmaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar sonunda muhtemel
bulagsma kaynagi olan gida tespit edilir ve dngorilen kaynakta yapilan analizler sonucunda
gbzlenen gruplasmalarin salgin olup olmadigi belirlenir. Bu nedenle hem insanlardan, hem
hayvanlardan hem de gidalardan izole edilen izolatlarin alttiplenmesi ¢ok &nemlidir.
Ulkemizde bu eksikligin giderilmesi igin yapilan calismalar gogunlukla insan Klinik
orneklerinin alttiplenmesi Uzerinedir (Hosoglu ve ark., 2003; Tansel ve ark., 2003; Ciftci ve
ark., 2004; Erdem ve ark., 2004; Erdem ve ark., 2005a; Erdem ve ark., 2005b; Us ve ark.,
2009). Bu calismalarin ciftlikten/tarladan c¢atala kadar uzanan zincirin tim halkalarina

yayllmasi gerektigi dusundlmektedir.

Son yillarda gelismis Ulkelerde bir ¢ok salginin kaynagi olarak Salmonella rapor edilmistir. Et
ve et UrUnlerinin yani sira sebzelerdeki, kabuklu ve yagli tohumlardaki kontaminasyonlar da
salgina neden olmaktadir. ABD’'nde Mart 2009’da baglayan ve aylarca suren salginin
kaynagi ayni Uretimhanede Uretilen Salmonella ile kontamine olmus Antep fistidi ve drtnleri
olarak belirlenmistir. Yine ayni Ulkede 2006’da Salmonella ile kontamine olmus domates,
2007°de Salmonella ile kontamine olmus tavuk eti, 2009’da Salmonella ile kontamine olmus

aci biber, marul ve yerfistigi Ulke c¢apinda salginlara neden olmuslardir

(http://www.cdc.gov/Salmonellal/outbreaks.html) (CDC 2014). Salginlar hastalardan ve
gidalardan izole edilen Salmonella izolatlarinin serotipleme ve PFGE ile karakterizasyonu
sonucunda tespit edilmistir. Maalesef lUlkemizde de bir ¢ok gida kaynakh salgin olmaktadir.
insan vakalarinin kiimelenmesinin nedeni olan gidalarda herhangi bir arastirma yapilamadigi
icin bu kimelenmeler maalesef salgin olarak rapor edilememekte ve gerekli tedbirler

alinamamaktadir.
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Lieftucht and Reacher (1999) yaptigi bir surveyans calismada enterik enfeksiyonlar igin
uluslararasi surveyans agi olan Enter-net’ deki (International surveillance network for the
enteric infections) insan Salmonella Paratyphi B vakalarinin artigi incelenmis ve bu artis ile
Ulkemizin turistik bolgelerinden biri olan Alanya’ya seyahat etme arasindaki iliski olup
olmadigi arastiriimisgtir. Benzer bir calismada da 14 Haziran- 5 Temmuz 2008 tarihleri
arasinda 8914 Avusturyall lise mezuniyetini kutlayan turistlerin Antalya’daki ¢ oteli
kapsayan otel zincirindeki ziyaretleri sirasinda bir Salmonella Enteritidis kaynakli hastalik
kiimelesmesi meydana gelmis ve bu kiimelesmenin salgin olup olmadigi Avusturyali bilim
adamlari tarafindan incelenmistir (Kasper ve ark., 2009). Bu ¢alismada toplam 103 kisi hasta
oldugu ve bu kisilerden 59’dan Salmonella Enteritidis izole edildigi bildirilmistir. Salmonella
Enteritidis’in dort farkh faj tipi tespit edilmistir. Bu ¢alismada Turk otoritelerinin otellerde her
hangi bir islem (6rnegin otellerden gida o&rnekleri alinmasi) yapip yapmadiginin
bilinmediginden bahsedilmis ve hatta en giincel Salmonella enfeksiyonu hakkindaki bilgiye
(2000 yilina ait bilgi) Dinya Saglhk Kurulusundan elde edildiginin alti gizilmistir: “The most
recent data on the national reported incidence of Salmonella infection in Turkey, retrieved
from the WHO Surveillance Program for Control of Foodborne Infections and Intoxications in
Europe, was only 39.2/100,000 population in 2000” (Kasper ve ark., 2009).

Ulkemizde Salmonella tipleri Salmonella enfeksiyon konusunda maalesef yeterli ve doyurucu
calismalar yapiimadigi igin, Kasper ve arkadaslari (2009) Tirkiye'ye 6zgli Salmonella
tiplerini ve Salmonella enfeksiyonu yapma dizeyini inceledikleri calismada, llkemize yonelik
veriler igin baska Ulkelerin arastirmalarinda yararlandiklarini agiklamislardir (Anonymous
Swedish Travel and Tourist Data Base). Maalesef bu tir epidemiyolojik ¢calismalar Glkemizde
yurutilmemektedir. Bu eksikligin giderilmesi icin caba sarf edilmesi gerekmektedir. Antalya
gibi olmasa da GAP bdlgesi, 6zellikle de Sanhurfa ili, tarihi ve kiltirel zenginlikleri yonlyle
gunumuzde 6nemli bir turistik merkezdir. Yoreye yeni gelen turistlere yapilan ilk uyari acikta
satilan gidalari tiketmemeleri yonindedir. GAP bdlgesi gida kaynakli hastaliklarin yogunlugu
nedeniyle koétii bir (ine sahiptir. Harran Universitesi'nin 2007 yilinda diizenledigi uluslararasi
kongreye yurt i¢i ve digindan ¢ok sayida bilim adaminin katilimi saglanmistir. Yurt digi ve
sehir disi katilimcilarin hemen hepsi ishal, kusma ve ates gibi semptomlarla rahatsizlik
belirtileri gostermigtir. Rahatsizlanan katilimcilarla ben de hastaneye kaldirildim. Tedavimiz
yapildi hastalia neden olan ajan i¢in her hangi bir analiz yapilmadi. Buna ilaveten hangi
gidanin hastaligimiza neden oldugu tespit etmek icin epidemiyolojik arastirma da yapilmadi.
Yurt digi katihimcilardan birinin ise saghgr o denli bozuldu ki ABD’ye ddnemeyerek

Macaristan’a, anavatanina gitmek zorunda kaldi. Macaristan’da yapilan test sonuglarina goére
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hastalik etkeninin Salmonella olarak tespit edildigi sahsima daha sonraki ikili gérismemizde
bildiriimistir. Ulkemizde rutin analiz yapiimadi§i ve epidemiyolojik olarak veriler
analizienmemektedir. Bu durumda bu vakayi referans olarak sunamamaktayim. Bu gibi
durumlarla karsilasiimamasi igin ivedikle gida glvenligi konusunda arastirmalarin
cogalmasi, Uretici-tiketicinin bilgilendiriimesi ve bdylece ciftlikten/tarladan catala giden

patojen zincirinin kirlimasi gerektigi gérisundeyiz.

Saglik Bakanhgi ¢alisanlari ile yapilan kisisel gérigsmeler sonucunda 2010 yilinda Tadrkiye ve

Sanliurfa ilinde meydana gelen insan Salmonella vaka bilgileri Tablo 1’de verilmigtir.

Tablo 1. 2010 yilinda Turkiye ve Sanliurfa’da goérilen Salmonella kaynakli insan vakalari
(Saghk Bakanligi verileri; kisisel gérisme)

Salmonella Turleri Sanlurfa Tiirkiye
Salmonella Typhi 191 1,090
Salmonella Paratyphi A 7 78
Salmonella Paratyphi B 4 57
Salmonella Paratyphi C 0 10
Salmonella O4 (B) 0 40
Salmonella O7 (C1) 4 16
Salmonella O8 (C2-C3) 0 32
Salmonella O9 (D1) 0 163
Salmonella 09,46 (D2) 0 3
Salmonella 03,10 (E1) 0 1
Salmonella 01,3,19 (E4) 0 0
Salmonella 013 (G) 0 1
Salmonella 018 (K) 0 17
Salmonella (diger) 4 487
Salmonella sp. 145 440
(tiplendirilmemis izolat)
Toplam 355 2435

Bakterilerin antibiyotiklere olan direnglilikleri tim diinyada problem yaratmaktadir. Ozellikle
de bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde buylk sorunlar yaratmaktadir. Antibiyotiklere

direncli gida kaynakh patojenlerin gelisimi insanlarin ila¢ tedavilerini de riske sokmaktadir
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(Mead ve ark., 1999). Avrupa Birliginde European Food Safety Authority (EFSA)'nin Haziran
2010’da yayinladigi rapora goére Salmonella’da antibiyotige karsi direncliligin Gye Ulkelerde
toplanan hayvan ve gida kaynakl érneklerden izole edilen Salmonella’da yaygin oldugu
bildirilmistir. Test edilen bir ¢cok antimikrobiyele direnglilik profillerinin tlkeden Ulkeye degistigi
tespit edilmistir. Uye (lkelerde en ok Salmonella izolatlarinin tetrasiklin, ampicillin ve
sulfonamide direnglilik gosterdikleri bildiriimektedir (toplam Salmonella izolatlarinin % 13-
47’sinin). Bu direnglilikler kaynaktan kaynaga da degisim gdstermektedir. Ornegin domuz ve
sigirdan izole edilen izolatlarda, kanathlardan izole edilenlere izolatlara gére direnglilik
seviyesinin daha ylksek oldugu belirlenmigtir. Buna ilaveten, bu raporda Salmonella,
Campylobacter ve E. colideki ciprofloxacin seviyesindeki artisin alti cizilmistir, ¢lnki

fluoroklinolonler insan vakalarinda kullanilan 6nemli antimikrobiyallerdir (EFSA, 2010).

Gida kaynakli salginlar ortak bir gidanin sindiriimesi sonucunda iki veya daha fazla benzer
hastaligin olusmasi olarak adlandiriimaktadir. Gida kaynakli salginlar Ulkelerin saghk
kuruluglarinca takip edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) ve EFSA tarafindan takip edilmektedir. Enter-net'e ve PulseNet
Europe’a Uye olan Ulkemizin bu tip durumlarda daha aktif rol oynamasi gerektigi
dusunulmektedir. Bu salgilarin 6nine gecgilmesinde ve de bu salgin olusmasi durumunda ise
salgin kaynaginin nasil tespit edilmesinde surveyans c¢alismalarinin 6nemi ortaya

cikmaktadir.

PulseNet* International’in raporunda (INFOSAN Information Note No. 4/2009 — PulseNet
International) da belirtildigi gibi, uluslar arasi duzeyde (i) patojenler Uzerine molekuler
surveyans (izleme) galismalarina, (ii) uluslararasi standardize edilmis alttipleme metodlarinin
gelistiriimesi ve oturtulmasi icin isbiriligine ve (iii) gida kaynakl patojenlerin alt tiplerinin
cografi dagilimi ve yayihminin tespit edilmesine yonelik isbiriligi c¢alismalarina ihtiyag
duyulmaktadir. Tirkiye PulseNet International’a lye ulkelerden biridir. Ulkemizde, 6zellikle
de GAP boélgesinde (Sanliurfa ve civari), surveyans galismalar bakimindan buylk eksiklikler
mevcuttur. Bu proje ile Sanhurfa boélgesindeki agikta satilan, ¢ig olarak tiketilen gidalar
(kurutulmus biber [isot], antep fistigi, acikta satilan peynir) ile klinik insan ve hayvan
vakalarindan kan ve diski ornekleri toplanmis ve bu oOrneklerden Salmonella izolasyonu
yapiimigtir. Bir sene slren izolasyon ve tanimlamada geleneksel metodlarin yani sira
molekiler metodlar da kullaniimistir. Salmonella izolatlari -80°C’de saklanmistir. Bu izolatlar
fenotipik (serotiplendirme) ve genotipik (MLST, PFGE ve antibiyotie direncli genlerin
varlihginin belirlenmesi) olarak tiplendirilmistir. Izolatlar hakkindaki tim bilgiler ve analiz
sonugclari halka agik bir izolat veri bankasi olan ve Cornell Universitesi blinyesinde bulunan

Food Microbe Tracker adh (eski adi; Pathogen Tracker) veri bankasina
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(http://www.foodmicrobetracker.com/login/login.aspx) aktariimistir. Bunun haricinde izole
edilen patojenler icin Tuarkiye'ye 6zgu ulusal bir data bankasi daha olusturulmus, ve
projemizden elde edilen butin bilgiler tam arastiricilarla karsiliksiz  paylasiimigtir
(pathogendetector-metu.rhcloud.com). Bunlara ilavaten Harran Universitesi Ziraat
Muhendisligi Gida Mihendisligi Bolimi’'nde aktif olarak g¢alisan bir molekiler alt tipleme
laboratuarinda Fen, Veteriner, Tip ve Ziraat Fakiltelerindeki lisans Ustl 6grencilerine egitim
verilmistir. Bu amag igin ¢oklu disiplinlerin bir araya gelmesi ve beraber ¢alismasi dnerilmistir.
Harran Universitesi Ziraat Mihendisligi ve ODTU Gida Mihendisligi Bélim{’'nde merkezinde
aktif olarak calisan bir molekuler alt tipleme laboratuarinda hem Fen, Veterinerlik, Tip ve
Ziraat Fakultelerindeki 6gretim Uyeleri ve hem de lisans Ustu 6grencileri beraber galismigtir.
Bununla birlikte Cornell Universitesi Gida Bilimi bélimd ile yapilan isbirligi sayesinde hem Dr.
Wiedmann’dan danigsmanlik alinmasi hem de BioNumerics adli ¢ok pahal bir yazihm ile

analizlenmesi gereken PFGE jel fotograflarinin analizleri yapiimistir.
Genel olarak basardigimiz hedefler agagidaki gibidir:

(i) Sanhurfa boélgesinde aktif olarak calisan, ¢oklu disiplerin bir arada ¢alistigi bir alt tipleme
laboratuarinda molekuiler teknikler kullanilarak gida kaynakli patojenler, &6zellikle de
Salmonella izole edilmistir. Daha sonra Listeria monocytogenes, Escherichia coli ve Brucella
gibi diger gida kaynakli patojenlerin izolasyonunun ve karakterizasyonunun yapilmasi da
planlanmaktadir. Onerilen proje ile ulusal ve uluslararasi 6zellikleri biinyesinde barindiran,
¢ok ortakh bir alt tipleme laboratuari hem ulusal hem de uluslararasi isbirligi yapabilme
kapasitesine sahip olmustur. Bu amag¢ cercevesinde U¢ Universite Orta Dogu Teknik,
Yizincl Yil ve Harran Universitesi'nin bes ayn fakultesinin (MUhendislik, Ziraat, Fen,
Veterinerlik ve Tip Fakdltelerinin) imkanlarinin kullaniimasinin planlandidi, ¢oklu disiplinleri
bir araya getiren bu projeye ABD Cornell Universitesi de destek olmustur. Béylece insan,
hayvan ve gida Salmonella izolatlarinin alt tiplemesi ile baglayacagimiz arastirmamizda ile
ciflikten/tarladan gatala giden zincirin tim halkalari incelemistir. Buna ilaveten, bu meziyetleri
icinde barindiran laboratuar; Sanliurfa bélgesinde, yurtta ve hatta uluslararasi ¢apta referans
laboratuari da olabilir. Patojenlerin cografi olarak gruplastigi, literatlirde bildiriimektedir (Davis
ve ark., 2007; Soyer ve ark., 2010). Buna ilaveten antibiyotik direngliliginin bélgeden boélgeye
ve konakgidan konakgiya degistigi de gosterilmistir (Hoelzer ve ark., 2010). Cografi
gruplasmalarda patojenlerin farkli gruplarinin tespit edilmesi, taze ve islenmis meyve ve
sebze ihrag eden Ulkemiz icin 6zellikle 6nemlidir. Hem Glkemizde hem de gida ihrag ettigimiz
ulkelerde gida kaynakli hastaliklarin izlenmesinde ve kaynaginin bulunmasinda guvenilir veri
tabanlarina ihtiya¢g duyulmaktadir. Ayni sekilde seyahat sirasinda meydana gelen gida

kaynakli hastaliklarin da takibinde bu tip veri tabanlarina ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu veri
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tabanlari Universitelerde arastirmalar igin kullanilacadi gibi gida endustrisi ve de saglik
kuruluslari tarafindan da kullanilabilmektedir. Bahsedilen ciflikten/tarladan catala olarak
adlandirilan zincirdeki patojenlerin genotipik 6zelliklerini igeren halka agik veri tabanlari
tilkemizde bulunmamakla beraber diinyada da az sayida bulunmaktadir. ileri ¢calismalarda
ongorilen Sanliurfa bolgesindeki taze sebze ve meyve Uretimi ve hayvancilik géz énine
alindiginda bu bolgede tespit edilen patojenlerin ve onlarin alt genotipik gruplarinin bilinmesi
ile bulasmanin kaynag! tespit edilmesiyle ve dreticinin konu hakkinda bilgilendirilmesi
saglanarak daha saglkli UrGnler Uretilecektir. Taze meyve ve sebze kaynagi olmasinin
yaninda gunumuizde turizm merkezlerinden biri olan GAP bdlgesindeki bu eksikligin
giderilmesi 6zellikle 6nemlidir. Ciflikten/tarladan g¢atala gida glvenliginin saglanmasi icin
gerekli elzem laboratuarin kurulmasi icin ilk adimi bu proje ile atiimistir. Proje ile
ciflikten/tarladan catala gida guvenliginin saglanmasinin yani sira hem i¢ tuketimdeki hem de
ihra¢ edilen gidalarin guvenliginin saglanmasini mimkun kilacak adimlar atiimistir. Ayrica bir
turizm Ulkesi olan Tlrkiye’de gida hizmet sektirinde kalite giivencesi saglanmasi, bdylece
gida kaynakl salginlarin dnline gecilmis olunmasi igin gelismeler kaydedilmistir. Béylece
gida kontaminasyonu sonucu olusacak ekonomik kayiplarin bastan énlenmesine yardimci
olunmustur (INFOSAN Information Note No. 4/2009).

(i) Sanhurfa bolgesinde gida kaynakli patojen Salmonella’ nin fenotipik ve genotipik
dagilimlari belirlenmigtir. Glinimuzde patojenlerin antibiyotife direngli suslarinin artmasi
insan sagligi agisindan énemli bir tehdit olusturmaktadir. insanlarda ve hayvanlarda gereksiz
ve bilingsiz antibiyotik kullanimi patojen mikroorganizmalarin antibiyotie direnglilik
kazanmalarini tetiklemektedir. Sanliurfa bélgemizde 6zellikle klinik hayvan vakalarinda test
yapilmadan antibiyotik kullaniimaktadir. Bu da c¢iftlik zincirinden baslayip insana kadar giden
patojen zincirini etkilemektedir. Calismamizda hem hayvanlarda hem de insanlarda analiz
yapilacagi icin izolat kaynaginin izolatlarin antibiyotige karsi direnglilie etkisi olup olmadigi
da incelenmigtir. Serotip dagilimlari ve antibiyotik direnclilik profilleri hasta tedavisinde direkt
olarak kullanilabilecektir. Ornegin antibiyotige direngli suglarin érneklerimizde bulunmasi ve
bunlarin hangi antibiyotige direncli olduklarinin belirlenmesi toplum saghgi agisindan g¢ok
onemlidir. Tip Fakultesi Uyeleri ile beraber ¢alisilacagi icin hastanede ¢alisan doktorlara bilgi
akisi surekli yapilmistir. Bu durum Sanliurfa’da galisan veteriner hekimlerimiz igcinde ayni
olmustur. Genotipik karakterizasyon sonucu elde edilen bilgiler ile hangi Salmonella

suslarinin hangi konakgil ile iligkili olduklarini ortaya ¢ikariimigtir.

(iii) Dunyada kabul géren molekuler tipleme yontemleri kullanilarak Sanlurfa bolgesine 6zgu
suslar belirlenmigtir. Bu bilgilerden bir veri bankasi olusturulmustur. Bu veri bankasi

PulseNet'e de data sagliyabilecek kalitede sonuglari iceren bir veri bankasi olmustur. Buna
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ilavatten hangi molekdler tekniklerle belirlenen suslarin Sanliurfa bélgesinde yaygin oldugu
belirlenmistir. Ornegin, Almanya’da meydana gelebilecek bir salmonelloziz vaka
gruplagsmasinin epidemiyolojik incelenmesi asamasinda supheli salgin kaynaklarinindan
birinin Sanliurfa’dan ihrag edilen isotlar olmasi durumunda projemizden elde edilecek
sonuglar kullanilabilecektir. PFGE, alt tipleme tekniklerinden biri olup, ginimiizde Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletlerindeki saglik kuruluslarinda klinik izolatlarinin alt tiplendirmelerinde
rutin olarak kullaniimaktadir. Saghk kuruluslarinin veri bankalari halka acik degildir. Ancak
olusturulacak bilgiler Cornell Universitesi'nde bulunan ve halka acik olan Food Microbe
Tracker’a, eski adi ile Pathogen Tracker adli veri bankasina
(http://www.foodmicrobetracker.com/login/login.aspx)  yuklenmig ve tim  dunyadaki
arastiricilarin hizmetine, her hangi bir karsilik beklenmeden, sununulmustur. Food Microbe
Tracker c¢ogunlugu Amerika’da izole edilen patojenleri icermekle birlikte, Avrupa’dan
(6rnegin, Portekiz, ispanya) da izole edilen patojenleri de icermektedir. Mayis 2010 itibari ile
5476 adedi Salmonella olmak Uzere 31333 izolatin fenotipik ve genotipik bilgilerini
icermektedir. Bu durumda Cornell Universitesi Gida Bilimi Ogretim Uyesi Dr. Martin

Wiedmann ile igbirligi yapilmistir.

Bu proje ile Sanliurfa yoresindeki Salmonella izolat mozaigi genetik tipleme yontemleri ile
ortaya cikariimistir. Bilgimiz dahilinde bu ydérede daha Once bodyle bir calisma
gerceklestirilmemistir. Sanhurfa yéresinde hem Harran Universitesi Tip Fakiiltesinde hem de
Veterinerlik Fakultesine gelen vakalardan geleneksel yontemlerle izole edilen Salmonella
izolatlarinin alt tiplenmesi yapilmamaktadir. Klinik vaka kumelesmelerinin kaynaginin
belirlenmesi igin hig bir caba gosteriimemektedir. Turkiye Halk Saghgi Kurumu Baskanhgi ile
yapilan ikili gdrismeler sonucunda bu durumun Guneydoguya 6zgl olmadigi, Tlrkiye
capinda da ayni oldugunu égrenilmistir. Onemli bir ihracat ve turizm Glkesi olan Turkiye'de de
gelismig Ulkelerde uygulanan gida kaynakli salginlarin takip edilmesi ve salginlarin énune
gecilmesi icin gerekli tedbirlerin alinmasi gerekmektedir. Elde edilen bilgiler ciftlikten catala
giden zincirin tim halkalarini icermektedir. Sonug olarak Sanliurfa bélgesinde isleyen ¢oklu
disiplinlerin beraber calistigi bir molekiler alt tipleme laboratuari ile toplum saghgini tehdit
eden unsurlari, 6zellikle bakterilerin, ciftlikten ve/veya tarladan catala ve de insanlara gecis
dinamigini inceleneyip, patojenlerin ekolojisi, biyolojisi ve gegis dinamikleri hakkinda daha
detayl bilgiye sahip olduk. Genis kapsamda amacimiz insan saghgini tehdit eden
Salmonella’ ya engel olunmasi icin hangi noktalardan zincire katildigini tespit ederek,
salginlarin dnline gecilmesi hedefidir ve bu hedef Sanlurfa bélgesi igin saglamlastiriimistir.
Bu baglamda patojen zincirinin kirllmasi icin gerekli tedbirler alinabilemsi igin data

saglanmistir.
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Bulundugumuz bdlgede vyapilmis her hangi bir surveyans c¢alisma olmamasi da
galismalarimizin katma degerinin ne kadar yuksek olacagini ortaya koymaktadir.
Literatiirden bildigimiz gibi farkh Ulkelerde ve de ayni Ulkede farkli bolgelerde baskin
genotipler mevcuttur. Bu tiplerin belirlenmesi 06zellikle salgin incelemelerinde 6nem
kazanmaktadir. Davis ve arkadaslarinin (2007) Amerika Birlesik Devletlerinde yaptigi
calismada Kuzeybati Pasifik Bolgesine 6zgu epidemik Salmonella Typhimurium tirin tlkenin
baska bdlgelerinde rastlanmadigini bildirmiglerdir. Bu bulgu, sUpheli gida kaynakli salgin
incelenmesine 1sik tutacak; eger belirlenen alt tip Ulkenin baska bir yerinde gdrilecek bir
salginda, kaynagin blyuk ihtimalle Kuzeybati Pasifik Bdlgesine ait bir Grinden kaynaklandigi
sonucuna varilacaktir. Bu bilginin daha o6nce belirlenmesi salgin durumunda zaman
kaybetmeden nokta atisi yapilabilmesini saglamaktadir. Avrupa Birligi basta olmak Uzere
taze meyve ve sebze ile islenmis gida ihracati yapan Ulkemiz uluslararasi arenada kaliteli ve
saglkl Grin saglayan ve salgin durumlarinda kendini savunabilen bir konuma gelmesi icin
alt yapi laboratuarlarina destek verilmesi ve gida kaynakli patojenlerin alt tip bilgilerini iceren
veri bankalarinin olusturulmasi gerektigine inaniimaktadir. Gida ile bulasan hastalik
etmenlerinin ¢iftlikten tabada giden yolunun kesilmesi igin farkli birimlerin beraber

c¢alismasinin elzem oldugu distnulmektedir.

*: PulseNet, Amerika Birlesik Devletlerinde toplum saghg ve gida mevzuat dizenleyici
kurulusglarinin (CDC; US Department of Agriculture, USDA/ The Food Safety and Inspection
Service, FSIS; Food and Drug Adminstriation, FDA) olusturdugu ulusal bir agdir (network) ve
CDC tarafindan koordine edilmektedir. PulseNet International ise dinyadaki gida kaynakh
salginlar izlemek igin kurulmus bir agdir. Ulkemiz PulseNet International (iyesi olan PulseNet

Europe’a dahildir.
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2. LITERATUR OZETi

Gida kaynakh enfeksiyonlar, kamu saghgina blyuk bir tehdit olusturmaktadir. Bu tehdit
sadece gelismekte Ulkelerle sinirli olmayip, gelismis Ulkelerde de mevcuttur. Ornegin Mead
ve arkadaslarinin 1999 yilinda ABD’yi temel alarak yaptiklari bir galismada, yilda 76 milyon
enfeksiyon vakasi goéruldugu saptanmigtir. Bakterilerin, toplam 6lum vakalarinin yaklagik %
90’nina (% 88) neden oldugu gbézlemlenmis ve bu bakterilerden: Salmonella (% 31), Listeria
(% 28), Toxoplasma (% 21), Campylobacter (% 5) ve E. coli O157:H7 (% 3)den ilk alti
patojenin, toplam &lim oraninin % 90’ini olusturdugunu tespit edilmistir. Yine ABD’de
gectigimiz yil 2013’te FoodNet (Foodborne Diseases Active Surveillance Network) tarafindan
gerceklestirilen surveyans calismasina goére, nifusun % 15, 48 milyon insanda, 19,056
gida kaynakli hastalik tespit edilmis, buna bagl olarak 4,200 insan hastaneye kaldiriimis, ve
80 6lim gerceklesmistir. Hastaliklara en sik sebep olan Salmonella, hastaliklarin % 38’inden
sorumlu patojendir. Diinya geneli icinse, Salmonella’nin her yil yaklasik 93.8 million hastaliga
sebep oldugu ve gergeklesen salmonelloziz vakalarinin 155,000 &limle sonuglandigi
belirtilmistir (Majowicz ve ark., 2010). Ulkemiz igin gida kaynkali zehirlenmelerin orani ve
buna yol agan mikroorganizmalarin dagilimini veren bir ¢alisma bilgimiz dahilinde mevcut
degildir. Ancak yetkili kuruglarla yapilan ikili gérismelerde en yaygin gida kaynakli bakteriyel

patojenin Salmonella oldugu bilinmektedir.

1995 ve 2008 yillar arasinda dinya genelinde 83 Ullkeden toplanan yillik surveyans
c¢alismalari sonucu, insan kaynakli en sik raporlanan tarlerin 307 serovar arasinda
Salmonella Enteritidis ve Typhimurium oldugu goértlmistir; bu iki serovar toplanan tim
izolatlarin % 78.8’ini olusturarak dinya genelinde 1.5 milyon insanda goériimustar (Vieira,
2009). EFSA (2014)nin 2012 verilerine gore 91,034 insan salmonelloziz vakasi 27 Avrupa
Birligi Uye Ulkesinde rapor edilmistir. Bu vakalarin gogunlugunun hayvanlardan (sigir, domuz,
kanatl hayvan ve drlnlerinden) insanlara gectigi bildiriimektedir. Vieira’nin sonuglarina
uygun olarak, yine en sik rapor edilen serovarlar subsp. enterica’ya dahil olan Enteritidis ve
Typhimurium olmustur (EFSA, 2014). Adustos 2010°da CDC’nin yayinladigi rapora gore
2007 yilinda ABD’de rapor edilen 1097 adet gida kaynakh salgin olusmustur. Bu salginlar
sonucunda 21,244 vaka 18'i Olimle sonuglanmistir. Salginlardan 497 adedinde
laboratuvarda tek bir etiyolojik kaynak belirlenmistir. Bu salginlarin % 52’si bakteri kaynakh
olup %27’sini Salmonella’nin neden oldugu vakalar (3,465) olusturmaktadir. Bu durumda
etiyolojik kaynagi belli olan salginlarin en gok norovirus olugturmakta, bunu da Salmonella
takip etmektedir. Olim oranlarina bakildiginda ise, en yiiksek 6lim orani Salmonella'nin
etiyolojik olarak neden oldugu vakalarda (% 28) gorilmektedir (CDC, 2010). Avrupa Birligi ve

Uye adayi ulkelerindeki insan salmonelloziz vakalarinin % 26’sina neden olan izolatlarin bir
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veya daha fazla ilaca direngli olduklari ve en yiksek direng seviyeleri ampicillin, tetracycline
ve sulfonamidde tespit edilmistir (EFSA, 2013). Bu Ulkeler arasinda Turkiye

bulunmamaktadir.

insanlarda en sik gorilen tifo-disi salmonelloziz semptomlari genellikle ishal, kusma,
ateslenme gibi gérece hafif sonuglar dogusa da, bazi serotiplerin kronik romatizma ve
genellikle 6lumle sonuglanabilen septisemi gibi hayati sonuglari, 6zellikle yagli ve bagisiklk

sistemi baskilanmis insanlarda gérulmustir (Chen ve ark., 2012).

Gida marketlerindeki kiresellesme ve gidalarin Uretim ve dagitimlari asamasinda yeni
yontemlerle kontamine olmus bir gida Grlinintn sehir disi, Ulke disi tUketicilere ulasabilme
imkani, ¢coklu sehir ve hatta ¢oklu Ulkelerde gida kaynakl hastaliklarin artmasina neden
olmustur (Barrett ve ark., 1994). insanlarin uluslararasi yolculuk imkanlarinin artmasi ve
goclerin de bu artisa etkisi oldugu bilinmektedir (Aarestrup ve ark., 2007). Molekuler alt
tipleme teknikleri ve veri analizi i¢in geligtirilen bilgisayar yazilimlarindaki gelismeler,
laboratuarlara hastaliklari tanima ve bakteriyel enfeksiyon nedenli salginlari inceleyebilme
imkani saglamaktadir (van Belkum, 1998). Gida ticaretin Ulkeler arasinda artmasi ve de ile
de antimikrobiyal direncgli izolatlarin yayihmi artmistir. Bugline kadar bakteri alt tiplemek icin
bir cok DNA tani yontemleri geligtiriimigtir (Olive ve Bean, 1999). PFGE, gida kaynakh
patojenleri ve diger bakterileri alt tiplemede daha duyarli ve daha ayirici olmasi nedeniyle
glunumuzde “altin standart” olarak kullaniimaktadir. PFGE tekniginin tekrarlanabilirligindeki
sorunlar nedeniyle CDC tarafindan 1996 yilinda PFGE’nin standardizasyonu ve gergek
zamanli bilgi paylasimi saglayan iletisim aginin kurulmasi gergeklesmistir (Swaminathan ve
ark., 2001). PFGE tekniginin dnimuizdeki uzun yillar boyunca gida kaynakh bakteriyel
patojenlerin alt tiplemeler igin altin standart olarak kullaniimasi 6ngérilmektedir (Gerner-
Smidt ve ark., 2006). Ancak nukleotid dizilimleri kullaniimadigi igin fenotipik analizleri
yapilamamaktadir. Evrimsel iligkinin tespiti icin fenotipik analizlere elverisli PZR temmelli
nukleotid dizilimlerinin kullanildigi yontemler kullaniimaktadir. Bunlardan en yayginlarindan
biri MLST’dir. Mutasyona karsi en ¢ok korunan genlerin yedi tanesinin sekanslanmasiyla
elde edilen bilgi ile MLST analizi, dinya genelinde Salmonella cesitliligine 1sik tutarken;
bakteri ¢esitliliginin gen dedisiminden ziyade mutasyonlarla gergeklestigi g6z 6nlnde

bulunduruldugunda, bu gesitliligin baslangi¢ rotasini da belirlemis olur (Wiedmann, 2002).

Bakterilerin antibiyotiklere olan direnglilikleri tim diinyada problem yaratmaktadir. Ozellikle
de bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde buylk sorunlar yaratmaktadir. Antibiyotiklere
direncli gida kaynakh patojenlerin gelisimi insanlarin ila¢ tedavilerini de riske sokmaktadir
(Mead ve ark. 1999). EFSA’'nin 2013’te yayinladigi rapora gére Salmonella’da antibiyotige

kargi direncliligin Gye Ulkelerde toplanan insan, hayvan ve gida kaynakli Salmonella'da
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yaygin oldugu bildirilmistir. Test edilen bir ¢ok antimikrobiyele direnglilik profillerinin tlkeden
llkeye fazlacadegistigi tespit edilmistir. Uye (lkelerden &rneklenen et ve hayvanlarda
Salmonella izolatlarinin en ¢ok tetrasiklin, ampicillin ve sulfonamide direnglilik gosterdikleri
bildirilmektedir (toplam Salmonella izolatlarinin %7-61’inin). Bu drenglilikler domuz ve hindiler
icin daha yuksek; fakat tavuk eti, yumurta tavuklari ve sigirlar icin daha az goérilmektedir.
Coklu antimikrobiyal direnclilik 6zelligi ise en ¢ok tavuk eti, hindi ve domuzlardan izole edilen
Salmonella’da goérilmus, Tavuk etlernden izole edilen Salmonella Infantis’lerin direnglilik
oranlarinin siprofloksasin igin % 96.5 ve nalidiksik asit icinse % 96.0 oldugu bildirilmistir
(EFSA, 2014).

Ulkemizde de maalesef birgok gida kaynakli salgin olmaktadir. insan vakalarinin
kimelenmesinin nedeni olan gidalarda herhangi bir arastirma yapiimadigi ic¢in bu
kimelenmeler salgin olarak rapor edilememekte ve gerekli tedbirler alinamamaktadir. Bu
salginlarin kaynaklarinin fenotipik (6rnegin serotip ve antimikrobiyal direnglilik profilleri) ve
genotipik (6rnegin PFGE tipleri) 6zellikleri de bilinmektedir. Ancak llkemizde gida, hayvan ve
insanlarda ayri ayri yapilan c¢alismalar mevcuttur. Gidalarda yapilan calismalar tavuk
etlerinin Salmonella ile bulasik olma oranin ¢ok yiksek oldugunu gdstermektedir. Cetinkaya
ve ark. (2008) yaptigi bir calismada tavuk pargalari, parcalanmis et, hazir salatalar ¢ig
sebzeler ve ¢iJ sut gidalari ile toplam 416 6rnek toplanarak yapilmis bir Samonella prevalans
calismasinda, kontaminasyon sadece tavuk etinde gézlenmis, yayginlik orani 0.24 % olarak
tayin edilmigtir. Calismamiz bir ¢ok kaynaktan izole edilen Salmonella’larin belirlenmesi ve
bu bakterinin fenotipik (serotiplendirme, antimikrobiyal direnclilik tayini) ve genotipik (MLST,
PFGE analizleri) incelenmesine olanak saglamis, Turkiye'deki Salmonella cesitliligi ve

Salmonella’'nin evrimsel iligkilerine 1s1k tutacak ¢alismalarin basinda gelmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1 GEREC
3.1.1 Cihazlar, Kimyasal Maddeler ile Cam Plastik Sarf Malzemeler

ilk dort ay iginde (12/2011 — 03/2012) projenin yiritilmesi icin gerekli olan laboratuvar
cihazlari ve sarf malzemeleri temin edilmistir. Bu kapsamda calkalamali su banyosu
(Memmert WN8-14), calkaliyici (Interscience 400P), derin dondurucu (Thermo Scientific Elit
Plus), elektroforez Unitesi 12x14 cm (OBI Elektroforez),hassas terazi (Mettles Toledo MS
400D), mikrodalga firin (Argelik MD554 Intellwave), pH-metre (Thermo Scientific Eutech PH
700) ve vortex (Velp ZX3) alinmistir. Son olarak da antibiyotik direnglilik testi i¢in disk
dispenser (Oxoid -164972-136) temin edilmigtir.

3.1.2 insan, Hayvan ve Klinik insan Ornekleri ile Salmonella izolatlar

Projemizde belirtilen doért donemde Sanliurfa yoresinde Uretilen, bu yéreye 6zgli ve en ¢ok

tuketilen acgikta satilan gidalardan 6rnek toplanmistir (Ek 1-4).

Ornekleme déneminde toplanan gida 6rnekleri 6zel bir formatta (6rn: 1-F-A) etiketlenmistir.
Her etiketteki birinci sayi gida 6rnegini, ortadaki harf (F-S) numunelerin satin alindigi bélgeyi,

en sondaki harf ise (A-B-C) gida numunesinin ait fiyat seviyesini temsil etmektedir.

Gida numunelerinin toplanma islemi Harran Universitesi, Gida Miihendisligi tarafindan Nisan
2012 ve Mart 2013 tarifleri arasinda, ilkbahar, yaz, sonbahar ve kis mevsimlerine karsilik
gelen 6rnekleme dénemlerinde gerceklestirilmistir. Sanhurfa’daki dikkanlar, pazar yerleri ve
seyyar saticilar ziyaret edilerek, her érnekleme doneminde 48 adet gida 6rnegi toplanmis ve
4 dénem sonunda toplamda 192 oOrnek elde edilmistir. 8 farkh gida tipinden &ornekler

toplanmakla birlikte, bu gida tipleri agagidaki gibidir:

Si1gir kiyma eti (no: 24)
Koyun kiyma eti (no: 24)
Tavuk eti (no: 24)

Si1gir kokenli sakatat (no: 24)
Taze peynir (no: 24)

Urfa peyniri (no: 24)

isot (no: 24)

Antep fistigi (no: 24)

© N O Ok wDdhd =
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Her 6rnekleme déneminde, Sanliurfa’daki iki farkl bolge ziyaret edilerek, her bolgede, bir
gida tipine ait 3 adet numune satin alinmistir (Ek 1-4). Boylelikle, bir gida tipine ait, her
drnekleme déneminde 6 farkli numune elde edilmistir. Orneklerin satin alinma islemi bir giin
icerisinde bitirildikten sonra, soguk zincir sartlari altinda Salmonella tespiti ve izolasyonu
islemlerinin gergeklestiriimesi igin drnekler Ankara ODTU Gida Miihendisligi'ne ulastirilmistir.
Urfa peyniri, tavuk eti, sakatat, taze peynir, kiiglikbas kiyma ve blyikbas kiyma érnekleri hig
bekletiimeden analize alinmistir. Kuru biber (isot) ve Antep fistigi 6érnekleri ise analize kadar

4°C’ de muhafaza edilmistir.

Hayvan digkisi érneklerinin toplanmasi Harran Universitesi Veterinerlik Fakiltesi tarafindan
gergeklestirilmistir. Ornekleme dénemleri ilkbahar, yaz, sonbahar, kis mevsimlerini temsil
edecek sekilde diizenlenmistir. Ornekleme dénemlerinde klinik hayvan izolatlarindan digki
toplanmasi planlanmistir. Ancak klinik salmonellozis vakasi goérilmemesi nedeniyle hayvan
pazarlarindan, kesimhanelerden ve ciftliklerden érnek toplanmistir.Ornek toplama bilgileri EK
5-8'de detayll bir sekilde verilmistir, 4 érnekleme dénemi sonucunda en az 50 adet hayvan
Salmonella izolati hedefine ulasmak amaciyla kis mevsim icerisinde ek bir drnekleme
gerceklestirilmistir. ilkbahar, yaz, sonbahar ve kis (ek ornekleme ddnemi de dahil)
dénemlerinde sirasiyla 82, 91, 117 ve 65 adet drnek toplanmistir. Toplamda, 9 Nisan 2012
ve 15 Ocak 2013 tarihleri arasinda 355 adet digki Ornegi elde edilmistir. Bu 6rnek
koleksiyonu, 231 adet koyun diskisi, 105 adet sigir digkisi, 11 adet tavuk digkisi ve 8 adet
kegi digkisindan olugmaktadir (Ek 5-8). Ornekler biylk g¢ogunlukla kesimhanelerden
toplanmigtir. Pazarlardan da érnekleme yapilmistir. Hayvan diski érneklerinde Salmonella
tespit ve izolasyon iglemleri Harran Universitesi Veterinerlik Fakiltesi'nde gergeklestirilmistir.
Elde edilen supheli Salmonella kolonileri agarlar (izerinde Ankara ODTU Gida

Muahendisligi'ne gdonderilmistir.

Ornekleme ddnemi boyunca Harran Universitesi Tip Fakiltesi Uygulama Hastanesine
salmonellozisden slphelenilen insan vakalarindan diski o6rnekleri toplanmistir (Ek 9).
Yalnizca 6 izolat bahar doneminde ve 13 izolat ise yaz ddénemi igerisinde toplanmistir.
Projede hedeflenen insan kaynakli izolat sayisi en az 50 oldugundan, yine ayni hastaneye ait
gecmiste izole edilmis ve Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama Hastanesi biinyesinde
saklanan 31 izolat da proje dahil edilmigtir. Bu izolatlarin toplanma tarihleri Agustos 2010 ve
Eylil 2010 tarihleri arasi degismektedir (Ek 9). Harran Universitesi Tip Fakiiltesinde
toplanan supheli Salmonella spp. izolatlarinin dogrulanmasi ODTU Gida Miihendisligi

Bolumd’'nde yapilmistir.

Toplamda elde edilen 192 gida 6rnedinden 59; 355 hayvan érneginden de 54 Salmonella

izolati elde edilmistir. Harran Universitesi Tip Fakiiltesinden elde edilen 50 adet siipheli
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Salmonella izolati, ODTU Gida Mihendisligi Bélimi'nde dogrulanmistir. izolatlar ve gida

ornekleri ile ilgili detayh bilgi Ekler kisminda (Ek 1-9) verilmistir.

3.1.3 Kimyasallar, Enzimler ve Antimikrobiyaller

Kullanilan kimyasal, enzim ve antimikrobiyal bilgileri “Ekler kisminda (Ek 10-12) verilmistir.

3.1.4 Analizler i¢in Kullanilan Bilgisayar Yazilimlar

DNA izlerinin gbzlenmesi ve kaydi Bio-Rad Universal Hood Il gel imager (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) ile; bant normalizasyonlari ve gerekli PFGE analizlerinin
gergeklestiriimesi BioNumerics yazilimi (Applied-Maths, Kortrijk, Belgium) ile yapilmistir.
Cornell  Universitesi Gida Bilimi Bélimi’'ndeki Prof. Dr. Martin Wiedmann’nin
laboratuvarindaki BioNumerics yazilimina uzakdan erisim aracihdi ile baglanilarak analizler
gerceklestiriimisti. DNAStar (DNASTAR Inc, Madison, ABD) yazilimina ait SeqMan,
SeqgBuilder and MegAlign kullaniimistir. Alelik tip ve sekans tipi tayinleri icin University of
Warwick Salmonella enterica MLST Database (kaynak:
http://mist.warwick.ac.uk/mlist/dbs/Senterica) kullaniimistir. istatistiksel analizler igin Microsoft
Office Excel ve DNASP yazilimi (Rozas, 2009) kullaniimistir. p degerlerinin hesaplanmasi

icin ise http://graphpad.com/quickcalcs/contingency1/ web sitesi kullaniimigtir.

3.2 YONTEM
3.2.1 Salmonella izolasyonu

Gidalarda Salmonella izolasyonu:

25 g kati drnek steril karigtiriciya alinarak, Uzerine 6nzenginlestirme besiyeri olarak 225 mL
peptone ftriptic soy broth (pTSB) ilave edildikten sonra stomacher igcerisinde homojenize
edilmistir. Karisim aseptik kosullarda agzi kapatilabilir steril torbalara alinarak 35°C’de 6 saat
inkiibe edilmistir. Selektif zenginlestirme Rappaport Vassiliadis (RVS) ve tetrahionate (TT)
brothda yapilmistir. RVS brotha 1:100 dilue edilen 6n zenginlestiriimis 6rnek 24 saat
42°C’deki etlivde inkibe edilmistir. TT brotha 1:10 dilue edilen én zenginlestiriimis 6érnek 24
saat 37°C’deki etivde inkube edilmigtir. Selektif besiyerinden 10 pL’lik hacim xylose lysine
deoxycholate (XLD) agara ve brilliant-green agara (BGA) siiriilerek 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmigtir. Toplanan Salmonella spp. izolatlarinin dogrulanmasi ODTU Gida Miihendisligi

Bolumd’'nde yapilmistir.
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Hayvan Diskilarinda Salmonella izolasyonu:

Salmonella’ya bagl klinik vakalarda hayvan digki érneginden XLD ve Salmonella-Shigella
(SS) agara direkt ekim yapilip ve 37°C’de 24 saat inkibe edilerek izolasyona gidilmistir.
Ciftlik ve mezbahalardan alinan érneklerde ise 25 g hayvan digki (tavuk digkisi érneklerinden
1 g) 6rnegdi steril karistiriciya alinarak, Uzerine 6n zenginlestirme besiyeri olarak 225 mL
(tavuk digki érnegi icin ise 9 mL) peptone triptic soy broth (pTSB) ilave edildikten sonra
homojenize edilmistir. Karisim aseptik kosullarda agzi kapatilabilir steril torbalara alinarak
35°C’de 6 saat inklbe edilmigtir. Selektif zenginlestirme Rappaport Vassiliadis (RV) ve
tetrahionate (TT) brothlarda paralel olarak yapilmigtir. RV brotha 1:100 ve TT brotha 1:10
dilue edilen 6n zenginlestirilmis érnek 24 saat 42°C’deki ¢alkalamali su banyosunda inkibe
edilmistir. Her bir selektif besiyerinden 50 uL’lik hacim xylose lysine deoxycholate (XLD) ve
SS agara siriilip ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda selektif kati
besiyerinde Salmonella oldugundan siphenenilen (XLD’de merkezi siyah renkli pembe ve
SS’de renksiz koloni morfolojisine sahip) her bir petriden g koloni brain hearth infusion (BHI)
agara surulmustir. Bir gece 37°C’de koloniler gelistiriimistir. Toplanan Salmonella spp.

izolatlarinin dogrulanmasi ODTU Gida Mihendisligi Bolimd’'nde yapilmigtir.

insan Klinik VVakalarinda Salmonella izolasyonu:

Salmonelloziz siiphesi ile Harran Univ. Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuarina
basvuran hastalardan digki ve/veya kan ornekleri alinmistir. Digki érnekleri direkt kanh agar,
EMB agar ve Salmonella-Shigella (SS) agar besiyerlerine ekilmistir. Gram negatif ve pozitif
bakterilerin ayrimi kanli agar ve EMB agarda gelisimlerine goére yapilmistir. 37°C’de 24
saatlik inklibasyon sonunda selektif SS agarda Salmonella sipheli laktoz negatif koloniler
(renksiz ya da siyah merkezli koloni morfolojisine sahip olanlar) izole edilmis ve bu izolatlara
biyokimyasal testler uygulanmistir. Stipheli koloniler 6ncelikle Simmon’s sitrat, Gire agar, triple
sugar iron (TSI) agar ve hareket besiyerlerine inokiile edilerek, sitrat, Ure, TSI ve hareket
testleri yapilmistir. Kan o6rnekleri ise steril sartlarda direkt kan kiltlr siselerine alinarak
otomatize sistem BD BACTEC 9050 cihazinda inkiibe edilmis. Ureme olan érneklerden EMB,
kanl ve cukulata agar besiyerlerine ekimleri yapilmigtir. EMB agar besiyerinde treyen laktoz
negatif koloniler, Salmonella spp. ayirimi igin bahsedilen yéntemler uygulanmistir. Harran
Universitesi Tip Fakiltesinde toplanan Salmonella spp. izolatlarinin dogrulanmasi ODTU

Gida Muhendisligi Bélumd’nde yapilmistir.

3.2.2 Salmonella Dogrulanmasi ve Saklama

Salmonella dogrulanma islemi PZR kullanilarak belirlenmektedir. BHI kati besiyerinde

geligtirilen saf kaltirden bir koloni, steril kiirdan yardim ile alinip 95 pL steril su igeren PZR
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tibline aktarilmistir. Mikrodalga firinda 30 saniye mikrodalgaya maruz birakilip hiicre
parcalanmistir. Bu solisyon PZR analizlerinde kullaniimistir. Lize olmus hucreleri igeren
solisyondan 1 uL alinip 49 uL PZR master karisimi iceren PZR tubdne aktariimigtir. PZR
master karisimi ve kullanilan invA primer sekanslari Tablo 2 de’ verilmistir (Rahn ve ark.,
1992, Kim ve ark., 2007).

Tablo 2. PZR Master Karigimi ve invA primer sekansi

PZR Reaksiyon Sollisyonu Primer sekansi 5’ -3’ Hacim (ul)
[Konsantrasyon]

dH,0 31

5X Go Taq Flexi buffer 10.0
MgCl, [25mM] 3.0
dNTPs [10mM] 1.0
invA-F [12.5 uM] GAACCCTCAGTTTTT CAACGTTTC 2.0
invA-R [12.5 uM] TAG CCG TAA CAA CCA ATA CAA ATG 2.0
Tag DNA polymeraz 0.25
TOPLAM 49

Asagidaki amplifikasyon kosullari uygulanarak 678 bp’lik invA gen bdlgesi amplifiye

edilmistir.

Amplifikasyon kosullari:

94°C’de 8 dakika [1X]
94°C’de 30 saniye

60°C 'de 30 saniye [35X]
72°C’de 30 saniye
72°C’de 5 dakika

4°C [1X]

PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen tUrinden 5 pl alinarak ve  DNA molekuler agirhgi
bilenen markerlar ile birlikte %1.5’lik agaroz jelinde 110 V’da yaklagik yarim saat

yuratilmustar. Jeldeki DNA bantlari etidyum bromide solisyonunda bekletildikten sonra
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goruntilenmistir. 678 bp bdlgedeki bant tespiti invA varligini yani izolatlarin Salmonella

bakterisi oldugunu goéstergesidir.

Salmonella oldugu dogrulanan bu izolatlarin dondurulmasina baslanmistir. BHI petrilerinden
bir koloni alinarak BHI brothda 37°C’de bir gece inkube edilmistir. Cogaltilan organizmalar
isimlendirilip, son konsantrasyonu %15 gliserol olacak sekilde tiiplerde -80°C’de ODTU Gida

Muahendisligi BolumU’'ndeki laboratuvarda saklanmaktadir.

5.2.3 Serotiplendirme

Proje suresince elde edilmis olan insan, hayvan ve gida kaynakli Salmonella izolatlarinin
serotiplendiriimesi i¢in, su an Turkiye Halk Saghdi Kurumu olarak yeniden yapilandiriimig
olan eski Refik Saydam Hifzisthha Enstitisi’nden hizmet alimina gidilmigtir. White-
Kauffman-LeMinor Siniflandirimasina, cam yiuzeyde bakteriye ait yuzey antijenlerinin
250’den fazla antiserum ile gokturilmesi esasina dayanir. Antiserumlar O, H, Faz1 ve Faz2
antijenlerine yonelik reaksiyon gerceklestirir. Yaklasik 20 pl antiserum Salmonella kultura ile
karistirllarak sonug elde edilir. Gozle gorulur g¢okelme antiseruma ait antijenin varhgini

gostererek pozitif sonug verirken; homojen karisim negatif sonug anlamina gelir.

3.2.4 Multi Lokus Sekans Tiplendirme (MLST) Analizi

Gida, Hayvan ve Klinik insan lIzolatlarinda DNA izolasyonu ve 7 Metabolik Genin PZR ile

Amplifikasyonu:

izole edilen tim Salmonella izolatlarinda genotipik analizlerin yiritilmesi igin genomik DNA
saflastiriimistir. Salmonella stogu BHI kati besiyerine cizilecek ve 37°C’de bir gece inkiibe
edilmis, tek koloni alinpp BHI brothda 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Hiicre
suspansiyonundan ticari kit ‘NanoBiz Bakteri Genomik Saflastirma Kiti’ yardimi ile DNA

izolasyonu gercgeklestiriimigstir.

Saflastiriimis Salmonella DNA’lari 7 gen MLST PZR reaksiyonunda kullaniimistir (Achtman
ve ark., 2012).

PZR master karigimi Tablo 3’de ve kullanilan genlerin primer sekanslari Tablo 4‘te verilmigstir
(Jolley ve Maiden, 2010).
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Tablo 3. PZR Master Karisimi

PZR Reaksiyon Solusyonu Hacim (ul)

[Konsantrasyon]

dH20 71.5
10X PZR bufer 10.0
MgCl, [25mM] 6.0

dNTPs [10mM] 2.0

Primer*-F [12.5 uM] 4.0

Primer* [12.5 uM] 4.0

Taq DNA polym. 0.5
TOPLAM 98

*: primer sekanlari Tablo 4’te verilmigtir

Tablo 4. MLST 7 gen primer sekanslari

Gen Primer sekansi 5’ -3’ Amplifiye edilecek bolge, bp
aroC-F GGCACCAGTATTGGCCTGCT 826
aroC-R CATATGCGCCACAATGTGTTG

thrA-F GTCACGGTGATCGATCCGGT 852
thrA-R CACGATATTGATATTAGCCCG

purE-F ATGTCTTCCCGCAATAATCC 510
purE-R TCATAGCGTCCCCCGCGGATC

SucA-F AGCACCGAAGAGAAACGCTG 643
SucA-R GGTTGTTGATAACGATACGTAC

hisD-F GAAACGTTCCATTCCGCGCAGAC 894
hisD-R CTGAACGGTCATCCGTTTCTG

hemD-F ATGAGTATTCTGATCACCCG 666

hemD-R ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA
dnaN-F ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA 833
dnaN-R AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC

Asagidaki amplifikasyon kosullari uygulanarak 7 farkli gen bdlgesi amplifiye edilmistir.

Amplifikasyon kosullart:

94°C’de 10 dakika [1X]

94°C’de 1 dakika

60°C 'de 1 dakika [35X]
72°C’de 1 dakika

72°C’de 7 dakika

4°C o [1X]
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PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen driinden 5 ul alinacak ve DNA molekuler agirhgi
bilenen markerlar ile birlikte %1.5’lik agaroz jelinde 110 V’da yaklagik yarim saat
yaratdimastar. Jeldeki DNA bantlari etidyum bromide solusyonunda bekletildikten sonra
goruntilenmistir. Bant tespiti pozitif sonug olacak ve PZR Uriin, NanoBiz PZR Saflastirma Kiti

yardimi ile saflastirilmis ve sekansi yapilmak Uzere sekanslama birimine génderilmistir.

Sekans verilerinin incelenmesi ve DNASTAR vyazilimi ile filogenetik analizlerin yapilmasi:

DNASTAR Lasergene adli yazihm kullanilarak sekans analizlenmesi yapilmaktadir. Sekans
sonuglart 6ncelikle manuel olarak gbézden gecirildikten sonra, DNASTAR Lasergene’de
siralandiriimisdir (align edilmektedir). Ayni zamanda Warwick Universitesi, ingiltere,
blnyesindeki Salmonella data bankasi kullanilarak her bir gen igin dncelikle alilik tip tespit
edilmekte, daha sonra da sekans tipi belilenmektedir. Eger daha 6nce bulunmamis bir alilik
tip belirlenirse, yeni alilik tip numarasi verilmistir. Biyoinformatik araclar kullanilarak evrimsel
analizler yapilmis ve izolatlar arasindaki iligski tespit edilmistir. Buna ilavaten E-burst gruplari
da tespit edilmistir. E-burst gruplari 7 gende bulunan alelik tiplerin cojunda (6 ya da 5 alel)

esit numaralar almigtir; yani 5-6 alelik tipi ayni olan sekans tipi gruplarina verilen isimdir.

3.2.5 Salmonella izolatlarinnin Antibiyotik Direnglilik Profillerinin Saptanmasi

Disk Diflizyon Metodu:

4 mL Mdller-Hinton sivi besiyerine kiltlr steril 6ze yardimi ile aktarilarak, 37°C’de 18 saat
inkiibe edilmistir. inkilbasyondan sonra steril suda 1:100 dilisyonlar yapilir, amag¢ 0.5
McFarland standardiyla ayni (1.5*10° cfu/ml) hiicre konsantrasyonu elde etmektir. 100 pL
kultlr iceren besiyer, Miller-Hinton agar iceren petrilere yayilmigtir. Antibiyotik iceren 6 mm
kagit diskler agarin ylzeyine yerlestirilir ve 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Disk difizyonu
icin 19 farkli antimikrobiyal kullaniimistir. Kullanilan antimikrobiyal diskler (Oxoid,
Basingstoke, UK) Tablo 5'de verilmektedir. Kontrol organizmasi E. coli ATCC 25922'dir.
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan belirlenen standartlara (Tablo 5)

gore sonuglar duyarl (S), orta (I) ve direngli (R) olarak belirlenmistir (CLSI, 2013).
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Tablo 5. Disk diflizyon yénteminde kullanilan alan ¢aplari (CLSI1,2002;2013)

Antimikrobiyal Antimikrobiyal ajan Disk Alan ¢api (mm)
grup icerigi(ug)
Duyarl (S) Orta () Direngli (R)
Aminoglukositler Amikasin ’ 30 217 15-16 <14
Gentamisin ' 10 215 13-14 <12
Kanamisin ' 30 218 14-17 <13
Streptomisin ! 10 215 12-14 <M
Beta laktamlar Amfisillin ' 10 217 14-16 <13
Seftiofur > 30 221 18-20 <17
Sefoksitin ' 30 218 15-17 <14
Seftriakson ' 30 223 20-22 <19
Sefalothin ' 30 218 15-17 <14
Amoksisillin-klavulanik asit ' 20/10 218 14-17 <13
Ertapenem ' 10 223 20-22 <19
Imipenem 10 223 20-22 <19
Fenikoller Kloramfenikol' 30 218 13-17 <12
Kuinolonlar ve Nalidiksic asit ' 30 219 14-18 <13
Florokuinolonlar Siprofloksasin ! 5 221 16-20 <15
Tetrasiklinler Tetrasiklin ' 30 215 12-14 <11
Sulfanomitler ve Trimethoprim-sulfamethoksazol ' 1.25/23.75 216 11-15 <10
Trimethoprimler Sulfisoksazol ' 300 217 13-16 <12
Macrolidler Azitromisin® 15

' CLSI, 2013. Clinical and Laboratory Standards Institute, Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing; Twenty-Third Informational Supplement, Vol:33, ISBN 1-56238-865-7

2 CLSI, 2002. Clinical and Laboratory Standards Institute, Performance Standards for Antimicrobial
Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated from Animals; Approved Standard—Second
Edition, Vol: 22, ISBN 1-56238-461-9

® Azitromisin is CLSI raporlarinda Enterobacter grubunda tanimlanmamistir. Bu nedenle disk diflizyon
testlerinde sonuglari verilmemistir.

Proje kapsaminda izole edilen tum izolatlar disk disk difuzyon yontemi ile fenotipik olarak

tiplendirilmistir.

Minimal inhibisyon Konsantre (MIK) Ydntemi:

izole edilen tiim Salmonella izolatlarinin antibiyotik direnglilik profilleri icin minimal inhibisyon
konsantre (MIK) yontemi mikro seyreltme metodu uygulanarak kullaniimistir (CLSI, 2013).
Salmonella izolatlari Mueller-Hinton agar iceren petrilere siiriilmiis ve 37°C’de 18 saat inkiibe
edilmistir. Steril tek kullanimlik plastik 6ze yardimi ile % 0.85 NaCl igeren steril tuzlu su igine
alinmistir. Inokulum 10° koloni olusturma Unitesine spektrofotometre (Shimadzu UV-1700
Pharma Spec) yardimi ile ayarlanmistir. Hazirlanan sispansiyondan 15 pyL alinip 11 mL

Mueller-Hinton broth iceren tlplere aktariimis ve karistinimistir. Karisimdan 100 pyL alinip
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artan konsantrelerde 19 farkl antibiyotik (Tablo 6) iceren mikrotiter plakalarin haznelerine
ilave edilmistir. Plakalar 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda gelisme
gorulmeyen ilk haznedeki konsantrasyon minimal inhibisyon konsantreleri (MIK) olarak
belirlenmigtir. Belirlenen MIK (ug/mL) Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)'den ve
European Union Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)'de verilen
kirlma noktalari (break points) ile karsilastiriimis ve duyarli, orta ve direncgli olarak

kodlanmasi planlanmistir (Tablo 6).

Mikro seyreltme ydntemine ilaveten E-test metodu da denenmigtir. BHI agarda bir gece
inkiibe edilmis izolatlar, 0.85% tuzlu suya aktariimig, bulanikhdr 0.5 McFarland standardiyla
karsilastirilarak ayarlanmistir. Steril swap yardimiyla, sivi besiyerden Mueller Hinton agara
ekim yapilmigtir. Ardindan her bir antimikrobiyal igin E-testler (Biomerieux, SA), ekim yapilan
agarlarin Uzerine steril pens ile konulmus ve 35+2°C’de 16-20 saat inkiibe edilmislerdir.
Sonuglari okurken, MIK degeri, inhibasyon alanindan altinda kalan konsantasyon degerine

bakilarak belirlenmigtir.

Tablo 6. Antimikrobiyal ajanlarin minimum inhibisyon konsantreleri (CLSI, 2013)

MIK kirilma noktasi (ug.mL)

Antimikrobiyal ajan Duyarli (S) Intermediate(l) Direngli (R)
Amikasin <16 32 > 64
Gentamisin <4 8 216
Kanamisin <16 32 =64
Streptomisin <132 N/A > 64
Ampisilin <8 16 =32
Amoksilin-Klavuanik asit <8/4 16/8 >32/16
Seftiour <2 4 >8
Sefriaksone <8 16 - 32 > 64
Sephalotin <8 1 232
Sefoksitin <8 16 =32
Silfametoksazol-Siilfisoksazol <256 N/A > 512
Trimetroprim-Sulfametoksazol <2/38 N/A >4/76
Kloramfenikol <8 16 > 32




Siproflaksasin

<1 2 24
Nalidiksik asit <16 N/ =32
Tetrasiklin <4 8 >16
imipenem <13 14-15 >16
Ertapenem <1 16-18 =19
Azithromycin <16 N/A 216

Antibiyotige direncli genlerin (blaTEM-1, blaPSE-1 (AKA CARB-2), blaCMY-2, ampC,
catil,cat2, flo, cmlA, aadA1, aadA2, strA, strB, aacC2, aphA1-lab, dhfrl, dhfrXll, sull, sulll,
tetA, tetB, tetG) PZR ile analizleri:

Saflastirimis  Salmonella DNA’lari  antibiyotik direnglilik profilleri genotipik olarak
belirlenmistir. PZR master karisimi Tablo 7’de verilmistir. Kullanilacak genler ve primerleri

Tablo 8'de verilmigtir.

Tablo 7. PZR Master Karisimi

PZR Reaksiyon Solusyonu Hacim(ul)
[Konsantrasyon]

dH,0 71.5

10X PZR Buffer 10.0
MgCl, [256mM] 6.0
dNTPs [10mM] 20
Primer*-F [12.5 uM] 4.0
Primer* [12.5 uM] 4.0

Tag DNA polym. 05
TOPLAM 98

*: primer sekanlari Tablo 8'de verilmistir

Tablo 8. Antibiyotik direncliligi kodlayan genler, primerleri ve primer kosullari

Gen Primer Sekansi Direnglilik gosterdigi Primer  Referans
Baglan
ma Sic.
(°C)

Beta Lactam direnclilik
blaTEM-1 F: CAG CGG TAA GAT CCT TGA GA Class A beta-lactamase 53.9 Chen ve
ark.,
2004
R: ACT CC CGT CGT GTAGATA

blaPS13E-1 (AKA F: TGC TTC GCA ACT ATG ACT AC Class A beta-lactamases 52.4 Chen ve
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CARB2)

blaCMY-2

ampC

Chloramphenicols
cat1

cat2

Flo

cmilA

Aminoglycosides
aadA1

aadA2

strA

strB

aacC2

aphA1-lab

Trimethoprim
dhfrl

dhfrXil

Suflonamides
sull

sulll

R: AGC CTG TGT TTG AGC TAG AT

F: TGGCCGTTGCCGTTATCTAC

R: CCCGTTTTATGCACCCATGA

F: AAC ACA CTG ATT GCG TCT GAC

R: CTG GGC CTC ATC GTC AGT TA

F: CTTGTCGCCTTGCGTATAAT

R: ATCCCAATGGCATCGTAAAG
F: AACGGCATGATGAACCTGAA

R: ATCCCAATGGCATCGTAAAG
F: CTGAGGGTGTCGTCATCTAC

R: GCTCCGACAATGCTGACTAT
F: CGCCACGGTGTTGTTGTTAT

R: GCGACCTGCGTAAATGTCAC

F: TATCAGAGGTAGTTGGCGTCAT

R: GTTCCATAGCGTTAAGGTTTCATT

F: TGTTGGTTACTGTGGCCGTA

R: GATCTCGCCTTTCACAAAGC
F: CTTGGTGATAACGGCAATTC

R: CCAATCGCAGATAGAAGGC
F: ATCGTCAAGGGATTGAAACC

R: GGATCGTAGAACATATTGGC

F: GGCAATAACGGAGGCAATTCGA

R: CTCGATGGCGACCGAGCTTCA

F: AAACGTCTTGCTCGAGGC

R: CAAACCGTTATTCATTCGTGA

F: CGGTCGTAACACGTTCAAGT

R: CTGGGGATTTCAGGAAAGTA
F: AAATTCCGGGTGAGCAGAAG

R: CCCGTTGACGGAATGGTTAG

F: TCACCGAGGACTCCTTCTTC

R: CAGTCCGCCTCAGCAATATC
F:CCTGTTTCGTCCGACACAGA

Ceftiofur, Ceftriaxone

Beta-lactamases

Chloramphenicol

Chloramphenicol

Chloramphenicol

Chloramphenicol

Streptomycin

Streptomycin

Streptomycin

Streptomycin

Gentamicin, Kanamycin

Kanamycin

Trimethoprim

Trimethoprim

Sulfoxazole

Sulfoxazole

60.8

60

TD 55-

45

60

54.4

58.5

53.6

57.3

51.8

57

57.9

54

51.7

57.9

55.6

56

ark.,
2004

Chen ve
ark.,
2004

Perez-
Perez ve
Hanson,

2002

Chen ve
ark.,
2004

Chen ve
ark.,
2004

Chen ve
ark.,
2004

Chen ve
ark.,
2004

Randall
ve ark.,
2004

Randall
ve ark.,
2004

Gebreyes
ve Altier,
2002

Gebreyes
ve Altier,
2002

Chen ve
ark.,
2004

Frana ve
ark.,
2001

Chen ve
ark.,
2004

Chen ve
ark.,
2004

Chen ve
ark.,
2004

Chen ve
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R: GAAGCGCAGCCGCAATTCAT

Tetracycline
tetA F: GCGCCTTTCCTTTGGGTTCT Tetracycline 57.7

R: CCACCCGTTCCACGTTGTTA
tetB F: CCCAGTGCTGTTGTTGTCAT Tetracycline 58.4

R: CCACCACCAGCCAATAAAAT
tetG F: AGCAGGTCGCTGGACACTAT Tetracycline 60

R: CGCGGTGTTCCACTGAAAAC

ark.,
2004

Chen ve
ark.,
2004

Chen ve
ark.,
2004

Chen ve
ark.,
2004

TD, touchdown

Amplifikasyon kosullari:

94°C’de 8 dakika [1X]

94°C’de 30 saniye

Annealing Sicaklik* 30 saniye [35X]
72°C’de 30 saniye

72°C’de 5 dakika

4°C [1X]

*: her gen igin primer baglanma sicakligi

PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen Urinden 5 ul alinarak ve  DNA molekuler agirhgi
bilenen markerlar ile birlikte %1.5’lik agaroz jelinde 110 V’da yaklagsik yarim saat

yaratdimastar. Jeldeki DNA bantlari etidyum bromide solusyonunda bekletildikten sonra

goruntilenmistir. Bant varhidi genin organizmada olup olmadigini gosterir.

3.2.6 Vuruslu Alan Jel Elektroforezi (PFGE) Analizi

PFGE analizi PulseNet protokolii kullanilarak ODTU Gida Mihendisligi Boélimiinde

gerceklestiriimigtir (Ribot ve ark., 2006).

Kati Besi Yerinde Gelistirilen Kultirlerden Plug Hazirlanmasi:
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-80°C dondurucuda saklanan Salmonella stoundan BHI kati besi yerine cizilen izolatlar
37°C’de 14-18 saat inkube edilmistir. Gelistirilen kulttrler steril pamuklu ¢ubuklar yardimiyla
4ml hicre slUspansiyon buffera aktariimistir. Olusan hicre-buffer karisiminin absorbansi
spektrofotometre yardimiyla 610 nm de 1.3-1.4 arasi ayarlancak ve optik yogunlugu
ayarlanmis olan karigimlar plug yapim asamasina kadar buz icerisinde bekletilmistir. Her
izolat icin 400ul karisim 1.5ml mikro tlplere aktarildiktan sonra tlplere 20ul Proteinaz-K
enzimi eklenmis ve bu sekilde hicrelerin pargalanma silreci baslamistir. Hicre-buffer
karigimlari 400ul Seakem Agarose (1%)-SDS ile karigtirilarak plug kaliplarina dékilmus ve

agaroz katilastiktan sonra plug olusumu tamamlanmistir.

Agaroz jel igerisinde olan hicreler Proteinaz-K eklenmis 5 ml hicre pargalama solusyonu ile
sallamali su banyosunda kalmis ve hiicre parcalama islemi sonra gergeklestiriimistir. Ortaya
¢lkan hicre artiklarini temizlemek amaciyla pluglar 2 kez steril de-iyonize su ile, 4 kez de
Tris-EDTA (TE) bufer ile 50°C’de tutulan calkalamali inkibatérlerde yikanmistir. Pluglar TE

bufer icerisinde elektroforeze kadar 4°C’de saklanmistir.

Pluglarin Xbal Restriksiyon Enzimi ile DNA Kesim islemi

Pluglardan 2 mm’lik pargalar halinde kesilerek Xbal enzimine ait buffer soliisyonunda
bekletildikten sonra Xbal enzim i¢ceren solUsyonun i¢ine aktarilmis ve DNA restriksiyon islemi

37°C’de 4 saat olarak belirlenmistir.

Elektroforez ve Jel Fotograflarinin Elde Edilmesi

DNA parcalama isleminden sonra 2 mm plug pargalari Seakem Agarose (1%)-TBE jeline
yerlestirildikten sonra jel tamami PFGE elektroforez haznesine alinmaktadir. Elektroforez igin
100 bp’den kromozom buyudkligindeki 10 Mbp’e kadar genis yelpazede bulunabilen DNA
parcalarini analiz edebilen CHEF-DR Ill, BioRad sistemi kullaniimigtir. Elektroforez
haznesine 2.1 L 0.5X TBE bufer ile doldurulduktan sonra Salmonella icin belirlenmis
kosullarda elektroforez baslatilmistir. Salmonella Braenderup H9812 molecular standart

olarak kullanilmistir. Elektroforez kosullari ise Tablo 9'da verilmistir.

Tablo 9. Elektroforez Kosullari

DNA byiiklik araligi 30kb - 700kb
% Agaroz %1
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Voltaj Gradyani 6.0 v/cm

Elektroforez slresi 19 saat
Dahili agl 120°
Baslangi¢ Akim Siresi 2.16s
Bitis Akim Siresi 1.03 dk 80s
Pompa Hizi 70 (0.75L/dk)

PFGE Jel fotografinda DNA bantlarinin goérintilenebilmesi icin Quantity One yazilimi ile
beraber bir jel gorintileme sistemi olan Molecular Imager-Gel Doc-XR System Universal
Hood Il kullaniimistir. Elde edilen bant goéruntilerinin analitik olarak incelenmesi igin
BioNumerics adh yazilimi kullaniimistir. BioNumerics yaziimi ODTU Gida Mihendisligi
Bolimii binyesinde bulunmadidi icin PFGE jel fotograflarini Cornell Universitesi Gida Bilimi
ve Teknolojisi Bolimi’'ndeki Prof. Dr. Martin Wiedmann’nin laboratuvarindaki bilgisayara
uzaktan erisim yoluyla baglaniip BioNumerics yaziiimi kullanilarak inceledik. Tim

dendogramlar da BioNumerics yazilimi kullanilarak olusturulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Gida 6rneklerinde Salmonella prevalansi ve mevsimsellik dagilimlar

Salmonella izolasyonu ve tespiti calismalari sonucunda, 192 gida érneginin 59’unda (% 30.1)
Salmonella saptanmistir. Salmonella prevalansi gida tipine goére blyluk degisiklik
gOstermekle birlikte en ylksek prevalans tavuk eti ve sigir sakatati érneklerinde tespit
edilmistir. Her iki gida tipinde, toplamda 24 6rnekten 14 tanesinde (% 58.3) Salmonella tespit
edilmistir. Sigir kiyma eti érneklerinde 13 drnekte (% 54.2), koyun kiyma eti érneklerinde 12
ornekte (% 50), taze peynir 6rneklerinde 4 drnekte (%16.7) ve Urfa peyniri drneklerinde 2
ornekte (% 8.3) Salmonella saptanmistir. Kuru gida érnekleri olan, antep fistigi ve isotta

Salmonella’ya rastlanmamistir.

Turkiye’deki gida orneklerine ait gecmis prevalans calismalari farkli illerde farkhliklar
gOstermektedir: Ankara, Samsun, Bursa, Konya ve Elazi§ gibi sehirlerde yapilan arastirmalar
neticesinde, kanath etlerinde % 0.75 ve % 88.4 arasinda degisen Salmonella prevalans
degerleri tespit edilmistir (Siriken ve Tirk, 2013). Cografi kosullar, kesimhane ve ciftlik
kosullari gibi etkenler g6z 6nine alindidinda, ¢calismamizda tavuk etlerinde tespit edilen %
58.3'lik deger Turkiye icin geliski gostermemektedir. Ancak, bu sonug 2012 EFSA hayvan
hastaliklari raporu g6z o6nine alindiginda AB Uyesi Ulkelerinin Salmonella prevalans

ortalamasina (% 5.5) gore oldukga ylksek bir deger arz etmektedir (EFSA, 2014).

Bununla beraber, calismamizda tavuk etleri kadar ylksek Salmonella kontaminasyonuna
sahip siIgir sakatati drneklerine dair gecmiste yapilan arastirmalar Afyonkarahisar'da
kasaplarda toplanan orneklerin % 16’sinda ve kesimhanelerden toplanan sigir karacigeri
orneklerinin % 8’inde Salmonella saptanmistir (Akkaya ve ark., 2012). Ayrica, Ankara’da
satilan karaciger oOrneklerinin % 33.3’Unde Salmonella saptanmigtir (Ulutirk, 1993).
Almanya’da yapilan bir diger ¢alismada ise, bir kesimhanede i¢ ¢ikarma islemi sonrasinda
toplanan sigir karaciger drneklerinin % 32’sinde Salmonella tespit edilmistir (Samuel ve ark.,
1980).

Hijyenik olmayan kiyma cekme aletleri ve elle muamele gibi etkenlerden dolayr kiyma
ornekleri patojen kontaminasyonuna daha acik hale gelmektedir. Ayrica, kiyma ¢ekme islemi
sonucunda, yUzeydeki bakteriler et dokusu icerisine de nifuz edebilmektedir. Bu nedenle,
cesitli Ulkelerde kontamine kiyma o6rnekleri salginlara sebep olmus ve Uretici firmalar
tarafindan drUnler piyasadan toplatilmistir (Stobbee, 2013; Robinson, 2013). Daha énce
Tuarkiye’de yapilmig, kiyma Orneklerine dair prevalans galismalari % 2.8 ve % 25 arasinda

degisen Salmonella prevalans degerlerini gostermektedir (Yildiz ve Ulukanl, 2012).
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Cig et dUrunleri kadar riskli bir Grin grubu olmamasina ragmen, peynir Orneklerinde
Salmonella’ya rastlanabilmektedir. Salamura, olgunlastirma, disik pH ve disik nem orani
gibi olumsuz cevresel kosullara ragmen, hijyenik olmayan proses ve elle muamele kosullari,
yeterli olmayan isil iglem ve ¢ig sut kaynakli kirlilik gibi nedenlerden dolayi peynirlerde
Salmonella kontaminasyonu olabilmektedir. Gegmis calismalar da, salamura ¢ozeltilerinde
onemli tuz yogunluguna ragmen, beyaz peynir érneklerinde bazi Salmonella serotiplerinin
hayatta kalabildigi gézlemlenmistir (Erkmen ve Bozoglu, 1995). Bununla beraber, Kousta ve
ark. (2010) 1983 ve 2007 yillari arasinda peynir kaynakll salmonelloziz salginlarini
listelemistir. Istanbul’da satilan tulum peynirlerindeki Salmonella prevalansini arastiran baska
bir calismada 250 peynir érneginden 6 tanesinde (% 2.4) Salmonella tespit edilmistir. Baska
bir calisma ise 50 adet Van otlu peynirinin 3 tanesinde (% 6) Salmonella tespit edilmistir
(Tekingen ve Ozdemir, 2006). Kifli peynirlerin mikrobiyal kalitesini inceleyen baska bir
calismada ise 30 adetlik numune setinde 7 6rnekte (% 23.3) Salmonella’ya rastlanmistir
(Hayaloglu ve Kirbag, 2007).

Ozetle, Tirkiye’de ve diinyada yapilan diger calismalar gdz éniine alindiginda, ¢alismamiz
sonucunda, tavuk etinde (% 58.3) ve iki peynir turinde (taze peynir: % 16.7, Urfa: % 8.3)
saptanan prevalans degerleri, literatirdeki degerlerle uyumlu goérinmektedir. Bununla
beraber, kirmizi et gesitleri, sigir kiyma, koyun kiyma ve sigir sakatat érneklerinde saptanan

degerler goreceli olarak daha ylksek gérinmektedir.

Prevalans deg@erlerindeki bu tur farkliliklar iklim kosullar ve cografi sartlar, kesimhanelerde,
kasaplarda ve perakende satis yerlerindeki hijyen uygulamalari, gidalarin igslenmesi ve elle
muamelesine dair kosullar sebebiyle olusabilmektedir. Bu ¢alismada, ydre insaninin tiketim
aliskanliklarini daha dogru yansitabilmek amaciyla, Sanhurfa sehrindeki geleneksel ¢arsi ve
pazar yerleri ziyaret edilmistir. Calismamizda satin alinan gida 6rneklerinin higbiri etiketli,
paketli veya markali UrlGnler olmamakla beraber, bu tip 6rneklerin tabi oldugu gida glvenligi
ve hijyen uygulamalari tescilli marka UurUnlerinin tabii oldugu uygulamalar kadar siki
olmayabilmektedir. Ayrica, gida Uretim yerlerinde yapilan inceleme ve denetimler, sertlik,
yasal mevzuat kosullari ve zaman aralidi acgisindan Ulkeden Ulkeye ve hatta ayni Ulke
icerisinde bolgeden bdlgeye degisebilmektedir. Dolayisiyla, bu durum gidalarda

kontaminasyon risklerinin olusma ihtimalinde degisimlere sebep olabilmektedir.

Ayrica, Ornek seti buyukligu prevalans degerlerindeki degisime sebep olan bagka bir
etkendir. Ornegin, Salmonella, kabuklu kuruyemis ve baharat gibi kuru gida mamullerinde sik
rastlanan bir patojen olmamasina ragmen, bu gidalardan kaynaklanan Salmonella salginlari,
bu patojenin bu tdr kuru gidalarin tiketimi vasitasiyla hastalik yapabilme ve hayatta

kalabilme yetenegini gostermektedir (Uesugi ve ark., 2007; Souza Sant’Ana ve ark., 2012).

37



Bununla beraber, kuru gidalardaki Salmonella prevalansi ¢ok ylksek degerlere sahip
olmamaktadir ve bu tir gidalardan Salmonella tespiti fazla sayida numune igeren biyuk ¢apli
ornekleme gerektirebilmektedir. Calismamizda, isot ve antep fistigi 6érneklerinde Salmonella
tespit edilememesinin sebebinin sinirli sayidaki érnek seti olmasi ihtimal dahilindedir. Ayrica,
laboratuvarimiz blnyesinde yapilan bagka bir projede, S$anhurfa’daki antep fistigi

saticilarindan toplanan 50 érnegin 3 tanesinde (% 6) Salmonella tespit edilmistir.

Gida drneklerinde en ylUksek prevalans degeri sonbahar déneminde tespit edilmistir. Bu
dénemde, 48 6rnedin 18 tanesinde (% 37.5) Salmonella tespit edilmistir. Sonbahar dénemini,
15 érnekle (% 31.3) yaz, 13 drnekle (% 27.1) sonbahar ve kis dénemleri takip etmistir. En
yuksek prevalans degerinin bulunacagi dénemin yaz dénemi olacagina dair bir beklentimiz
bulunmasina ragmen sonbahar dénemindeki yliksek prevalans degerininin Sanlurfa
yoresindeki sicaklik degerlerinin farkli olmasindan dolayi oldugunu disinmekteyiz. Cunki
Sanliurfa yoresindeki baharlarin, Turkiye'nin birgok bélgesine nazaran daha ilik mevsimsel
kosullarda ge¢cmektedir ve bahar aylarindaki ortalama sicaklik verileri Salmonella gibi
mezofilik bakterilerin yasamasina elverislidir (ilgili degerler htpp://www.mgm.gov.tr adresinde

mevcuttur).

Tablo 10’da gorildigu lUzere, 14 adet Salmonella-pozitif tavuk érneginin 6 tanesi ilkbahar
déneminde toplanmistir. Sonbahar ve yaz érnekleme dénemlerinde, 3’er adet kis déneminde
ise 2 adet kontamine tavuk eti 6rnedi toplanmistir Bununla beraber, 13 adet pozitif sigir
kiyma 6rneginin 6 tanesi ve 12 adet koyun kiyma 6rneginin 5 tanesi sonbahar donemine

aittir.

Tablo 10. Salmonella-pozitif 6rneklerin drnekleme donemi ve gida tipi yonlyle
karsilastiriimasi

Ornekleme dénemi (Dénem igi Gida tipi Salmonella-pozitif
Salmonella-pozitif 6rneklerin orneklerin  toplam
toplam sayisi) sayisi
ilkbahar (13) Tavuk eti 6
Sigir sakatat 4
Koyun kiyma 1
Taze peynir 1
Urfa peyniri 1
Yaz (15) Koyun kiyma 4
Sigir kiyma 4
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Tavuk eti
Sigir sakatat
Urfa peyniri
Sonbahar (18) Sigir kiyma
Koyun kiyma
Tavuk eti
Sigir sakatat
Taze peyniri
Kis (13) Sigir sakatat
Sigir kiyma
Tavuk eti

Koyun kiyma

N DN N WO h a0 WO W O O =~ W W

Taze peynir

4.2 Hayvan digki 6rneklerinde Salmonella prevalansi

Projemizde Harran Universitesi Veteriner Faklltesi Hayvan Hastanesi’'ne gelen salmonelloziz
klinik vakalarindan Salmonella izolasyonu yapilacakti, proje dénem araliginda supheli
salmonelloziz vakasi Hayvan Hastanesi'ne basvurmadidi icin B-planina gegilmigtir.
Bolgedeki kesimhanelerden ve hayvan ciftliklerden hayvan digki érnekleri toplanmistir (Ekler
5,6,7,8). Toplamda dort ayri 6rnekleme periyodu siresince toplanan 355 hayvan digki

orneginin 53 adedinde (% 14.9) Salmonella tespit edilmigtir.

11 tavuk digki érnegi ve 8 keci digkl 6rnegdi haricinde, toplanan sigir ve koyun digki érnekleri,
Sanliurfa’da hayvan pazarinin da konumlandigi Eyyilbiye bdlgesindeki kesimhanelerden
toplanmistir (Ek 5,6,7,8). ilkbahar, yaz, sonbahar, kis (kis ek érnekleme ddénemi de dahil)
dénemlerinde sirasiyla, 82, 91, 117 ve 65 digki drnegi toplanmigtir. Ornek koleksiyonu
hayvan bazinda incelendiginde, toplamda 231 koyun digkisi, 105 sigir digkisi, 11 tavuk
digkisi ve 8 keci digkisi toplanmistir. En ylksek Salmonella prevalansi kis 6rnekleme
déneminde gdzlemlenmekle beraber (% 23.1), tim mevsimlere ait prevalans degerleri Tablo

11°de verilmigtir.
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Tablo 11. Ornekleme dénemlerine ait érnek seti blyiikligi ve érnekleme dénemlerinde tespit
edilen Salmonella izolat sayisi

Ornekleme dénemi Toplanan 6rnek Dogrulanmig Salmonella izolat
sayisl sayisi
ilkbahar 82 6 (% 7.3)
Yaz 91 16 (% 17.6)
Sonbahar 117 16 (% 13.7)
Kis 65 15 (% 23.1)
TOPLAM 355 53

Prevalans degerleri hayvan tipine gore incelendiginde sigir ve koyun digki orneklerinin
sirasiyla 33 (% 31.4) ve 19 (% 8.2) tanesinde Salmonella varligi saptanmistir. 8 adet kegi
orneginin hi¢ birinde Salmonella gbézlemlenmezken 11 adet tavuk diskisindan 1 tanesinde
Salmonella tespit edilmisti. Ancak hayvan tipleri icin prevalans degerlerininin
karsilastiriimasi ¢ok anlamli olmayacaktir, ¢lnkl toplanan 6rnek sayilari ziyaret edilen

hayvan pazarlari ve kesimhanelere bagl olarak degismektedir.

Literatiirde sigir digkilarindaki Salmonella varligina yapilmis olan ¢alisma sonuglari ¢esitlilik
gOstermektedir. Teksas, ABD’de yapilmis olan bir galismaya gore 706 sigira ait post ve digki
orneklerinin % 32.6’sinda Salmonella tespit edilmistir (Loneragan ve ark., 2012). Bununla
beraber Burkina Faso’da yapilmis olan bagka bir calismada 304 saglikli kesimlik sigira ait
digki drneklerinin % 52’sinde Salmonella tespit edilmistir (Kagambéga ve ark., 2013).
Bununla beraber, Meksika’daki baska bir ¢alismada bir kesimhanede toplanan 68 digki
orneginin % 94.1’inde Salmonella saptanmistir (Vazquez-Garciduefias ve ark., 2014). Buna
ilavaten, Kars ilinde koyun ve sigirlara ait rektal swab oOrnekleriyle yapilan 1000 6rneklik

baska bir calismada sadece 7 drnekte Salmonella’ya rastlanmistir (Geng, 2002).

Koyun digkilarindaki Salmonella varligina dair ¢galismalara ait ¢esitli sonuglar bulunmaktadir.
Guneybati ABD’de yapilmis bir ¢calismada 155 koyun diski érneginin % 7’sinde Salmonella
tespit edilmistir. Etiyopya’da ydrutilmlds baska bir arastirmada 624 koyun &rneginin
(mezanterik lenf bezi, karaciger, dalak ve kas dokusu ornekleri) 18 tanesinde (% 2.9)
Salmonella tespit edilmigtir (Molla ve ark., 2006). Kiglkbas hayvanlara ait Meksika'da
yapilmis baska bir ¢calismade ise 72 koyun digki 6rneginin 18 adedinde (% 25) Salmonella

tespit edilmistir (Jimenez ve ark., 2011).
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Sonug olarak, ¢alismamizda diski 6rneklerinde tespit edilen Salmonella prevalans degerleri
literatirdeki genis prevalans deger aralidinin igerisinde kalmaktadir. Bununla beraber,
galismamizca tespit edilen degerler, kesimhanelerde gida guvenligi uygulamalarinin yeterli
olmamasi sebebiyle bu vyerlerin Salmonella kontaminasyonuna agik olabilecegini

gOstermektedir.

4.3 Klinik insan izolatlan

Klinik insan ornekleri érnekleme dénemi icerisinde Harran Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi tarafindan toplanmigtir. Calismaya dahil edilen insan kaynakli izolatlar,
farkll klinik ve polikliniklerden Salmonella gastroenteriti, tifo veya paratifo 6n tanisi ile
laboratuvara gonderilen hastalardan ve Sanliurfa ili ilgelerinde yapilan rutin saglik taramalari
sonucunda elde edilmistir. Salmonella-pozitif ¢ikan 6rneklerin izolatlari diger islemler igin
Orta Dogu Teknik Unversitesi'ne gdnderilmistir. Bahar déneminde 6, yaz déneminde 13 adet
olmak Uzere 19 adet dogrulanmis Salmonella izolati 6rnekleme déneminde elde edilmistir.
Calisma planinda amaclanmis olan 50 adet izolati elde edebilmek i¢in yine ayni yoreden
elde edilen ve ayni hastanede -20°C’de saklanmis olan 31 adet izolat Ankara'ya
gonderilmistir. Bu izolatlarin Sanliurfa yoresinden toplanma tarihleri Agustos 2010 ile Eylil
2011 arasinda degismektedir (Ek 9). Gegmis tarihlerden toplanan klinik vaka izolatlar
calismamiza dahil oldugundan, prevalans ve Salmonella’nin mevsimselligi Uzerine
calisiimamistir. Numunelerin 48’si (%96.3) diski, 2’si (%3.7) ise kandan olusmustur. Ornek
alinan hastalarin yaslari 2-82 arasinda olup, yas ortalamasi 43.2 olarak tespit edilmistir.
Calisma grubunu olugturan toplam 50 hastanin 28’i kadin (%57.4), 22’si (%42.6) ise erkek
olarak bulunmustur. Hastalarin 32 (%66.7)’i sehir merkezinde ikamet ederken, 18 (%33.3)’i
ilcelerde ikamet etmektedir. Cinsiyet ve kullanilan izolatlarin kaynagdinin sehir veya tasra

olmasi ile serotip arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunamamistir (p>0.05).

4.4 Gida izolatlari, hayvan ve insan digki izolatlarinda serotiplendirme

Calismamizda fenotipik altiplendirme ydntemi olarak kullanilan serotiplendirme Turkiye Halk
Saghigi Kurumu laboratuvarinda yapilmakla beraber, projemizin gida kaynakli izolatlari
icerisinde bir farkh alttir ve 12 farkh serotip, hayvan izolatlari igcerisinde subsp. enterica
haricinde 2 farkh alttir ve 13 adet serotip tespit edilmistir. Klinik insan vakalarindan elde

edilen izolatlardan 6 farkli serotip bulunmustur. Bununla beraber, serotiplendiriimesi yapilimis,
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fakat serotip sonugclari diger molekdler alttiplendirme metotlarinin (MLST, PFGE) sonuglari ile
ortismeyen 6 adet gida kaynakli Salmonella izolati tekrar serotiplendirme igin ilgili
laboratuvara gdénderilmis ve ikinci serotiplendirme raporuna gore 3 adet gida izolatinin
serotipleri degismis ve diger metot sonuclariyla uyumlu hale gelmistir. Bununla beraber, ilk
serotip sonuglari Salmonella subsp. salamae olarak bildirilen kalan 3 izolat icin, laboratuvar
faz 2 H antijen sollsyonlarinda bazi sorunlar bulundugunu ve bu 6rneklerin laboratuvarda
tekrardan degerlendiriimeye alindigini belirtmistir. Ek olarak, 4 adet hayvan izolati (subsp.
salamae, serotip Sandiego, Paratyphi B ve Enteritidis) benzer sebeplerden dolayi
laboratuvarda tekrar degerlendiriimektedir. Bu izolatlardan ikinci serotip degerlendirme
sonucunda serotipi Chester olarak bildirilen 2 izolata dair serotip verisi diger alttiplendirme
sonuglariyla oldukga uyumsuz goérindiginden dolayi bu izolatlar tekrar degerlendiriimek
Uzere laboratuvara geri gonderilmigtir. En gincel hali ile gida ve hayvan serotiplendire

sonuglari Tablo 12 ve 13’te verilmistir.

Tablo 12. Gida tiplerine gore 59 gida izolatinda serotip dagilhmi

izolat sayis|
> o
| 5 » g S = - g =
5| 2 e £ 2 ¢ § 3
< Serotip s = 3 < o a
k2 5 8 o N £
(75} N — )
Infantis 15 - - 14 - -
Telaviv 13 2 3 - 3 4 1
Anatum 11 6 5 - - - -
8 Montevideo 7 1 1 - 5 - -
= ®
£ § Reading 2 1 - - 1 - -
i; E Newport 2 1 - - 1 - -
g §- Kentucky 2 1 - - 1 - -
% ? Hadar 1 - - - - - 1
@ Chester 1 - 1 - - - -
Othmarschen 1 - 1 - - - -
Typhimurium 1 - - - 1 - -
Enteritidis 1 - - - 1 - -

42



subsp.
salamae

Toplam 59 13 12 14 14 4 2

Gida orneklerinde (Tablo 12) 59 izolatta 13 farkli serotipin serotiplendirme sonucu elde
edilmesi ile Simpson Cesitlilik indeksi (SID) 0.846 olarak hesaplanmigtir. Alttiir (subsp.)
enterica haricinde iki izolat salamae alttirina ait ¢ikmistir. Alttir enterica 12 farkl serotipe
ayrilmig, en sik tespit edilen serotip Infantis (%25.4 ) olmakla beraber bu serotipi Telaviv
(22.0 %), Anatum (% 18.6) ve Montevideo (% 11.9) takip etmistir. Ug ve daha az izolata
sahip diger serotipler ise sunlardir: Reading, Kentucky, Newport, Hadar, Cehster,

Othmarschen, Typhimurium ve Enteritidis.

Hayvan 6rneklerinde serotiplendirme sonugclari (Tablo 13) 53 izolatin 49 tanesinin Salmonella
enterica subsp. enterica kalan 4 izolatin ise S. enterica subsp. diarizonae (n: 3) ve subsp.
salamae (n: 1) oldugunu gostermektedir. 49 adet Salmonella enterica subsp. enterica
izolatinda 13 farkl serotip tespit edilmistir. Bu grup izolatlar igin, Simpson Cesitlilik indeksi
(SID) 0.848 olarak hesaplanmistir. Hayvan izolatlarinin % 34.0’sinin serotipinin Montevideo
oldugu tespit edilmistir. Serotip Montevideo hayvan izolatlar arasinda en sik tespit edilen
serotip olmakla birlikte sigir kaynakh izolatlarin % 45.5’i ve tavuklardan elde edilen tek érnek

bu serotipe aittir.

Tablo 13. Hayvan tirlerine goére 53 adet hayvan kaynakli Salmonella enterica izolatinin
serotip dagilimi

_ c izolat sayisi
5 2 8 > c x ~
— Z Serovar S5 =4 =3 3 S
- N o @® 2
X [
o Montevideo 18 15 2 1 -
2 ® Telaviv 8 7 1 - -
o 2
B g Kentucky 7 6 1 - -
% 2._ Typhimurium 3 1 2 - -
é’ % Caracas 2 2 - - -
3 Chester 2 1 1 - -
Newport 2 1 1 - -
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Poona 2 - 2 - -
Sandiego 1 1 - - -
Anatum 1 - 1 - -
Enteritidis 1 - 1 - -
Hadar 1 - 1 - -
Reading 1 - 1 - -
. C
o O
2N o
S&C - 3 - 2 1 -
"3
a €
2o O
O = © - - - -
5 o 1 1
Toplam 53 33 18 2 -

Sigir ve koyun digki izolatlar karsilastirildiginda, koyun grubundaki dagiimin daha esit
dagildigi gézlemlenmistir. Koyun grubunda, serotip dagilimlari incelendiginde en ¢ok izolat
iceren serotipler Montevideo, Typhimurium ve Poona ve ayni zamanda alttlr olan subsp.
diarizonae’dir. Buna karsin, sigir grubundaki dagilim daha sinirlidir, sadece ¢ serotip

(Montevideo, Telaviv ve Kentucky) sigir izolatlarinin % 84.9’unu (28/30) icermektedir.

insan izolatlarinda en sik gériilen serotip Paratyphi B’dir. Cinsiyet ve kullanilan izolatlarin
kaynaginin sehir veya tasra olmasi ile serotip arasinda istatistiksel olarak anlaml iligki
bulunamamistir (p>0.05) olmamasina ragmen Paratyphi B’nin kadinlarda daha sik goéruldugu
g6zlemlenmistir (p<0.05) (Tablo 14). Kentucky (% 14.3) ve Paratyphi B (% 67.9) serotipleri
erkeklere oranla kadinlarda daha ¢ok tespit edilmistir, buna karsin Typhimurium (% 22.7) ve
Enteritidis (%100) ise en ¢ok erkeklerde tespit edilmisti, ancak istatiksel agidan bu serotipler

ile cinsiyet arasinda bir 6nemli bir iligki tespit edilmemistir. (p>0.05) (Tablo 14).

Tablo 14. insan kaynakli 50 Salmonella izolatinda tespit edilen serotiplerinin cinsiyete gére
dagilimi.

Serovar Toplam Sayi Kadin Erkek
Paratyphi B 32 19 13
Typhimurium 7 2 5
Kentucky 5 4 1
Enteritidis 2 - 2
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Othmarschen 2 1 1
Typhi 2 1 1
Toplam 50 28 22

Sunulan arastirmada ilgelerde sadece serotip Paratyphi’nin gérilmesi dikkat ¢ekicidir. Bunun
sebebi; ilgelerde tarama sonucu Salmonella izolasyonu yapildigindan, digki érneklerini veren
kisilerin asemptomatik tasiyicilar olmasi olabilecegi gibi, hijyen sartlarinin azligi nedeniyle,
insandan insana bulagsmanin daha fazla olmasi olabilir. Sehir merkezinde gorilen serotipler
Enteritidis, Kentucky, Othmarschen, Paratyphi B, Typhi ve Typhimuriumdur. Bu Typhi

benzeri olmayan serotiplerin insanlara bulagik gida yoluyla gectigi digtnutlmektedir.

Gllmez ve ark. (2013) yaptigi bir siirveyans calismasinda, Hacettepe Universitesi Tip
Fakultesi Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda 2008-2011 tarihleri arasinda izole edilen
Salmonella numunelerinde en ¢ok tespit edilen ilk U¢ serorip; Enteritidis (% 61.4), Infantis (%
6.43) ve Typhimurium (% 6.42) olmustur. Projemizin ciktilari ile Gllmez ve ark. yaptigdi
kiyaslandiginda calisma ile kiyaslandiginda, Ankara ile Sanliurfa ilinlerindeki insan
Salmonella serotip dagilimlarinin ¢ok farkh oldugu goérilmektedir. Bunun bir ¢cok nedeni
olabilmektedir, ancak gunumuizde gelismekte Ulkelerde gorulen su ve insandan insana
bulasan Typhi ve Paratyphi B serotiplerinin Sanlurfa’da hala ciddi rahatsizliklara yol actigi

kesindir.

4.4 Coklu Alan Sekans Tiplendirmesi (MLST)

Gida orneklerinde MLST analizi ile elde edilen alt tipler (Tablo 15), serotiplendirme
sonucunda c¢ikan alt tipler ile paralel sonuglar vermistir. 59 gida drnedinde, 10 adet sekans

tipi (ST) tespit edilmigstir. SID degeri ise 0.832 olarak hesaplanmstir.

Tablo 15. 59 adet Salmonella izolatina ait 10 serotipin gida tiplerine gore dagilimi

ST Karsilik Gelen Toplam Sigir Koyun Tavuk Sakatat Taze Urfa

Serotip Sayi kiyma kiyma eti peynir peyniri
32 Infantis 15 - - 14 1 - -
1068 Telaviv 13 2 3 - 3 4 1
64 Anatum 11 6 5 - - - -
195 Montevideo 7 1 1 - 5 -
93 Reading 2 1 - - 1 - -
166 Newport 2 1 - - 1 - -
314 Kentucky 2 1 - - 1 - -
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33 Hadar 1 - - - - - 1
93 Chester 1 - 1 - - - -
1832 Othmarschen 1 - 1 - - - -
19 Typhimurium 1 - - - 1 - -
195 Enteritidis 1 - - - 1 - -
195  subsp. salamae 2 1 1 - - - -
Toplam 59 13 12 14 14 4 2

Sonug olarak, MLST gida o&rneklerinde serotiplendirmeden daha ayirici alt tiplendirme
saglamasa bile serotiplendirmeden daha dogru sonuglar vermistir. Bunun en énemli nedeni
sonuclarimizi es zamanh olarak 6357 izolat iceren UoW databankasinda karsilastirma
yapmamizdir. Chester ve Reading; Enteritidis, subsp. salamae ve Montevideo serotipleri
arasindaki ST benzerliklerinin serotiplendirme sirasinda olusan hatalarda mi yoksa genetik

iligkilerinden mi kaynaklandidi gelecekteki ¢caligmalarda ortaya konmahdir.

Hayvan izolatlarinin MLST analizi sonucunda 15 farkli ST tespit edilmigtir (Tablo 16). Gida
izolatlarindan farkli olarak, hayvan izolatlarinda MLST’nin serotiplendirmeden daha ayristirici
glce sahip oldugu gozlemlenmistir. MLST, 4 adet serotipte (Montevideo, Kentucky, Newport,

Chester) serotip-ici ayristirma saglamistir.

Tablo 16. 53 adet hayvan kaynakli Salmonella izolatina ait 15 STnin hayvan tlrlerine gore
dagilimr*

Sekans Karsilik Gelen Toplam  Sigir Koyun Tavuk Kegi
Tipi Serotip Sayi
195 Montevideo 11 9 2 - -
1068 Telaviv 8 7 - -
138 Montevideo 7 6 - 1 -
1807 Kentucky 6 6 - - -
19 Typhimurium 3 1 2 - -
* subsp. diarizonae 3 - 3 - -
812 Poona 2 - 2 - -
1521 Caracas 2 - 2 - -
1068 Chester 1 1 - - -
93 Chester 1 - 1 - -
1822 Newport 1 - 1 - -
31 Newport 1 1 - - -
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64 Anatum 1 - 1 - -
11 Enteritidis 1 - 1 - -
33 Hadar 1 - 1 - -
1068 Sandiego 1 1 - - -
314 Kentucky 1 - 1 - -
1831 Reading 1 - 1 - -
195 subsp. salamae 1 1 - - -
Toplam 53 33 16 1 -

*: subsp. diarizonae izolatlari i¢cin dnaN bdlgesi ¢cogaltilamamistir; bu nedenle bu izolatlara ait

bir sekans tipi yoktur.

Hayvan izolatlari i¢cin hesaplanan SID degeri 0.876 olarak bulunmustur. Bununla beraber, 3
adet subsp. diarizonae izolatinda MLST ile alt tiplendirme yapilamamistir. Zira, bu izolatlarda
ait dnaN geni icin PCR ile bantlanma gdézlemlenmemis ve c¢ogaltma islemi
gerceklestirilememistir. Bu izolatlar igin farkh primer setleri denenmis, fakat amplifikasyon
yine de yapillamamistir. Bu izolatlarin dnaN genindeki primer baglanma bdlgelerinde
muhtemel bir polimorfizm primerlerin baglanmasina engel olmus olabilir. Bu ylzden, bu
izolatlarin daha 6nce tespit edilmemis bir alt tip oldugu dusuniimektedir. dnaN genine ait
alelik tip olmadigi icin bu 3 izolatin sekans tipi ¢ikarilamamistir. Bu nedenle, bundan sonraki

MLST ile ilgili istatistiki verilerde bu izolatlar hari¢ tutulacaktir.

insan izolatlari igin tipki galismamizin gida izolatlarinda oldugu gibi MLST analizi
serotiplendirmeden daha ayristirici bir alt tiplendirme ile sonuglanmamistir (Tablo 17). insan
izolatlarinda 6 farkl sekans tipi tespit edilmistir. Bulunan her sekans tipi bir serotip karsilik
gelmistir. insan izolatlarinda en sik goériilen sekans tipi Paratyphi B izolatlarinin tamamini
kapsayan ST 86'dir. ST 86, insan kaynakh izolatlarin % 64’Gni olusturmakla beraber diger
yaygin sekans tipleri ST 19 (Typhimurium, n: 7) ve ST 314 (Kentucky, n: 5) olarak

gorinmektedir.

Tablo 17. insan kaynakl Salmonella izolatlarina ait sekans tipleri

Serotipleri Sekans tipi (ST)
(Toplam no)

Enteritidis (2) ST11
Kentucky (5) ST314
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Othmarschen (2) ST1832

Paratyphi (32) ST86
Typhi (2) ST1
Typhimurium (7) ST19

Yapilan bu calismamizda MLST analizleri sonucunda, University of Warwick Achtman
arastirma grubu tarafindan igletilen MLST databankasinda sekans bilgileri mevcut olmayan,
4 yeni sekans tipi (ST 1807, ST 1822, ST 1831, ST 1832) ortaya ¢ikariimistir. Bu sekans
tiplerine dair bilgiler, kamuya acik ve surekli yenilenebilir olan bu databankasina girilmis ve

Tarkiye'den izole edilmis izolatlara ait veriler diger arastirmacilarla paylasiimistir.

Farkli alt tiplerin 7 metabolik genine ait DNA niikleotit siralamasini baz alan MLST metodu,
alt tipler arasi iligkinin incelenmesinde, filogenetik agaclarin insa edilerek suslar arasi
akrabaligin gdézlemlenmesine olanak saglamaktadir. Calismamizdaki gida izolatlarinda tespit
edilen 10 sekans tipine ait filogenetik agaca, izolatlarimiza hem fenotipik hem genotipik
acidan daha uzak olan serotip Typhi'ye ait ST 1 de ilave edilmis ve gida izolatlarina ait
sekans tiplerinin teorik evrimsel atasinin konumu belirlenmigtir. Sekil 1’deki filogenetik aga¢
incelendiginde, ST 1832 ve ST 195; ST 32 ve ST 19; ST 166 ve ST 33 gibi sekans tiplerinin
filogenetik agidan birbirlerine daha yakin oldugu, ayni en yakin ortak ataya sahip olduklari
tespit edilmistir.

ST1832_Cthmarschen

ST195_Montevideo
— ST93_Readng
ST314_Kentucky
ST166_Newport
m ST33_Hadar
ST1068_Tela
ST64_Anatum
. N ST19_Typhimurium
ST32_Infantis
ST _Typni

0

Nucleaiice Substitution per 100 residues

Sekil 1. Gida kaynakli izolatlara ait 10 sekans tipinin ST 1 (Typhi) ile kdklendirilmis filogenetik
agacil
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Gida izolatlarina ait filogenetik agacgla ayni yaklasimla kurulmus, hayvan izolatlarina ait agag
ST 1831 ST 93; ST 1521 ve ST 195; ST 812 ve ST 138; ST 11 ve ST 314; ST 31 ve ST 33;
ST 1068 ve ST 1822 arasinda daha yakin evrimsel ata varligina isaret etmektedir (Sekil 2).

4|_— ST1521_Carac:i
ST195_Montevideo

— ST1831_Readng
| ST93_Reading
ST138_NMmntevideo
ST812_Poona
ST1807_Kentucky
ST11_Enteritidis
ST314_Kentucky
ST1822_Newport
ST1068_Tela
ST31_Newmort
ST33_Hadar
ST64_Anatum
] ST19_Tyghimurium
ST1_Typhi

1.8

Nucleotide Suls itution per 100 resicues

Sekil 2 Hayvan kaynakl izolatlara ait 15 sekans tipinin ST 1 (Typhi) ile koklendirilmis
filogenetik agaci

insan izolatlarina ait filogenetik agag, ST 1 zaten insan izolatlari arasinda bulundugundan
koklendirilmemistir (Sekil 3). 6 sekans tipinin birbirine yakinlidi incelendiginde, ST 1’den
sonra diger alt tiplere en uzak akrabaligi olan sekans tipinin serotip Paratyphi B’ye karsilik

gelen ST 86 oldugu gézlemlenmektedir.

| Enteritidis_ST11
Kentucky_ST314
Otmarschen_ST1832
Typhimurium_ST19
o ParatyphiB_ST86
Typhi_ST1

1.0

MNucleotide Substitution per 100 residues

Sekil 3 insan kaynakli izolatlara ait 6 sekans tipinin filogenetik agaci
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4.4.1 Salmonella serotip ve STlerinin kaynak ve cografi bolge agisindan incelenmesi

Serotip ve ST tiplerini diger calismalarla rahatlikla karsilastirabilmekteyiz. Projemizde elde
edilen izolatlara ait serotip ve STler incelendiginde, sonuclar bazi alt tipler ve kaynaklar
arasinda muhtemel bir iliskiye isaret etmektedir. Bunlardan en gbze c¢arpani ise, serotip
Infantis (ST 32) izolatlari ve tavuk etleri arasindaki bagintidir. Calismamizda izole edilen 15
Infantis (ST 32) izolatinin 14 adedi tavuk eti kaynaklhdir. EFSA tarafindan kasaplik tavuklar
Uzerindeki Salmonella varligina dair yapiimis olan bir ¢alisma serotip Infantis’in tavuk
etlerinde yaygin olarak bulundugunu goéstermektedir. Ornegin Macaristan, Slovenya ve
isvigre’de izole edilen Salmonella izolatlarinin sirasiyla % 97.8, % 57.1 ve % 40’inin bu
serotype ait oldugu belirtiimektedir (Felicio, 2011). Hayvan ve insan kaynakh érneklerden ise
bu alt tipe ait izolatlar elde edilememistir. Ayrica, projemizde izole edilen gida kaynakli 11
adet serotip Anatum (ST 64) izolatinin, 6 adedinin sigir kiyma etinden geri kalan bes
adedinin ise koyun kiyma etinden izole edilmistir. Bu serotipe insan izolatlari arasinda
rastlanmazken hayvan izolatlari arasinda bir adet koyun diskisindan elde edilmis Anatum
bulunmaktadir. Dolayisiyla, Anatum (ST 64) ve kirmizi et gesitleri arasinda muhtemel bir iligki
olabilecegi varsayillmaktadir. Daha 6nce Ankara’da yapilan bir ¢alisma da bu serotipin
Ankara bolgesindeki sigir mezenterik lenf yumrularinda en sik izole edilen serotip oldugunu
gostermektedir (Kuplulu, 1995). Ayrica, hayvan kaynakl Montevideo (ST 138, ST 195)
izolatlarimizin 18 adedinden 15’inin sigirlardan elde edilmistir. Gida izolatlarindan elde edilen
Montevideo (ST 195) izolatlarinin yedi adedinden 5 tanesi siJir sakatatlarindan izole
edilmistir. Bu durum da bu alt tip ve sigir arasinda muhtemel bir iligkiye dikkat gekmektedir.
Son olarak, insan kaynakl izolatlar arasinda Paratyphi B (ST 86) énemli bir yer almaktadir.

insan kaynakli izolatlarimizin, % 64’0 bu alt gruba aittir.

Gida izolatlari arasinda, serotip Telaviv, bu serotipe dahil olan 13 izolatla, en sik tespit edilen
ikinci serotiptir.Diger sik karsilasilan alt tiplerden farkli olarak, Telaviv (ST1068) 5 farkh gida
tipinden (koyun ve sigir kiyma, sakatat, Urfa peyniri ve taze peyniri) izole edilen izolatlarda
tespit edilmistir. Hayvan izolatlarinda ise, bu alt tip Montevideo (ST 195) alt tipinden sonra,
en sik karsilasilan alt tiptir. Hayvan ve gida izolatlar birlikte ele alindiginda, Telaviv (ST
1068) en vyaygin alt tip olarak gorinmektedir. Bununla beraber, AB ve ABD’deki
Typhimurium, Enteritidis gibi serotiplerin yaygin olarak izole edildigi benzer calismalara
bakildiginda, serotip Telaviv olduk¢ca nadir rastlanilan bir tir olarak gérinmektedir. CDC
Salmonella yillik rapor tablolari incelendiginde, bu serotipin 1998 ve 2000’de sadece iki defa

insanlardan izole edildigi belirtimektedir. Avrupa Birligi bunyesinde calisan ‘Gida ve yem igin
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hizli alarm sistemi’ (RAFSS) verileri incelendiginde, bu serotype ait 2003’te 3 adet ve
2011’de ise 1 adet bildirim yapildigi gortlmektedir. Yapilan bu bildirimler ise, sadece
Tarkiye'den ihra¢c edilmis gida maddelerinden kaynakhdir. Bizim c¢alismamiz disinda,
Tarkiye'de yapilmis bir calisma, Ankara’da satillan bir sigir kiyma drneginde bu serotipe
rastlanildigi belirtiimigtir. Bizim g¢alismamiz disinda Telaviv serotipini vurgulayan diger
calisma ise 300 numunelik sigir digkisi drnekleri tGzerinde Malta, Gozo Adasi’'nda yapilmis,
serotip Telaviv'in 131 Salmonella izolati icerisinde en sik rastlanilan ikinci alt tip oldugu bir

calismadir (Vella ve Cuschieri, 1995).

4.5 Vuruslu Jel Alan Elektroforezi (PFGE)

PFGE sonucu 59 gida, 54 hayvan ve 50 klinik insan izolati, yani toplamda 162 izolat i¢in 43
farkli PFGE tipi (PT) bulunmustur (SID: 0.915) (Ek 13). Gida izolatlari 12, hayvan izolatlari 17
ve insan izolatlari 6 farkli serotiple temsil edilirken; PFGE jel fotograflari géz &6nune
alindiinda gida izolatlari icin 18 (Tablo 19, Ek 14), hayvan izolatlari i¢in 27 (Tablo 20, Ek 15)
ve insan izolatlar i¢in 10 (Tablo 21, Ek 16) farkh motif belirlenmis; PFGE yonteminin
serotiplendirme ve MLST yonteminden daha fazla ayrigtirici glice sahip oldugu bulunmaklia

birlikte, en fazla ayrigan izolat kaynaginin hayvan izolatlari oldugu gézlenmistir.

Uc serotip, Enteritidis (n: 4), Kentucky (n: 13) ve Typhimurium (n: 10), 3 kaynak tipinde de
(gida, hayvan ve klinik insan) gézlenmis; Enteritidis 4 PT'ye, Kentucky 2 PTye ve
Typhimurium ise 3 PT’ye ayrilmistir. Serotip Kentucky ve Typhimurium izolatlarinda tespit
edilen sirasiyla PT10 ve PT13, her 3 kaynaktan da izole edilmistir. PT 10 motifini 1 adet sigir
kiymasi ve 1 adet sakatat kaynakli olmak tzere 2 gida izolati (MET S1-313 ve MET S1-360),
1 adet sigir digkisi (MET S1-405) ve 5 adet klinik insan izolati (4’0 kadin, 1’i erkek — MET S1-
187, MET S1-219, MET S1-228, MET S1-239 ve MET S1-240) paylagsmig; PT13 motifini ise
1 adet sakatat kaynakli gida izolati (MET S1-625), 1 adet sigir ve 1 adet de koyun digkisi
olmak Uzere 2 adet hayvan izolati (MET S1-653 ve MET S1-663) ve 2 adet klinik insan izolat
(1’i kadin, 1’i erkek - MET S1-211 ve MET S1-223) paylasmistir (Sekiller 4, 5, ve 6).
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PFGE-Xbal PFGE-Xbal

00

~86
100
~1600
0o
100,00

~B800.00
il

20,00

MET S1-221 Sa. enterica  Enteritidis Human 2011
MET S1-660 Sa. enterica  Enteritidis Sheep 2012
MET S1-217 Sa. enterica  Enteritidis Human 2011
MET S1-512 Sa. enterica  Enteritidis Food 2012

PFGE-Xbal PFGE-Xbal
=
2 g
MET S1-537 Sa. enterica Kentucky Cattle 2012
MET S1-538 Sa. enterica Kentucky Cattle 2012
MET S1-539 Sa. enterica Kentucky Cattle 2012
5 MET S1-540 Sa. enterica Kentucky Cattle 2012
MET S1-542 Sa. enterica Kentucky Sheep 2012
MET S1-187 Sa. enterica Kentucky Human 2012
MET S1-219 Sa. enterica Kentucky Human 2011
MET S1-228 Sa. enterica Kentucky Human 2012
MET S1-239 Sa. enterica Kentucky Human 2012
MET S1-240 Sa. enterica Kentucky Human 2012
MET S1-313 Sa. enterica Kentucky Food 2012
— MET S1-360 Sa. enterica Kentucky Food 2012
MET S1-405 Sa. enterica Kentucky Cattle 2012

Sekil 5 S. Kentucky serotipini ifade eden izolatlarin PFGE izleri

PFGE-Xbal PFGE-Xbal

5
100
1600

MET S1-211 Sa.enterica Typhimurium Human 2010
MET S1-223 Sa.enterica Typhimurium Human 2011

MET S1-625 Sa.enterica Typhimurium Food 2012

= MET S1-653/. Sa.enterica Typhimurium Cattle 2012

= MET S1-663 Sa.enterica Typhimurium Sheep 2012
= MET $1-657 Sa.enterica Typhimurium Sheep 2012

MET S1-185 Sa.enterica Typhimurium Human 2012
MET S1-204 Sa.enterica Typhimurium Human 2010
MET S1-233 Sa.enterica Typhimurium Human 2012
MET S1-236 Sa.enterica Typhimurium Human 2012

Sekil 6. Typhimurium serotipini ifade eden izolatlarin PFGE izleri

Serovar Sandiego, Anatum, Hadar, Poona ve de subsp. diarizonae hari¢ geri kalan tim
serovarlar ve enterica disindaki alttirler birden fazla PT’'ye ayrilmistir. Sandiego izolat
sayisinin 1, Hadar ve Poona izolatsayilarinin 2 ve subsp. diarizonae izolat sayisinin 3 oldugu
g6z onudnde bulundurulursa bu serotipler icin PFGE’nin ayristirma glicini ve de serotip ici
genotip dagilimlari igin bir ¢gikarim yapmamizi zorlastirmaktadir. Ancak 13 adet izolat sayisi

bulunan serovar Anatum’un PFGE yontemiyle daha fazla ayristirilamamasinin sebebinin bu
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serotip icin bdlgesel cesitliligin olmamasi ve bu serotipin klonal yapi gdstermesi oldugu
soylenebilir (Sekil 7).

PFGE-Xbal PFGE-Xbal

5

00
—2000
—1500
—800.00
—600.00
—500.00
—20.00

—5.00

$ =]
MET S1-248 Sal. enterica Anatum Food 2012

MET S1-258 Sal. enterica Anatum Food 2012

MET S1-272 Sal. enterica Anatum Food 2012

MET S1-294 Sal. enterica Anatum Food 2012

MET S1-301 Sal. enterica Anatum Food 2012

MET S1-421 Sal. enterica Anatum Food 2012

MET S1-443 Sal. enterica Anatum Food 2012

MET S1-465 Sal. enterica Anatum Food 2012

' MET S1-482 Sal. enterica Anatum Food 2012

MET S1-548 Sal. enterica Anatum Food 2012

— MET S1-579 Sal. enterica Anatum Food 2012
MET S1-654 Sal. enterica Anatum Sheep 2012

MET S1-408 Sal. enterica Anatum Food 2012

Sekil 7 Serovar Anatum'a ait PFGE dendogrami

PFGE sonuglar dogrultusunda elde edilen bir diger durum ise serovar bazinda PFGE
ayrismasinin en fazla Montevideo (8 adet PT) (Sekil 8) ve Telavivide (6 adet PT) (Sekil 9)

olmasidir. Bu serovarlari takiben 4 farkli PFGE izi ile Enteritidis serotipi gelmektedir (Sekil 4).
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PFGE-Xbal PFGE-Xbal

0

0
100
—2000
—1500
—2.00

MET S1-175  S. enterica Montevideo  Cattle 2012

&7 MET S1-581  S. enterica Montevideo ~ Food 2012

e * > MET S1-170 S. enterica  Montevideo  Cattle 2012
3 MET S1-658  S. enterica Montevideo ~ Sheep 2012

MET S1-400  S. enterica Montevideo  Cattle 2012

MET S1-403  S. enterica Montevideo  Cattle 2012

MET S1-277  S. enterica Montevideo  Food 2012

MET S1-397  S. enterica Montevideo  Cattle 2012

* MET S1-517  S.enterica Montevideo ~Food 2012
MET S1-634  S. enterica Montevideo  Food 2012

MET S1-404 S. enterica  Montevideo  Cattle 2012

MET S1-709 S. enterica  Montevideo  Cattle 2013

MET S1-541 S. enterica  Montevideo  Cattle 2012

e MET S1-065  S. enterica Montevideo  Food 2012
MET S1-372 S. enterica Montevideo  Food 2012

MET S1-611 S. enterica Montevideo  Food 2012

= MET S1-664 S. enterica  Montevideo  Sheep 2012

MET S1-665  S. enterica Montevideo  Cattle 2012

MET S$1-172 S. enterica Montevideo  Cattle 2012

MET S1-179  S. enterica Montevideo  Chicken 2012

MET S1-706  S. enterica Montevideo  Cattle 2013

MET S1-707 S. enterica  Montevideo  Cattle 2013

= MET S1-708 S. enterica  Montevideo  Cattle 2013

53 MET S1-712 S. enterica  Montevideo  Cattle 2013
MET S1-710 S. enterica  Montevideo  Cattle 2013

Sekil 8 Serovar Montevideo'ya ait PFGE dendogrami
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PFGE-Xbal PFGE-Xbal
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MET S1-456

z MET $1-528
i | I MET S$1-545
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—— 111

Sekil 9 Serovar Telaviv'e ait PFGE dendogrami

izolat kaynaklarina gore PFGE ayristirma glicli incelendiginde, en fazla PFGE iz sayisi
hayvan izolatlari arasinda, Montevideo ve Telaviv serovarlari i¢cin olmak Uzere; Montevideo
icin 8 adet PT ve Telaviv igin ise 5 adet PT bulunmustur. Gida kaynaklari i¢cin de Montevideo,
Telaviv ve Infantis en fazla PFGE iz sayisini olusturmus; Montevideo icin 4, Telaviv ve

Infantis icinse lcer adet PFGE izi saptanmistir. insan érnekleri iginse en fazla PFGE iz

Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.
Sa.

enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica
enterica

Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv
Telaviv

Telaviv

Paratyphi B serovari i¢in 4 adet olmak Gzere bulunmustur (Tablo 18).
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Tablo 18. Serotiplerin MLST icin Sekans Tipi (ST), PFGE i¢in PFGE izi (PT) dagilimlari

PFGE Types (PTs) of Isolates from*

5
£ Serovar Gida Hayvan insan
PT sT PT ST PT ST
A'(‘j‘;‘;m PT 42 (11) ST 64 (11) PT 42 (1) ST 64 (1)
Caracas PT1(1),PT
ST 1521 (2
(@) 2(1) @
Chester PT17(1), | ST 1068 (1),
3) PTA7 (1) ST93(1) PT38(1) | sT93(1)
o PT4 (1),
Enterlidis P21 (1) ST 195 (1) PT6 (1) ST11(1) ST11(2)
@) PT5 (1)
Hadar(2)  PT41(1) ST33(1) PT41(1) | ST33(1)
L PTT@PT
nfantis 8 (12),
) ST 32 (15)
PT 9(1)
Kentucky PT 3 (6), PT | ST 1807 (6),
(1) PT 10 (2) ST 314 (2) 10 (1) ST 314 (1) PT 10 (5) ST 314 (5)
PT 19 (3),
o, eh0
Montevide + | sT195 (11),
o8 PT 25 (3), ST 195 (7) PT24 @), | o' ies (1)
PT 25 (2).
S PT 31 (7)
[
S Newport PT11(1), | ST1822(1),
) PT40(2) ST 166 (2) PT39(1) | sST31(1)
Othmarsc
e PT27(1) ST 1832 (1) PT29(2) | ST1832(2)
Paratyphi PT 15 (28),
B (32) PT16 ) | ST86(32)
Poona (2) PT18(2) | ST812(2)
Reg’)ing PT 32 (2) ST 93 (2) PT43(1) | ST1831(1)
Sa”(j“)ego PT38(1) | ST1068(1)
o
Te('zaf;" PT 34 (3), ST 1068 (3) PT34(3), | ST1068(8)
PT 37 (1),
PT36(1) PT 38 (1)
. PT 23 (1),
Typhi (2) T ((1)) ST1(2)
Typhimuri PT 13 (2), PT 13 (2),
ey PT13 () ST19(1) ST | ST100) ST | ST1OM
: —_~
fe
38 PT 30 (3) *
ko]
e PT 21 (1),
3 o ST 195 (2) PT25(1) | ST195(1)
4 © PT 22 (1)

*: dnaN geni ¢ogaltilamadigi icin ST bulunmamaktadir
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MLST sonuglari ve PFGE sonuglari karsilastirildiginda, MLST tarafinda ayristirilamamis olan
Caracas, Chester, Enteritidis, Infantis, Montevideo, Othmarshen, Paratyphi B, Telaviv, Typhi
ve Typhimurium, ve alt tir subsp. salamae PFGE yéntemiyle en az 2 farkh PFGE izine
ayrilmistir. Kullanilan molekiler alt tiplendirme yéntemleri arasinda PFGE yénteminin daha
fazla ayristirici gict oldugu bulunmustur (SID: 0.975). Ancak bazi serotipler birden fazla
izolata sahip olup, PFGE tarafindan bile ayristirlamamistir; bu serotipler Anatum, Hadar ve
Poona’dir. Ayni sekilde alt grup diarizonae da PFGE tarafindan alt gruplara

ayristirlamamistir (Tablo 18).

Olusturulan dendogramlar incelendiginde, gida o6rnekleri icin PT 21 Montevideo, subsp.
salamae ve Enteritidis arasinda; PT 22 ve PT 25 ise subsp. salamae ve Montevideo
arasinda paylasilan PFGE izleridir. PT 38 ise hayvan diski izolatlari arsinda paylasilan PT
olmakla birlikte Telaviv, Chester ve Sandiego serovarlarini icermektedir. Literatlirde yakin
iliskili serotiplerin (6rnegin Typhimurium ve 4,5,12:i:-, Newport ve Bardo gibi serotipler) ayni
ST’ine ve de ayni PFGE izine sahip olduklar bildiriimektedir (Soyer et al., 2010). Ancak bu
paylasimin yanlis serotiplendirmeden mi yoksa bu serotiplerin birbirlerine ¢ok yakin

olmalarindan dolayr midir daha detayl arastiriimasi gerekmektedir.

Klinik insan vakalari arasinda ise herhangi bir PT paylasimi olmamistir. Kaynak sinirlamasi
olmadan 3 kaynakta da paylasilan PFGE izleri PT 10 ve PT 13 oldudunu belirtmistik
(Sekiller 5 ve 6). Toplam sekiz adet PFGE izi ise sadece gida ve hayvan izolatlari arasinda
paylasiimakta: PT 17, 22, 25, 28, 33, 34, 41 ve 42. Bu PFGE izleri ayni serotipler tarafindan
ifade edildigi gibi farkli serotipler tarafindan da ifade edilmektedir. Ornegin PT 28, PT 34, PT
41, PT 42 ve PT 17 izleri sirasi ile Montevideo, Telaviv, Hadar, Anatum ve Chester
serotiplerinden tespit edilmisken, PT 21 ve 25 izleri Montevideo ve subsp. salamae izolatlari

arasinda paylasiimistir (Tablo 18).

Ne gida ne de hayvan izolatlari ile sadece insan izolatlarinin paylastigi bir PFGE izine

rastlanmamistir.

Gida cesitlerine, hayvan turlerine ve insan cinsiyetlerine 6zgu PFGE izlerinin varligini
belirlemek icin PFGE izlerinin dagilimlari detayl incelenmigtir (Tablolar 19, 20 ve 21). Tavuk
eti ve sakatatindan izole edilen Infantis izolatlarin % 80’ini PT 8 PFGE izine sahip oldugu

belirlenmigtir. Bu PFGE izinin tavuk ve drunleri ile iligkili oldugu distnutlmektedir.
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Tablo19. PFGE Tiplerinin (PT) 59 Gida Ornegi Uzerine Dagilimi*

izolat sayis|
= ®© = =
PF.G'E 3 §, c o = = c =
Tipi . e £ g x 5 2 2
(PT) Serotip s = 8 5 (gu é @ E.
2 %) = A S
PT7 - - 2 - - -
PT8 Infantis 15 - - 11 1 - -
PT9 - - 1 - - -
PT 33 1 3 - 3 2 -
PT 34 Telaviv 13 1 - - - 2 -
PT 36 - - - - - 1
PT 42 Anatum 11 6 5 - - - -
PT 21 - 1 - 2 - -
PT 25 Montevideo 7 - - - 3 - -
PT 28 1 - - - - -
PT21  subsp. 2 - 1 - - - -
PT22  Ssalamae 1 - - - - -
PT 32 Reading 2 1 - - 1 - -
PT 40 Newport 2 1 - - 1 - -
PT 10  Kentucky 2 1 - - 1 - -
PT 17 Chester 1 - 1 - - - -
PT 41 Hadar 1 - - - - - 1
PT 27 Othmarschen 1 - 1 - - - -
PT 13 Typhimurium 1 - - - 1 - -
PT 21 Enteritidis 1 - - - 1 - -
Toplam 59 13 12 14 14 4 2
Tablo 20. PFGE Tiplerinin (PT) 53 Hayvan Ornegi Uzerine Dagihmi*
PFGE Tipi Serotip Toplam izolat sayis|
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izolat sayis|

(PT) Serotip Sayi
Sigir Koyun Tavuk
PT 19 3 - -
PT 20 - 1 -
PT 22 _ 18 1 - -
PT 24 Montevideo 2 ) )
PT 25 1 1 -
PT 28 2 - -
PT 31 6 - 1
PT 12 1 - -
PT 33 2 - -
PT 34 Telaviv 8 3 - -
PT 37 - 1 -
PT 38 1 - -
PT3 5 1 -
PT 10 Kentucky 7 1 i i
EI 12 Typhimurium 3 j 1 :
PT 30 Subsp. 3 i 2 1
diarizonae
PT 1 - 1 -
PT 2 Caracas 2 ) 1 i
PT 38 1 - -
hest 2

PT 17 Chester i 1 -
PT 11 - 1 -
PT 39 Newport 2 1 i i
PT 18 Poona 2 - 2 -
PT 38 Sandiego 1 1 - -
PT 42 Anatum 1 - 1 -
PT6 Enteritidis 1 - 1 -
PT 41 Hadar 1 - 1 -
PT 25 subsp. salamae 1 1 - -
PT 43 Reading 1 - 1 -

Toplam 53 33 18 2

*: Bir kiiglikbas diski 6rneginden izole edilen MET S1- 655 tekrar serotiplendirmeye yollanmistir.
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Tablo 21. PFGE Tiplerinin (PT) 50 Adet Klinik insan Cinsiyetlerine Gére Daglimi

PFGE Tipi
P Serotip Toplam Kadin Erkek
(PT) Say
PT 15 _ 17 11
Paratyphi B 32
PT 16 2
PT4 - 1
Enteritidis 2
PT5 - 1
PT 23 Tvohi ) - 1
[
PT 26 P 1 -
PT 13 1 1
Typhimurium 7
PT 35 2 3
PT 10 Kentucky 5 4 1
PT 29 Othmarschen 2 1 1
Total 50 28 22

4.6. Antimikrobiyal direnglilik analiz sonuglari

4.6.1. Disk difiizyon yontemi ile Salmonella izolatlarinin incelenmesi

Farkh kaynaklardan elde edilen izolatlarin fenotipik antimikrobiyal duyarlilik testleri ilk olarak
disk difuzyon yontemi ile belirlenmigtir (Ekler 17 ve 20). Salmonella Infantis, en az bir
antimikrobiyal ajana direnclilik gdstedigi icin dikkat ¢ekmistir. Her Infantis serovari nalidiksik
asit ve tetrasikline, ve gogu da streptomisin ve sulfikzazola direngli bulunmustur. izole edilen
tim gida kaynakli serovarlar, amikasin, gentamisin, siproflokzasin, amokzisillin-klavulanik
asit, sefokzitin, seftriakzon, seftiofur, imipenem ve ertapeneme duyarlilardir. Reading,
Othmarschen ve Mikawasima serovarlari tim 19 antimikrobiyal ajana duyarli bulunmustur
(Tablo 22).
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Tablo 22. Disk diflizyon sonuglarina gore gida kaynakli Salmonella izolatlarinin
antimikrobiyal direnclilik profilleri *

Kaynak (Sa/lmonella Serovar (izolat sayisi) Antimikrobiyal

pozitif 6rnek)

direnglilik profili

Peynir(Taze) (4)

Telaviv (4)

Peynir (Urfa) (2)

Hadar (1)
Telaviv (1)

S, N, Amp, T, Kf

Tavuk eti (14)

Infantis (6)
Infantis (5)
Infantis (1)
Infantis (1)
Infantis
Infantis (

K,S,N, T, Sf
S,N, T, Sf
K, S, N, Amp, T, Sf
K, S, N, Amp, T, Kf,
Sf, Sxt, C
SN, T

Dana kiymasi (n=13)

1)

Anatum (5)
Anatum (1)
Kentucky (1)

Montevideo (1)
Newport (1)
Reading (1)
subsp. salamae (1)

Telaviv (1)

S, Sf
Sf

Ciger (n=14)

Enteritidis (1)
Infantis (1)
Kentucky (1)
Montevideo (4)
Montevideo (1)
Typhimurium (1)
Newport (1)
Reading (1)
Telaviv (2)
Telaviv (1)

Koyun kiymasi (n=12)

Anatum (3)
Anatum (2)
Montevideo (1)
Othmarschen (1)
Reading (1)
subsp. salamae (1)
Telaviv (2)
Telaviv (1)

Sf

* Ak: Amikasin, CN: Gentamisin, K:Kanamisin, S: Streptomisin, Amp: Amfisillin, Eft: Seftiofur, Fox: Sefokzitin, Cro: Seftriakzon,
Kf: Sefalotin, Amc: Amokzisillin-klavulanik asit, Etp: Ertapenem, Ipm: Imipenem, C: Kloramfenikol, N: Nalidiksit asit, Cip:

Siproflokzasin, T: Tetrasiklin, Sxt: Trimethoprim-sulfametokzasol, Sf: Sulfizokzasol

Gida kaynakh 6 adet izolatta rastalanan KSNTSf (kanamisin, streptomisin, nalidiksik asit,
tetrasiklin, ve sulfikzazol) CID (¢oklu ilag direnglilik) profili gida izolatlarinda en ¢ok rastlanan

CiD profili olmustur, bunu 6 sayida izolatta tespit edilen SNTSf profili izlemistir (Ekler 17-19).
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Bu iki CID profili de sadece Infantis serotipli izolatlarda tespit edilmistir. Tim Infantis
izolatlarinda NT direngliligi gézlenlenmistir. Alimanya’da yapilan benzer bir ¢alismada, yine
gida materyallerinden izole edilen Salmonella’da antimikrobiyal duyarlilik testleri yapiimis ve
streptomisin (%93.7), sulfametakzozol (%92.5), ve tetrasiklin (%80.9) antimikrobiyallerinin bu
izolatlarda etkisiz oldugu bulunmustur (Miko ve ark., 2005). Ve baska bir calismada, ABD’de
tavuk, hindi, domuz eti, ve kirmizi etten izole edilen &rneklerde tetrasiklin (%80.0),
streptomisin (%73.0) ve suldametokzazol (%60.0) direncliligi gézlemlenmistir (White ve ark.,
2001). Ayni antimikrobiyaller bizim galismamizda da gida kaynakli Salmonella izolatlarinda

benzer etkiler gostermistir.

Hayvanlardan izole edilen Salmonella izolatlarindaki antimikrobiyal direnclilik dagihmi, gida
kaynakli izolatlara goére daha genistir. Her ne kadar, gentamisin, siproflokzasin, imipenem ve
sulfametokzazol-trimetoprim yine Salmonella izolatlarinda etkili olsa da, beta-laktam grubu
antimikrobiyal ajanlara karsi direnglilik profili gida kaynakl izolatlara gore farklilik gostermis,
farkll olarak ertapenem, sefokzisin gibi antimikrobiyallere direnclilik bulundugu tespit
edilmistir. Tim Typhimurium izolatlan (3/3) amfisillin ve tetrasikline direnglilik gostermistir.
Bunun disinda, Enteritidis, Sandiego, Paratyphi B gibi serovarlar, Salmonella enterica subsp.
salamae ve diarizonae da arastirilan 19 antimikrobiyal ajana duyarh oldugu bulunmustur
(Tablo 23).
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Tablo 23. Disk diflizyon sonuglarina gore hayvan kaynakli Salmonella izolatlarinin
antimikrobiyal direnclilik profilleri *

Kaynak (Salmonella pozitif Serovar (izolat sayisi) Antimikrobiyal
ornek) direnclilik profili
Blylkbas (33) Typhimurium (1) Ak, S, N, Amp, T, Kf

Kentucky (6) -

Montevideo (9) -

Montevideo (2) Sf

Montevideo (1)

Montevideo (1) FoxT,KPf«Et

Montevideo (1) » AL ELp

Montevideo (1) Fox, Kf
Newport (1) Sf

Paratyphi B (1) -
Sandiago (1) -
subsp. salamae (2) -

Telaviv (5) -
Telaviv (1) Fox, Kf, Etp
Telaviv (1) Sf
Tavuk (2) Montevideo (1) Sf
subsp. diarizonae (1) -
Kigikbas (18) Anatum (1) Ak, S
Caracas (1) -
Caracas (1) Sf
Casablanca** S, Amp, Amc, Kf, Cro,
Eft
Enteritidis (1) -
Hadar (1) S, NAmp, Amg, T, Fox,
Kf, Etp
Kentucky (1) K, S
Montevideo (2) -
Newport (1) -
Poona (2) -
Reading (1) Sf
Saintpaul (1) Amc, Fox, Etp, Kf
subsp. diarizonae (2) -
Telaviv (1) -
Typhimurium (1) S, N, Amp, Amc, T, Sf, C
Typhimurium (1) Amp, T, Kf

* Ak: Amikasin, CN: Gentamisin, K:Kanamisin, S: Streptomisin, Amp: Amfisillin, Eft: Seftiofur, Fox: Sefokzitin, Cro: Seftriakzon,
Kf: Sefalotin, Amc: Amokazisillin-klavulanik asit, Etp: Ertapenem, Ipm: Imipenem, C: Kloramfenikol, N: Nalidiksit asit, Cip:

Siproflokzasin, T: Tetrasiklin, Sxt: Trimethoprim-sulfametokzasol, Sf: Sulfizokzasol

** PFGE ve MLST c¢alismalarinda fark edilen sorunlar nedeniyle yeniden serotiplendirmeye gonderilmis ve Salmonella spp. e ait

olmadigi gértlmistur. Diger calismalarda bu nedenle listeden gikariimigtir.
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Hayvan kaynakli izolatlarda, gida kaynaklilardaki gibi, dne ¢ikan ve ¢odu izolatta rastlanilan
antimikrobiyal direnglilik profil sayisi ¢ok azdir. FoxKfEtp profili, blylk bas hayvan
digkilarindan izole edilen Montevideo ve Telaviv serovarlarinda goérilmastir. FoxKf direnclilik
profiline ise, Montevideo, Telaviv, Hadar ve Saintpaul da rastlaniimigtir. Urfa peynirinden ve
koyun digkisindan izole edilen Hadar serovarlari ayni antimikrobiyallere direnclilik
gOstermislerdir, SNAmMpTK(. Bu ilaglara ilaveten hayvandan izole edilen Hadar serovarinda

amoksillin-klavulanik asit, sefokzisin, ve ertapeneme de direnglilik gézlemlenmistir.

Genelde, genis-spektrumlu sefolosporinlere kargi direnglilik (6rnegin; seftiofur ve seftriakzon)
Salmonella’da son zamanlarda bir artis vardir ve seftriakzon gibi ilaglarin ciddi salmonelloziz
hastaliginin g¢ocuklarda tedavi amacl kullaniimasindan dolayr bu konu kamu sagligi
acisindan biyuk énem arz etmektedir (Rabsch ve ark., 2002). Seftiofur A.B.D.'de veterinerlik
amach kullanimlarda tek izne sahip olan genis-spektrumlu sefolosporindir (Bradford ve ark.,
1999). Yalniz, seftiofur-direngli organizmalar ayni zamanda seftriakzon gibi benzer gruplara
direncli olabilmektedir. Bu grup antimikrobiyal ajanlarin hayvanlarda kullanimi son
zamanlarda arastirma konusu olmus, ve seftriakzon direngliligini gelistiriimesinde ve
yayllmasinda énemli bir potansiyele sahip olabilecegi distnulmektedir (Alcaine ve ark.,
2005).

Klinik insan izolatlarinin antimikrobiyal direnclilik profillerinde, gentamisin, siproflokzazin,
seftriakzon, seftiofur, ertapenem ve imipenem direngliliklerine rastlaniimazken, ¢ adet

Salmonella Enteritidis izolati en az bir antimikrobiyal ajana direnglilik gostermistir (Tablo 24).
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Tablo 24. Disk diflizyon sonuglarina gore kilinik insan vakalarindan izole edilen Salmonella
izolatlarinin antimikrobiyal direnglilik profilleri *

Kaynak (Salmonella Serovar (izolat sayisi) Antimikrobiyal direnclilik

pozitif 6rnek) profili
Erkek (23) Enteritidis (2) -
Kentucky (1) Sf
Othmarschen (1) Sf
Paratyphi B (9) Sf
Paratyphi B (1) -

Paratyphi B (1) Fox, Sf

Paratyphi B (1)

Paratyphi B (1) Fox, Kf, Sf
Paratyphi B (1) Amp, T
Paratyphi B (1) S, Sf
Typhi (1) Sf
Typhimurium (1) Sf
Typhimurium (1) -
Typhimurium (1) N
Kadin (29) Kentucky (3) Sf
Kentucky (1) -
Othmarschen (1) -
Paratyphi B (8) -
Paratyphi B (8) Sf
Paratyphi B (1) S sf
Paratyphi B (1) §
Paratyphi B (1) K, S, 8f, Sxt, C
Paratyphi B (1) N, Sf
Paratyphi B (1) Ak, K, S, Sf, Sxt, C
Typhi (1) Sf
Typhimurium (1) Sf
Typhimurium (1) Amp, T

* Ak: Amikasin, CN: Gentamisin, K:Kanamisin, S: Streptomisin, Amp: Amfisillin, Eft: Seftiofur, Fox: Sefokzitin, Cro: Seftriakzon,
Kf: Sefalotin, Amc: Amokzisillin-klavulanik asit, Etp: Ertapenem, Ipm: Imipenem, C: Kloramfenikol, N: Nalidiksit asit, Cip:

Siproflokzasin, T: Tetrasiklin, Sxt: Trimethoprim-sulfametokzasol, Sf: Sulfizokzasol

4.6.2 Goklu ilag direngliligi (GiD) gdsteren izolatlarin dagilimi

Cokluilag direnclilikleri (CID) inceledendiginde, farkli kaynaklardan (gida, hayvan ve Klinik
insan) bulunan farkl serovarlarin ve antimikrobiyal ajanlarin éncilik ettigi gortlmustir (Tablo

25 ve Ek 18). Gidalardan izole edilen Infantis serovarlarinin hepsi CIiD gdstermis; bu

65



antimikrobiyal ajanlar da genellikle streptomisin, nalidiksik asit, tetrasiklin ve sulfizokzasol
olmustur. Hayvanlardan izole edilen izolatlarda ise Montevideo ve Typhimurium serovarlari
dikkat cekmektedir. Montevideo serovarlarinda sefalotin direnglilii cogunlukla gorulirken,
Typhimurium serovarlarinda tetrasiklin ve amfisillin direncgliligi daha baskindir. Klinik insan
vakalarindan izole edilen Paratyphi B izolatlarinin CiD profilleri ise degisiklik gdstermekte,
ama ¢ogunda sulfizokzasol direngliligi bulunmaktadir. Hem gidadan hem de hayvandan izole
edilen 2 Hadar izolatinda ise ortak olarak streptomisin, nalidiksik asit, amfisillin, tetrasiklin ve

sefalotin direngliligi géze ¢arpmaktadir.
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klinik insan) bulunan Salmonella izolatlari

izolat kodu Serovar izolatin Antimikrobiyal ajanlar
kaynagi
MET S1-579 Anatum Gida K, S, Sf
MET S1-654 Anatum Hayvan Ak, Sf
MET S1-655 Casablanca Hayvan S, Amp, Amc, Kf, CRO, Eft
MET S1-163 Hadar Gida S, N, Amp, T, Kf
MET S1-703 Hadar Hayvan S, N, Amp, Amc, T, Fox, Kf, Etp
MET S1-050 Infantis Gida K, S, N, Amp, T, Sf
MET S1-056 Infantis Gida K, S, N, Amp, T, Sf, Kf, Sxt, C
MET S1-088 Infantis Gida K,S,N, T, Sf
MET S1-092 Infantis Gida S,N, T, Sf
MET S1-142 Infantis Gida S,N, T, Sf
MET S1-150 Infantis Gida S,N, T, Sf
MET S1-329 Infantis Gida S,N, T, Sf
MET S1-345 Infantis Gida K,S,N, T, Sf
MET S1-351 Infantis Gida S,N, T, Sf
MET S1-492 Infantis Gida SN, T
MET S1-498 Infantis Gida K,S,N, T, Sf
MET S1-510 Infantis Gida K,S,N, T, Sf
MET S1-597 Infantis Gida S,N, T, Sf
MET S1-606 Infantis Gida S,N, T, Sf
MET S1-542 Kentucky Hayvan K,
MET S1-706 Montevideo Hayvan T, Kf
MET S1-707 Montevideo Hayvan Fox, Kf, Etp
MET S1-708 Montevideo Hayvan Fox, Kf
MET S1-625 Newport Gida Amp, T,
MET S1-198 Paratyphi B Klinik insan Fox, Kf, Sf
MET S1-204 Paratyphi B Klinik insan K, S, Sf, Sxt, C
MET S1-211 Paratyphi B Klinik insan Amp, T
MET S1-218 Paratyphi B Klinik insan Ak, K, S, Sf, Sxt, C
MET S1-235 Paratyphi B Klinik insan S, Sf
MET S1-704 Saintpaul Hayvan Amc, Fox, Kf, Etp
MET S1-030 Salford Gida Sf, Sxt
MET S1-223 Typhimurium Klinik insan Amp, T
MET S1-653 Typhimurium Hayvan Ak, S, N, Amp, T, Kf
MET S1-657 Typhimurium Hayvan S, N, Amp, Amc, T, Sf, C
MET S1-663 Typhimurium Hayvan Amp, T, Kf
MET S1-103 Virchow Gida K,S,N, T, Sf

* Ak: Amikasin, CN: Gentamisin, K:Kanamisin, S: Streptomisin, Amp: Amfisillin, Eft: Seftiofur, Fox: Sefokzitin, Cro: Seftriakzon,

Kf: Sefalotin, Amc: Amokzisillin-klavulanik asit, Etp: Ertapenem, Ipm: Imipenem, C: Kloramfenikol, N: Nalidiksit asit, Cip:

Siproflokzasin, T: Tetrasiklin, Sxt: Trimethoprim-sulfametokzasol, Sf: Sulfizokzasol

** [ki veya ikiden fazla antimikrobiyal ajana direnglilik gésteren izolatlar CID (MDR) olarak kabul edilmistir.
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4.6.3 Minimal inhibisyon konsantre (MiK) yoéntemi ile antimikrobiyal direngliliklerin

belirlenmesi

Proje degerlendirme panelistlerinin énerisi lzerine projeye eklenen MIK yoéntemi icin, ilk
olarak sivi besiyer diliisyonu teknigi ile calisiimistir. Proje butcesine dahil olmayan Sensititre
cihazinin (Trek Diagnostic Systems) eksikliginden dolayr sonuglari okumada sorun
yasanmistir (Ek 22b-22c). Ayrica siparis edilen antimikrobiyal tozlarin ¢ogunun isida ve
neme duyarli olmasi, ¢ok disik konsantrasyonlarda galisiyor olmasi sonuglarin dogrulugunu
etkilemigtir. Bu nedenle dnce makro dilisyon tekniginden ziyade, mikro dilusyon teknigi ile,
hazir 96 kuyucuklu plakalarda galisiimaya karar verilmistir (Ek 22d). Ancak siparis edilen ilk
numunelerle yapilan testlerin disk difizyon sonuglari ile uyusmayinca, firma ile gérasulmus,
ve firmanin istedigimiz antimikrobiyal ajanlari iceren plaklari gondermedigi sonucuna
variimigtir. Firma bazi nedenlerden dolayi istenilen hazir 96 kuyucuklu plakalari 6 ay iginde
temin edememistir. Bu firma bu tiir plakalar saglayan tek firma oldugu icin MiK degerlerini
belirle icin mikro dilisyon yerine farkh alternatifler aranmistir. Bu durumda konunun
uzmanlarina ulasiimaya c¢alisiimis ve Hacettepe Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Bakteriyoloji Birim Sorumlusu Prof. Dr. Yakut Akyon Yilmaz'e ulasiimis ve konu
hakkinda degerli gorisleri alinmistir. ikili gérigsmeler sonucu E-test yapilmaya karar

verilmistir.

E-testi, toplum sagligi agisindan antimikrobiyal ajanlarin dnem sirasina (4.6.4) ve goérilme
sikliklarina bagl olarak segilen antibiyotikler Gzerinde uygulanmistir. Bu nedenle ertapenem
(Tip 1), amokzisillin-klavulanik asit (Tip 1), trimethoprim-sulfametokzasol (Tip 2), amikasin
(Tip 2), amfisillin (Tip 2) ve tetrasiklin (Tip 3) antibiyotikleri, disk difizyonu ile direncli
bulunulmus Salmonella izolatlarinda c¢alisiimistir. Calisma sonucunda, tetrasiklin,
amokzisillin-klavulanik asit ve amfillin sonuglari disk difizyon tekniginiyle elde edilen
sonuglarla uyumlu bulunmustur. Disk difuzyon ile direncli bulunan izolatlarin MIK degerleri
yine direnglilik alanindadir (Tablo 26). Trimethoprim-sulfametokzasol sonuglarinda gidadan
izole edilen Salmonella izolatinda MIK degeri 4/76 mg/L standart direnclilik
konsantrasyonundan fazla oldugu igin, yine benzer bir sekilde disk difiizyon sonuglari ile
uyumludur, ama insan vakalarindan elde edilen izolatlarda benzer sonuclar elde
edilmemistir. Ayni sekilde, ertapenem ve amikasin sonuglarinda da direngli izolat
bulunmamistir. Bu nedenle, ileriki galismalarda mikro seyreltme teknigi ile galisiimasina karar

verilmistir, izolatlarin MIK degerleri yeniden disk difiizyon sonuglari ile karsilastirilacaktir.
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Tablo 25. Salmonella izolatlarinin segilen antimikrobiyal ajanlara iliskin E-test metodu ile
belirlenen MIK degerleri

Izolat kodu Kaynak Ert Amc Sxt Ak Amp T

MET S1-50 Gida, Duyarli Duyarh Duyarh Duyarli 2256 mg/L 2 128
tavuk eti mg/L

MET S1-56 Gida, Duyarli Duyarh 2 32/128 Duyarli 2256 mg/lL 2 192
tavuk eti mg/L mg/L

MET S1-88 Gida, Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli 2 64 mg/L
tavuk eti

MET S1-92 Gida, Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli 2 32 mg/L
tavuk eti

MET S1-103 Gida, Duyarli Duyarh Duyarh Duyarli Duyarh 2 64 mg/L
tavuk eti

MET S1-142 Gida, Duyarli Duyarh Duyarh Duyarli Duyarh 2 128
tavuk eti mg/L

MET S1-150 Gida, Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli 2 192
sakatat mg/L

MET S1-163  Gida, Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli 2256 mg/L 232 mg/L
Urfa
peyniri

MET S1-204  Klinik Duyarl Duyarh 2 Duyarl Duyarh Duyarl
insan, 0.032/0.6
yas:45 mg/L

MET S1-211  Kilinik Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli 2256 mg/L 232 mg/L
insan,
yas:34

MET S1-218  Klinik Duyarli Duyarli 0.064/1.2 =22 mg/L Duyarli Duyarli
insan, mg/L
yas: 57

MET S1-223  Kilinik Duyarli Duyarh Duyarh Duyarli 2256 mg/L 248 mg/L
insan,
yas: 2

MET S1-329 Gida, Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli 2 192
tavuk eti mg/L

MET S1-345 Gida, Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli 2 96 mg/L
tavuk eti

MET S1-351  Gida, Duyarli Duyarh Duyarh Duyarli Duyarh 2 128
tavuk eti mg/L

MET S1-492 Gida, Duyarli Duyarh Duyarh Duyarli Duyarh 2 192
tavuk eti mg/L

MET S1-498 Gida, Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli 2 128
tavuk eti mg/L

MET S1-510 Gida, Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli 2 192
tavuk eti mg/L

MET S1-597 Gida, Duyarli Duyarh Duyarh Duyarli Duyarh 2 128
tavuk eti mg/L

MET S1-606 Gida, Duyarli Duyarh Duyarh Duyarli Duyarh 2 128
tavuk eti mg/L

MET S1-625 Gida, Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli 2256 mg/L 224 mg/L
sakatat

MET S1-653 Hayvan, Duyarli Duyarli Duyarli 21 mg/L 2256 mg/L 224 mg/L
dana

MET S1-654 Hayvan, Duyarli Duyarh Duyarh 21 mg/L Duyarh Duyarli
koyun

MET S1-657 Hayvan, Duyarli 2 48/24 Duyarli Duyarli 2256 mg/L 216 mg/L
koyun mg/L

MET S1-663 Hayvan, Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli 2256 mg/L 232 mg/L
koyun

MET S1-703 Hayvan, 2 0.016 =2 64/32 Duyarli Duyarli 2256 mg/L  2-
koyun mg/L mg/L

MET S1-704 Hayvan, 2 0.032 2 48/24 Duyarli Duyarli Duyarh Duyarli
koyun mg/L mg/L

MET S1-706  Hayvan, 2 0.006 Duyarl Duyarh Duyarli Duyarh 2 0.75
sigir mg/L mg/L
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MET S1-707 Hayvan, 2 0.047 Duyarli Duyarh Duyarli Duyarh Duyarli
sigir mg/L

* Ak: Amikasin(Direglilik sinir; MIK= 64 mg/L), Amp: Amfisillin(Direclilik siniri; MIK= 32mg/L), Amc: Amokazisillin-klavulanik asit
(Direclilik siniri; MIK= 32/16 mg/L) Etp: Ertapenem(Direglilik siniri; MIK= 2 mg/L), T: Tetrasiklin(Direglilik siniri; MIK= 16 mg/L),
Sxt: Trimethoprim-sulfametokzasol (Direglilik siniri; MIK= 4/76 mg/L)

4.6.4 Fenotipik antimikrobiyal sonuglarinin insan sagligi agisindan incelenmesi

insanlardaki kullaniminin dnemine gore kategorize etmistir. 1. Kategori ilaglar, ya insanlarda
hayati 6neme sahip hastaliklarin, ya gida kaynakli hastaliklarin tedavisinde kullaniimakta ya
da nadir bir gruba (6rnegdin; fluorokuinolonlar, glikopeptitler) dahillerdir. 2. Kategori ilaglar,
potansiyel dneme sahip insan hastaliklarinin tedavisinde kullaniimakta olan ama alternatifleri
bulunan (6rnedin; amfisillin, eritromisin) ilacglardir. 3. Kategori ilaglar ise, genelde insan
tedavisinde cok az ya da hi¢ kullaniimayan, ya da insan enfeksiyonlarinda ilk tercih

edilmeyen (6rnegin; iyonoforlar) ilaglardir.

Bizim calismamizdaki fenotipik olarak direncgli bulunan antimikrobiyal ilaglarin kategorilere
gore siniflandiriimasi asagidaki tablolar 26, 27 ve 28'de verilmektedir. 1. Kategoriye ait
antimikrobiyallere gida-kaynakh ve klinik insanlardan izole edilmis Salmonella izolatlarinda
gorulmezken, amokzisillin-klavulanik asit, ertapenem, ve seftiofur direngliliyi nedeniyle
hayvanlardan izole edilen bazi Salmonella’lar 1. Kategoriye ait antimikrobiyallere direnglilik

gostermistir (Tablo 26).

2. kategoriye ait antimikrobiyallerden, amikasin ve sefokzitine direnclilik gida kaynakl
izolatlarda gorilmezken, hayvan-kaynakli izolatlarin sirasiyla %11 ve %17’sinde direnclilik
bulunmustur. Ayrica, sirasiyla bir ve iki klinik-insan kaynakli izolat amikasin ve sefokzitine
direngli olarak kaydedilmistir. Amfisillin direncliligi her gruptan izole edilmis izolatta
gorulmastir, ama gentamisin direngliligine de higbirinde rastlaniimamistir. Kanamisin,
nalidiksik asit, ve streptomisin direngliligi diger antimikrobiyallere goére daha c¢ok tespit
edilmistir. Gida-kaynakl izolatlardan tavuk etinde izole edilenlerin ¢cogu, kanamisine (%52),
nalidiksit asit (%100), ve streptomisine (%86) direnclilik gdstermislerdir. Sefalotin direngliligi
ise hayvan kaynakli izolatlarda yodun olarak gorullrken, diger gruplarda rastlaniimamistir.
(Tablo 27)

3. kategori antimikrobiyallerin gorulme sikligi, diger kategorideki antimikrobiyallere gore her
kaynaktan elde edilen izolatlarda daha g¢oktur. Sulfonamit direncliligi her grup Salmonella
izolatinda yuksek oranda goérulmustir ve tetrasiklin, gida-kaynakli izolatlarda ¢ok etkili
olamamistir (Tablolar 26, 27 ve 28).
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Tablo 26. Gida kaynaklarindan

kategorilerine gore dagilimlari

izole edilen

Salmonella

izolatlarinin  antimikrobiyal

Kategori

Antimikrobiyaller

Toplam

Koyun
kiymasi

Dana
kiymasi

Ciger

Peynir

Amc
Eft
Cro
Cip
Imp
Ert

Ak
Fox

Amp
Cn
K

N

S
Sxt
Kf

N= =N ! N
=)

A

-_—

N

C
Sf
T

Sl A AN N

RGN
A w

2
2

a1 aat

Tim antibiyotiklere duyarl izolat

36

12

11

TOPLAM iZOLAT

59

14

ool At

2

13

14

1
5
6

* Ak: Amikasin, CN: Gentamisin, K:Kanamisin, S: Streptomisin, Amp: Amfisillin, Eft: Seftiofur, Fox: Sefokzitin, Cro: Seftriakzon,

Kf: Sefalotin, Amc: Amokazisillin-klavulanik asit, Etp: Ertapenem, Ipm: Imipenem, C: Kloramfenikol, N: Nalidiksit asit, Cip:

Siproflokzasin, T: Tetrasiklin, Sxt: Trimethoprim-sulfametokzasol, Sf: Sulfizokzasol

Tablo 27. Hayvan kaynaklarindan izole edilen Salmonella izolatlarinin antimikrobiyal
kategorilerine gore dagilimlari

Kategori

Antimikrobiyaller

Toplam

Buyiikbas

Tavuk

Kiiciikbas

Amc
Eft
Cro
Cip
Imp
Ert

Ak
Fox

Amp
Cn

Sxt
Kf

AW O WDN A

~

AN A NN

A o afp

w o

N
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]l C 1 - - 1
Sf 10 4 1 5
T 3 2 - 1

Tim antibiyotiklere duyarl izolat 36 25 - 11

TOPLAM iZOLAT 54 33 1 20

* Ak: Amikasin, CN: Gentamisin, K:Kanamisin, S: Streptomisin, Amp: Amfisillin, Eft: Seftiofur, Fox: Sefokzitin, Cro: Seftriakzon,
Kf: Sefalotin, Amc: Amokzisillin-klavulanik asit, Etp: Ertapenem, Ipm: Imipenem, C: Kloramfenikol, N: Nalidiksit asit, Cip:

Siproflokzasin, T: Tetrasiklin, Sxt: Trimethoprim-sulfametokzasol, Sf: Sulfizokzasol

Tablo 28. Klinik insan kaynaklarindan izole edilen Salmonella izolatlarinin antimikrobiyal
kategorilerine gbre dagilimlari

Kategori Antimikrobiyaller Toplam Yas 0- Yas 10- Yas 20- Yas Yas 250

10 20 30 30-50

I Amc - - - - - -
Eft - - - - - -
Cro - - - - - -
Cip - - - - - -
Imp - - - - - -
Ert - - - - - -

] Ak 1 - - - - 1
Fox 2 - - 1 1 -
Amp 2 1 - - 1 -
Cn - - - - - -
K 2 - - - 1 1
N 1 - - 1 - -
S 3 - - 1 1 1
Sxt 2 - - - 1 1
Kf 1 - - - 1 -

i C 2 - - - 1 1
Sf 33 1 - 3 19 10
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T 2 1 - - 1 -

Tim antibiyotiklere duyarh 14 - 3 2 2 7
izolat
TOPLAM iZOLAT 50 2 3 7 21 17

* Ak: Amikasin, CN: Gentamisin, K:Kanamisin, S: Streptomisin, Amp: Amfisillin, Eft: Seftiofur, Fox: Sefokzitin, Cro: Seftriakzon,
Kf: Sefalotin, Amc: Amokzisillin-klavulanik asit, Etp: Ertapenem, Ipm: Imipenem, C: Kloramfenikol, N: Nalidiksit asit, Cip:

Siproflokzasin, T: Tetrasiklin, Sxt: Trimethoprim-sulfametokzasol, Sf: Sulfizokzasol

4.6.5 Gida-kaynakl izolatlarda antimikrobiyal direncliligin genetik olarak incelenmesi

36 fenotipik olarak direngli bulunan gida kaynakh Salmonella izolati arasindan %6171’i
aminoglikozit direnglilik genine, bunlarin %86’sinin da aadA71 genine sahip oldugu
bulunmustur. Fenotipik olarak aminoglikozit direncli izolatin hi¢birinde aadA2 ya da aacC2
genine rastlaniimistir. Bu genler streptomisin ve kanamisin ile iligkilidir. strA (%8) ve strB

(%3) genine sahip izolatlar digerlerine oranla daha azdir (Tablo 30).

Tablo 29. Gidalardan izole edilen direncli Salmonella izolatlarinin antimikrobiyal direnglilik
genlerinin dagihimi

Direnglilik Toplam Tavuk eti  Koyun Dana Ciger Peynir
geni n= 36 (%) n=21 (%) kiyma kiyma n=5 (%) n=1(%)
n=5 (%) n=2 (%)

aadA1 14 13 - - 1 -
aadA?2
StrA
strB

aphaq.jap

tetA
tetB
tetG - - - - - -

3
1
aacC2 - - - - - -
9
1

bla TEM-1 4 2 - - 1 1

blaps13e.-1 - - - - - -
blacuy-2 - - - - - -
ampC - - - - - -

sult 15 13 - - 2 -
sul2 - - - - - -
dhfrl - - - - - -
dhfrXll - - - - - -
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cat1 - - - - - -

cat2 - - - - - -
flo - - - - - -
cmiA 1 1 - - - -
TOPLAM 64 55 - - 5 3

Bunun disinda aphas., geni ile kanamisin direncliligi arasinda kuvvetli bir bag (%100)
bulunmustur. 23 fenotipik streptomisin direncli izolatin, 14 tanesinde (%83) aadA7 geni
vardir. Farkh olarak, 3 Infantis izolatinin hem strA hem de aadA7 genine sahip oldugu

gOriulirken, strB genine sadece Hadar serovarinda rastlaniimistir (Tablo 29).

Tetrasiklin direngliligi, gida-kaynakli Salmonella izolatlarinda tetA geni ile iligkilendirilmigtir.
Her fenotipik olarak direngli bulunan izolat, tetA genine sahip iken, tetB ya da tetG geni hi¢

bulunmamistir (Ek 21).

4 amfisillin direngliliine sahip izolatta blarey.s geni bulunmustur ama diger arastirilan

genlere; blapsise.1, blacuy.2or ampC, hig rastlaniimamistir.

Sulfonamit direncliligi fenotipik testlerde ¢odunlukla gérulirken (n=20), bunlarin 15 tanesinin
sult1 genine sahip oldugu bulunmustur. 2 tane trimetoprim direngli izolat (Salford ve Infantis)

var iken, arastirilan genler (dhfrl and dhfrXll) bu izolatlarda bulunamamistir.

Disk difiizyon sonuglarina goére bir adet Infantis serovari kloramfenikole direncli bulunmus,

genetik calismalarda da bu serovarin cm/A genine sahip oldugu goérdimustar.

4.6.6 Hayvan-kaynakli izolatlarda antimikrobiyal direncliligin genetik olarak

incelenmesi

Aminoglikozit direngliligi, gida-kaynakli izolatlarla karsilastinldiginda hayvan-kaynakli
izolatlarda daha az bulunmustur, arastirilan 54 adet izolat arasindan, 7 tane fenotipik olarak
kesfedilmis aminoglikozit-direncli izolat bulunmaktadir. Gida-kaynakli izolatlardan yine farkli
olarak, hi¢ aadA71 geni bulunmamigtir, tam tersine bir izolatta (Typhimurium) aadA2 geni
gOrulmUstir. 4 adet strB geni, streptomisin direngli izolatlarda bulunmustur; bu izolatlar 2

Typhimurium, 1 Casablanca ve 1 Hadar serovarindan olusmaktadir (Tablo 31).

5 adet fenotipik olarak tetrasikline direngli izolat olsa da sadece 2 tanesinde (Typhimurium ve
Hadar) tetA geni gorulmuastir. Gida-kaynakh izolatlardaki gibi, tetB ve tetG genine

rastlaniimamistir.
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Beta-laktam grubu antimikrobiyal ajanlara direnglilik hayvan-kaynakli gidalarda ¢ogunlukla
gbrilmis ve bu izolatlarin sadece alti tanesinin blargy.; ve blapsize.s genine sahip oldugu

bulunmustur.

Tablo 30. Hayvanlardan izole edilen direngli Salmonella izolatlarinin antimikrobiyal direnclilik
genlerinin dagihimi

Direnglilik geni Toplam Buyiikbas Tavuk Kiiciikbas
n=18 n=8 n=1 n=9

aadA1
aadA?2
StrA
strB
aacC2
aphai.jap

tetA
tetB
tetG

1
1 - 3
1
1

[ NG} I T G G |
1
1

blaten.1
blapsise.1

blacwy-2
ampC - - - -

oo
N
1
o

sult 1 - - 1
sul2 - - - -
dhfrl - - - -
dhfrXll - - - -

cat1 - - - -
cat2 - - - -
Flo - - - -
cmiA - - - -

TOPLAM 15 4 - 11

9 adet sulfonamit direncgli izolatin sadece bir tanesinin sul1 genine sahip oldugu gorulirken,
gidalardan izole edilen Salmonella izolatlarindaki gibi diger genler bulunamamigtir. Bir adet

kloramfenikol direngli izolat olmasina ragmen, arastirilan 4 gen bu izolatta goérilmemistir.

4.6.7 Klinik insan vakalarindan izole edilen izolatlarda antimikrobiyal direngliligin

genetik olarak incelenmesi
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insan vakalarindan elde edilen Salmonella izolatlarinda bulunan antimikrobiyal gen sayisi ve
dagilimi diger gruplara gére ¢ok azdir (Tablo 31). Fenotipik olarak bulunan toplam 36 direncli
izolatin ¢ogu sulfonamitlere karsidir, ama bu izolatlarin %67’si Paratyphi B’dir. 33 adet

sulfonamite direngli izolat olmasina ragmen sadece 3 tanesinde su/7 geni bulunmustur.

Tablo 31 Klinik insan vakalarindan izole edilen direngli Salmonella izolatlarinin antimikrobiyal
direnclilik genlerinin dagilimi

Direnglilik geni Toplam Yas 0-10 Yas 20-30 Yas 30-50 Yas 250
n= 36 (%) n= 2 (%) n=4 (%) n= 20 (%) n=10 (%)

aadA1 - - - - -
aadA2 - - - - -
StrA - - - - -
strB - - - - -
aacC2

aphaq.jap

1
tetA 1 - - 1 -
tetB -
tetG - - - - -

bla TEM-1 4 1 1 2 -
blaps13e-1 - - - - -
blacuy-2 - - - - -
ampC - - - - -

sult 3 1 - 2 -
sul2 - - - - -
dhfrl - - - - -
dhfrXil - - - - -

cat1 - - - - -
cat2 - - - - -
Flo - - - - -
cmiA - - - - -

TOPLAM 9 2 2 5 1

Beta-laktam grubu ilaclara (amfisillin, sefokzitin, ve sefalotin) direnclilik gosteren izolatlarin
blarey.1 genine sahip oldugu goérulmastir. 4 adet aminoglikosit direngli izolatin, bir tanesi
aphaqap, genine sahiptir. Arastirilan kloramfenikol grubu genlere sahip bir izolat

bulunmazken, aslinda fenotipik olarak direngli bulunan iki izolat vardir.
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4.6.8 Salmonella izolatlarinin fenotipik ve genetik antimikrobiyal profillerin uyumu

Elde edilen fenotipik ve genetik antimikrobiyal sonuglarinin uyumunu gérmek icin Kappa
istatistik degerleri élgilmustir (Tablo 32). Aminoglikozit, beta-laktam ve tetrasiklin gruplarinin
fenotipik ve genetik sonuglari arasinda iyi bir uyum bulunmustur (kappa=0.9). Bu sonuglar,
fenotipte direnclilige neden olan genlerin gogunun bu c¢alismada arastirilan genler dizisinde
bulundugunu gdstermektedir. Ama, kloramfenikol ve sulfonamit/trimetoprim gruplari icin ayni
sonu¢ bulunamamig, zayif bir uyum gérilmastir (kappa<0.4). Bunun nedeni ise ¢ok az
izolatta cmlA ve sul1 genlerinin bulunmasidir. Ayrica doért adet trimetoprime direngli izolat
olmasina ragmen, arastirilan dhfrl ve dhfrXIl genlerine sahip izolata hi¢ birine ¢alismamizda

rastlaniimamistir.

Tablo 32. Genetik ve fenotipik antimikrobiyal direnglilik profillerinin uyumu

Antimikrobiyal grup Gida Hayvan(Kappa) Insan Toplam(Kappa)
(Kappa') (Kappa)
Aminoglikosit genotip* 16 (0.96) 4 (0.73) 2 22 (0.90)
(0.79)
Aminoglikosit fenotip 17 6 3 26
B-laktam genotip 5 (1.00) 6 (0.67) 4 15
(1.00) (0.89)
B-laktam fenotip 5 9 4 18
Tetrasiklin genotip 17 (1.00) 2 (0.49) 1 26
(0.65) (0.90)
Tetrasiklin fenotip 17 5 2 30
Sulfonamit genotip 15 (0.80) 1 (0.11) 3 18
(0.00) (0.31)
Sulfonamit fenotip 20 9 36 65
Trimetoprim genotip 0 (0.00) O (0.00) 0 0 (0.
(0.00) 00)
Trimetoprim fenotip 1 0 2 4
Kloramfenikol genotip 1 (1.00) O (0.00) 0 1
(0.00) (0.39)
Kloramfenikol fenotip 1 1 2 4
Kuinolon genotip 2 5 5 5
Kuinolon fenotip 16 3 2 28

! Cohen'in kappa katsayisi iki degerleyici arasindaki karsilastirmali uyusmanin givenirligini dlgen bir istatistik yontemidir, 0
degerine yaklastikga uyum olmadigi sonucuna varilirken, deger 1 e yakinlastik¢ca degerler igin tam bir uyum vardir.

2 Direnglilik fenotipi; streptomisin, kanamisin ya da amikasine karsi, ve arastirilan genler deaadA1/2, strA/B, or aphA .., dir.

3 Kuinolone direngliligin genetik olarak arastiriimasi ¢alisma kapsaminda degildir.

Calismamizda arastirilan direnclilik genleri segcilirken dikkate alinan unsurlarindan biri

literatirdeki en c¢ok arastirnimasi bir digeri de, fenotipik olarak iligkilerinin kanitlanmig
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olmasidir. Ayrica bu genler FDA’e bagh bir program olan, Ulusal Antimikrobiyal Direnglilik
izleme Sistemi'nin (National Antimicrobial Resistance Monitoring System (NARMS))
Salmonella’da c¢ogunlukla bulunan antimikrobiyal direnclilik  genleri listesinden temin
edilmistir. Ama bizim arastirmamiz sonucunda, bu genlerin bazilari, 6rnegin aacC2, tetB,
tetG, blacyy.., ampC, sul2, dhfrl, dhfrXll, cat1, cat2, ve flo genlerine sahip hi¢ bir izolat
bulunmamistir. A.B.D. ‘de 2004 yilinda insanlar ve sigirlardan izole edilen Salmonella’da
antimikrobiyal direnclilik profilleri farklilklari UGzerine yapilan bir arastirmada, izolatlarin
%50’sinde blacyy., veya ampC genleri bulunurken, bizim c¢alismamizda bu genler
arastirilmasina ragmen bulunamamistir. Ayrica bahsedilen ¢alismada, izolatlarin %56’si flo
genine sahip, ve ¢ogu aminoglikozit direncliligi strA ve strB geni ile alakall bulunurken (Soyer
ve ark., 2013), Tuarkiye’de gerceklestirdigimiz calismamiz, Amerika’da bulunan genetik
profile uyum saglamamistir. Bagka bir c¢alismada ise A.B.D'’den ve Cin Halk
Cumbhuriyetindeki perakende satilan etlerden izole edilen Salmonella izolatlarinin
antimikrobiyal direnglilikleri karsilastiriimis ve genlerin varliginin cografik olarak degistigi
vurgulanmigtir. Ornegin, Amerika izolatlar beta-laktam direnglilik gdsterenlerin cogu blacyy.»
genine sahipken, Cin izolatlarinda bu gene rastlanilimamig, bu gen yerine ¢ogunlukla blargy.1
geni gorulmuistir. Ayrica benzer sekilde Cin’den izole edilen Salmonella izolatlarinda
kloramfenikol direngliligi bulunsa bile flo geni bulunmamistir (Chen ve ark., 2004).
Danimarka’da gergeklestirilen farkli bir calismada da, Salmonella Typhimurium DT104 deki
beta-laktam direncliligi pse-1 geni ile alakalandiriimistir (Sandvang ve ark., 2006). Bu
calismalar gostermektedir ki, Salmonella izolatlarindaki antimikrobiyal direnglilik genlerinin
varhgi ve cesitliligi cografik olarak degisiklik gosterebilmektedir ve arastirdigimiz bazi

genlerin bulunmamasinin nedeni bununla iligkili olabilegi distinulmektedir.

Calismamizda, antimikrobiyal direnglilik genleri tifoidal olmayan Salmonella izolatlari igin
secilmistir ve bu da Kklinik insan vakalarindan izole edilmis Salmonella izolatlarinda
gordagumiz dusuk fenotipik-genetik uyumun nedeni olabilir. CUnkl insanlardan elde
ettigimiz ¢ogu izolat Paratyphi B serovarina sahiptir. Ve sonug olarak sulfonamit direncliligi
disk diflizyon sonuglarinda ¢ok yodun olarak gorilirken, tifoidal olmayan Salmonella’lara

Ozgu genler sul1/2 bu izolatlarda ¢ok nadir bulunmustur.

Fenotipik sonuglarda, 41 adet CiD (goklu ila¢ direncliligi) ne sahip Salmonella izolati vardir,
ama molekiler karakterizasyon sonuglarinda gorilmastiir ki, bunlarin %68’si yine CiD
genotipine sahiptir (Ek 15). Projemizin sonuglari antimikrobiyal direngliligin ve gen varhginin
izolat kaynagina, serovara ve cografik kosullara gére degisebilecedini gdstermistir. Bu
konuda ileride daha kapsamli bir ¢calisma yapilmasi, sadece antimikrobiyal direnglilik Gzerine

arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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5. SONUCLAR

192 gida 6rneginin 59'unda (% 30.1) Salmonella saptanmistir. Salmonella prevalansi gida
tipine gore buylk dedisiklik gdstermekle birlikte en ylksek prevalans tavuk eti ve sigir
sakatati orneklerinde tespit edilmistir. Her iki gida tipinde, toplamda 24 &rnekten 14
tanesinde (% 58.3) Salmonella tespit edilmistir. Baskin serovarlar Infantis (n: 15), Telaviv (n:
13) ve Anatum (n: 11) olarak belirlenmistir. Toplanan 355 hayvan digki 6rneginin 53
adedinde (% 14.9) Salmonella tespit edilmistir. Hayvan tipine gore sigir digki érneklerinde
Salmonella yuzdesi en fazla olup % 31.4 hayvan digki 6rneginde Salmonella varligina
saptanmistir. 15 adet izolati sigir diskisindan elde edilmis serovar Montevideo (n: 18),
hayvan diski érneklerinde en fazla tespit edilen serovardir. Klinik insan vakalarindan elde
edilen izolatlar icinde Paratyphi B, elde edilen izolatlarin (n: 50) 32 tanesinde gérulmustar (%
64.0).

MLST analizi, hayvan o&rnekleri igcin serotiplendirmeden daha ayirici alt tiplendirme
saglamistir. MLST analizi sonucu gida izolatlarinda 10 Sekans Tipi (ST), hayvan izolatlarinda
15 ST ve insan klinik vakalarindan elde edilen izolatlarda ise 6 farkli ST bulmustur. Yapilan
MLST analizleri sonucunda, University of Warwick Achtman arastirma grubu tarafindan
isletilen MLST databankasinda sekans bilgileri mevcut olmayan, 4 yeni sekans tipi (ST 1807,
ST 1822, ST 1831, ST 1832) ortaya cikarilmigtir; bu tirlerin Turkiye'ye 6zgu STleri

olabilecegdi distintilmektedir.

PFGE analizinin, tim Salmonella kaynaklari igin serotiplendirme ve MLST analizinden daha
ayristirici bir guce sahip oldugu bulunmustur. Gida izolatlarinda 18 PFGE izi (PT)
bulunurken, hayvan ve klinik insan vakalarindan sirasiyla farkli 27 ve 10 PT elde edilmistir.
Serovar Kentucky’de keydedilen PT10 ve Typhimurium’daki PT13, hayvan digki, insan klinik
vakalarindan ve de gida drneklerinden, baska bir deyisgle projemizde galisilan ¢ kaynaktan
da izole edilmistir. MLST tarafinda ayristirlamamis olan birden fazla izolat iceren serotipler
Caracas, Chester, Enteritidis, Infantis, Montevideo, Othmarshen, Paratyphi B, Telaviv, Typhi
ve Typhimurium, ve alt tir subsp. salamaae PFGE yontemiyle en az 2 farkh PFGE izine
ayrilmistir. Serovar Anatum ise sadece antimikrobiyal direnglilik testi ile farkh profillere

ayristirilabilmistir.

Antimikrobiyal direngliligi belirlemek igin, fenotipik ve genetik metodlarlar uygulanmistir. Disk
difizyon sonuglarina goére, izolasyon kaynagina gore (gida, hayvan ve insan), direnglilik
profillerinin  degistigi g6zlemlenmistir. Ornegin, gida-kaynakl Salmonella izolatlarinda
c¢ogunlukla aminoglikozit, tetrasiklin ve kuinolonlara karsi direnglilik bulunurken, hayvan-

kaynakli izolatlarda farkli beta-laktam grubu antimikrobiyal ilaclara direngliik go6ze
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carpmaktadir. insanlardan elde edilen Salmonella izolatlarinda ¢odunlukla sulfonamitlere
kargi direnclilik goriimustir. Gidalardaki direnglilik profilleri detayli olarak incelendiginde,
cokluilag direnglilik profili gosteren ¢ogu izolatin tavuk kaynakli oldugu ve Infantis serovarina
ait oldugu dikkat c¢ekmektedir. Bunun disinda farkli kaynaklardan (peynir/gida ve
koyun/hayvan) izole edilen Salmonella Hadarin ayni antimikrobiyallere (streptomisin,
nalidiksik asit, amfisillin, tetrasiklin and sefalotin) direnclilik gosterdigi goértimustir. Ama
Hadar izolatlarindan farkli olarak Typhimurium izolatlarinda, insandan ve hayvandan izole
edilenler farkli sonuglar vermistir. Ornegin, insanlardan izole edilen Typhimurium izolatlarinda
cokluilag direngliligi hic gérilmezken, hayvanlardan izole edilen 3 ayni serovara ait izolatta

amfisillin, tetrasiklin and sefalotin direncliligi birlikte gértilmustir.

Antimikrobiyal direnclilik profillerinin, genetik analizleri sonucunda da, direnglilik genlerin
kaynaklara gére degistigi goérulmistir. Ornegdin aminoglikozit direngliligi gida-kaynakli
Salmonella izolatlarinda genellikle aadA71 geni ile iligskiliyken, hayvan-kaynakli izolatlarda
strA/B genleri ile alakali oldugu tespit edilmistir. Tetrasiklin direngliligi her grup izolatlarda
tetA geni ile iliski oldugu gérulirken, tetB ve tetG genlerine hig rastlaniimamistir. Sulfonamit
direncliligi gida ve hayvan kaynakli Salmonella izolatlarinda sul1 geni ile olustugu gorulirken,
insan kaynakl izolatlarda fenotipik olarak ¢ok fazla sulfonamit direngliligi gézlemlense de,
arastirilan hi¢ bir gen tespit edilememistir. Bunun nedeni de, tifo olmayan Salmonella
izolatlari icin segilen genlerin ¢odu Paratyphi B serovarina sahip insan izolatlarinda
bulunmamasidir. Tim izolatlarda, aacC2, tetB, tetG, blacyy.., ampC, sul2, dhfrl, dhfrXll, cat1,
cat2, ve flo genlerine rastlaniimamigtir. Sonug olarak, direnglilik genlerinin farkli kaynak,

serovara gore ayrica farkli cografyalarda degisebilecegi gorilmustir.

Calismamiz, Turkiye’den izole edilen Salmonella izolatlarini fenotipik ve genetik arastirmalar
sonucunda, Turkiye'ye 6zgu sekans tiplerini ve Turkiye’deki Salmonella cesitliligini hem alt-
tiplendirme hem de antimikrobiyal metodlarla sunmasi agisindan o6nemli bir c¢alisma
olmustur. Elde edilen sonuglar, Turkiye'ye 6zgu ulusal ve kullanici-girigli bir databankasindan
ulasilabilmekte ve bu da calismanin devamliigi ve kalicihligi i¢in olumlu bir gelisme

sunmaktadir.

Calisma slresince, Harran Universitesi Tip Fakiiltesi ve Veterinerlik Fakltesi'nin yaninda,
Cornell Universitesi ile de isbirligi olumlu ve yararli bir sekilde yuratilmus, ¢oklu-igbirlikli bir

galisma ortaya konmustur.
Elde edilen sonugclarin iki makale halinde yayinlanmasi planlanmaktadir.

Calismamiz sonrasinda tespit ettiimiz sonuclar neticesinde ileride vapilabilecek calismalar

asagidaki gibidir;

80



Bu proje ile Sanliurfa yoresinden izole edilen Salmonella izolatlarinin fenotipik ve
genetik antimikrobiyal profiller bulunmustur. Yalniz, bulunan genlerin hangi 6zgun
antimikrobiyal ajanlara etkili olabilecegi bilinmemektedir. Bu nedenle, Salmonella
blnyesindeki direnglilik genlerin fenotipik yapisina etkisi arastiriimasi gelecek

calismalar icin 6nemli olacaktir.

. Arastirmamiz dahilinde, nadir gorulen serovarlar tespit edilmis, ama bunlarin

patojenik etkisi literatirde bulunamamistir. Calismamizda goérilen, Othmarschen,
Poona, Caracas, Sandiego vb. serovlarin patojenik etkisinin incelenmesi Klinik ve
Veteriner Mikrobiyoloji acisindan degerli bir calisma olacaktir.

Tuarkiye’ye 6zgl olabilecek sekans tipleri, MLST analizi ile bulunmus ve ST’lere sahip
izolatlarin incelenmesi Salmonella evrimi ve gesitliligi konusunda 1sik tutabileceginden
dolayi, arastiriimasi gerekmektedir.

Tavuklardan izole edilen Salmonella izolatlarinin ¢ogu cokluilag direngliligi profili
sergilemis ve bu nedenle de dikkatleri tizerine gekmistir. ileride tavukguluk sektéri ile
iletisime gecerek, bu soruna ¢are bulunmasi ve nedeninin arastiriimasi toplum saghgi

acisindan 6nem arz etmektedir.
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