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GIRIS ve AMAC

Salmonella’lar besin ve su kaynakli enfeksiyonlara yol agan 6nemli insan ve hayvan
patojenleridir. Siklikla gastroenterit olgularinda etken olan kokenler, altta yatan hastaligi
olanlar ve immunsupresif ilag kullanan hastalarda ciddi sistemik enfeksiyonlara ve dliimlere
yol acabilmektedir. Bu nedenle Salmonella’larin virulansinda etkili olan faktorlerin genetik
boyutunun aragtirilmasi 6nem kazanmistir. Son yillarda ortaya c¢ikan coklu ila¢ direncli
kokenler ise antibiyotik direncinde etkili olan genlerin arastirilmasmnin Onemini ortaya
koymaktadir.

Giintimiize kadar farkli tilkelerde Salmonella’larin tagidigi virulans ve antibiyotik direng
genleri iizerine yapilmig ¢alismalar bulunmaktadir (1-5). Ozellikle klinik drneklerden izole
edilen kokenlerde virulans faktorlerinin yiiksek oranda bulunmasi ve antibiyotik direng
genlerinin yayiliminin yildan yila artmasi endise vericidir. Antibiyotik direng¢ genlerinin siklikla
horizontal gen transferi yoluyla aktarildig1 bilinmektedir. Daha énce Salmonella kékenlerinde
bulunmayan Enterobacteriaceae’nin diger iyelerinde goriillen plazmitlerin giiniimiizde
Salmonella’larda da goriiliiyor olmast ileride gelisebilecek yeni antibiyotik direng paternlerinin
tahmini i¢in bu alanda yapilacak arastirmalarin 6nemini gostermektedir (4,5). Toplumda sik
goriilen kokenlerin belirlenmesi, antibiyotik direncinin kokenler arasindaki akrabalik
iligkilerine etkisinin gosterilmesi ve salginlarin degerlendirilmesi i¢in siirveyans sistemlerinin
kurulmasinin gerekliligi bilinmektedir. Bu amagla pulsed field jel elektroforezi altin standart
olarak kabul edilmek iizere bir¢ok molekiiler teknik uzun yillardir kullanilmaktadir (6).

2009-2012 yillar1 arasinda Edirne ve ¢evresinden klinik 6rneklerden izole edilen 50 adet
Salmonella enterica kokeninin klasik virulans faktorleri molekiiler yontemlerle incelenerek,

bakterinin hastalik yapma yeteneginin genetik boyutunu aragtirmak, daha once



antimikrobiyal direnci otomatize sistemlerle arastirilan bu koékenlerin antimikrobiyal direng
genlerini arastirmak bu sayede diren¢ acisindan fenotip- genotip iliskilendirmesi yapmak,
direng gelismesinde en onemli faktorlerden biri olan kdkenler arasinda plazmitlerin bulunma
oraniin polimeraz zincir reaksiyonu tabanli replikon tiplendirmesi ile arastirilmasi ve son
olarak da tiim bu kokenler arasindaki genetik cesitliligi ve klonal iliskiyi molekiiler tekniklerde
altin standart kabul edilen pulsed field jel elektroforezi ile ortaya koymak bu tezin amacini

olusturmaktadir.



GENEL BILGILER

SALMONELLA’LARIN GENEL OZELLIKLERI

Salmonella tiirleri Enterobacteriaceae familyasina ait Gram negatif, sporsuz, fakiiltatif
anaerob, 0.5-1.0 (en) x 1-5 (boy) um boyutlarinda ¢ubuk sekilli bakterilerden olusmaktadir.
Optimum iireme sicakliklart 37°C olmasina ragmen tiirler 7-48 °C gibi genis bir sicaklik
araliginda da iireyebilmektedir. Uremeleri igin optimum pH degeri 6.5-7.5 civarindadir ancak
pH 4.5-9.0 arasinda da iireyebilirler (7,8).

Salmonella, glukoz, mannitol ve genellikle sorbitolden asit ve cogunlukla gaz
olusturmaktadir. Genellikle sitratt tek karbon kaynagi olarak kullanabilmekte H2S
olusturabilmekte, lizin ve ornitini dekarboksile edebilmektedir. Ure hidrolizi ve fenilalanin
deaminasyonu goriilmemektedir. Biyokimyasal ozelliklerin plazmite bagli olmasi atipik
biyokimyasal o6zelliklere sahip kokenlerin ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir ve dogru
identifikasyonu zorlagtirmaktadir. Oysa dogru tanimlama hem hasta hem de salginlarin dogru
degerlendirilmesi ile toplum sagligi agisindan dnemli olmaktadir (7,8).

Giintimiizde World Health Organization (WHO), Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), American Society for Microbiology (ASM) tarafidan kullanilan giincel
Salmonella smiflandirma sistemi Kauffmann ve White tarafindan temeli olusturulan yiizey
antijenlerine gore simiflandirmaya dayanir. Tiim Salmonella serotiplerinin antijenik formiilleri
liste halinde Kauffmann-White semasinda yer alir. 2007°de yayinlanan rapora gére Salmonella
cinsi igerisinde 2579 adet serotip bulunmaktadir (9).

CDC’nin sistemine gore Salmonella enterica ve Salmonella bongori olmak iizere iki tiir
bulunmaktadir, 2005’te tanimlanan S.subterranea’nin gelecekte listeye dahil edilmesi

planlanmaktadir. Salmonella enterica ise biyokimyasal dzelliklerine gore alt1 alttiire



ayrilmistir. Salmonella serotiplerinin % 99’u Salmonella enterica tiirii i¢inde, Salmonella
enterica iginde serotiplerinde yaklasik olarak % 60’1 Salmonella enterica subsp. enterica’da
yer almaktadir. S.enterica subsp. enterica’ da yer alan serovarlar iliskili olduklar1 hastaliklar,
cografik orijinleri ve bulunduklari habitatlara gore isimlendirilirken, diger alttiirler ve S.bongori
tiirlinilin serotipleri Kauffmann-White semasindaki antijenik formiillere gore isimlendirilmistir.
Serotip ve tiir arasindaki karisikligin ortadan kaldirilmas: adina serotip italik veya alt1 ¢izili
yazilmamakta ve biiyiik harfle baslamaktadir (6rnegin, Salmonella ser. Cholerasuis veya S.
Cholerasuis). 2005’ten dnce tip tiir ismi onaylanmamis oldugu icin serotipler sOylenirken tiir
ismi vurgulanmaz cins adindan hemen sonra serotip adi verilir (6rnegin, Salmonella enterica
subspecies enterica serovar Typhimurium yerine Salmonella serovar Typhimurium veya

Salmonella Typhimurium ya da sadece Typhimurium denmektedir) (10) (Sekil 1).

TARIHCE

Salmonella tiirleri ilk izole edildikleri tarihten bu yana adlandirilmasinda problem
yasanilan bakteriler olmuslardir. Bu bakteriyi ilk olarak 1884’te D.E.Salmon izole etmis ve
Bacillus cholerasuis olarak isimlendirmistir. 1900’de Lignieres bu bakterinin Bacillus cinsine
ait olmadigin1 gostermis ve Salmonella cholerasuis olarak yeniden adlandirmistir. Bu tarihten
1966’ya kadar Salmonella tiirleri yaptiklari hastaliklara (6rnegin Salmonella typhi) ve izolasyon
orijinlerine (6rnegin S.london, S.panama) gore isimlendirilmislerdir. 1941 yilinda
identifikasyon igin 6zgiil antiserumlar kullanilmaya baslanmis ve Salmonella tiirlerinin
karmasikligi nedeniyle ii¢ tiir modeli gelistirilmistir. Bu modele gore tiim Salmonella serotipleri
S.cholerasuis, S.typhosa, S.kauffmannii tiirleri altinda toplanmistir. Isimlendirilemeyecek kadar
cok Salmonella serotipinin izolasyonu 1966 yilinda antijenik formiile gore isimlendirme
yonteminin dogmasina neden olmustur. Ayrica S.typhi, S.cholerasuis ve S.enteritidis’ ten
olusan benzer ii¢ tiir modeli gelistirilmis bu modele gore S.typhi ve S.cholerasuis disindaki
serotipler S.enteritidis tiirii altinda toplanmustir (10).

1970’te gelen diger bir 6neri ise Kauffmann’in subgenuslarinin tiir olarak kabul edilmesi
olmustur ve Subgenus I — S.kauffmannii, Subgenus Il — S.salamae, Subgenus Il — S.arizonae,
Subgenus IV — S.houtenae tiirleri olarak kabul edilmistir. Bu isimlendirmeye gore
S.kauffmannii i¢inde yer alan serotipler tiir adinin arkasindan serotip adinin yazilmasiyla
adlandirilir (6rnegin S.kauffmannii serovar typhi) diger tiirler i¢inde yer alan serotipler
isimlendirilirken ise tiir adinin ardindan serotipe ait antijenik formiil yazilir. 1973’te Crosa ve

ark. (10) DNA-DNA hibridizasyon caligmalart mevcut tiim Salmonella’larin tek bir tiirde
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toplanmasi gerektigini gostermistir. Sonraki yillarda Le Minor ve ark. DNA akrabalik iligkileri
ve niimerik taksonomi ¢aligmalarina gore diizenlenen yeni adlandirmaya goére S.cholerauis tek
tiir ad1 olarak one siiriilmiis ve bu tiire bagli alt1 alttiir tanimlanmistir. Ayrica serovar adinin
italik yazilmadan biiyiik harfle baslayarak yazilmasi 6ne siiriilmiistiir (6rnegin Salmonella
cholerasuis subsp. choleraesuis ser. Typhimurium). Sonraki yillarda yapilan DNA tabanli
akrabalik iligkileri ¢aligmalar1i 1989°da Salmonella choleraesuis subsp. bongori alttiirlerden
ayrilmasi ve ayr1 bir tiir olmasi gerektigini 6ne stirmiistiir. Cholerasuis’in hem tiir hem serovar
adi olmasindan kaynaklanan karigikligin ortadan kaldirilmasi i¢in 14. Uluslararasi
Mikrobiyoloji Kongresinde (1986) International Committee of Systematic Bacteriology’e
S.enterica yeni tiir ad1 olarak onerilmistir. S.enterica tiir ad1 ve yedi alttiir sistemi (I, II, I1la,
IIIb, IV, V, VI) resmi olarak 1987’de Judicial Commission of The International Committee of
Systematic Bacteriology’e sunulmus ancak bu oneri Salmonella serovar Typhi’nin klinik
oneminin gozden kagmasina neden olabileceginden otiirii Adli Komisyon tarafindan
reddedilmistir. Bunun iizerine 1999°da Euzéby Salmonella enterica’nin Salmonella
cholerasuis’in yerini almasimi Salmonella typhi’nin ise klinik adin1 vurgulamak adina
korunmasini 6nermistir. Euzéby’nin onerisi ancak 2005°te kabul edilmistir. Adli komisyonun
kararina gore Salmonella cinsi iginde Salmonella enterica ve Salmonella bongori olmak {izere
iki tiir bulunmaktadir. Salmonella enterica tiiri ise, “arizonae”, “diarizonae”, “enterica”,
“houtenae”, “indica”, “salamae” olmak {lizere alt1 alttiiri kapsamaktadir. Salmonella

subterranea yeni tiir olarak tanimlanmustir (10).



DNA hibridizasyon

Salmonella

(2579)
| 1
Salmonella Salmonella Salmonella
enterica bongori subterranea
(2557) (22)

subsp.
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(1531)

Salmonella enterica

Salmonella enterica
subsp.
salamae
(505)

Salmonella enterica
subsp.
arizonae
(99)

Salmonella enterica
subsp.
diarizonae
(336)

Salmonella enterica

subsp.

houtanea

(73)

Salmonella enterica
Subsp.
indica

(13)

Serotipler

|

Serolojik testler

Or: Salmonella Typhimurium

Biyokimyasal tesler

leri tipleme ] Faj tipleme ve molekiler yontemler

Or: Salmonella Typhimurium DT 104

Sekil 1. Salmonella tiirlerinin siniflandirilmasi

Onceden O gruplar harflerle isimlendirilmekteydi. Ancak tiim gruplari isimlendirmeye
yeterli harf bulunmadig: iizere, grup spesifik O faktorlere gore isimlendirme bunun yerini
almistir (9) (Tablo 1). Antijenik formiiliine gore belirlenen serotipler; alttiir ismi Roma harfleri

ve bunu izleyen antijenik formiil seklinde yazilmaktadir (6rnegin, Salmonella serovar Il

1,4,[5],12, [27]: a: e,n,X) (10).

Tablo 1. O-gruplarin eski ve yeni isimleri

Eski Yeni Eski Yeni Eski Yeni
A 2 G1-G2 13 Q 39
B 4 H 6,14 R 40
Ci1-C4 6,7 | 16 S 41
C2-C3 8 J 17 T 42
D1 9 K 18 U 43
D2 9,46 L 21 \V 44
D3 9,46,27 M 28 w 45
E1-E2-E3 3,1 N 30 X 47
E4 1,3,19 0] 35 Y 48
F 11 P 38 Z 50




SALMONELLA’LARIN IDENTIFIKASYONU VE TiPLENDIRILMESI

Salmonella tiirlerinin neden oldugu salginlarin belirlenmesi ancak gastroenterit sikayeti
ile hastanelere bagvuran hastalarda etkenin izole ve identifiye edilmesiyle miimkiin olmaktadir.
Birgok iilkede olasi bir salginin epidemiye donlismemesi icin siirveyans sistemi kurulmustur.
Olas1 salginlar1 6nceden tanimlamaya calisan bu siirveyans projelerinin ¢ogu konvansiyonel
serotipleme ya da faj tiplemeye dayanmaktadir. Salginlar genelde birkac serotip etrafinda
kiimelesmektedir bu nedenle ileri tipleme yapilmasi daha fazla 6nem kazanmaktadir (11).
Ancak tilkemizdeki laboratuvar olanaklarinin sinirlt olmasi nedeniyle Salmonella kékenlerinin
tiplendirilmesinde yetersiz kalinmaktadir (9). Oysa dogru tiplendirme, hastalikla bakteri
serotipi arasinda iliski kurmasinin yan1 sira bulagsma kaynagi hakkinda bilgi verir, salginlarin
dogru degerlendirilmesine ve epidemiyolojik ¢aligmalara katkida bulunur ve yeni serotiplerin
bulunmasina olanak verir (11). Salmonella tiirlerinin tiplendirilmesine iliskin sema Sekil 2’de

verilmigtir.

Orneklerin alinmasi

Biyokimyasal analizler  —

| |
Fenotipik analizler Genotipik analizler

-Serotipleme -Plazmid profilleme
-Faj tipleme -PFGE
-RAPD
-AFLP
-Ribotipleme
-1S tipleme
-MLST
-PZR
-Multipleks PZR
-PBRT

Sekil 2. Salmonella tiirlerinin identifikasyon semasi

Biyokimyasal Analizler
Diski 6rnekleri Hektoen agar, Eosin-methylene-blue (EMB) agar ve/veya SS agara ve
on zenginlestirme i¢in selenite broth’a ekilir 37°C’de 24 saat inkiibe edilir. On zenginlestirme

kiiltiiriinden 6-8 saat inkiibasyon sonras1 Hektoen ve/veya SS agara tekrar ekim yapilir ve 24
7



saat daha inkiibe edilir. Stipheli koloniler biyokimyasal testlere tabi tutulur. Salmonella tiirleri
SS ve Hektoen agarda H2S olusturmalar1 nedeniyle siyah koloniler, EMB agarda ise laktozu
fermente etmemeleri nedeniyle renksiz koloniler olustururlar. Salmonella siipheli kolonilerden
triple sugar iron agar (TSI), lysine iron agar (LIA), maotility indol ornithine agar (MIO), sitrat
agar, Ure agar, fenilalanin deaminaz (FAD) besiyerlerine ekilerek ileri biyokimyasal 6zellikleri
incelenir. Kiiltiir sonuglar1 24 saat sonra degerlendirilir. Laktoz, {ireaz, fenil alanin deaminaz
negatif, hareketli, H.S, sitrat, lizin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz test sonuglari pozitif
bulunan izolatlar Salmonella siipheli olarak kabul edilir. Bu testlere ek olarak bazi diger
sekerlerin fermentasyonunu da test eden APl 20E (bioMerieux, Inc., Fransa) test Kitleri ticari
olarak mevcuttur ve kullanilmaktadir (11).

Salginlarda Salmonella serotipi i¢indeki kokenler arasindaki iliskinin belirlenmesi,
enfeksiyon kaynaginin ve yayilim yollarinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir Ancak
biyokimyasal metotlar S. enterica alt tiirlerini ayirmada yetersiz kalmaktadir. Bu amagla ileri

fenotipik ve genotipik analizlere ihtiyag bulunmaktadir (11,12).

Fenotipik Analizler

Serotipleme: Rutin Salmonella tanisinda ilk basamak, polivalan, monovalan
antiserumlar kullanilarak agliitinasyon testi yapmaktir. Kauffman-White semasma gore
2500’den fazla serotip bulunmaktadir. Bu serotipleri ayirirken kullanilan antijenler O (somatik)
antijen, H (flagella) faz 1 ve faz 2 antijenleri ile Vi (kapsiil) antijenleridir. Her serogrupun bir
grup spesifik O antijeni mevcuttur. Farkli O ve H antijenlerinin kombinasyonu ile farkli
serotipler olusur. Kapsiil tasiyan gruplarda ilgili antijen de formiile eklenir (11,16).
Polivalan antiserumla agliitinasyon gozlenen drnekler, serogruplama igin tek tek grup spesifik
O antiserumlari ile test edilir. Eger higbir grup spesifik antiserumla agliitinasyon gézlenmiyorsa
Vi (kapsiil) antiserumu ile test tekrarlanir. Kapsiil antiserumu ile agliitinasyon veren koken
kaynatilir ve O grup antiserumlar ile tekrar test edilir. O antijeni belirlenen koékenin, H
antiserumlari ile faz 1 ve faz 2 antijenleri arastirilir. Elde edilen sonuglar uygun antijenik formiil

ile yazilir.

Faj tiplendirmesi: S.Enteritidis ve S.Typhimurium siirveyansinda kullanilmistir.
Koken karakterizasyonu ve salginlarda kaynagin belirlenmesinde, serotipleme ile kombine

kullanildiginda faydali olmaktadir. 200°den fazla S. Typhimurium faj tipi tanimlanmistir (3,17).



Uluslararasi epidemilere yol agan ¢oklu ilag direngli S. Typhimurium DT104 klonunun tanis1 da

bu yontemle belirlenmistir (11,14,15).

Genotipik Analizler

Plazmit profil analizi: En eski DNA-bazli tipleme testlerindendir. Cogu plazmit
virulans ve antimikrobiyal direncle iliskili oldugundan bu tiplendirmenin kismi bir 6neme sahip
oldugu sdylenebilir. Salmonella tiirlerinde 2-200 kb biiyiikliikte ve farkli 6zelliklerde plazmitler
mevcuttur. Metot plazmitin izolasyonu ve agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip UV altinda
goriintiilenmesini igermektedir. Sonucta elde edilen profil veri tabanindaki diger plazmit

profilleri ile karsilastirilir (11).

Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE): Molekiiler tiplendirme metotlar1 arasinda altin
standart olarak kabul edilir. Bakteriyel DNA agaroza gomiiliir restriksiyon endoniikleazlarla
rastgele kesilir, belli araliklarla polariteyi degistiren darbeli akim kullanilan &zel bir
elektroforezle biiyiikk DNA fragmentlerini ayirilir ve kdken 6zgiil paternleri ortaya ¢ikarilir (11).
Salmonella i¢in en sik kullanilan restriksiyon endoniikleazlar; Xbal, Spel, NotI’dir. Farkli
enzimlerle yapilan ¢aligmalar sonunda ortaya ¢ikan farkli paternlerin karsilastirilmasiyla hem

yeni alttipler saptanabilir hem de yontemin ayirici giicii arttirilabilir (7).

Ribotiplendirme: rRNA’y1 kodlayan dizilerin parmakizi analizi olarak tanimlanabilir.
rRNA genleri kendi i¢lerinde olduk¢a homologtur ancak aradaki diziler uzunluk ve niikleotid
kompozisyonu agisindan degiskendir (11). Yontemde restriksiyonla parcalanmis DNA
fragmentlerinin, rDNA 6zgiil problarla hibridizasyonu ile gergeklestirilir. Once
endoniikleazlarla pargalanmis kromozomal DNA agaroz jellerde ayrilir, sonra bir membrana
aktarilir ve 16S ve 23S rRNA’y1 hedefleyen bir probla hibridlenir. Bu yolla belli serotipler ve
faj tiplerinde alttiplendirmeye gidilebilir (11,16,17).

Insersiyon sekans (IS) tiplendirme: 1S200 Salmonella, Escherichia, Shigella, Vibrio,
Enterococcus, Clostridium, Helicobacter ve Actinobacillus dahil bir ¢ok bakteride bulunabilen
mobil bir elementtir. Oldukga kiigiik (707-711 bp) olan bu elementler tek bir gen igerir. Diger
mobil elementlerden farkli olarak nadiren transpoze olurlar bu nedenle sayilar1 ve dagilimlar
goreceli olarak populasyon i¢inde sabittir. Bu 6zelliklerinden dolayr uygun molekiiler marker

olabilecekleri diisiiniilmiistiir. 1S200 tiplemesi farkli Salmonella izolatlarinin molekiiler



iliskilerini ortaya koymak iizere ozellikle Salmonella enterica alttiirlerinde c¢aligilmustir.
Salmonella kromozomu 708 bp’lik IS elementinden birgok kopya igermektedir. Pargalanmig
kromozomal DNA’nin IS200 probu ile hibridizasyonu bakterinin diger serotiplerle akrabaligini
aciklamada yararli bulunmustur. Faj tipleme kadar iyi bir ayirim yapmadig1 ancak bu yontemle

belli faj tipleri i¢inde daha ileri diizeyde ayirim yapilabilecegi ortaya konmustur.

Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD): Genomik DNA’nin rastgele kisa
oligontikleotid primerlerle (ortalama 10 bazlik) nanogram boylarinda diisiik baglanma
(annealing) sicakliklarinda PZR ile amplifiye edilmesi, etidyum bromiirle boyanmasi ve
tiriinlerinin agaroz jelde ayrilmasi ve UV ile goriintiilenmesi esasina dayanir. Kisa primerlerle
yapilan bu yontemde daha kompleks DNA parmak izi profilleri ortaya ¢ikar. Uygun baglanma
sicakliginda primerler DNA’da farkli bolgelere baglanirlar ve farkli boyutlarda iirlinler
olustururlar. Farkli kalip DNA’lardaki niikleotid varyasyonlar1 bantlarin olusup olusmamasinda
esastir. Kromozomal diizenlenmeler, nokta mutasyonlar RAPD polimorfizmlerine neden

olabilir.

Amplified fragment length polymorphism (AFLP): Segili restriksiyon
fragmentlerinin amplifikasyonuna dayali bir tekniktir. Uygun AFLP primerleri ve restriksiyon
enzimleri secilerek 50-100 bant elde etmek miimkiindiir bu nedenle giiglii bir parmakizi
teknigidir. Identifikasyon, epidemiyoloji ve taksonomide kullanilabilir.

Teknik 3 asamada gerceklesmektedir. Ik olarak DNA’nin restriksiyon enzimleri ile
parcalanir ve adaptdrlerin bu parcalara baglanir, sonra adaptor spesifik primerlerin baglanmasi
ile ardigik iki selektif amplifikasyon gergeklestirilir. En son poliakrilamid jel elektroforezle
amplikonlar ayrilir ve bant paternleri gériintiilenir.

Farkli kokenlerden elde edilen paternler; restriksiyon bolgelerindeki mutasyonlara,
restriksiyon bolgelerine bitisik bolgelerdeki ve primerin komplementeri olan bdlgedeki
mutasyonlara, cogaltilan fragmentlerdeki insersiyon ve delesyonlara bagli olarak polimorfiktir.
Yontemin otomatize hali de mevcuttur. Fluorescent amplified fragment length polymorphisms
(FAFLP) denilen bu yontemde adaptor spesifik primerler floresans isaretlidir ve otomatize
dizileme cihazinda kesin uzunluk elde edilebilir. Bu yolla olusturulan veritabani sayesinde

laboratuvarlar aras1 patern karsilastirmasi yapmak miimkiindiir.
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Multilocus Sequence Typing (MLST): Minimum isgiicii ile yiiksek ayirim giicli ve
giiclli veri analizi elde edilmesini saglayan bir yontemdir. Korunmus (housekeeping) genler,
virulans genleri veya rRNA dizilerinin karsilastirilmasi esasina dayanir.

Tek bir gendeki tek bir niikleotitteki farklilik, kokenlerin birbiriyle iliskilendirilmesinde
kullanilabilir. Uzun siireli epidemiyolojik calismalar ve filogenetik analizler i¢in uygundur. 16S
rRNA, pduF, glnA ve manB genlerindeki dizi farkliliklarina gore 230 Salmonella izolati
karakterize edilmistir ve PFGE’den daha iyi ayrim yaptig1 sonucuna varilmistir. Kokenlerin
kesin ayriminda ve verilerin laboratuvarlar arasi paylasimimda umut vaat eden ancak dizileme

cihazi gerektirmesi nedeni ile pahali bir yontemdir.

Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Multipleks PZR): iki ya da daha fazla gen
bolgesinin amplifikasyonuna bagli, PZR’nin modifiye halidir. 1988’de yontemin ilk kez
tanimlanmasindan sonra; delesyon analizleri, mutasyonlar, polimorfizm c¢aligsmalari, kantitatif
calismalar ve ters transkriptaz PZR gibi bir ¢ok alanda kullanilmigtir. Optimizasyon yontemin
en onemli basamagi olarak kendini gostermektedir. Birden fazla primer kullaniliyor olmasi
yanlis amplifikasyon iiriinlerinin ya da primer dimerlerinin olusumuna neden olabilir. Ilk sart
primerler arasinda uyum olmasidir bu nedenle uzunluklar1 18-24 bp ya da daha uzun ve G-C
igerikleri %35-60 arasinda olmali ve buna bagli olarak da baglanma sicakligi 55-58°C arasinda
veya daha fazla olmalidir. Ideal olarak her bir primer seti hedefledigi bolge ile esit derecede
iligkili olmali ve optimum baglanma sicakliklar1 ¢ok yakin olmalidir. Ayrica primer-hedef
bolge hibridinin uzama basamagi, enzimin aktivitesi ve dNTPlerin ortamda yeterli miktarda
bulunmasina baglidir. Daha fazla lokus amplifikasyona ugradigi i¢in enzim konsantasyonlari,
PZR tamponu, niikleotidler sinirlayici faktor olabilmektedir.

Yontem oOncelikle bakteriden DNA’nin izole edilmesini, sonra polimeraz zincir
reaksiyonuna tabi tutulmasini ve amplikonlarin agaroz jel elektroforezinde UV altinda
gorlintiilenmesini igerir. Yapilan calismalarda bu yontem kullanilarak tibbi 6nemi olan

Salmonella A, B, C1, D ve E gruplarinin ayriminin yapilmasi saglanmistir (18).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Temelli Replikon Tiplendirmesi (PBRT): Plazmitler
hemen hemen tiim bakterilerde bulunan kendini esleyebilen eksta kromozomal DNA
parcalaridir. Cogu plazmit kendi replikasyonunu ve hiicre i¢indeki kopya sayisini kontrol eden
sistemlere sahiptir bu sekilde hiicre boliinmesi sirasinda kalitimlarini garanti altina alir. Buna

ek olarak bazi plazmitler toksin-antitoksin faktorleri tabanli bagimlilik sistemleri kodlarlar, bu
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sisteme gore plazmiti aktarmayan yavru hiicre yok edilir. Bu sekilde konjugasyon veya diger
gen aktarim yollar ile alinmig olan plazmit konak i¢indeki dmriinii koruma altina almig olur
(19,20).

Baz1 sistemler plazmitlerin bakteri igindeki siirekliligini saglarken bazi plazmitler de
bulunduklar1 konaklara direng genleri, virulans ve adhezyon faktorleri tagimalari ile avantaj
saglarlar. Gram negatif bakterilerde antibiyotik direnci gelisiminin en énemli nedenlerinden
biri plazmit tizerinde bulunan direng genlerinin horizontal gen transferi yolu ile tiir i¢i ve tiirler
aras1 aktarilmasidir. Enterobacteriaceae ailesinde plazmitler tarafindan kodlanan genislemis
spektrumlu beta laktamazlar, karbapenemazlar ve kinolon direncine neden olan metilazlarin
varlig1 bilinmektedir. Tiim plazmitler enterik bakterilerde ayni siklikta bulunmaz, buna karsin
bazi gruptaki plazmitler belli enterik bakterilerde daha sik bulunur, bu 6zellik bakterilerdeki
klonal iliskileri agiklamada anlamli veriler saglar (21-23).

Plazmitleri filogenetik iligkilerine gore PZR tabanli olarak gruplandirmak miimkiindiir.
PBRT olarak adlandirilan teknikle plazmit replikasyon kontrolleri (replikonlar) hedef
alinmaktadir. Replikonlar plazmit replikasyonunu ve kopya sayisini kontrol eden replikaz geni
ve diizenleyici elementleri kodlama yolu ile replikasyonun kontroliinii saglarlar. PBRT sistemi
PZR tabanli replikonlarin saptanmasiyla, plazmit karakterizasyonu yapan hizli ve kolay bir
molekiiler tekniktir (19). PBRT Kiti (Diatheva, Italya) ile Enterobacteriaceae tiirleri arasinda
aktarilan ve direng genleri lizerinde bulunan 25 ayri replikonun varligi 8 multipleks PZR deneyi
ile test edilebilir (19-23). Test Enterobacteriaceae ailesinde en sik karsilasilan plazmit
ailelerinin replikonlarini (HI1, HI2, 11, 12, X1, X2, L/M, N, FIA, FIB, FIC, FII, FIIS, FIIK, W,
Y, P, AIC, T, K, U, R, B/O, HIB-M, FIB-M) hedef alir. Bu plazmitlerin birgogu genislemis
spektrumlu sefalosporin, florokinolon ve aminoglikozid direnci ile iligkilendirilmekte ve ¢oklu
ilag direnci gosteren Enterobacteriaceae kokenlerinde gozlenmektedir (23). Salmonella
serovarlarinda tanimlanmis olan replikonlar, kaynaklari ve ilgili enzimler Tablo 2’de

verilmistir.
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Tablo 2. Salmonella serotiplerinde tanimlanmus replikonlar ve ilgili enzimler (20)

Enzim Replikon Serotip
CMY-2 AIC S. enterica [Agona, Anatum, Bredeney,
Heidelberg, Newport, Typhimurium]
11 S. enterica [4,5,12:1:_,Ajiobo, Heidelberg,
Thompson, Typhimurium]
NT S. Heidelberg
CMY-4 AIC S. Senftenberg
CMY-31 ColE S. Newport
CTX-M-3 L/M S. enterica
N S. Virchow
11 S. enterica [Anatum, Potsdam]
CTX-M-9 HI2 S. Virchow
CTX-M-14 NT S. Stanley
CTX-M-15 [TEM-1, FIl, FIA, FIB S. Enteritidis
AAC(6")-1B-CR] 11 S. enterica [Anatum, Ohio, Infantis,
Typhimurium]
CTX-M-53 Q S. Westhampton
DHA-1 FIl, FIA S. Senftenberg
TEM-1 11 S. enterica
HI1 S. enterica
ColE S. Typhimurium
TEM-52 11 S. enterica [Agona,Derby, Infantis,
Paratyphi B, Typhimurium]
IMP-13 AIC, P S. enterica [Anatum, Typhimurium]
QnrB2 [CTX-M-3, N S. Bredeney
AAC(6)-1B-CR] N S. Typhimurium
QnrB19 (SHV-12) L/M S. Typhimurium
QnrS1 [LAP-2, ColE S. enterica [Typhimurium,Virginia,
AAC(6)-1B-CR] Corvallis, Anatum]
N S. enterica [Virchow, Kentucky,Saintpaul]
R S. Montevideo
HI2 S. Stanley
NT S. enterica [Stanley, Virginia,Virchow]

Plazmitlerin filogenetik iliskilerinin arastirilmasi ve gruplandirilmasi; plazmitlerin

yayitlim sekilleri, konaklar1 ile iligkileri, evrimsel orijinleri en 6nemlisi ise antimikrobiyal

direncin yayilimini izleme ve agiklama yolunda 6nemli bilgiler verir (19-21).
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PATOGENEZ VE SALMONELLA PATOJENITE ADALARI

Bir¢ok enterik patojenden farkli olarak tiimii virulan kabul edilen Salmonella’lar
dogalar1 geregi hastalik olusturabilme yetenegine sahiptir. Hastaligin tipi ve derecesi, baslangi¢
dozu, kokenin virulansi, enfeksiyon yolu ve konagin duyarliligina bagl olarak degiskenlik
gosterir. Baz1 durumlarda konak immun sistemi patojeni elimine edebilirken, bazi durumlarda
bakteri konagin bagisik yanitindan kagmayi1 basarir ve enflamasyon yanitlarinin, hastalik
belirtilerinin devam etmesine yol agabilir (24).

Enfeksiyonun ilk basamagi bakterinin konaga alinmasidir. Fekal oral yolla bulasan
Salmonella’larin 6ncelikle kontamine yiyecek veya icecekler ile agizdan alinmasi gerekir. Bu
asamadan sonra lokal bagirsak enfeksiyonu olusturabilmesi icin pek cok fizyolojik ve
immunolojik bariyeri agmasi i¢in ¢esitli stratejiler gelistirmistir (25). Bu stratejilerden ilki asit
tolerans cevabidir. Bakteri kademeli olarak diisiik pH degerlerine maruz birakildiginda (pH
7.6’dan pH 5.5’e ve pH 3.3’¢) asite kars1 direng olusturmasi uyarilir ve bu onun daha diisiik pH
degerlerinde hayatta kalmasini saglar. Bu cevap pH 5.5 ve 6 arasinda indiiklenir ve sonraki daha
diisiik pH degerlerinde i¢ homeostazinin korunmasinin sonucu olarak ortaya ¢ikar (26-29).
Mide ve fagozom asiditesine ragmen hayatta kalan Salmonella kokenleri, enfeksiyon yerleri
olan terminal ileuma go¢ eder ve buradaki epitel hiicreleri ve M hiicrelerine tutunurlar.
Tutunmada fimbrialarin rol oynadigr disliniilmektedir. Tutunma konak hiicre iskeletinin
yeniden diizenlenmesine neden olur ve patojen bakteriyel aracili endositozla konak hiicresini
invaze eder. Bu invazyon siirecinde Salmonella Patojenite Adalar olarak isimlendirilen farkli
genetik lokuslar rol oynar (24).

Patojenite adalari, patojen bakterilerde bulunan bakterinin virulans diizeyini belirleyen
genler kodlayan kromozom iizerindeki biiyiik ve ayr1 olusumlardir ve guanin sitozin bilesimi
genomun geri kalanindan farklidir. Salmonella enfeksiyonlariimn farkli donemlerinde rol alan
ve gliniimiize kadar tanimlanmig 18 adet Salmonella Patojenite adasi bulunmaktadir, ancak
¢ogunun virulanstaki rolii tam olarak aydinlatilamamistir (25,27). 10-200 kilobazlik bu
genomik bolgeler, bakterinin organizmaya adezyonu, kolonizasyonu, invazyonu, immiin
sistemden kacis1 ve toksin iiretimi gibi ozellikleri saglayan viriilans faktorleri kodlayan ¢ok
sayida gen igerir. Baz1 patojenite adalari cins igerisinde korunmusken bazi patojenite adalari

serotipe 6zgiildiir, bu farklilik olusturulan enfeksiyonun derecesinde de kendini gosterir (27).
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Salmonella Patojenite Adasi-1 (SPA-1)

Salmonella patojenite adalari i¢inde en iyi tanimlanmis olanidir ve nonfagositik
hiicrelerin invazyonundan sorumlu genleri igerir (25). SPA-1, en az iki farkli elemandan
olustugu gosterilmistir. Ik eleman 30 farkli genden olusmus olup tip |11 sekresyon sisteminin
(TTSS) birlesmesi ve fonksiyon goéstermesinden sorumludur. Diger eleman demir alim
sistemini kodlar fakat invazyonda gorev almaz (24). TTSS konak hiicre zarina efektor proteinler
salgilayarak aktin sitoiskeletin diizenlenmesine membran ¢okmesi ve sonugta bakterinin konagi
invazyonunda rol alir (28). Tip III sekresyon sistemi (TTSS) i¢in gerekli
proteinler, invA, invB, invC, invF, invG, hilA, sipA, sipC, sipD, spar, orgA, sopB ve sopE
genleri tarafindan kodlanmaktadir. InvG bir dis membran proteini olup, protein sekresyonu ve
bakterinin hiicre i¢cine aliminda rol oynarken bir i¢ membran proteini olan invA, polipeptidlerin
disar1 atilmasinda gorev alir. InvH ve hilD adezyonda gorevli aksesuar proteinlerdir (27). Diger
proteinler, polipeptit sekresyonunu saglayan orgA ve sipC ile aktin polimerizasyonunda gorevli
sptP, sipA, sopE olarak gruplanabilir. SopE ayn1 zamanda sitokin salgilanmasinda gorevli iken
sipB proteininin ise makrofaj apoptozundan sorumlu oldugu gosterilmistir (28). Yapilan
molekiiler ¢aligmalar SPA-1’in, Salmonella enfeksiyonlarinin enterik ates (tifo) veya yangili

ishallerin goriildiigii intestinal faz i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir (24).

Salmonella Patojenite Adasi-2 (SPA-2)

Salmonella hiicre igine alindiktan sonra Salmonella tasiyan vezikiillerde (SCV)
yasamlarini siirdiiriirler. SPA-2 tarafindan kodlanan TTSS ile SCV’den konak hiicre sitosoliine
salgilanan efektor proteinler vakuolde modifikasyona yol agarak Salmonella’nin fagosit i¢inde
hayatta kalis1 ve replikasyonuna olanak verir (24,29). Salmonella i¢ceren makrofajlarda fagozom
lizozom birlesmesi Onlenir ve reaktif oksijen radikalleri notralize edilerek fagozom iginde
hayatta kalma saglanir. SPA-2 efektorleri ayn1 zamanda dalak ve karacigerde iiremeden de
sorumludur (25). SifA tanimlanan ilk SPA-2 efektor proteinidir ve i¢ membran yerlesimli bir
bazal salgi aparati olan ssaR ile birlikte epitel hiicreleri ve makrofajlarda replikasyonda
gorevlidir (25,29). SPA-1 hiicre invazyonu ve gastroenterit bulgularinin ortaya ¢ikmasindan

sorumlu ilen SPA-2 sistemik enfeksiyon olusumu igin 6nemlidir (27) (Sekil 3).
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Sekil 3. Salmonella patogenezinde konak-patojen iliskisini gosteren sema. SPA-1 fagositoz
yapmayan hiicrelerin invazyonu ve gastrointestinal epitele penetrasyon gibi enfeksiyonun
baslangi¢ evrelerinde etkili olurken, ayni1 zamanda lokalize gastrointestinal enfeksiyonlarda
diyare semptomlarinin ortaya ¢ikmasinda da rol alir. SPA-2 ise sistemik yayilim ve konak
organlara kolonizasyon gibi enfeksiyonun daha ge¢ safhalarinda gereklidir. SPA-2’ye ait
fagositik hiicreler i¢inde hayatta kalma ve replikasyon patogenezin geg safhasi igin sarttir (30).

Salmonella Patojenite Adasi-3

Salmonella Typhimurium, S. Typhi ve S.bongori’de bulunan SPA-3 tarafindan
kodlanan major virulans faktorii, yiiksek afiniteli magnezyum transport sistemidir. Salmonella
tiirlerinin gerek hiicre icinde gerekse makrofajlarin icinde canli kalabilmesi icin gerekli Mg?*

naklini saglamaktadir (25,27).

Salmonella Patojenite Adasi-4
Tip | Sekresyon Sistemini (TOSS) kodlayan genlerin bulundugu patojenite adasidir.

TOSS tarafindan salgilanan sitotoksinler immun hiicrelerde apoptozu indiikler (25,27).

Salmonella Patojenite Adasi-5
SPA-1 ve SPA-2 tarafindan kodlanan TTSS icin gerekli efektor proteinlerin
kodlanmasindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, bir inositol fosfataz olan Sop B

proteini ishale neden olan klor iyonlar1 salgilamasini tetikler, klor iyonu salgilanmasi da sivi
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sekresyonuna neden olur. Bu nedenle SPA-5’in enteropatogenezden sorumlu oldugu
distintilmektedir (25,27).

Salmonella Patojenite Adasi-6

S.enterica subsp. enterica serovarlarinda bulunan fimbriyay1 ve invazini kodlayan gen
bolgelerinin bulundugu adaciktir. Hem S. Typhi hem S. Typhimurium serotiplerinde
gosterilmistir, ancak bu lokusun yok edilmesi in vivo bir etki yapmazken, in vitro ¢alismalarda

invazyonda azalisa neden olmustur (25,27).

Salmonella Patojenite Adasi-7

Salmonella serovar Typhi, Dublin ve Paratyphi C i¢in 6zgiil olup en biiyiik patojenite
adasidir, bu nedenle Major Patojenite Adas1 (MPA) olarak da adlandirilir. Ekzopolisakkarit
yapsindaki kapsiiler Vi antijeninin kodlandigr bolgedir. Vi antijeni tifo sirasinda atesin

yiikselmesinden sorumludur (25,27) (Sekil 4).

Salmonella Genomik Adasi-1 (SGA-1)

Salmonella enterica olup kokenli ¢oklu antibiyotik diren¢ genlerini tasiyan integronlari
igerir. Kromozom fizerinde thdf ile int2 genleri arasinda bulunur. Diinyanin birgok yerinde
salginlara yol agan S. Typhimurium DT 104 kokeninde de gosterilmis olan bu gen bolgesine
sahip kokenlerin tetrasiklin, ampisilin, kloramfenikol, streptomisin ve sulfonamid direnci

gosterdigi saptanmistir (27).

Yiiksek Patojenite Adasi
S. enterica serotiplerinin yaninda Enterobacteriaceae ailesinin diger iiyelerinde de
gosterilmis olan bu ada, demir eksikliginde demir alimi igin gerekli olan siderofor biyosentezini

yapan genleri igerir (27).
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Sekil 4. A. S.Typhimurium’da bilinen patojenite adalarinin kromozom iizerinde sematik
dagilimi. SPA’larin yerlesimi kromozumun disinda gosterilirken bazi virulans genleri
ve transkripsiyon regiilatorlerin kromozumun i¢ kisminda gosterilmistir.

B. Salmonella Patojenite Adalarinin ve ilgili genlerin sematik gosterimi (31)

Virulans Plazmitleri

Sadece birkag¢ Salmonella serotipinde bulunan virulans plazmitleri, biiyiikliikleri 50-90
kb arasinda degisen ekstrakromozomal DNA pargalaridir. Horizontal gen transferi ile
aktarilabilen bu elementlerin biiytikliikleri serotipler arasinda degisebilse de 6 ayr1 geni (spvR,
SpVA, spvB, spvC, spvD ve spvE) kodlayan 8 kb’lik bir boliim, tiim serotipler iginde

korunmustur. Spv (Salmonella plazmit virulansi) genleri olarak adlandirilan bu bdlgeyi tasiyan
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kokenlerde bagirsak disi yayilimin virulans plazmiti tasimayan kokenlere gore daha fazla
oldugu gosterilmis ve Spv bolgesinin gastroenterit gibi erken enfeksiyonlardan ziyade septisemi

gibi gec enfeksiyonlarda rol aldig1 sonucuna varilmistir (4,25,24,31,32).

Intestinal hiicrelerin invazyonunu takiben TTSS araciligi ile SCV igindeki bakterilerin
replikasyonu uyarilir. Hiicrelerin sitoplazmasina salgilanan sopB inositol fosfat sinyalleme
yolaklarin1 bozarak kloriir kanallarinin kapanmasini engeller ve bazal kloriir sekresyonunda
artisa yol agar. Sonugta intestinal inflamasyona ve sivi sekresyonuna neden olur. Enfekte
hiicrelerden salgilanan kemokin ve prostoglandinler diger enflamasyon hiicrelerini enfeksiyon
odagma toplar. Enflamasyon hiicreleri Salmonella’lar1 fagosite eder ve bu hiicrelerin bir

boliimii lenf dolagimina katilarak sistemik yayilima neden olur (24,25,33).

SALMONELLA ENFEKSIYONLARINA GENEL BAKIS

Siklikla gastroenterit etkeni olarak karsimiza ¢ikan Salmonella tiirleri asemptomatik
enfeksiyon veya tastyiciliktan, enterik ates (tifo) ve bakteriyemiye kadar ¢ok cesitli klinik
tablolara neden olabilmektedir (1).

Ik 1884 yilinda izole edilen bu patojen tarihte biiyiik kayiplara neden olmustur (10).
Gliniimiizde gelismis iilkelerde insidansinda diisiis goriilmekle birlikte hala tam anlamiyla
kontrol altina alinamamasiyla hala halk sagligin1 mesgul eden bir patojendir (11).

Bulasma yolu fekal-oraldir bu nedenle insan diskilarinin g¢evreye bulastigi, hijyen kosullarinin
yetersiz bulundugu alt yap1 sorunu olan iilkelerde hala ciddi morbidite, mortalite ve ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Hayvanlar 6nemli rezervuarlar ve kontamine gidalar baslica bulas
kaynagidir. Salmonella’lar hemen hemen tiim gidalarda bulunabilmektedir, meyve, sebze, et ve
siit iirtinleri bu gidalardan sadece birkagidir (34). Son yillarda ¢oklu antibiyotik direngli
kokenlerin ortaya ¢ikmasi, bu patojenlerin tekrar giindeme gelmesine neden olmustur (10,35).

Gida kaynakli salginin ortaya ¢ikisinda ilk halka hayvanlarin diski, kil, deri ve bagirsak
sistemlerinin bulaglh yemlerden, meralardan, su havzalarindan kontamine olmasidir. Bu
kontaminasyon kesim sirasinda ete bulasabilir, ayrica kesim sirasinda kullanilan alet, ekipman
ve insanlar da etlerin kontaminasyonuna neden olabilirler (34). Bu asamadan sonra gida kontrol
programlarinin 6nemi biiyliktiir ancak kontamine gidanin orijinini gosterebilecek basit
belirteclerin bulunmamasi nedeniyle bu gidalarla olusturulan besin stoklarinin izlenebilirligi

kolay degildir. Bu nedenle kontamine gidalarin bulundugu besin stoklarmin farkli bolgelere
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transferleri ile iretim bolgesinden ¢ok uzak bolgelerde de enfeksiyonlar ve salginlar
gozlenebilmektedir (10).

Salmonella tasiyicisi olan gida endistrisi calisanlarinin el hijyenlerine dikkat
etmemelerinden kaynaklanan bir¢ok salgin tanimlanmistir. Genellikle asemptomatik tasiyici
olan ev hayvanlari ile enfekte olduklarinda idrar ve diger ¢ikartilartyla ortami, yem ve gidalari
kontamine edebilen sigan ve fareler ise diger bulas kaynaklarini olusturmaktadir (1,36).
Salmonella serotiplerinin insanda gastroenterite neden olabilmesi i¢in enfektif doz kisisel
faktodrlerle degismekle beraber, 1 milyon basilin iizerindedir (36). Insanlarda bakterinin viicuda
alinmasindan 8-48 saat sonrasinda karin agrisi, bulanti, kusma, bazen ates ile titreme ve ishal
goriiliir. Hasta tedavi edilmezse semptomlar 2-5 giin i¢inde yok olur. ABD’de her y1l yaklagik
1.4 milyon Salmonella kokenleri tarafindan indiiklenen enterokolit, 15.000 hastaneye yatis ve
400’1in tizerinde oliim vakasinin belirlendigi ve 6liimle sonuclanan en yaygin gida kaynakl
hastalik oldugu bildirilmistir (1,37).

Enterik ates, Salmonella Typhi’nin neden oldugu tifo ile Salmonella Paratyphi A, B ve
C’nin neden oldugu paratifo tablolarma verilen addir. Patogenez ve epidemiyolojileri
benzemekle beraber genellikle tifo, paratifoya gore daha agir bir klinik tablo olusturmaktadir.
Tifo genellikle yiiksek ates, halsizlik, bas ve karin agrisi, deride dokiintiiler ile karakterize
ortalama 4 hafta siiren bir klinik tablodur. Hastaligin ilerleyen donemlerinde biling problemleri,
ishal ve kanama goriilebilir. Genellikle hastaligin dordiincii haftasinda iyilesme siireci baslar,
ancak ciddi komplikasyonlarin oldugu durumlar 6liimle sonuglanabilir. Olgularin %0.5-5’inde
ince bagirsaklarda goriilen perforasyon tifonun en korkulan komplikasyonlarindan biridir.
Bakteri iyilesme doneminde diskidan atilmaya devam eder (1,38).

Salmonella tiirlerinin neden oldugu bir diger klinik tablo olan bakteriyemi, enterik ates
veya gastroenterit belirtileri bulunmaksizin, kan kiiltiirinde Salmonella serotiplerinden birinin
tiremesiyle karakterize uzun siiren atesli tablodur. S. Typhimurium ve S. Cholerasuis
bakteriyemi tablosundan sorumlu tutulan serotiplerin basinda gelmektedir. Bakteriyemi
sirasinda Salmonella kokenleri viicutta degisik doku ve organlara yerleserek yerlestikleri
bolgeleri invaze edebilirler. I¢ organlarda apse gelisimi, menenjit, endokardit, osteomyelit
Salmonella bakteriyemisi sonucunda gelisen enfeksiyonlara drnek olarak verilebilir (1,38,39).

Bireyin ishal olmaksizin diskisinda Salmonella izolatlarinin saptanmasina tasiyicilik
denir. Salmonella gastroenteriti sonras1 diskidan 3 aydan daha kisa bir siire ile bakterinin
atilmas1 gegici tasiyicilik, bir yildan uzun bir siire ile atilmasi ise kronik tasiyicilik olarak

adlandirilir. Bu kisiler enfeksiyon i¢in 6nemli bulas kaynaklarini olusturmaktadirlar. (1,38-40)
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ANTIMIKROBIYAL DIiRENC

Antimikrobiyallerin hem hastalarin tedavisinde hem de biiylimeyi tesvik ettigi ve verimi
arttirdig1 gerekgesiyle hayvan yemlerinde gereksiz kullanilmasi, direncgli bakteri kdkenlerinin
toplumda yayilmasina neden olmustur. Son yillarda ortaya ¢ikan c¢oklu ilag direnci gosteren
kokenler ise onemli bir halk sagligi sorunudur. Bakterilerde antimikrobiyal direnci degisik
mekanizmalarla ortaya c¢ikmaktadir. Bunlar hiicre duvart gegirgenliginin azalmasi,
antimikrobiyallerin aktif efluks pompalariyla hiicre disina atilmasi, ilacin hedefinin
modifikasyonu ve c¢esitli enzimlerle antimikrobiyallerin inaktivasyonudur. Direng fenotipi
siklikla konjugasyon yoluyla direngli kokenlerden plazmit kazanilmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.
Enterik bakterilerde karsilasilan direng¢ plazmitlernde bulunan sinif I integronlar ¢oklu ilag
direncinin artmasina neden olan hareketli DNA parcalaridir. Integronlarin transpozonlar
(Tn402 ve Tn21) ve plazmitler (IncF gibi) tizerinde tasinmasi horizontal gen transferi yoluyla
bakteriler arasinda yayilimina neden olmaktadir (41).

Salmonella enfeksiyonlarinin  erken tanist ve dogru ilagla tedavisi ciddi
komplikasyonlarin Oniine ge¢meye olanak verir. Ancak gelisen antimikrobiyal direnci
cogunlukla ilacin enfeksiyona karsi etkisiz kalmasina neden olmaktadir. Uygun antimikrobiyal
seciminde cografi bolgede gozlenen antibiyotik diren¢ paternlerinin yani sira enfeksiyona

neden olan serotipin belirlenmesi de etkili olmaktadir (42-45).

Klasik fla¢ Direnci

Ampisilin, kloramfenikol, tetrasiklin, trimetoprim ve siilfametoksazol klasik ilag¢
grubunda degerlendirilir. 1960 6ncesine kadar ¢cogu antmikrobiyale duyarli olan Salmonella’lar
antibiyotiklerin kullanmasinin yayginlagmasi ile hizla plazmit aracili basta olmak tizere gesitli
mekanizmalarla diren¢ kazanmaya baslamiglardir (43,44). 1990larin basinda direng %20-30
seviyelerinde iken 21.yiizyila geldigimizde direncin %70’lere kadar yiikseldigini goriiyoruz.
En sik karsilagilan serotiplerin baginda gelen S. Enteritidis diger serotiplere kiyasla daha duyarlt
iken S. Typhimurum’da direncin daha sik karsilasilan bir problem oldugunu sdylemek
miimkiindiir. 1990’1arin basinda ortaya ¢ikan S. Typhimurium DT 104 faj tipi ¢oklu ilag direnci
(ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, siilfonamid, ve tetrasiklin) gostermesi ile epidemilere
sebep olmus, direncin varligi bu faj tipi igerisinde ACSSuT direnglilik plazmitlerin kazanilmis
olmasma baglanmistir. Konvansiyonel antibiyotiklere gelisen direng invazif Salmonella
enfeksiyonlarinda bu antibiyotiklerin kullanimdan kalkmasina neden olmus ve klinisyenleri

yeni antibiyotik arayigina itmistir (45).
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Kinolon Direnci

Klasik ilaglara gelisen direngten sonra 1990’larda kinolonlar Salmonella kokenleri ile
olusan enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif olarak kullanilmaya baslanmis, ancak 1990’larin
sonunda kinolon direngli kokenler bildirilmeye baslanmistir (43). Kinolonlara azalmisg
duyarlilig1 tespit etmek tiizere tedavi Oncesi nalidiksik tarama testi Onerilmistir. Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) standardina gore “Barsak dis1 salmonelloz olgularindan
izole edilen nalidiksik aside direngli, florokinolon duyarli kokenler eger florokinolonlarla
tedavi edilirse tedavi gecikme ya da basarisizlikla sonuglanabilir. Bu nedenle barsak dist
Salmonella kokenlerinde mutlaka nalidiksik aside duyarlilik arastirilmalidir. Nalidiksik aside
direncli olgularda hekim, florokinolonlarla bakteri eradikasyonu elde edemeyecegi konusunda
bilgilendirilmelidir.” ifadesiyle nalidiksik asit tarama testi kabul gormiistiir (43,46).

Kinolon direnci genellikle diger Enterobacteriaceae iiyelerinde de oldugu gibi DNA
giraz genlerindeki kinolon direnci belirleme bolgesinde (QRDR) meydana gelen mutasyonlar
ile ilgilidir. GyrA, gyrB ve parC genlerinde meydana gelen nokta mutasyonlar aminoasit
iriinlerin degismesine ve direng gelismesine neden olmaktadir. Mutasyonlarin sayisi ve hangi
genler iizerinde gergeklestigi direng fenotipinde etkili olmaktadir (43). Florokinolon direnci
gelismesinde diger bir mekanizma ise ilacin AcrAB-ToIC efluks pompasi ile hiicre disina
atilmasidir. Hem efluks pompasini sentezleyen hem de diizenleyici marRAB ve soxRS genlerde
meydana gelen mutasyonlarin ve inaktivasyonlarin direngte azalmaya yol actig1 gosterilmistir
Di1s membran proteinleri (OmpF gibi) ve lipopolisakkaritlerin ifadesinde degismenin de kinolon
direncinde etkili oldugu diisliniilse de bu alanda daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag
bulunmaktadir (46).

Kinolonlara kars1 direng gelismesinden sorumlu diger 6nemli bir mekanizma ise ilk
olarak bir Klebsiella pneumoniae kokeninde tanimlanan plazmit aracili kinolon direncidir.
Direngten sorumlu gnrA geninin {iriinii olan peptidler, DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimlerini kinolonlarin etkisine karst koruyarak mnalidiksik asite karsi dirence ve
florokinolonlara 20 kata kadar azalmis duyarliliga neden olmaktadir. Yakin zamanda
tanimlanan qnrB ve qnrS ise sirasiyla %41 ile %60 qnrA ile aminoasit benzerli gostermesiyle
plazmit aracili kinolon direncine ortak olmaktadir. Qnr pozitif kokenlerin genislemis
spektrumlu beta laktamaz (GSBL) iireten kdkenlerle yakin iliskili olmas1 plazmit aracili kinolon

direncinin belirlenmesinin toplum saglig1 agisindan énemini ortaya koymaktadir (47).
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Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlara Bagh Diren¢

Kinolonlara direncin artmasini takiben enterik ates tedavisinde tglincii kusak
sefalosporinler kullanilmaya baslanmis ancak sefalosporin direnci de hizla gelismistir (43).
Salmonella tiirlerinde bildirilen sefalosporinazlar CTX-M, SHV, TEM, CMY-2 ile daha az
siklikla karsilasilmakla beraber ACC, PER, OXA ve DHA tiirevleridir. Direngten sorumlu
genler plazmit, transpozon ya da integronlar tizerinde bulunduklarindan horizontal gen transferi
yoluyla diger serotiplere ya da diger enterik bakterilere yayilim s6z konusudur (45). Bunun
yaninda GSBL enzimlerinin bu kadar c¢esitli olmasi invazif enfeksiyonlarin yaygin oldugu

tilkelerde antibiyotik seceneklerini kisitlamaktadir (43).

Aminoglikozit Direnci

Ribozomlarin 30S alt iinitelerine baglanarak etkili olan aminoglikozitlere direng farkl
mekanizmalarla gelismektedir. 16S rRNA’da meydana gelen mutasyonlar antibiyotigin
ribozoma baglanmasimi engelleyerek yiiksek diizey dirence yol agarken, 16S rRNA’nin
metillenmesi ise diisiik diizey dirence neden olmaktadir. Antibiyotigin hiicre i¢ine aliminin
azalmasina bagli direnc, ilacin enzimatik modifikasyonu ve disa atim pompalar1 aminoglikozit
direncinden sorumlu diger mekanizmalardir. Aminoglikozit aminotransferazi kodlayan
kromozomal aadA geninin ifadesindeki artig basit besiyerlerinde iireyen kokenlerde goriillmekte
ve aminoglikozit direncine yol agmaktadir. Zengin besiyerinde iireyen kokenlerde gen
ifadesinde artis gozlenmemesi ¢evresel faktorlerin direng aktivasyonundaki etkisini ortaya
koymaktadir. gidB ve armA genleri 16S rRNA’nin metilasyonundan sorumlu enzimlerdir ve

siklikla CTX-M, TEM, sull genleriyle birlikte saptanirlar (43).

Karbapenem Direnci

Invazif Salmonella enfeksiyonlarinin tedavisinde son secenek ila¢ olarak karsimiza
cikan karbapenemler ¢oklu ila¢ direngli kdkenlere karsi kullanilabilmektedir. Ancak 2010
yilinda Tayvan’dan bildirilen OmpC mutasyonuna bagli karbapeneme direncli S.Typhimurium
olgusu yakin zamanda karbapenem direncinin de yayginlasacaginin habercisi olabilecegi

diistintilmektedir (43,48).

Salmonella’larin neden oldugu gastroenteritlerde enfeksiyon genellikle 5-7 giin i¢inde
kendini sinirlamakta ve bu durumlarda tedaviye gerek olmamaktadir. Kaybedilen sivi ve

elektrolitler agiz veya damar yoluyla takviye edildigi takdirde olgular kendiliginden
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iyilesmektedir. Ancak atesin 5 giinden uzun siirdiigli durumlarda, altta yatan hastaligi olanlar,
immunsupresif ila¢ kullananlar veya yenidoganlarda invazyonu 6nlemek amaci ile antibiyotik
tedavisi baslanir. Kloramfenikol, ampisilin ve trimetroprim- siilfometoksazol yillardir
Salmonella enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmakta ve yillar i¢inde bahsi gecen ilaglara
direng gelistigi gdzlenmektedir. Bu nedenle eriskinlerde ampirik tedavide siprofloksasin veya
ofloksasin gibi bir kinolon tiirevi, ¢ocuklarda ise ii¢lincli kusak sefalosporinlerden biri tercih
edilmektedir. Enterik ates tedavisinde de klasik antibiyotiklere kars1 gelisen direng nedeniyle
erigskinlerde kinolonlar, ¢ocuklar, gebeler ve emziren kadinlarda {i¢iincii kusak sefalosporinler
ilk tercih ilaglar olarak kabul edilmektedir. Tifonun ciddi komplikasyonlarindan biri olan
bagirsak perforasyonunda tedavide cerrahi girisim, kanamalarda ise kan transfiizyonu da
gerekebilmektedir (49).

Salmonella enfeksiyonlari “Onlenebilir ve eradike edilebilir” olarak kategorize
edilmekte ve korunma ve kontrol birbirini izleyen {i¢ asamanin uygulanmasi ile
gerceklesmektedir. Birinci basamak enfeksiyon kaynaklariin sinirlandirilmasi, ikinci basamak
bulas yollarinin kontrol altina alinmasi ve son basamak ise konak ile ilgili tedbirlerin
alinmasidir (38,39).

Antibiyotik stresine bagli olarak kolayca direng kazanabilen Salmonella kokenleri
onemli bir halk saglig1 problemidir. Direncli kdkenlerin yayilmasinin 6nlenmesi ancak gida ve
hayvancilik sektoriinde hijyen oOnlemleri alinmasi, kontrolsiiz antibiyotik kullanimi ve
antibiyotiklerin hayvancilikta biiyiime faktorii olarak kullanilmasinin Oniine gegilmesiyle
miimkiin olabilir. Antibiyotik duyarlilik testlerinin dogru yapilmasi, direng genotip ve
fenotiplerinin bildirilmesiyle toplumda dolasan bakterilerin diren¢ durumu ortaya konarak

uygun tedavi i¢in 6nlemler alinmasi saglanabilir (43).
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KOKENLERIN KLASIK BIYOKIMYASAL VE SEROLOJIK YONTEMLERLE
IDENTIFIKASYONU

Trakya Universitesi Saglik Arastrma ve Uygulama merkezine 2009-2012 yillar
arasinda gastroenterit sikayeti ile bagvuran hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen ve
-80°C derin dondurucuda saklanan 50 adet Salmonella kdkeni canlandirma icin Luria-Bertani
(LB) besiyerine (Biomatik, ABD) ekilerek 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Ertesi giin
kiltlirlerden Salmonella Shigela (SS) agar (Merck, ABD) besiyerine pasaj alindi.

SS agarda laktoz negatif siyah koloniler olusturan bakteriler biyokimyasal
identifikasyonlar1 yapilmak iizere Triple Sugar Iron (TSI) agar, Lysine Iron Agar (LIA),
Motility Indol Ornithine (MIO) agar, sitrat agar, iire agar, fenilalanin deaminaz (FAD) agar
besiyerlerine ekilerek 37°C’de inkiibe edildi. Yirmi dort saat sonra kiiltiirler degerlendirildi.
Laktoz, lireaz, fenil alanin deaminaz negatif, hareketli, H>S, sitrat, lizin dekarboksilaz ve ornitin

dekarboksilaz testleri pozitif olan koloniler Salmonella olarak degerlendirildi (7).

Biyokimyasal yontemlerle identifikasyonlar1 yapilan Salmonella kokenlerinin polivalan
ve grup spesifik (Salmonella Poly A-1 + Vi, Salmonella O:2, O:4, O: 6,7,8, 0:7,8, O:8, O:9,
0:3,10,15, 0:1,3,19) antiserumlarla (Plasmatec, Ingiltere) O grup antijenlerine gore

serogruplandirilmasi lam agliitinasyon yontemi ile yapildi.

Lam agliitinasyon yontemi i¢in 6ncelikle temiz bir lamin bir ucuna negatif kontrol igin
%0,85 steril NaCl ¢ozeltisi, diger ucuna bir damla Salmonella polivalan antiserum damlatildi.
Bir gecelik kiiltiirden bir 6ze dolusu alinan bakteri bu iki damlada ayr1 ayr1 siispanse edildi.
Lam iki ucundan tutularak 30 saniye dairesel hareketlerle ¢evrildi ve agliitinasyon yoniinden
negatif kontrolle karsilastirildi. Ayni islemler Salmonella gruba 6zgiil antiserumlar igin de

tekrar edildi ve sonuglar kaydedildi.
POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU ICIN ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

DNA izolasyonu

Kokenler Salmonella Shigela (SS) agar (Merck, ABD) besiyerine ekildi ve 37°C’de 1
gece inkiibe edildi. Ertesi giin SS agarda tek koloni halinde lireyen bakterilerden kaynatma
yontemi ile DNA izolasyonu yapildi. Her bir kdken i¢in tek koloni segilip 50 pl ultra saf su
i¢inde siispanse edildi, vortekslendikten sonra 95°C’de 10 dakika boyunca 1s1 blogunda
tutularak kaynatildi. Kaynatma sonrasinda tiipler 14000 rpm (Microfuge 16, Beckman Coulter,
Inc., ABD) devirde 10 dakika boyunca santrifiij edildi. 30 pl supernatan DNA 6rnegi olarak
kullanildi.
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Klasik virulans faktorlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile gosterilmesi

Arastirilacak gen bolgeleri; kromozom iizerinde yer alan SPA-1°de bulunan ve
bakterinin hiicreleri istila etmesini saglayan invA, sipA, sipD, sopB, sopD, sopE2 genleri, SPA-
2’de bulunan ve konak hiicrede yasamaya ve replike olmaya yardimci ssaR, sifA genleri ile
plazmit {lizerinde bulunan ve derin dokularda kolonizasyonda yardimci spvB, Prot6E gen
bolgeleri olarak belirlendi.

Her biri 100 nmol olan liyofilize primerler (Biomatik, ABD) 1000 ul ultra saf su ile

sulandirildi. Set halindeki her biri 100 mM olan ANTP’lerden (Geneon, Almanya) 25 ul alinarak
bir ependorf tiipiine eklendi, karisim bes kat sulandirildi.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 25 pl ’lik hacimde calisildi. Her bir reaksiyon igin 2.5 pl
10X Taq Polimeraz Tamponu (Thermo Scientific, ABD), 1.6 ul MgClz, 1.25 ul dNTP 0.5 pl
ileri primer, 0.5 pl geri primer, 15.15 pl ultra saf su, 0.5 pl Taq polimeraz (5 U/ul) ve 3 ul DNA
eklendi. Her gen bolgesi i¢in ayri olan kosullarda PZR gerceklestirildi. (T100 Thermal Cycler,
Bio-Rad Laboratories Ltd. Hemel Hempstead, Ingiltere)

Toplam 10 farkli gen bdlgesine ait 10 ayr1 primerin optimum g¢alisma sicakliklarina
iliskin PZR profilleri, ilgili referanslar ve reaksiyon sonrasi ortaya g¢ikan amplikonlarin

uzunluklar1 Tablo 3’te belirtilmistir.

Tablo 3. Arastirilan klasik virulans genlerine ait primer dizileri, ¢calisilan PZR profilleri,

amplikon uzunluklar: ve ilgili referanslar

Gen bolgeleri Primer Dizileri (5'-3') Amplikon (b¢) PZR Profili Referanslar

invA ACAGTGCTCGTTTACGACCTGAAT o4, 949C’de 5 dk p
AGACGACTGGTACTGATCGATAAT 94°C 30 sn
60°C 30 sn x 30
72°C 2 dk
72°C 10 dk
sipA ATGGTTACAAGTGTAAGGACTCAG 555 950C*de 3 dk 50
ACGCTGCATGTGCAAGCCATC 959C 30 sn
53%C 30 sn x 30
72°C 40 sn
720C 5 dk
sipD ATGCTCCTTGCAGGAAGCTTTTG 1029 959C"de 3 dk 50
TTAATATTCAAAATTATTCCG 959C 30 sn
53°C 30 sn x 30
72°C 40 sn
720C 5 dk
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sopB CCTCAAGACTCAAGATG 1987 950C*de 3 dk 4
TACGCAGGAGTAAATCGGTG 95%C 30 sn
58°C 30 sn
72°C 40 sn
72°C 5 dk
sopD ACGACCATTTGCGGC G 1291 95°C’de 3 dk

GAGACACGCTTCTTCG 95°C 30 sn
58°C 30 sn x 35

x 35

72°C 40 sn
72°C 5 dk
sopE2 TACTACCATCAGGAGG 995 95°C*de 3 dk
GAATGTTTTATGTGACGCAG 95%C 30 sn
55%C 30 sn
72°C 40 sn
72°C 5 dk
ssaR GTTCGGATTCATTGCTTCGG 1628 95°C*de 5 dk
TCTCCAGTGACTAACCCTAACCAA 94°C 30 sn
50°C 60 sn
72°C 120 sn
72°C 10 dk
SifA ATGCCGATTACTATAGGCAATGG 011 959C*de 10 dk 4
TTATAAAAAACAACATAAACAGCCG 94°C 30 sn
52°C 60 sn
72°C 60 sn
72°C 10 dk
spvB CGGTTATAGAAGAGCTCCTGT 349 95°C°de 5 dk

CCGGTATACGACTCTGTGATC 949C 30 sn }

x 35

x 35

x 35

51

60°C 90 sn
72°C 60 sn
72°C 10 dk
Prot6E GGCACCGCAGCAATGGTTGG 135 94°C*de 5 dk
GGTCGAGCTACAGAGAGTCACAC 94°C 30 sn
56°C 30 sn
72°C 40 sn
72°C 5 dk

x 30

52

x 35

Elektroforezde kullanilacak agaroz jel 100 ml 1X Tris-borat-EDTA (TBE) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, ABD) (pH=8,3) tamponu i¢inde %2 (agirlik/hacim) agaroz (Prona
Biomax, Ispanya) olacak sekilde, sekiz ul etidyum bromiir eklenerek hazirlandi. PZR sonrasi
amplikonlar 1:4 oraninda 6X jel yiikleme soliisyonu ile karigtirilarak agaroz jelin kuyularina
yiiklendi. invA, spvB ve prot6E ¢alisilirken 100 bg (0,1 pg/ul) DNA ladder (Geneaid, Tayvan)
kullanilirken, diger gen bolgeleri i¢cin 1 kb (100 ng/ul) DNA ladder (Thermo Scientific, ABD)
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kullanildi. Elektroforez 100 volt (v) ve 400 miliamper (mA) akimda, 40 dakika yiiritiilerek
tamamlandi. (Thermo Scientific Owl D2 eletroforez sistemi, Waltham, Massachusetts, ABD).
Elektroforez sonrasi jeller jel goriintileme sisteminde (FUSION Gel documentation system,
Almanya) UV 15181 altinda gorintiilenerek fotograflandi. Her bir Ornekteki farkli gen
bolgelerine ait pozitif ve negatif sonuglar excel dosyasina kaydedildi. Negatif bulunan
orneklerin deneyleri kiiltiir ve DNA izolasyonundan baslanarak tekrarlandi ve tiim sonuglarin

kontrolleri yapildi.

Antibiyotik Diren¢ genlerinin PZR ile Gosterilmesi

Otomatize sistem (VITEK2, Biomerieux, Fransa) ile minimum inhibe edici
konsantrasyon (MIK) degerleri bilinen (53), Salmonella kdkenlerinden, ampisiline orta ya da
yiiksek diizey direng gosteren kokenlerde TEM-1, SHV-1, CTX-M-1 genleri PZR ile tarandi.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 25 pl ’lik hacimde ¢alisildi. Her bir reaksiyon i¢in 2.5 pl
10X Taq Polimeraz Tamponu, 1.6 pl MgCly, (Thermo Scientific, ABD), 1.25 ul ANTP (Geneon,
Almanya), 0.5 pl ileri primer, 0.5 geri primer, (Biomatik, ABD), 15.15 pl ultra saf su, 0.5 pl
Taq polimeraz ve 3 pul DNA eklendi. PZR profili 95°C’de 10 dakika, 30 dongii; 95°C’de 30
saniye, primerlerin baglanma sicakliginda 60 saniye, 72°C’de 60 saniye ve son dongii 72°C’de
7 dakika olarak uygulandi. Primerlerin baglanma sicakligi blaTEM-1 ve blaSHV-1 primerleri
icin 55°C, blaCTX-M-1 primeri i¢in ise 57°C olarak belirlendi.

Trimetroprim sulfometoksazol’e direngli kokende ise sull ve sulll genlerinin varlig
PZR ile arastirildi. PZR profili 95°C’de 5 dakika, 30 dongii; 95°C’de 60 saniye, primerlerin
baglanma sicakliginda 60 saniye, 72°C’de 60 saniye ve son dongii 72°C’de 10 dakika olarak
uygulandi. Primerlerin baglanma sicakligi sull primeri i¢in 55°C, sulll primeri i¢in ise 67°C
olarak belirlendi.

Beta laktamaz genleri arastirilan kokenlerde ayn1 zamanda plazmit kokenli kinolon
direncinden sorumlu qnrA, qnrB, qnrS genleri PZR ile arastirildi. PZR 25 pl ’lik hacimde
calisildi. Her bir reaksiyon icin 2.5 pl 10X Taq Polimeraz Tamponu, 1.6 pul MgCl,, 1.25 pl
dNTP, 0.5 pl ileri primer, 0.5 pl geri primer, 15.15 pl ultra saf su, 0.5 pl Taq polimeraz ve 3 pl
DNA eklendi. PZR profili 95°C’de 10 dakika, 35 dongii; 95°C’de 60 saniye, 54°C’de 60 saniye,
72°C’de 60 saniye ve son dongii 72°C’de 10 dakika olarak uygulandi. Tiim antimikrobiyal
direng genlerinin arastirildigi deneylerde ikiser adet ilgili antimikrobiyale duyarli kdken
calismaya dahil edildi. Calisilan primerlerin dizileri amplikon uzunluklari Tablo 4’te

gosterilmigtir.
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Tablo 4. Arastirllan antimikrobiyal diren¢ genlerine ait primer dizileri, amplikon

uzunluklar ve ilgili referanslar

Gen Bolgeleri Primer Dizileri (5'-3") Amplikon (bg) Referanslar

blaSHV-1 GGC CGC GTA GGC ATG ATA GA 714 41
CCC GGC GAT TTG CTG ATT TC

blaTEM-1 CAG CGG TAA GAT CCT TGA GA 643 41
ACT CCC CGT CGT GTA GAT AA

blaCTX-M-1 AAC CGT CAC GCT GTT GTT AG 766 41
TTG AGG CTG GGT GAA GTA AG

qnrA AGAGGATTTCTCACGCCAGG 580 47
TGCCAGGCACAGATCTTGAC
qnrB GGMATHGAAATTCGCCACTG 264 47

TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA*

qnrS GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428 47
TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

sull ATG GTG ACG GTG TTC GGC ATT CTG 841 4
GCT AGG CAT GAT CTAACC CTC GG

sulll AGG GGG CAG ATG TGA TCG AC 249 4
GCA GAT GAT TTC GCC AAT TG

. M =AveyaC;H=AveyaCveyaT;Y=CveyaT.

Elektroforezde kullanilacak agaroz jel 100 ml 1X TBE (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
ABD) (pH=8,3) tamponu icinde %2 (agirlik/hacim) agaroz (Prona, Madrid, Ispanya) olacak
sekilde sekiz pl etidyum bromiir eklenerek hazirlandi. PZR sonrasi amplikonlar agaroz jelde
100 volt (v) ve 400 miliamper (mA) akimda, 40 dakika yiiriitiildii (Thermo Scientific Owl D2
eletroforez sistemi, Waltham, Massachusetts, ABD). Elektroforez sonrasi jeller jel goriintiileme
sisteminde (FUSION Gel documentation system, Eberhardzell, Almanya) UV 15181 altinda

goriintlilenerek fotograflandi.
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PULSED FIELD JEL ELEKTROFOREZI
PZR caligsmalar1 devam ederken kokenler arasindaki klonal iligkinin arastirilmasi igin
Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) yontemi kullanildi. Deneylere baglamadan 6nce gerekli

olan asagida listelenen ¢ozeltiler hazirlanda.

1 M Tris Tamponu hazirlanisi:
12.11 gr Tris base (Merck, ABD) pH 8’e ayarlanacak ve toplam hacim 100 ml olacak sekilde

ultra saf su ile hazirlandi. Otoklavda steril edildi.

1 M Tris-HCI Tamponu hazirlanis::
15.67 gr Tris (hidroksimetil) aminometan hidrokloriir (Fisher Scientific, ABD) pH 8’e
ayarlanacak ve toplam hacim 100 ml olacak sekilde ultra saf su ile hazirlandi. Otoklavda steril

edildi.

Cell Suspension Buffer (CSB) Tamponu hazirlanisi:
1 M Tris tamponundan (pH 8) 10 ml, 0.5 M EDTA (pH 8) (Sigma-Aldrich, Almanya)

cozeltisinden 20 ml alinarak toplam hacim 100 ml’ye ultra saf su ile tamamlandi.

Lizis Tamponu hazirlanisi:

0.5 M EDTA (pH 8) ¢ozeltisinden 9 ml, %10 Na- lauril sarkozin ¢dzeltisinden 1 ml alinarak
karistirildi, kullanilacagi zaman 800’er pl mikrosantrifiij tliplerine aktarildi.
Her bir tiip i¢in 10 mg/ml konsantrasyondaki lizozim enziminden (Sigma-Aldrich, Almanya)
100 pl, 10mg/ml konsantrasyondaki Proteinaz K (Sigma-Aldrich, Almanya) enziminden 100
ul ve 2 mg/ml konsantrasyondaki RNAz (Biomatik, ABD) enziminden 2 pl eklendi. Dondurup
¢ozme enzimlerin yapisini bozacagindan, enzimler belirtilen konsantrasyonlarda birer ml taze
olarak hazirlanarak kullanildi.

Tek seferde en fazla 12 6rnegin calisilabildigi ve toplamda 5 giin siiren protokole gore,
ilk giin ¢alhigilacak &rnekler 5 ml LB broth besiyerine ekildi ve 1 gece 37°C’de calkalamali
etiivde (SI500 Calkalamali Inkiibatér, Stuart, ingiltere) 80 rpm’de inkiibe edildi. Ertesi giin
orneklerden 1.2 ml mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Ust s1v1 atildi ve ¢okelti tekrar 13.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi ve iist s1v1 tekrar atilds.
Cokelti tizerine 500 pl CSB ¢ozeltisi ilave edildi ve vortekslenerek iyice ¢dziinmesi saglandi.

Tiipler 13.000 rpm’de santrifiij edildi ve iist s1v1 uzaklastirildi. Cokelti tizerine 1000 ul CSB
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¢ozeltisi ilave edildi ve vortekslendi. Tiipler énceden 55°C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 15
dakika bekletildi. 55°C’de bekletilen %2’lik diisiik erime 1s1l1 agarozdan (low melting agaroz)
ve bakteri slispansiyonundan 150’ser pl alinarak ayr1 bir mikrosantrifiij tiipiinde karistirildi ve
karistmdan 100 pl alinarak agaroz kalibiina dokiildii. Tim Ornekler i¢in ayni islem
tekrarlandiktan sonra kalip icindeki agarozun katilasmasi i¢in +4°C’de 30 dakika bekletildi. Her
bir 6rnek i¢in birer mikrosantrifiij tiiptine 1000 pl lizis solusyonundan ilave edildi ve lizerine
donmus olan agaroz plaklar1 aktarildi. Tiipler su banyosunda (NB 5/9/20 Su Banyosu, Niive,
Tiirkiye) 55°C°de 1 gece inkiibe edildi.

Ertesi giin agaroz plaklart 50 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi ve 55°C’lik su
banyosunda bekletilmis ultra saf su ile 15’er dakika araliklarla 3 kez yikandi. Ayni yikama
islemleri 55°C°de bekletilmis TE-10 solusyonu ile 3 kez tekrarlandi. Sonrasinda agaroz
bloklarin yaris1 bistiiri ile kesilerek mikrosantrifiij tiiptine aktarildi tizerlerine 15 pl Xbal Buffer
(Thermo Scientific, ABD) ve 135 ul ultra saf su ilave edildi, 15 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Siire sonunda s1v1 pipet yardimiyla agaroz plaklarina zarar vermeden buffer bosaltildi ve
tizerilerine 85 ul ultra saf su, 10 pl 10X Xbal tamponu ve 5 pl Xbal enzimi (10 U/ul) ilave
edildi. Tiipler 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

Elektroforezin yapilacagi giin plaklar tarak dislerine uygun odlgiilerde kesildi. Taragin
1.,7.ve 15. dislerine Lambda PFG ladder (Biolabs, ABD) marker olarak eklendi. Diger dislerin
tizerilerine Ornekler sirayla yerlestirildi. Agaroz plaklarin iist ve alt kisimlarina erimis diistik
erime 1s1l1 agarozdan pipet yardimiyla eklenerek plaklarin dislere yapismasi saglandi. Pulsed
Field ¢alismaya uygun agaroz jel %]1°lik konsantrasyonda 0.5X TBE tamponunda (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, ABD) hazirlandi ve 10’ar saniye araliklarla ¢ikartilip calkalanarak
mikrodalgada eritildi. Jel 55-60°C’ye kadar sogutulduktan sonra tarak jelin icine dokiilecegi
kasete yerlestirildi, jel yavasca kasete bosaltildi, donmasi i¢in 30 dakika beklendi. CHEF-DR
III drive modiile (Bio-Rad Laboratories Ltd. Hemel Hempstead, Ingiltere) cihazi, jel
yiiklenmeden 2 saat dnce calistirilarak igine konulan 2 litre 0.5X TBE tamponunun 14°C’ye
sogutulmasi saglandi. Jel donduktan sonra cihaza yiiklendi, elektroforez baslangic zamani 6
saniye ve fragmanlarin ayrilmasi i¢in bitis zaman1 22 saniye olacak sekilde 18 saat olarak
ayarlandi. Protokoliin son giinii jel cihazdan alinarak 30 dakika boyunca etidyum bromiir
(1pl/ml) eklenmis distile su icinde boyandi ve jel goriintiileme sistemi ile bantlar UV altinda
incelendi.

Reaksiyonu caligsmayan 6rnekler ticer kez tekrarlandi, yine jelde siiriintii yapan ve sonug

alimamayan Ornekler elektroforez tamponuna elektroforez baglatilmadan hemen 6nce 50 pM

32



tiyotire (10mg/ml’lik stok ¢ozeltiden 873 pL) eklenerek tekrarlandi.

PFGE ile elde edilen bant say1 ve iliskileri GelCompar II (Applied Maths, Belgika) jel
analiz programi kullanilarak; kiime analizi Dice benzerlik katsayis1 ve UPGMA (Unweighted
Pair Group Method Average) iliski kurali parametreleriyle degerlendirildi ve kokenlere ait

filogenetik dendogram olusturuldu.

POLIMERAZ ZINCIR REAKSIiYONU TABANLI REPLIKON
TIPLENDIRMESI (PBRT)

PBRT kiti (PBRT kit-Diatheva, Italya) ile Enterobacteriaceae tiirleri arasinda aktarilan
ve diren¢ genleri lizerinde bulunan 25 ayr1 replikonun kdkenler i¢inde bulunma durumu sekiz
ayrt multipleks PZR deneyi ile test edildi.

Kit ile verilen karisimlara (M 1-M8) gore arastirilan plazmitler Tablo 5°de belirtilmistir.

Tablo 5. PBRT yontemi ile arastirilan replikonlarin karisimlara gore dagilimi ve

amplikon uzunluklari

Karisim  Replikonlar Amplikon uzunlugu (bg)

Ml HI1 534
HI2 327
I1 139
M2 LM 741
N 514
12 316
BO 159
M3 FIB 683
FIA 462
242
M4 L 854
534
FIC 262
M5 T 750
A/C 418

FIIS 259-260
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M6 U 843

X1 370
R 251
FIIK 142-148
M7 Y 765
X2 376
K 160
M8 HIIB-M 570
FIIB-M 440
FII 258-262

Kaynatma yontemi ile DNA’lar1 izole edilen izolatlarin plazmit tabanli replikon
tiplendirmesi PBRT kiti ile sekiz karisim i¢in (M1-M8) ayr1 multipleks PZR ile yapildi. Her bir
reaksiyon i¢in PBRT mix 21.8 pl, DNA 3 pul, Taq polimeraz 0.2 pl kullanilarak 25 pl hacimde
calisildi. Her multipleks PZR i¢in ilgili karisimin pozitif kontrolii ¢aligmaya eklendi.

PZR profili 95°C’de 10 dakika, 30 dongii; 95°C’de 60 saniye, 60°C’de 30 saniye,
72°C’de 60 saniye ve son dongili 72°C’de 5 dakika olarak uygulandi.

Elektroforezde kullanilacak agaroz jel 100 ml 1X TBE tamponu icinde %2.5
(agirhik/hacim) agaroz olacak sekilde 8 pl etidyum bromiir eklenerek hazirlandi. Amplikonlar
5 ul yiikleme tamponuyla karistirildi 10 pl karisim kuyulara yiiklendi, 100 b¢’lik ladder DNA
standard1 olarak kullanildi. Amplikonlar jelde 100 v ve 400 mA akimda, 40 dakika yiiritiildii.
Elektroforez sonrast jeller jel goriintiileme sisteminde UV 15181 altinda goriintiilenerek

fotograflandi.
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BULGULAR

KOKENLERIN KLASIK BIYOKIMYASAL VE SEROLOJIK YONTEMLERLE
IDENTIFIKASYONU

Biyokimyasal testlerin sonucunda tiim kokenlerin Sa/monella olduguna karar verildi.

Serogruplama sonucunda 50 kékenden 36’sinin (%72) D, 8’inin (%16) C ve 6’sinin (%12) B

serogruplarina ait oldugu belirlendi. VITEK2 sisteminde yapilan antimikrobiyal test

sonuglarma gore yedi kokenin en az bir antibiyotige direng gdsterdigi saptand. Ilgili kokenler

ve direngli olduklart antibiyotikler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. En az bir antibiyotige direncli olan kokenlerin listesi ve MiK degerleri

Koken Serogrup Ampisilin  Amoksisilin/ Piperasilin/  Seftazidim Seftriakson ~ Trimetoprim/  Levofloksasin Izolasyon

no Klavulanik asit ~ Tazobaktam Sulfometoksazol Yil

6 D >=32* >=32 32** >=64 16 <=20 <=0.12 2012

9 C 4 <=2 16 <=1 <=1 <=20 4x* 2012
34 D >=32 4 <=4 <=1 <=1 <=20 <=0.12 2012
59 B >=32 8 <=4 <=1 <=1 <=20 1 2011
87 B >=32 8 <=4 <=1 <=1 <=20 <=0.12 2011
99 D <=2 <=2 >=128 <=1 <=1 <=20 <=0.12 2010
153 C 4 <=2 16 <=1 <=1 >=320 4 2009

*: CLSI kriterlerine gore direncli (R) kabul edilen kokenlerin MIK degerleri kalin yazilmistir.

tizerindeki ssaR, sifA ile plazmit iizerinde taginan spvB, prot6E genleri arastirildi ve tim

**: Orta diizey (I) direng

KLASIK VIRULANS FAKTORLERININ PZR iLE GOSTERILMESI

Tiim orneklerde SPA-1 iizerindeki invA, sipA, sipD, sopB, sopD, sopE2, SPA-2
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orneklerde (%100) arastirilan tim klasik virulans faktorlerinin bulundugu saptandi. PZR

sonrasinda elde edilen jel goriintiilerine ait 6rnekler Sekil 5,6,7’de gosterilmistir.

2000 be
1000 be

100 be

2000 be
1000 be
T30 be

300 be

100 be

2000 be
1029 be 1000 be

750 be

500 be

100 be

1291 be 1000 be

900 be

800 be

700 be

Sekil 5. PZR yontemi ile SPA-1 genlerine ait elde edilen amplifikasyon
tirtinlerinin elektroforez sonucu elde edilen bantlarin jeldeki goriintiilerilerine

iliskin 6rnekler.

A: invA Siitun 1: Marker (100 bp gene ruler, Thermo Scientific), B: sipA, C:
sipD, D: sopB, E: sopD, F: sopE2, Siitun 1 (B-F): M: Marker (1kb gene ruler,

Thermo Scientific).

36



2000 be
1000 be
130b¢

300 be

100 B¢

300be
400t
300 be
2006

100 be

2000 be
1628 bg 1000 be
750 by

1011 bg

300 be

100 b

Sekil 6. PZR yontemi ile SPA-2 genlerine ait elde edilen amplifikasyon
tiriinlerinin elektroforez sonucu elde edilen bantlarinin jeldeki goriintiilerine

iligkin 6rnekler.

A: ssaR, B: sifA, Siitun 1: M: Marker (1 kb gene ruler, Thermo Scientific).

A B
500 be
40t
300t ' A :
200t — R —
1005 -

Sekil 7. PZR yontemi ile plazmit iizerinde tasian klasik virulans genlerine
(spvB ve Prot6E) ait amplifikasyon iiriinlerinin elektroforez sonucu elde edilen

bantlarinin jeldeki goriintiilerine iligkin 6rnekler.

A: spvB, B: Prot6E, Siitun 1: Marker (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo

Scientific)
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ANTIBIYOTIK DIRENC GENLERININ PZR YONTEMI iLE GOSTERILMESI

VITEK?2 sonuglarina gore ampisiline direncgli ya da orta diizeyde direng gosteren yedi
kokende TEM-1, SHV-1 ve CTX-M-1 tiirii genislemis spektrumlu beta laktamazlarin varligi
blaTEM-1, blaSHV-1 ve blaCTX-M-1 primerleri kullanilarak PZR yontemi ile arastirildi.

Aragtirilan yedi kokenden tigiinlin (%42.8) blaTEM-1, altisinin (%85.7) blaSHV-1 ve
birinin blaCTX-M-1 (%14.3) pozitif oldugu bulundu. PZR sonrasi amplifikasyon iiriinlerinin

yapilan elektroforezleri sonucu elde edilen bantlara ait goriintiiler Sekil 8’de verilmistir.
A B

To0g

00 by U u u 643 be e

300 b

714 be

400%;
W

Wbg

o blaTEM-1 100by blaSHV-1

00 by

v 766 be
500 by
pols
40y

Wby

1005
s blaCTX-M-1

Sekil 8. PZR yo6temi ile GSBL direncinden sorumlu blaTEM-1, blaSHV-1 ve blaCTX-M-1
genlerine ait edilen amplifikasyon iriinlerinin elektroforez sonucu elde edilen bantlarinin
jeldeki goriintiileri. A: blaTEM-1, Siitun 1: Marker (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo
Scientific), Siitun 2- 8: sirasiyla 6, 9, 34, 59, 87, 99, 153 numarali kokenler, B: blaSHV-1,
Siitun 1: Marker (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific), Siitun 2-6: sirasiyla 6,
9, 34, 59, 87 numarali kokenler, C: blaCTX-M-1, Siitun 1: M: Marker (GeneRuler 100 bp
DNA Ladder, Thermo Scientific), Siitun 2- 5: sirasiyla 6, 9, 34, 59 numarali kokenler
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VITEK2 sonuglarina gore trimetoprim-sulfometoksazol kombinasyonuna direngli
bulunan bir kokende sull ve sulll genlerinin varligit PZR yontemi ile arastirildi. Kékende sull

geni bulunurken sulll geni saptanmadi. sull geninin PZR sonucu Sekil 9°da verilmistir.

841 bg

Sekil 9. PZR yotemi ile sulfonamit direncinden sorumlu sull genine ait edilen
amplifikasyon {irlinlerinin elektroforez sonucu elde edilen bantlarmin jeldeki goriintiileri.
Siitun 1: Marker (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific), Siitun 2 ve 3: 153

numarali kéken, Siitun 4: 71 numarali kéken (negatif kontrol)

Ampisiline direngli olan kékenler plazmitle aktarilan kinolon direncine kars1 multipleks
PZR ile arastirildi. yedi kokenden birinde (%14) qnrBl1, besinde (%71) qnrS1 geni saptandi.

Higbir kokende qnrA1 genine rastlanmadi.

A B
300 be 264 b 500t
200be 4006
100 be 00be
2000

Sekil 10. PZR yotemi ile plazmit aracili kinolon direncinden sorumlu gnrB1 ve gnrS1
genlerine ait edilen amplifikasyon iriinlerinin elektroforez sonucu elde edilen
bantlarinin jeldeki goriintileri. A: qnrB1, B: qnrS1, Siitun 1: Marker (GeneRuler 100
bp DNA Ladder, Thermo Scientific), Siitun 2-8: sirasiyla 6, 9, 34, 59, 87, 99, 153

numarali kdkenler, Siitun 9: 71 numarali kken (negatif kontrol)
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PBRT YONTEMI SONUCLARI

PBRT yontemi ile sekiz ayr1 multipleks PZR yapilarak 50 kdkende 25 replikonun
arastirilmasi sonucunda, izolatlarin 13’iinde (%26) 11, birinde 12 (%2), dordiinde (%8) P,
50’sinde (%100) FIIS, birinde (%2) A/C, dordiinde (%8) X1 replikonu saptandi. Sekil 11°de

PBRT sonuglarina ait jel goriintiileri gosterilmektedir.
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Sekil 11. PBRT yontemi ile ¢esitli replikonlara ait elde edilen amplifikasyon {iriinlerinin
elektroforez sonucu elde edilen bantlarnin jeldeki goriintiileri. A: M1 karisimi, Siitun 1:
Marker (100 bp gene ruler, Thermo Scientific), Siitun 2- 5: sirasiyla 58, 59, 87, 97 numarali
kokenler, Siitun 6: HI1 (534 bg), HI2 (298-308 bg), I1a (159 bg) replikonlarini igeren pozitif
kontrol, B: M2 karisimi, Siitun 1-10: sirasiyla 59, 60, 63, 64, 66, 67, 69, 70, 71, 72, Siitun 11:
M (741 bg), N(514 bg), 12 (316 bg), BO (159 be) replikonlarini igeren pozitif kontrol, C: M4
karisimi, Siitun 1: Marker (100 bp gene ruler, Thermo Scientific), Siitun 2- 9: sirasiyla 6, 7, 9,
15, 19, 25, 27, 30, 31 numarali1 kdkenler, Siitun 10: L (854 bg), P (534 bg), X3 (284 be), 11y
(161 bg) replikonlarini igeren pozitif kontrol, D: M5 karigimi, Siitun 1: Marker (100 bp gene
ruler, Thermo Scientific), Siitun 2-20: sirasiyla 78, 79, 80, 82, 83, 84, 86, 87, 89, 92, 94, 95,
97, 99, 100, 122, 122, 153, 154 numarali kokenler, Siitun 21: T (750 bg), A/C (418 bg),
FIIS(259-260 bg) replikonlarini igeren pozitif kontrol, E: M6 karisimi, Siitun 1: Marker (100
bp gene ruler, Thermo Scientific), Siitun 2-13: 6,7, 9, 15, 19, 25, 27, 30, 31, 34, 46, 48 numarali
kokenler, Siitun 14: U (843 bg), X1 (370 bg), R (251 bg), FIIK (142-148 bg) replikonlarini

igeren pozitif kontrol

PFGE

50 adet Salmonella kokeninden 46’s1 PFGE ile tiplendirildi, ancak dort ornek
tiplendirilemedi. 46 6rnege ait PFGE paternlerinin dendograminda, %85 ve lizeri benzerlik ile
22 ana grup (1-22), 33 pulsotip, 8 kiime (9.1, 9.3, 10.1, 11.1, 11.2, 11.4, 15.1 pulsotiplerine ait)
ve 25 Ozgiil profile ayrildi. Kdkenlerin pulsotipleri Tablo 7°de gosterilmistir. Ayn1 serogrup
icinde yer alan kokenler birbirleri ile daha yakin iligkili goriiliirken diger serogruplardan
ayrimlari saglanmistir. D serogrubuna ait kokenler B ve C gruplarina %35 yakinlik gosterirken,

B ile C gruplar1 kendi aralarinda %45 iliskili bulunmustur.

VITEK?2 sonuglarina gore ampisilin ve levofloksasine direngli bulunan ve blaSHV-1
geni tastyan 9 ve 153 numarali C serogrubuna ait kokenlerin C serogrubuna ait duyarli kokenler
ile B grubuna ait kokenlere yakinliginin ayni oldugu gozlenmistir. Direngli kokenlerin kendi
aralarinda daha yakin iligkili olmas1 dikkat c¢ekicidir. Caligmaya kontrol olarak eklenen
Escherichia coli (E.coli) kokeni ile Salmonella kokenleri arasindaki yakinlik %30’un altinda

bulunmustur.

PFGE yontemi ile olusturulan dendogram Sekil 12°de gosterilmistir. Arastirilan

antibiyotik direng genleri ve bulunan replikon tipleri Tablo 7°de gosterilmistir.
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Sekil 12. Salmonella kokenlerinin PFGE profillerinin dendogrami.
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Tablo 7. Salmonella kokenlerinde saptanan antibiyotik diren¢ genleri ve plazmitler

Koken no | Serogrup GSBL Kinolon | Sulfonamit Plazmit Pulsotip
6 D blaSHV-1 qnrS1 FIIS 11.6
7 D FIIS 21.1
9 C blaSHV-1 qnrS1 FIIS, P 7.1
15 D FIIS, 11 18.1
19 D FIIS 221

25 c FIIS 1.1

27 c FIIS, P 13
30 c FIIS, 11, P 12
31 D FIIS 17.1
34 D blaTEM-1 qnrS1 FIIS, X1 15.1
46 D FIIS 15.1
48 D FIIS 41

49 B FIIS 93
50 C FIIS, 11 2.1

54 D FIIS 12.1
55 A FIIS, 11 -

58 B FIIS 51

59 B blaTEM-1, blaSHV-1, qnrS1 FIIS, 11, 12, -

blaCTX-M-1

60 b FIIS 93
63 b FIIS 93
64 b FIIS 9.2
66 b FIIS 9.2
67 b FIIS 9.1
69 D FIIS 9.1
70 D FIIS 10.1
7 D FIIS, X1 10.1
72 D FIIS 94
73 D FIIS 112
74 D FIIS 11.1
75 D FIIS, X1 114
76 D FIIS 13.1
77 D FIIS 112
78 D FIIS, X1 10.2
79 D FIIS 16.1
80 D FIIS 112
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Koken no | Serogrup GSBL Kinolon | Sulfonamit Plazmit Pulsotip
82 C FIIS 31
83 D FIIS 19.1
84 D FIIS 20.1
86 B FIIS -
87 B blaTEM-1, blaSHV-1 qnrB1 FIIS, 11 6.1
89 D FIIS 1.1
92 D FIIS, 11 112
94 D FIIS, 11 115
95 D FIIS 11.4
97 C FIIS, 11 -
99 D blaSHV-1 FIIS 113
100 D FIIS, 11 1.2
122 D FIIS, 11 1.2
153 blaSHV-1 sull FIIS, 11, P, 8.1

C A/C
154 D FIIS, 11 14.1
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TARTISMA

Salmonellozis yiiksek morbiditeye ve ekonomik kayiplara sebep olan 6nemli bir halk
sagligi sorunudur. Kontamine yiyecek ve sularla bulasan Salmonella’larin diinyada her yil 93.8
milyonun iizerinde enfeksiyon ve 155.000 6liime neden oldugu tahmin edilmektedir (5,54-56).
Cok farkli konaklarda enfeksiyon olusturabilmelerinin yani sira, kalic1 enfeksiyon yapabilme
ozellikleri ile yayilimlarini garanti altina alacak rezervuarlar olusturabilmektedirler (54). Gida,
hayvancilik ve saglik sektoriinde kontrolsiiz antibiyotik kullanimi antibiyotik direngli
kokenlerin ortaya ¢ikmasina neden olmus, bu da Salmonellozlarin tedavisinde problemleri
beraberinde getirmistir. Tiim bu sorunlar toplumda sik karsilagilan kokenlerin tipi, virulans
ozellikleri ile antimikrobiyal diren¢ durumlarini ortaya koyan, ayrica kontaminasyon yollarinin
tahmini, kontrol programlarinin gelistirilmesi ve monitorizasyonuna olanak veren

epidemiyolojik ¢calismalarin 6nemini ortaya koymaktadir (5).

Calismamizin amact “2009-2012 yillar1 arasinda Edirne ve c¢evresinden klinik
orneklerden izole edilen Salmonella kokenlerinin enfeksiyon yapabilme 6zelligi genetik olarak
arastirmak, Salmonella kokenlerinde farkli antibiyotiklere dirence neden olan gen tiplerini,
plazmit tiplerini belirlemek ve kokenler arasindaki klonal iligkiyi pulsed field jel elektroforezi
ile saptamak” temeline kurulmustu. Klinik 6rneklerden izole edilmis Salmonella kokenlerinin
timiinde patojeniteden sorumlu SPA-1, SPA-2 ve plazmit iligkili klasik virulans faktorlerinin
hepsi saptandi. Antibiyotiklere direncli bulunan yedi kdkenin en az bir direng geni tasidig ve
bes kokenin (%71) Salmonella virulans plazmitine ek olarak bagka plazmitler de tasidig

gosterildi. Kokenlerin klonal yakinliklar1 PFGE yontemi ile ortaya konuldu.
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Salmonella’larin patojenitesinin kromozomal patojenite adalarinda ve plazmit lizerinde
bulunan virulans faktorleri ile iliskili oldugu bilinmektedir (4,5,25-27,57). SPA-1 iliskili
genlerin intestinal epitelyumun invazyonu ve enterit olusumundan sorumlu oldugu
gosterilmistir. Enterit tablosunun gelisebilmesi icin ilk olarak bagirsak epitel hiicrelerinin
invazyonu gereklidir. SopA, SopB, SopD ve SopE gibi SPA-1 efektor proteinleri hem
invazyonun gerceklesmesinde hem de bagirsak ve bagirsak iligkili lenfoid dokulara
kolonizasyonda kritik rol oynar (4,57). Konak hiicresiyle temastan sonra hiicrelere giris i¢in
gerekli olan Salmonella invazyon geni (invA) de SPA-1 bagimli TTSS-1’in i¢ membran
elemanidir. SPA-2 iliskili ssaR ve sifA genleri bakterinin hiicre i¢i yasamini devam
ettirebilmesi ve sistemik yayilim gibi enfeksiyonun ileri asamalarinda gérev alir (24-27,57).
Cogu virulans faktorii kromozomal patojenite adalarinda taginmasina ragmen karaciger ve
dalak gibi bagirsak dis1 bolgelerdeki replikasyonda gorevli olan bir bolimii de Salmonella
virulans plazmitleri (spv) iizerinde yer alir. S.enterica nin spv operonu tasiyan bazi kdkenleri
ciddi dissemine enfeksiyonlarla iliskilendirilmistir (4,30,58). Biz de ¢alismamizda oncelikle
tim kokenlerde SPA-1, SPA-2 iliskili ve plazmit tizerinde tasinan klasik virulans faktorlerini

arastirdik.

Calismamizda SPA-1 iligkili invA, sipA, sipD, sopD, sopB, sopE2 genleri, SPA-2
iligkili ssaR ve sifA ile plazmit tizerindeki spvB ve prot6E genleri arastirildi ve tiim kdkenlerde
arastirilan tiim genlerin (%100) bulundugu tespit edildi. Bu bulgular 1s181nda klinik 6rneklerden
izole edilen kokenlerimizin patojenik potansiyellerinin yiiksek oldugu sdylenebilir.

Sonuglarimiz diinyada yapilan diger ¢alismalara uyumlu bulunmustur (4,5,50).

Campioni ve ark. (5), 1986-2010 yillar1 arasinda Brezilya’da insan ve besinlerden izole
ettikleri 128 S. Enteritidis kokeni ile yaptiklari ¢aligmada virulansla iliskili ayn1 genler
calisilmis ve %97.6 pozitiflik saptamislardir, iki 6rnekte plazmidal virulans geni olan spvB

pozitif olarak saptanirken prot6E geninin negatif bulunmasini mutasyonlara baglamislardir.

Hur ve ark. (4), Kore’de yaptiklari ¢alismada domuzlardan izole edilen 42 S.
Typhimurium kokeninin tiimiinde invA ve %90’1n iizerinde SPA-1 ve SPA-2 iligkili genlerin
bulundugunu saptamiglardir. Bunun yaninda virulans plazmiti ile tasinan spvC geninin sikligini
%14 olarak bulmuslardir. Insanlarda bagirsak dis1 yayilimda gorevli olan spv operonu oraninin
insanlardakine oranla bu kadar diisiik bulunmasi ile ilgili daha fazla ¢calisma yapilmasi gerektigi

kanisina varmislardir.
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Shah ve ark. (58) kanatli hayvanlardan izole ettkleri 53 Salmonella kokeni ile yaptiklari
calismada epitel hiicre modeli iizerinde invazyon yapabilme yetenegine gore kdkenleri diisiik,
orta ve yiiksek invazif olmak tizere ti¢ farkli kategoriye ayirmuslardir. Disiik invazyon
potansiyelli 6rneklerde sipA ve sipD iliskili mRNA transkriptlerinin ekspresyonunun yiiksek
invazyon potansiyelli kokenlere gore 11-16 kat daha diisiik oldugunu saptamiglardir. Ayrica
spvB genini %83 oraninda pozitif olarak saptamislar, negatif kokenlerin farkli derecelerde
invazyon yetenegine sahip gruplara dahil olduklarini, bu nedenle virulansla iligkili plazmitle

invaziflik derecesinde bir baglant1 bulamadiklarini agiklamislardir.

Salmonella’larda gelisen antimikrobiyal direnci 6nemli bir halk sagligi sorunudur.
Hayvan yemlerine biiyiimeyi arttirict olarak eklenen veya tedavide kontrolsiiz antibiyotik
kullanimi bu sorunun temelini olusturmaktadir. 1960 6ncesine kadar ¢gogu antibiyotige duyarli
olan Salmonella’larin, giiniimiizde kazanmis olduklar1 genislemis spektrumlu beta laktamazlara
bagl direng sayesinde ligiincli kusak sefalosporinlerle tedavide sorunlar yasanabilmektedir.
Kokenler arasinda plazmitler veya hareketli diger elementlerle direng aktarilabilmekte bu

nedenle antibiyotik direncinin genetik temelinin arastiritlmasi 6nem kazanmaktadir (41-45).

Salmonella serotipleri arasinda antimikrobiyal duyarlilik paternleri degismektedir.
Ornegin, S. Enteritidis en sik karsilasilan serotiplerin baginda gelmekte, diger serotiplerle
kiyaslandiginda daha duyarli oldugu gozlenmekte, S. Typhimurum kokenlerinde ise direng
daha fazla goriilmektedir. Calismamizda hem serotip tayinini yapmak hem de serotiplerdeki
diren¢ durumunu gozlemek amaciyla, oncelikle polivalan ve grup spesifik antiserumlarla

kokenlerin serogruplari aragtirildi (45).

50 kokenin serogruplandirilmasi sonucunda, kdkenlerin besinin B (%10), yedisinin C
(%14), 38’inin D (%76) grubuna ait oldugu saptandi. Antimikrobiyal duyarlilik testleri
VITEK?2 otomatize sistemde yapilmis olan Salmonella kokenlerinden B serogrubuna dahil bes
kokenden ikisi (%40), C serogrubuna dahil yedi kokenden ikisi (%28.5), D serogrubuna dahil
38 kokenden dordii (%10.5) en az bir antibiyotige direncli bulundu.

Antimikrobiyal duyarlilik sonuglar ile fenotip-genotip iliskisi kurmak iizere direngli
kokenlerde ilgili antimikrobiyallere ait direng genleri PZR yontemi ile arastirildi. Ampisiline
direngli kokenlerde TEM-1, SHV-1 ve CTX-M-1 tiirii genislemis spektrumlu beta laktamazlarla
iligkili genlerin varligit PZR yontemi ile arandi ve sonuglar fenotiple iliskili bulundu. Tiim
direngli kokenlerde en az bir beta laktamaz geninin varlig1 saptandi. Arastirilan yedi kokenden

ticliniin (%42.8) blaTEM-1, altisinin (%85.7) blaSHV-1 ve birinin blaCTX-M-1 (%14.3) tiiri
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beta laktam direncine sahip oldugu bulundu. Bir kékende (59) arastirilan her ii¢ gen de olarak
pozitif bulundu. Sulfonamid diren¢li bir kokende (153) sull geni saptandi, kdkenin ayni
zamanda SHV-1 tiirii genislemis beta laktamaza sahip oldugu bulundu. Beta laktam grubu
antibiyotiklere (ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit, piperasilin- tazobaktam) direngli
kokenlerde plazmit aracili kinolon direncinden sorumlu qnrAl, qnrBl ve qnrS1 genleri
arastirildi. Calisilan yedi kokenden birinde (%14) qnrB1, besinde (%71) qnrS1 geni saptandi.

Higbir kokende qnrA1 genine rastlanmadi.

Tiim deneylere duyarli iki koken negatif kontrol olarak eklendi ve PZR sonuglarina gore
de negatif bulundu. Antimikrobiyal duyarlilik iizerine diinyada yapilan benzer ¢alismalarda da

fenotip genotip uyumlu bulunmustur (4,41,59).

Chen ve ark. (41) Amerika’da 1998-2000 yillar1 arasinda etlerden izole ettikleri 133
Salmonella kokeni ile yaptiklar1 ¢alismada 10 kokenin genis spektrumlu beta laktamlara
direngli oldugunu direngli tiim kokenlerde blaCMY-2 geninin ve bunlarin arasinda bes kokenin
ayni zamanda blaTEM-1 genini tasidigini bildirmislerdir. Ampisilin direngli dokuz kékenin
hepsinde blaTEM-1 geninin, sulfonamid direngli kdkenlerde ise hem sull hem sulll geninin
bulundugunu saptamiglardir. S. Typhimurium DT104 faj tipindeki iki kokende ise blaPSY-2

tiirti beta laktam direnci bulmuslardir.

Hur ve ark. (4) Kore’de yaptiklari galismada domuzlardan izole edilen S. Typhimurium
kokenlerinde ACSSuT (ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, sulfonamd, tetrasiklin) direnci
ile iligkili genlerin PZR sonuglarini fenotipe uygun bulmuslar. Ampisiline direncli 17 kdkenin
16’sinda blaPSE ya da blaTEM; kloramfenikol direnci gosteren 12 kdkenin 7’sinde en az bir
fazla catl, cat2, floR; streptomisine direncli 38 kdkenin 37°sinde en az bir strA, strB, aadA;
sulfomekoksazole direngli 37 kdkenin 34’°iinde sull ya da sulll geni ve tetrasikline direngli 40
kokenin 39’unda tetA, tetG ya da tetC genlerinden en az bir tanesinin bulundugunu

saptamiglardir.

Randall ve ark. (59) Ingiltere’de 1998-2000 yillar1 arasinda insan ve hayvanlardan izole
edilen 35 serotipe ait 397 Salmonella kokeni ile yaptiklari ¢alismada ampisiline direngli tiim
kokenlerin blaCARB-2 ve blaTEM genlerinden en az birine ve gentamisin direngli iki kdkenin
aadB genine sahip oldugunu saptamislardir. Bunun yaninda kokenin direncli oldugu halde ilgili
direng geninin bulunmadig durumlarla da karsilasmislardir. Ornegin, 85 kloramfenikol direngli
kokenin 24’iinde catl, cat2 veya floR genleri, kanamisin direngli 14 kdkenin birinde aphAl-

IAB geni, 81 spektinomisin diren¢li kokenin 5’inde aadAl ya da aadA2 genleri, 119
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streptomisin direngli kokenin 16’sinda aadAl, aadA2 veya strA genleri, 127 sulfadiazin direngli
kokenin 7’sinde sull veya sulll genleri, 108 tetrasiklin direngli kokenin 21’inde tetA(A),
tetA(B) veya tetA(G) genlerinin ve son olarak 45 trimetoprim direngli kokenin 38’inde dhfrl
geninin bulunmadigimi saptamislardir. Ancak genel olarak MIK degerleri ile antibiyotik direng

genlerinin bulunmasi arasinda iyi bir korelasyon oldugu kanisina varmislardir.

Horizontal gen transferinin antimikrobiyal diren¢ aktariminda en Onemli
mekanizmalardan biri oldugu bilinmektedir. Glinlimiize kadar Enterobacteriacea ailesinde
plazmitler tarafindan kodlanan genislemis spektrumlu beta laktamazlar, karbapenemazlar ve
kinolon direncine neden olan metilazlar tanimlanmistir. Téim plazmitlerin enterik bakterilerde
ayni siklikta bulunmamasi bazi gruptaki plazmitlerin belli enterik bakterilerde daha sik
goriilmesi nedeniyle plazmit tiplendirmesi bakterilerdeki klonal iliskileri agiklamada anlaml

veriler saglamaktadir (21-23).

Calismamizda Salmonella kokenlerindeki plazmitlerin varhigini arastirmak {izere
Tiirkiye’de ve diinyada oldukca yeni bir teknik olan PBRT yontemini kullandik. PBRT kiti ile
Enterobacteriaceae tiirlerinde sik karsilagilan ve direng genleri lizerinde bulunan 25 ayri
replikonun varligr 8 multipleks PZR ile arastirildi. Hedeflenen 25 replikondan (HI1, HI2, 11,
12, X1, X2, L/IM, N, FIA, FIB, FIC, FIlI, FIIS, FIIK, W, Y, P, A/IC, T, K, U, R, B/O, HIB-M,
FIB-M) altis1 (FIIS, 11, 12, P, A/C, X1) kokenlerimizde saptandi.

FII replikonu IncFII tiirevi plazmitlere ait olmakla beraber Klebsiella, Yersinia ve
Salmonella tiirlerinde (FIIK, FIIY ve FIIS) virulans plazmitleri olarak tanimlanmustir.
Salmonella’larla enfeksiyonun sistemik fazinda rol alan spvA, spvB ve spvC genleri IncFII
plazmiti lizerinde tasinmaktadir (60-65). Salmonella enterica nin Enteritidis, Typhimurium,
Dublin, Cholerasuis, Gallinarum, Pullorum, Abortusovis gibi bazi serotiplerinde bulunmasi
nedeniyle serovar spesifik plazmitler olarak da anilan bu plazmitler serotiplere gore farklar
gostermesine ragmen virulans i¢in gerekli dizileri olduk¢a korunmustur (19,25,51). Spv
lokusunun ifadesi biiylimenin baskilanmasi, ortamdaki besinlerin azalmasi ya da pH’1n diismesi
gibi faktorlerle uyarilmaktadir (66). SpvB ve spvC’nin spv operonunda en 6nemli efektorler
olduklari, tek basina spvBC genlerinin S. Typhimurium’da eksik virulans plazmiti

tamamlamaya yettigi gosterilmistir (67).

Calismamizda 50 kokenin hepsinde Salmonella virulans plazmitinin homologu olan

FIIS replikonu saptandi. Klasik virulans faktorlerinin PZR ile arastirilmasi sonucu spvB geninin
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tim tlirlerde bulunmasi ile PBRT tiplendirme sonuglari, tiim tiirlerde FIIS replikonunun

saptanmast sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugunu ortaya koymaktadir.

Salmonella’larda boyutlart 50-100 kb arasinda degisen serovar spesifik virulans
plazmitinin disinda daha nadir olmakla birlikte yiiksek veya diisiik molekiiler agirlikli baska
plazmitler de bulunabilmektedir. Yiiksek molekiiler agirlikli plazmitler siklikla patojenite ve
antimikrobiyallere direncg ile iliskili iken boyutlar1 20 kb’in altinda olan diisiikk molekiiler

agirlikli plazmitlerin gogunun gorevi bilinmemektedir (51).

Incl, IncX ve IncF gruplarn basta olmak {izere bazi yiiksek molekiiler agirlikli
plazmitlerin antibiyotik ¢agindan 6nce izole edilen d6rneklerde de bulunmasi ancak gorevlerinin
tanimlanamamas1 antibiyotik diren¢ genlerinin sonradan kazanilan genetik elementlerle
evrimlestigini diisiindiirmektedir. Bu plazmitlerin bulunduklari bakteriye farkli antibiyotiklere
diren¢ saglamasinin yaninda laktoz kullanimi, faj enfeksiyonlarina karsi direng saglayan faj
konversiyonu, agir metallere direng gosterme gibi avantajlar sagladigi gosterilmistir (61,66,67).
Biiyiik cogunlugu konjugatif ve kendini esleyebilme 06zelliginde olan yiiksek molekiiler
agirlikli plazmitler birgok antibiyotige direnc saglayan genleri {lizerlerinde tasiyabilmektedir.
Antibiyotik diren¢ genleri ¢ogunlukla plazmitler iizerindeki transpozonlarda yer almakta
plazmit tizerinden bakteri kromozomuna entegre olabilmekte ya da kromozomda bulunan
transpozon plazmite gegebilmektedir. Bu nedenle plazmitler hem antibiyotik direng¢ genlerinin

depolanmasi ve korunmasina hem de yayilmasina hizmet etmektedir (51,70).

Calismamizda Salmonella virulans plazmitinden sonra kokenler arasinda en sik bulunan
plazmitin IncIl oldugu saptandi. 50 koékenin 13’linde bulunan Incll (%26) plazmitinin
Enterobacteriaceae iiyelerinde Shiga toksini iireten E.coli kokenlerinde adezyon ve
invazyondan sorumlu tip IV pilinin kodlanmasinda gorevli genleri icerdigi bilinmektedir. Yakin
zamanda ise genislemis spektrumlu beta laktam direnci ile iliskili oldugu bulunmustur (69,73).
Genis spektrumlu sefaloporinlere direng saglayan GSBL enzimleri E.coli ve Salmonella’larda
baslica blaCTX-M-2, blaCTX-M-9, blaCTX-M-15, and blaTEM-52 genleri tarafindan
kodlanmaktadir. Yakin zamanda Fransa’da E.coli kokenlerinde blaCTX-M-1 tiirevi GSBL’ler
de bildirilmistir (71-74). GSBL ve AmpC B-laktamaz genlerinin siklikla Incll ve IncHI2
plazmitlerinde tasindigi gosterilmistir (72,75). Calismamizda blaCTX-M-1 tasiyan bir kdken
(59-serogrup B) tespit edilmis ve bu kokende Incll plazmiti saptanmistir. Bunun yaninda
blaSHV-1 tasiyan bir kékende (153-serogrup C) ve hem blaTEM-1 hem blaSHV-1 tasiyan
baska bir kokende (87-serogrup B) ayrica VITEK2 sonuglarina gore herhangi bir antibiyotik

direnci bulunmayan 10 ayr1 kdkende (15-serogrup D, 30-serogrup C, 50-serogrup C, 55-
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serogrup B, 92-serogrup D, 94-serogrup D, 97-serogrup C, 100-serogrup D, 122-serogrup D,
154-serogrup D) daha Incll plazmitinin varligi gosterilmistir. Arastirilan beta laktamaz
genlerinden en az birini tasiyan dort kokende (6-serogrup D, 9-serogrup C, 34-serogrup D, 99-

serogrup D) ise Incll plazmiti bulunamamustir.

Cloeckaert ve ark. (71) Fransa’da insan ve kanatli hayvanlardan 2003-2008 yillari
arasinda izole edilen genislemis spektrumlu sefalosporinlere diren¢ saglayan blaCTX-M-1
tireten tiim Salmonella Llandoff, London, Newport, Typhimurium serovarlarinin IncIl plazmiti
tasidigini gostermislerdir. Ayni zamanda plazmitin alt tiplendirilmesi sonucunda plazmitin
Fransa’da saglikli kanatli hayvan kdkenli E.coli kokenlerindeki Incl1 plazmiti ile genetik olarak
iliskili oldugunu, dolayisiyla E.coli ve Salmonella kokenlerinde blaCTX-M-1 tasiyan plazmitin
ortaya ¢ikmasinda ortak bir kanatli hayvan orijini olabilecegini ortaya koymuslardir. insan ve
hayvan kaynakli bakteri populasyonlari arasinda horizontal gen transferi yoluyla plazmitlerin
aktariminin ilerde ¢oklu ilag¢ direnci gosteren kokenlerin artmasina neden olabilecegi sonucuna

varmiglardir.

Damborg ve ark. (76) Danimarka’da toplanan 209 kopek digkis1 6rnegiyle yaptiklari
calismada %1.9 oraninda E.coli saptamislardir. E.coli saptanan ii¢ kokende CTX-M-1 tiirevi
GSBL tespit etmisler ve genin Incll plazmiti tizerinde bulundugunu, ayni zamanda iki kokende
saptanan CTX-M-15 tirevi GSBL’nin de IncF/Y plazmiti {izerinde bulundugunu ortaya

koymuslardir.

Garcia-Fernandez ve ark. (72) yaptiklari ¢alismada PBRT yontemi ile farkl iilkelerden
insan ve hayvan kaynakli E. coli ve Salmonella kokenlerinden izole edilen plazmitlerin Incll
grubuna ait 16 plazmiti, tasidiklar1 B-laktamaz genleri yoOniinden arastirmiglardir.
Arastirmalarinin sonuglarina goére plazmitlerin blaCMY-2, blaCTX-M-15, blaCTX-M-1,
blaCTX-M-14, blaTEM-52, blaSHV-12 veya blaTEM-1 genlerinden birini tasidigi tespit

edilmistir.

Incl1 plazmitleri gibi IncI2 plazmitlerinin de iki tip pili sentezledigi gosterilmistir. Kalin
pilus tra operonu tarafindan kodlanip baslica konjugasyondan sorumlu iken, ince pilus pil
lokusu tarafindan kodlanip diger tip IV salgi sistemlerine benzer enzim kodlanmasindan ve siv1
ortamlarda konjugasyon oraninin arttirilmasindan sorumludur. Ancak Incll plazmitlerinin
aksine heniiz bu plazmitlerle ilgili yapilmis ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir (81-83). Incl2
plazmitleri iizerinde blaCTX-M-55 ve blaCMY-2 gibi beta laktam direncinden sorumlu
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genlerin gosterildigi ¢alismalar, IncI2’nin de antibiyotik diren¢ genleri yayiliminda énemli

oldugunu ortaya koymaktadir (77)

E.coli kokenlerinde sik karsilasilan bir GSBL olan CTX-M-55 yakin zamanda Wong ve
ark. (80) tarafindan 2008’de Cin’de hasta diskisindan izole edilen bir Salmonella kékeninde
IncI2 tiirevi plazmitler {izerinde gosterilmistir. Dizi analizi ¢alismalar1 bu plazmitin E.coli
kokenlerindeki ile ayn1 oldugunu bu nedenle InclI2 plazmitlerinin CTX-M tiirevi direncin tiirler
aras1 yayiliminda etkili oldugu ve E.coli kokenlerinin bu elementler igin en 6nemli kaynak
oldugunu ortaya koymuslardir. Daha sonrasinda prevalansi ortaya koymak adma 207
sefalosporin direngli Salmonella kokeninde blaCTX-M ve Incl2 plazmiti bulunma sikligini
arastirmislar ve arastirilan genotipte yedi kdken tespit etmislerdir. Bulgular IncI2 plazmitlerinin
E. coli kokenlerinden Salmonella kokenlerine aktarildigini ve yakin gelecekte benzer genotipte

vaka sayisinin artacagini gostermektedir.

Tiirkiye’de de ilk kez 2016 yilinda NDM-1 ve CTX-M-15 ile RmtC genleri iireten ve
Incl2, IncA/C ve IncY plazmidleri barindiran iki Escherichia coli izolatlar1 ile gelisen idrar

yolu infeksiyonlar bildirilmistir (81).

Calismamizda blaTEM-1, blaSHV-1, blaCTX-M-1 ve qnrS1 genlerini tasiyan bir
kokende Incl2 plazmitinin gosterilmis olmasi tilkemizde de plazmitin Salmonella kokenlerine

aktarildigini ve goriilme sikliginin yakin zamanda artacagini diisiindiirmektedir.

IncP tiirevi plazmitler 50 kdkenin dordiinde (%8) saptanmis olup ¢alisma kapsaminda
ilgimizi ¢eken diger bir plazmit grubu olmustur. Cok farkli konaklarda replike olabilme
ozellikleri ile klinikten ¢evresel drneklere bir¢ok drnekte saptanmis olan bu plazmit grubu
Enterobacteriaceae iiyelerinde sik  goriilmektedir. Insan saghg kadar ¢evresel
biyoremediasyonda etkili bir¢ok geni iizerinde bulundurmaktadir. Bircok antibiyotik ile
dezenfektanlarin icinde bulunan agir metaller ve amonyum bilesiklerine kars1 direng kazandiran
genler tanimlanmistir. Patojen ve firsatgr bakterilerin yaninda, toprak, giibre, atik su
orneklerinden de IncP tiirevi plazmitlerin izole edilmis olmasi, plazmitin bulundugu
bakterilerin adaptasyonunda biiyiik avantaj saglayacagini ve enfeksiyon kontroliinde sorunlarin
yasanabilecegini ortaya koymaktadir (82,83). Plazmitin iizerinde aminoglikozit, tetrasiklin,
beta laktam, sulfonamid direncine neden olan genlerin tasindigin1 gosteren birgok calisma

vardir (84-87).

Van Meervenne ve ark. (87) atik su iiretim tesisinden izole edilen IncP tiirevi
amoksisilin, streptomisin, sulfonamid ve tetrasiklin direng genlerini {izerinde bulunduran
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cevresel bir plazmitin gida kaynakli patojenlere aktarilmasini arastirdiklari ¢aligmalarinda,
E.coli O157:H7 ve Salmonella kokenlerine plazmitin konjugasyonla yiiksek oranlarda
aktarilabildigini ve konjugasyon sonrasinda genlerin c¢ogunun ifade edildigini ortaya

koymuslardir.

Calismamizda IncP grubu plazmit tasiyan dort kokenden birinin (9-serogrup C)
blaSHV-1 ve qnrS1 genleri, ayr1 bir kokenin (153-serogrup C) bu genlerin yaninda sull geni
tasidigi, iki kokenin (27-serogrup C, 30-serogrup C) ise VITEK?2 sonuglarina gére herhangi bir
antibiyotige direngli olmadigr saptanmistir. Ancak antibiyotik direng genleri tasiyan
kokenlerden birinin baska plazmitler de tasimasi nedeniyle bu genlerin IncP plazmitiyle kesin

iligkili oldugunu séylemek hata olur.

Enterik bakterilerde sik karsilasilan bagka bir plazmit grubu olan IncA/C plazmitleri ilk
olarak 1970’lerde kiiltiir baliklarindan izole edilen Aeromonas hydrophila ve Vibrio spp.’de
saptanmig ayni donemde balik ¢iftliklerinde antibiyotik kullaniminin yayginlagmig olmasi
plazmitin ortaya ¢ikisinda antibiyotiklere maruz kalmanin etkisinin olabilecegini
gostermektedir (88-90). 1990’larda Klebsiella pneumoniae kokenlerinde 2000’lerde ise E.coli
ve S.enterica kokenlerinde blaCMY-2 tiirevi B-laktamaz tasiyan bir element tanimlanmustir.
Dizi analizleri bu genlerin daha ¢ok IncA/C plazmitleri iizerinde tagindigini ayn1 zamanda
plazmit {izerinde baska bir¢ok antibiyotik direng geni ile birlikte bulundugunu ortaya
koymustur. Giintimiizde ise E. coli, S. enterica, Vibrio cholerae, Yersinia pestis,
Photobacterium damselae subsp piscicida, Yersinia ruckeri ve Klebsiella pneumonia
kokenlerinde izole edilen IncA/C plazmitleri bulunmaktadir (88,89). Bu kadar genis konak
seckisi bulunan bu plazmitin Hindistan’da K. pneumoniae ve E. coli kokenlerinde Yeni Delhi
metallo-p-laktamaz kodlayan blaNDM-1 genini tasiyan tiirevinin bulunmus olmasi halk saglig

acisindan son derece dehset vericidir (93,94).

Calismamizda blaSHV-1, sull ve gnrS1 genleri bulunduran bir kdkende (153-serogrup
C) IncA/C plazmiti (%2) tespit edildi. sull tipi integron Enterobacteriaceae iiyelerinde
genellikle IncA/C plazmitleri ile aktarildigindan ilgili gen bu Salmonella kdkeninde de IncA/C
plazmiti lizerinde taginiyor olabilir ancak kokende bagka plazmitler de bulunmasi sebebiyle bu

konuda kesin bir kaniya varmak miimkiin degildir ve daha ayrintili ileri ¢alismalar yapilmasi

gereklidir (20).

50 kokenin dordiinde (34-serogrup D, 71-serogrup D, 75-serogrup D, 78-serogrup D)
IncX1 grubu plazmit (%8) saptandi. Genis konak seckisi olan bu plazmit antibiyotik
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kullaniminin  yayginlasmasindan 6nceki tarihlerde de Enterobacteriaceae {iyelerinde
saptanmistir.  Giinlimiizde ise IncX1 plazmitleri iizerinde bulunan oqxAB operonu
hayvanlicilikta biiylime arttiric1 olarak kullanilan bir bilesik olan olakindoks’a ve kinoksalin,
kinolon ve florokinolonlar gibi klinik antimikrobiyallere kars1 direng saglayan efluks pompasi
genleri ile iligkilendirilmigtir. Ayni zamanda plazmit iizerinde konjugasyon ve biyofilm

formasyonu ile iliskili ayr1 bir gen kaseti daha saptanmistir (95-97).

Hansen ve ark. (97) E.coli kokenlerinde bulunan IncX1 plazmitinin diger enterik
bakterilere aktarilabilirligini test etmek amaciyla plazmiti Salmonella Typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Kluyvera sp. ve Enterobacter aerogenes tiirlerine konjugasyon ile aktarmaya
calismislardir. Transkonjugantlarda kloramfenikol, siprofloksasin ve olakindoksa karsi azalmis
duyarlilik  goriilmesi plazmitin Enterobacteriaceae {iyelerine aktarilabilirligini ortaya

koymaktadir.

Johnson ve ark. (98) Enterobacteriaceae kokenleri ile yaptiklari ¢alismada dort farkli
IncX tiirevi (IncX1-4) tanimlamislar ve dizi analizleri ile IncX1 tizerinde blaTEM-52, blaTEM-

1, oqxAB, blmS antibiyotik diren¢ genlerinin bulundugunu gostermislerdir.

Calismamizda da IncX1 plazmiti tagiyan bir kokende (34-serogrup D) hem blaTEM-1
hem qnrS1 diren¢ genlerinin bulundugu tespit edilmistir. Kokende kinolon direnci
gozlenmezken plazmid kokenli direng genlerinden birinin saptanmis olmasi, kokenin kinolon
grubu  antibiyotiklerle  karsilasmasi  sonucu  kolayca  direng  gelistirebilecegini
diistindiirmektedir. Bunun yaninda qnr genlerinin GSBL iligkili genlerle yakin iliskili olduguna,
siklikla kokenler arasinda birlikte aktarildigina ve kinolon direnci gostermeyen GSBL pozitif

kokenlerde de bulunabildigine dair benzer ¢alismalar bulunmaktadir (47).

Calismamizda son olarak kokenler arasindaki klonal iliskiyi ortaya koymak {izere
tiplendirme metotlar1 arasinda altin standart olarak kabul edilen pulsed field jel elektroforezi
(PFGE) teknigini uyguladik. Kokenlerin DNA’larinin Xbal ile kesilip darbeli akim ile
ayrigtirtlmasi sonucu 46 kokene ait PFGE paternlerinin dendograminda, 22 ana grup (1-22),
33 pulsotip, 8 kiime (9.1, 9.3, 10.1, 11.1, 11.2, 11.4, 15.1 pulsotiplerine ait) ve 25 6zgiil profil

olustugu gbézlenmistir.

Ayni serogrup igerisinde yer alan kdkenlerin birbirleri ile daha yakin iliskide oldugu ve

ayni grup icinde yer aldiklar1 gdsterilmistir. D serogrubuna ait kokenler B ve C gruplarina %35
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yakinlik gosterirken, B ile C gruplari kendi aralarinda %45 iligkili bulunmustur. C serogrubuna
ait ampisilin ve levofloksasin direnci gosteren iki kokende (9 ve 153) blaSHV-1 ve qnrS1 direng
genleri saptanmis 153 numarali 6rnekte farkli olarak sull direng geni de tespit edilmis ve bu iki
kokenin yakinliklart %70’in lizerinde bulunmustur. Ayn1 kdkenlerin C serogrubuna ait duyarl
kokenler ile B grubuna ait kdkenlere yakinliginin ayni oldugu goriilmistiir. Dikkat ¢eken baska
bir bulgu ise, B serogrubuna ait duyarli iki kokenin (49 ve 58) birbirlerine yakinliklar1 %70’in
tizerinde iken, blaTEM-1, blaSHV-1 ve qnrB1 direng genleri saptanan kokenin (87) duyarli
olan kokenlere yakinligi %52 civarlarinda bulunmast olmustur. Ayni serogrupta bulunan
direngli kdkenin duyarli kokenlere yakinliginin bu derece diigiik olmasi, antimikrobiyal direng

genleri kazanilmasinin kokenler arasi klonal iliskilerde etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Aktas ve ark. (6) 2001-2004 yillar1 arasinda Tiirkiye’de klinik Salmonella kokenleri ile
yaptiklari ¢calismada kokenlerin gesitli antibiyotiklere duyarliliklarini ve tagidiklar antibiyotik
diren¢ genlerini arastirmiglar ayrica genetik iligkileri ortaya koymak tizere kokenlere ait DNA
orneklerini Xbal enzimi ile kesip PFGE uygulamislardir. Serotipleme sonucunda kokenlerin S.
Enteritidis (n=26) ve S. Typimurium (n=15) serotiplerine ait oldugunu ve S. Enteritidis
kokenlerinin tiimii test edilen tiim antibiyotiklere duyarli ilen S. Typhimurium kokenlerinden
birinin ampisiline dordiiniin ise ACCSuT tipi dirence sahip olduklarini saptamiglardir. ACSSuT
tipi direng gosteren kokenlerin %90°1n tizerinde benzerlik gosterdigini, ayn1 klonal gruba ait

oldugunu ve 60 MDa’luk tek bir plazmit tasidiklarin1 ortaya koymuslardir.

Us ve ark. (1) Tirkiye’nin 10 farkli ilinden klinik 6rneklerden izole edilen 112
Salmonella kokeni ile yaptiklari ¢alismada, oncelikle kokenlerde plazmit taramasi yapmislar
sonrasinda klonal iligkileri ortaya koymak amaci ile pulsed field jel elektroforezi yontemini
uygulamiglardir. Kokenlerin %90’ en az bir plazmit tasidigini saptamiglardir. PFGE
yonteminde Spel ve Xbal enzimleri ile 11°er farkli PFGE modeli elde edilmis ve Tiirkiye’de
karsilasilan S.Enteritidis izolatlarinin cogunlugunun benzer PFGE paternleri gosteren kokenler

oldugunu ortaya ¢ikarmislardir.

Yin ve ark. (99) Cin’de etlerden izole edilen 99 Salmonella kokeni ile yaptiklari
calismada kokenleri Xbal enzimi ile restriksiyona ugratip PFGE ile klonal iligki aragtirmasi
yapmuslar. Elektroforez sonucunda 82 ayr1 patern olustugunu gézlemlemisler ve %90 benzerligi
sinir alarak bes tipik kiime gézlemlemisler ve her bir kiime icerisindeki iiyelerin yiiksek DNA

homolojisi gosterdigini ortaya koymuslardir. Ayrica ayni serotipe ait bazi kokenlerin farkl
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kaynaklardan ve farkli zamanlarda izole edilmesine ragmen yiiksek benzerlik gosterebildigini

saptamiglardir.
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SONUCLAR

Tiim kokenlerde gastroenterit tablosundan sorumlu SPA-1 iligkili genler, derin dokulara
invazyondan ve hiicre i¢inde hayatta kalmadan sorumlu SPA-2 iliskili genler ile enfeksiyonun
sistemik fazinda gorev alan plazmit iliskili tiim klasik virulans faktorlerinin bulundugu bu
nedenle kokenlerin patojenik potansiyellerinin yliksek oldugu sonucuna varildi.

Ampisilin direngli kokenlerde beta laktamaz sentezinden sorumlu blaTEM-1, blaSHV-
1 ve blaCTX-M-1 genlerinden en az birinin bulundugu tespit edildi. Trimetoprim-
sulfometoksazol kombinasyonuna direng gosteren bir kokenin sulfonamit direncinden sorumlu
sull genini tasidigr gosterildi. Ampisilin direncli yedi kokenden birinde plazmit aracili kinolon
direncinden sorumlu qnrB1, besinde qnrS1 geni saptandi. Bu bulgulara dayanarak, antibiyotik
direngli kokenlerin ilgili direng genlerinden en az birini tagidigi bu nedenle antibiyotik direnci
acisindan fenotip genotip iligkisinin oldugu sdylenebilir.

PBRT yontemi ile kokenlerde bulunan replikonlarin arastirilmasi sonucu tim
kokenlerde Salmonella virulans plazmiti (IncFIIS) saptandi. Salmonella’larla enfeksiyonun
sistemik fazinda rol alan ve IncFII plazmiti iizerinde tasinan spvB geni kokenlerdeki klasik
virulans faktorlerinin belirlenmesi kapsaminda PZR yontemi ile arastirildi ve tiim kokenlerde
bulundugu ortaya kondu. Plazmid ile iizerinde bulunan genin iki farki molekiiler yontemle de
saptanmis olmasi, PBRT ve PZR sonuglarinin uyumlu oldugunu gostermektedir.

Bunun disinda 50 kékenin 13’tinde 11, birinde 12, dérdiinde P, birinde A/C ve dordiinde
X1 replikonu saptandi. Replikonlarin iliskili olduklari plazmitlerin daha 6nceden yapilmis
caligmalarin da 1s181nda ¢esitli antibiyotiklere karsi direngten sorumlu oldugu sdylenebilir.
Antibiyotik direnci gostermeyen bazi kokenlerde de ilgili plazmitlerin saptanmasi bu

kokenlerin de zaman i¢inde direng gelistirebilecegini gostermektedir.

57



Kokenlerin DNA’larmin Xbal ile kesim ve elektroforez sonrasinda PFGE profillerinin
analizinde, 22 ana grup, 33 pulsotip, sekiz kiime ve 25 6zgiil profil olustugu gozlendi. Ayni
serogrup igerisinde yer alan kokenlerin birbirleri ile daha yakin iliskide oldugu ve ayn1 grup
icinde yer aldiklar1 gosterildi. Cesitli antibiyotik direng genleri tasiyan kokenlerin dendogramda
birbirleriyle daha yakin iligkili goriildiigli bu nedenle antimikrobiyal diren¢ genleri

kazanilmasinin kokenler arasindaki akrabalik iliskilerine etki ettigi soylenebilir.
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OZET

Calismamizda Salmonella’larin virulansinda etkili olan faktorlerin genetik boyutunu
arastirmak, son yillarda ortaya ¢ikan ¢oklu ilag direngli kokenlerin antibiyotik direncinde etkili
olan genleri ve tizerlerinde tagindiklar1 plazmitleri saptamak son olarak da kokenler arasi klonal
iligkileri belirlemek amaglandi.

Salmonella Patojenite Adasi-1’de bulunan invA, sipA, sipD, sopB, sopD, sopEZ2,
Salmonella Patojenite Adasi-2’de bulunan ssaR, sifA ile plazmit tizerinde bulunan spvB, prot6E
klasik virulans genleri polimeraz zincir reaksiyonu ile arastirildi.

Antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore ampisiline direngli ya da orta diizey direng
gosteren yedi kokende beta laktam direncinden sorumlu TEM-1, SHV-1 ve CTX-M-1 genleri
ve plazmit aracili kinolon direncinden sorumlu qnrAl, qnrB1, qnrS1 genleri ile trimetoprim-
sulfometoksazol kombinasyonuna direng gosteren bir kokende sulfonamid direncinden sorumlu
sull, sulll genleri arastirildi. Direng gelisimi ve aktariminda 6nemli bir yer tutan plazmitlerin
varlig1 ve kokenler igindeki dagilimi polimeraz zincir reaksiyonu tabanli replikon tiplendirmesi
ile belirlendi.

Kokenler arasindaki klonal iliski Pulsed Field Jel Elektroforezi yontemi ile aragtirildi.

Aragtirilan yedi kokenden tigiinde blaTEM-1, altisinda, blaSHV-1, birinde blaCTX-M-
1, besinde gqnrS1 ve birinde gqnrB1 geni saptandi. Trimetoprim-sulfometoksazol direncli
kokende sull geni bulunurken, sulll geni bulunmadigi gozlendi. Kdkenlerin birinde TEM-1 ve
gnrS1, ikisinde SHV-1 ve gnrS1, birinde TEM-1, SHV-1, CTX-1 grubu ve gnrS1, birinde TEM-
1, SHV-1 ve gnrB1, birinde SHV-1 ve sull genleri birlikte saptandi.

50 kokende 25 replikonun arastirilmasi sonucunda, kokenlerin tiimiinde (%100) FIIS,

13’iinde (%26) 11, birinde 12 (%2), dordiinde (%8) P, birinde (%2) A/C ve dordiinde (%8) X1
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replikonu saptandi. 50 adet Salmonella kokeninden 46’s1 pulsed field jel elektroforezi ile
tiplendirilebildi ve kdkenlerin dendograminda sekiz kiime, 25 6zgiil profil ve 33 pulsotip

saptandi.

Tim kokenlerin patojenite adalarindaki klasik virulans faktorlerinin tiimiine sahip
oldugu bu nedenle kokenlerimizin patojenik potansiyellerinin yiiksek oldugu ve antibiyotik
direngli kokenlerin ilgili direng genlerinden en az birini tasimasi nedeni ile de antibiyotik

direnci acisindan fenotip genotip iliskisinin oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella enterica, gastroenterit, virulans genleri, pulsed field jel

elektroforezi, polimeraz zincir reaksiyonu tabanli replikon tiplendirmesi, antibiyotik duyarlilik
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INVESTIGATION OF VIRULENCE FACTORS AND ANTIBIOTIC
RESISTANCE OF SALMONELLA ENTERICA STRAINS BY USING
MOLECULAR TECHNIQUES AND IDENTIFICATION OF CLONAL
RELATIONSHIPS AMONG THE STRAINS

SUMMARY

In this study we aimed to reveal the factors that effect virulence of Salmonella, to
identify the antibiotic resistance genes and plasmids that confer to resistance to several
antibiotics in multidrug resistant strains and to determine clonal relationship between the
strains.

InvA, sipA, sipD, sopB, sopD, sopE2 virulence genes located in Salmonella
Pathogenicity Island-1, ssaR, sifA genes located in Salmonella Pathogenicity Island-2 and
spvB, prot6E genes that are carried on plasmids are investigated by using polymerase chain
reaction.

According to antibiotic susceptibility results seven strains which are resistant or
showing intermediate resistance to ampicillin were analyzed for the presence of TEM-1, SHV-
1, CTX-M-1 beta lactam resistance genes and qnrAl, gnrBl, gnrS1 plasmid mediated
quinolone resistance genes. Also one strain which is resistant to trimetoprim-sulfometoxazol
combination was assayed for the presence of sull and sulll sulfonamide resistance genes.
Distribution and frequency of the plasmids among the strains that are responsible for the
antibiotic resistance were investigated with plasmid based replicon typing. Moreover pulsed
field gel electrophoresis was conducted in order to reveal the clonal relationship within the

strains.
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Among the seven strains, blaTEM-1 was found in three, blaSHV-1 was found in six,
blaCTX-M-1 was found in one, gnrS1 was found in five and gnrB1 was found in one strain.
Trimetoprim-sulfometoxazol resistant strain was found as positivite to presence of sull whereas
negative to sulll. In addition, in one strain TEM-1 and gnrS1, in two strain SHV-1 and gnrS1,
in one strain TEM-1, SHV-1, CTX-M-1 and gnrS1, in one strain TEM-1, SHV-1 and gnrB1
and in one strain SHV-1 and sull genes were detected together.

Plasmid based replicon typing assay demonstrated that among the 50 strains all carried
FIIS (100%) 13 (26%) carried 11, one (2%) carried 12, four (8%) carried P, one (2%) carried
AJC and four (8%) carried X1 replicon.

46 out of 50 strains were typed by using pulsed field gel electrophoresis. 46 strains were
classified into eight major clusters, 33 pulsotypes and eight different clusters

Experiments revealed that all strains carrying all virulence genes located on both
Salmonella Pathogenicity Island 1-2, and plasmids suggested high potential of pathogenicity.
In addition, all antibiotic resistant starins carried at least one of the resistance genes of interest

indicating phenotype-genotype association in antibiotic resistance.

Key words: Salmonella enterica, gastroenteritis, virulence genes, pulsed field gel

electrophoresis, Plasmid based replicon typing, antibiotic susceptibility
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