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ONSOz

Geligmis iilkeler de dahil olmak {izere Salmonellozis, biiyiik bir halk saglig
problemidir. Evcil hayvanlardan kaynaklanan gida zehirlenmeleri incelendiginde en
onemli etken olarak Salmonella serotiplari karsimiza c¢ikmaktadir. Kontamine
gidalardan kaynaklanan Salmonella infeksiyonlar1 diinya ¢apinda yillardir siiregelen
onemli bir sorundur. Hayvanlar bu etkeni; kontamine yemlerden, sulardan ya da
infekte hayvanlar ile direkt temas (insanlar dahil) sonucunda almaktadirlar. Gerek
gidasal deger olarak ve gerekse ekonomiye sagladigi onemli katkilar nedeniyle

Tirkeye’de si1gir ve koyun yetistiriciliginin 6nemi biiyiiktiir.

Bu tez ¢alismasinda, 2014-2015 yillari arasinda, hayvan giftliklerinden koyun
ve sigirlara ait digki ve deri, kesimhanelerden ise lenf nodiilleri toplanarak Salmonella
yoniinden incelenmistir. izolasyonu yapilan Salmonella suslarmin antibiyotik
duyarlilik testleri yapilmistir. Antibiyotik direnci ile iligkili ¢esitli gen bolgelerinin
varlig1 kontrol edilmistir. Salmonella belirlenmesinde; hayvanlarin diski, deri ve lenf
nodiilleri Ornekleri; 6579:2004 (ISO) Uluslararas1 Metot Standardizasyonu
Organizasyonu tarafindan kabul edilen standart metotlar dahilinde yapilarak
identifikasyona gidilmistir. Serotiplendirme ise Kauffmann-White-Le Minor
klasifikasyon semasina gore yapilmistir. Serotiplendirilmesi yapilan suslarin
ribotiplendirme sonucunda ripotip patternleri ortaya konmus, antibiyogram profilleri
belirlenmis, antibiyotik direnci gosteren suslarin antibiyotik diren¢ genlerinin varlig

genel PCR yontemi ile belirlenmistir.

Tez konumun belirlenmesinde ve yiiriitilmesindeki bana yol gosteren, yardim
ve ilgilerini esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. K. Serdar DIKER basta olmak
{izere her konuda yardimlarini esirgemeyen dgretim iiyeleri; Prof. Dr. Miijgan iZGUR,
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1. GIRIS

1.1. Tarihge

Eberth, 1880 yilinda, insandan tifo hastaliginin nedeni oldugunu diistindiigii bir
basil tanimlamastir. Eberth, bu basile tifodan 6len bir hastanin dalak kesiti ve
mezenterik lenfinde rastlamistir (Le Minor, 1994). Patolog Gaffky,1884 ve Smith,
1885’ de tifo basilini Ureterek, Eberth’in bulgularmi dogrulamiglar ve bu yeni
bakteriye patolog Daniel E. Salmon’un adi verilmistir (Humphrey, 2000; Schultz,
2008). Salmonella ilk olarak 1885 yilinda bir domuzun bagirsagindan izole edilmis ve
organizma Bacterium choleraesuis (glinimizde Salmonella enterica serovar
Choleraesuis olarak bilinmektedir) olarak adlandirilmistir ~ (Smith,  1894;
FDA/CFSAN, 2008). Pfeiffer ve Kolle (1896) ile Gruber ve Durham (1896), tifo
basiline bagisiklik kazanmis bir hayvanin serumunun, tifo basiline agliitinasyon
gosterdigini kesfetmislerdir. Ayn1 zamanda, Widal (1896) ve Grunbaum (1896), bir
tifo hastasinin serumunun tifo basili ile agliitinasyon gosterdigini bulmuslardir. Yeni
testin ad1 ‘serodiagnostic by Widal’ (Widal serotanisi) olarak tanimlanmistir (1896).
Aym yil, Widal testi negatif olan ancak tifoid belirtiler gdsteren hastalardan izole

edilen sus ise‘paratifi basili olarak adlandirilmistir (Wray ve Wray, 2000).

Salmonella cinsinin tanimlanmasinin  heniiz yapilamadigi donemlerde
sigirlardaki serovarlar hakkinda yeterli bilgi bulunmadigi gibi bu serovarlar diger
bakteri cinsleriyle de karistinnilmistir (Wray ve Davies, 2000). Sigir paratifosu ilk
olarak Avrupa’da 19. yy ortalarinda kaydedilmistir, 0 zamanlar Hollanda, Almanya ve
Danimarka’da bir diyare formu epey dikkat ¢ekmistir. Hastalik yildan yila meydana
gelme ve agir kayiplara neden olma egilimi olan belirli yerlerde taninmistir. Wray ve
Davies (2000) ve Obich (1865), hastaligin bir enfekte ajan tarafindan meydana
gelebilecegini ilk 6ne siiren kisiler olmuslardir, ancak Jensen (1891) Danimarka’da bir
salgini incelediginde hastaliga yakalanan buzaginin i¢ organlarindan koliform basili
izole etmesiyle bakteriyolojik arastirmalar baslamis olup ve izole edilen basile de

Bacillus paracoli adi verilmistir. Salmonella infeksiyonu Mohler ve Buckley (1902)


http://en.wikipedia.org/wiki/Georg_Theodor_August_Gaffky
http://en.wikipedia.org/wiki/Theobald_Smith

tarafindan yetiskin sigirlarda rapor edilmistir. Aynmi aragtirmacilar ABD’de S.
Enteritidis’e (Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis) benzeyen bir
organizmanin neden oldugu bir hastalik salgmini tanimlamislardir. Onceden S.
Enteritidis olarak identifiye edilmis suslarin ¢ogu seroloji ile hatali bulunmus ve
ginimizde bircok iilkede taninmis olan S. Dublin (Salmonella enterica subsp.

enterica serovar Dublin) olarak tanimlanmistir (Wray ve Davies, 2000).

Salmonella cinsi daha agik bir sekilde tanimlandiginda, Avrupa’da sigir
Salmonellozisinin endemik oldugu bolgelerde, S. Dublin’in en yaygin serovar oldugu
ve bunu Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium’unun takip ettigi

gorulmektedir (Wray ve Davies, 2000).

Sigir Salmonellozu salgimlari, atiklardan, asemptomatik mastitisten veya
Salmonella bulasmis ¢ig siitten kaynaklanabilmektedir. Ornegin; ABD’deki en biiyiik
Salmonelloz salgin1 1985 yilinda bildirilmis ve salginin %2 oraninda slt yagi iceren
pastorize siite ¢ig siitiin yanliglikla karismasiyla olustugu ortaya konulmustur

(Holsinger ve ark.,1997).

S. Abortisovis (Salmonella enterica subsp. enterica serovar Abortisovis) ilk
olarak Almanya’da 1921 tarihinde izole edildikten sonra Ingiltere’de 1925 yilinda,
koyunlarn abort vakalarinda ortaya konmustur. Lovell, 1931°de Ingiltere’deki
izolatlarla Almanya’daki izolatlar1 birbiriyle kiyaslamis ve benzer olduklarini
bildirmistir (Wray ve Linklater, 2000).

1.2. Salmonella Nomenklatiri

Ilk asamada Salmonellalar hastalik belirtileri farkli klinik kosullardan veya
farkl1 tiirlere ait oldugu diisiiniilen konaklardan izole edilmis ve izole edilen suslar
‘Eberthella Typhosa’ (S. Typhi), ‘S. Enteritidis’, S. Abortusovis’, ‘S. Gallinarum’, ‘S.
Bovismorbificans’, S. Choleraesuis veya S. Typhimurium olarak adlandirilmistir. Kisa

sure sonra farkli adlandirilan serovarlarin bir ¢ogunun ayni oldugu anlasilmistir



(Grimontve ark., 2000). Bunun tizerine serovarlar arasindaki farki ortaya koymak igin
serovarin ilk izole edildigi cografi bolgenin adi verilmeye baslanmistir; 6rnegin
Salmonella London. White tarafindan 1926°da baslatilan ve Kauffmann tarafindan
1941 genisletilen O ve H antijenlerinin analizi bir¢ok serovarin tanimlanmasini

saglamustir (Grimontve ark., 2000).

Salmonella taksonomisi karigiktir ve bilim insanlar1 bu familyay1 anlamak ve
aralarinda baglant1 kurmak i¢in farkl sistemler kullanmislardir (Brenner ve ark., 2000;
Tindall ve ark., 2005). Salmonella nomenklatiri birgok kere degistirilmistir ve hala
da degiskenligini korumaktadir. 1983’ten 6nce Salmonella familyasini tanimlayan iKi
nomenklatiir sistemi bulunmaktaydi. 1980 yilinda Le Minor ve Popoff tarafindan 6ne
strulen birinci sistem, bakteriyolojik Kod kurallarina uymasa da genis ¢apta kabul
gormiistiir. Bakteriyolojik Kod kurallarina uygun olan ikinci sistem ise daha az

arastirma tarafindan kullanilmistir (Tindall ve ark., 2005).

20.yy ortalarina dogru, Salmonella tanimi ve ayristirilmasi igin birgok 6ncii
caligma yapilmistir (Humphrey,2000). Giiniimiizde kullanilan Salmonella’larin
antijenik siniflandirmasi1 veya serotiplendirmesi, Kauffman-White’in 1920-1940
yillart arasinda bakteriyel yiizey antijenleriyle yillar siiren c¢alismalarinin bir
sonucudur. 1930’larin ortalarinda Kaufmann-White Le Minor Semasi Uluslararasi
Mikrobiyolog Birligi’nce (International Association of Microbiologist) kabul
edilmistir (Scherer ve Miller, 2001).

1987 yilinda WHO Isbirligi Merkezi (Collabrating Centre)’nden Le Minor ve
Popoff Sistematik Bakteriyoloji Uluslararas1 Komitesi’nin Adalet Komisyonu’na ‘Bir
Goriis Onerisi’ni resmi olarak sunmuslar ve ayni y1l Salmonellalarin 7 altcinsinin,
alttiir olarak adlandirilmasini 6nermislerdir. Altcins 111, 111a ve 111b olmak (izere hem
genomik yakinliklar1 hem de biyokimyasal 6zelliklerine gore ayrildi. Alttur Illa (S.
enterica subsp. arizonae) monofazik Arizona serotipini ve alttir Illb (S. enterica
subsp. diarizonae) difazik serotipleri icermektedir. Salmonella serovarlarin antijenik

formiilii Diinya Saghk Orgiitii (DSO) Pasteur Enstitiisii, Salmonella Referans ve



Arastirma Isbirligi Merkezi, Paris, Fransa tarafindan tanimlanmis ve yeni sero-tirler
Kauffmann-White semasinda her yil giincellenmektedir ( Popoff ve Le Minor,1997;
Popoff ve ark., 2000 ). Ek 47 rapor, DSO-Salm tarafindan 2003 ve 2007 yillar1 arasinda
tanimlanan yeni 70 Salmonella serovariin karakterizasyonunu sunmaktadir: 44’a S.
enterica alt-tiir enterica, 11’1 alt-tiir salamae, 5°i alt-tiir arizonae, 8’i alt-tlr diarizonae,
bir tanesi de alt-tiir houtenae ve biri de S. bongori’ye atanmistir (Guibourdenche ve
ark., 2010)

1.3. Etiyoloji

Enterobacteriaceae familyasinin genel ozelliklerini tasiyan Salmonellalar
Gram negatif, kisa ve kiigiik ¢omaklar tarzinda olup, boyutlar1 2-3%0.4-0.6 pm’dir.
Salmonellalar, sporsuz, kapstlstiz, oksidaz negatif, katalaz pozitif, H2S olusturmakta
ve laktozu fermente edememektedir. S. Pullorum ve S. Gallinarum harig hareketli olup,
peritrik flagellaya sahiptirler. Biyokimyasal 6zellikleri icerisinde VVoges Proskauer
(VP), indol ve iire testleri negatif, Metil kirmizi ve Sitrat testleri pozitiftir (izgiir, 2006;
Odumeru ve Lebdn-Velarde, 2012). Fakiltatif anaerobik 6zellikte olup laboratuvar
besiyerlerinde kolaylikla iireyebilen Salmonella etkenleri; 37°C’de 24-48 saatte,
kiicuk, yuvarlak, S tipi koloniler meydana getirirler (izgiir, 2006; Montville ve
Matthews, 2008). Bu etkenler, buyyonda homojen bir sekilde, hafif bulaniklik
meydana getirerek drerler. Biyokimyasal aktiviteleri oldukca yiksektir. Bu nedenle,
Salmonella izolasyonunda kullanilan besi yerlerinin bilesimi, énemli iki 6zelliklerini
ortaya ¢ikarma esasina dayanmaktadir. Bu 6zellikler, H2S olusturmalari (S. Paratyphi
harig) ve laktozu fermente edememeleri olup, E. coli’den ayirimlarinda kullanilan en
onemli testlerdir. Bu ozelliklerine dayanilarak, Mac Conkey agarda renksiz koloniler
olusturan Salmonellalar, Brilliant Green agar (BGA)’da pembe renkli koloniler

olustururlar (izgiir, 2006).

Salmonella 32 — 37°C araligindaki optimum biiyiime sicakligi ile mezofiliktir
ama 6 — 46°C genis sicaklik araliginda iireyebilir, 25 ile 43 °C arasinda ve pH 4 —8°de

ise hizli gelisme gosterir (Odumeru ve Ledn-Velarde, 2012). Diisiik tuz ve yiksek su



aktivitesi kosullar1 altinda gogalmasi engellenir (D’ Aoust, 2001b). Bakteriler 70°C
tizeri sicaklikta Ozellikle pastorizasyona duyarhidir; ancak kurumaya karsi
direnclidirler. Ozellikle kuru disk1, toz, tohum gibi kuru malzemelerde uzun siire
hayatta kaldiklart bilinmektedir (Radostitis ve ark., 2007). Ayrica Salmonellalar giftlik
kosullarinda ¢ok uzun siire hayatta kalabilir (Holley ve ark., 2006; Cummings ve ark.,
2009a).

Salmonellalarin ¢ogu fototroftur; blyume faktoru gereksinimleri yoktur ve
karbon kaynagi olarak glukoz ve nitrojen kaynagi olarak amonyum iyonu kullanirlar.
Bazi konak spesifik serovarlar (6rn. S.Typhi, S. Paratyphi A, S. Abortusovis, S.
Gallinarum) oksotrofiktir ve bir veya daha fazla buyiume faktérine ihtiya¢ duyarlar
(Wray ve Wray, 2000; Yue ve Schifferli, 2013).

1.4. Sigir ve Koyunlardan Salmonella izolasyonu ve Identifikasyonu

Sigir ve koyunlardan toplanan digki (rektal muayene ile) ve deri svab (deriden
slirlintli yoluyla) 6rnekleri; Salmonellozis (diyare, ates gdstermeyen hayvanlardan vs.)
belirtisi gostermeyen hayvanlardan ve her ornekte farkli eldiven kullanilarak
alinmalidir. Hayvan digkilarindan Salmonella izolasyonu birgok faktor tarafindan
komplike olabilmektedir. Hayvanlar subklinik enfekte olabilirler (hastaligin klinik
belirtisini gostermeyen) ve az miktarda Salmonella etkenini diskiyla sagabilirler. Buna
ek olarak Salmonella nin digkidaki populasyonu diger enterik floradakilerden daha
diistiktiir (ISO-6579: 2002 (E); HPA, 2007; WHO, 2010). Bu yilizden yanlis negatif
sonug elde etmeyi azaltmak igin, genellikle tamponlanmig peptonlu su veya evrensel
on zenginlestirme s1visi gibi se¢ici olmayan 6n zenginlestirme yapmak gerekmektedir
(1ISO-6579: 2002 (E); WHO, 2010; OIE, 2010; Zadernowska ve Chajecka, 2012;
Gragg ve ark., 2013).



Salmonella’nin hayvanlardan alinan érnekleri izolasyonu ve identifikasyon
icin ISO 6579 oOnerdigi metoda gore dort ardisik islemden olusmaktadir (i) On
zenginlestirmesi, her Ornekten 25 gram alinarak 225 ml tamponlanmig peptonlu su
(TPS) igerigine atilir ve 37°C sicaklikta 24+3 saat inkiibasyona birakilmasi.(ii) iki
farkli besiyerinde zenginlestirme asamasi, ilk olarak hazirlanan 6rneklerden 0,1ml
alinarak Modifiye Rappaport- Vassilidis yar1 kati besiyerinde (MRSV) icerisine
transfer edilip 24 h £ 3 hat 41.5°C £ 1°C ve ikinci Mueller Kauffmann Tetrathionate-
novobiocin broth (MKTTnB) 24 h £ 3 h at 37°C + 1°C de Petriler inkiibasyona
birakilmasi. (iii) 24 saatlik inkiibasyonun ardindan petrilerden alinan bir 6ze dolusu
sus selektif besiyerine ekim agamasinda, XLD ve XLT4 agara pasajlanarak 37°C’de
24 43 saat inkiibasyona birakilmasi , (iv) agar Uzerinde dreyen Kkolonilerin
biyokimyasal ve serolojik konfirmasyonu yapilmasidir. Bu prosediiriin tamami 4-6 is

gliniinde tamamlanmaktadir (WHO, 2010; 1SO, 2012).

1.4.1. On zenginlestirme (Tamponlanms Peptonlu Su): Asemptomatik hayvan
digkilarinda Salmonella sayis1 genelde diisiik diizeyde bulunmaktadir. Yanlis negatif
sonu¢ riskini azaltmak icin genellikle tamponlanmis peptonlu su (TPS) 6n
zenginlestirme buyyonu kullanimina gerek duyulmaktadir (WHO, 2010; OIE, 2010).
On zenginlestirme, hasar almis hiicrelerin onarilmasi ve cogalmasma olanak

saglamaktadir.

1.4.2. Selektif Zenginlestirme: Seclektif zenginlestirme, Modifiye Rappaport-
Vassilidis yar1 kat1 besiyerinde (MRSV) yapilabilmektedir. Besiyerleri segici olarak
Salmonella spp.’lerin iiremesini tetiklerken; diger bakterilerin iiremesini baskilayan
katki maddeleri icermektedir (WHO, 2010; OIE, 2010). Zenginlestirme basamagi
rekabet¢i diger bakterilerin baskilanmasi ve Salmonella spp. izolasyonunun

kolaylastirilmasi agisindan 6nemlidir.



1.4.3. Selektif besiyerlerinde ekim: Ksiloz Lizin Desoksikolat (XLD) ve Ksiloz Lizin
Tergitol-4 (XLT4) agarlar; kati, selektif besiyerleridir ve degisen diizeylerde
diferansiyal Uremeye izin vermektedirler. XLD ve XLT4 agar Salmonella
izolasyonunda en ¢ok kullanilan besi yerleridir. Bu besiyerleri bir yandan Salmonella
disindaki bakterilerin iiremesini inhibe ederken, bir yandan da genellikle laktoz
fermentasyonunun olmamasi ve hidrojen sulfid (H2S) dretimi gibi temel diferansiyal
biyokimyasal Ozellikler yonunden bilgi vermektedir. Selektif bir besiyeri olarak
seciciligi yeterli olmadigindan ¢ogu besiyerlerinin daha fazla diferansiyel olmaya
ihtiyac1 bulunmaktadir. Cogu Salmonella serotipleri; laktoz, sikroz, salisin, sellobioz
ve gliserol gibi maddelerden asit olusturmadiklarindan, selektif besiyerleri siklikla pH
indikatorlit bu substratlart igermektedirler (Wray ve Wray, 2000). Selektif
besiyerindeki bakteriyel izolasyon gorsel olarak Salmonella kolonilerinin varligini
gostermektedir. Tipik Salmonella kolonisi siyah bir merkezin (besiyeri demir tuzlar
icermektedir) etrafin1  hafif transparan kirmizi-pembe bir zonun ¢evreledigi
kolonilerdir (WHO, 2010). Nadiren laktoz ya da siikroz fermentasyonu yapan
Salmonella suslar1 sar1 zon igerisinde siyah koloniler olusturmaktadirlar (Wray ve
Wray, 2000). XLD agarda iireyen diger bakteriler de genellikle sar1 renkli koloniler
olugturmakta ve agari da sar1 renge doniistiirmektedirler. Edwardsiella gibi bakteriler
Salmonella’ya benzer koloniler olusturabilmektedirler (WHO, 2010). Selektif
besiyerlerindeki koloni morfolojisinin tani1 i¢in kesin sonu¢ vermedigini; sadece
gerekli testlerle koloni identifikasyonu i¢in kolaylik sagladigini da bilmek
gerekmektedir (Mikoleit, 2010).

1.4.4. Biyokimyasal Konfirmasyon: Salmonellalarin biyokimyasal konfirmasyonlari

hem konvansiyonel testlerle hem de gelistirilmis ticari kitlerle yapilabilmektedir.

Microgen GN-ID, Enterobacteriaceae ve diger gram negatif bakterileri
identifiye etmek igin (oksidaz negatif ve pozitif) 12 (GN A) veya 24 (GN A+B) lu
kuyucuk igerisine standardize edilmis ve minyatiir hale getirilmis 12 adet
biyokimyasal testden olugmaktadir. Bu kit ile klasik identifikasyon metotlarina gore

daha hizli sekilde Salmonella spp. identifikasyonu yapilabilmektedir.



Her kuyucuk; Enterobacteriaceae ailesinin identifikasyonunda kullanilan,
yayinlanmis veritabanlarinin genis bilgisayar analizlerine dayanarak se¢ilmis 12 adet
standartize edilmis biyokimyasal maddeden birini igermektedir. Her bir kuyucuga
organizmanin FTS ile siispansiyonu inokiile edilir ve 37°C’de 24 saat inkubasyona
birakilir. Eger bu kimyasal igerikler organizma tarafindan metabolize olursa
inkubasyon sirasinda veya sonrasinda ek spesifik ajanlar eklenerek renk degisiklikleri
gozlemlenmektedir. Test edilen organizmayi identifiye etmek i¢in metabolize olan
testler degerlendirilip, Microgen identifikasyon sistem yazilimi (MID-60)
kullanilmaktadir (Awong-Taylor ve ark, 2008; Microgen GN 1D, 2007).

1.5. Serotipler

Yaklasik seksen yil gibi uzun bir siire 6nce White, Kauffmann ve Le Minor
tarafindan kurulan tiplendirme sisteminde giiniimiizde yaklasik olarak 2,500
Salmonella serovari mevcuttur, bunlar somatik ve flagella antijenlerine gore
karakterize olurlar (Wray ve Wray, 2000; Popoff ve ark., 2001; Tindall ve ark., 2005;
Foley ve Lynne, 2008; OIE 2010).

Salmonellalar yiiksek DNA benzerligi gosteren analizlerin sonucu olarak
(Popoff ve ark., 2004); S. bongori ve S. enterica olmak tzere iki tire ayrilmaktadirar.
S. enterica subspecies enterica’ya ait serotipler sicak kanli omurgalilara adapte
olmustur (kuslar ve memeliler), 6te yandan Salmonella bongori alt tirleri temel olarak
soguk kanli omurgalilara adaptedir (Uzzau ve ark., 2000; Porwollik ve ark., 2004;
Singh, 2013). 2007 itibariyle, 2,557 S. Enterica serovar1 ve 22 S. bongori serovari
taninmustir (Mikoleit, 2010; WHO, 2010; OIE 2010). ve yeni tanimlanan serotipler bu
sekilde siiflandirilmaktadir (WHO, 2010). S.enterica subsp. enterica ad1 6n ad olarak
tiim serovarlarda kullanilmaktadir. Ornegin; S. enterica subsp. enterica serovar.
Enteritidis, Salmonella serovar. Enteritidis ya da Salmonella Enteritidis olarak
adlandirilabilirler. Enterica alt tiirleri ile iliskilendirilen ¢ogu serovarlara bir isim

verilmistir (6rn. Typhimurium), diger alt tiirler ise yalmzca antijenik formiilleriyle



bilinirler (6rn. 1lb 61:-:1, 5, [7]) (Edwards ve ark., 2002; Jacobsen ve ark., 2011;
Grimont ve Weill, 2007).¢izelge 1.1’de gosterilmistir

Cizelge 1.1: Salmonella trleri ve alttlrlerine ait serovarlarin sayisi (1. (Popoff ve ark.,
2000), 2. (Popoff ve ark., 2003), 3. (Guibourdenche ve ark., 2010)

Turler
S. enterica Allt tarler Serovar Sayilari
subsp. enterica 1547
subsp. salamae 513
subsp. arizonae 100
subsp. diarizonae 341
subsp. houtenae 73
subsp. /ndica 13
S. bongori 23
Toplam 2610

1.5.1. Salmonellalarin Antijenik Yapilari

Salmonella serotipleri, lipopolisakkarit (O), flagellar protein (H), ve bazen
kapsuler (Vi) antijenlerine dayanan (¢ yizey antijeniyle belirlenmekte (Grimont ve
Weill, 2007; WHO, 2010) ve serovar, Kauffman—White semasinda antijenik formiil
referansi ile simgelenmektedir (Pui ve ark., 2011).Turlerde kendi i¢inde serovarlara
ayrilmistir. Bu taslagin 1934 yilinda tamitilmasindan beri, 46 O-antijeni ve 114 H-
antijeni tanimlanmistir. Bu antijenlerin biyokimyasal 6zelliklerle kombinasyonu 2555
Salmonella serovarinin ya da serotipinin tanimlanmasini saglamistir (Shipp ve Rowe
1980; Popoff ve ark., 2004). Bir serovar i¢erisinde, virulansta farklilik gosteren gruplar
olabilir (Popoff ve ark., 2001; Tindall ve ark., 2005; OIE, 2010).



Somatik “’O’’ antijenleri: Bltin Salmonella serotiplerinde bulunan bu
antijenik yapi, polisakkarit 6zelliginde olup, hiicre duvarinda protein ve lipidlere bagl
olarak bulunur. Isiya direnglidir. Formolle aktivitesi azalir veya kaybolur (izgiir,
2006). O antijenleri, ¢esitli O faktorlerinin kimyasal yapist (bakteriyel dis
membrandaki lipopolisakkaritin spesifik kismi) belirlenmistir ve bazi O faktorlerinin
toplanmasi i¢in temel olan enzimlerin liretimine dahil olan genlerin yerleri belirlenmis,
klonlanmig veya dizilmistir (Macnab, 1987; Grimontve ark., 2000). Spesifik
antiseruma karsi reaktivitesi Salmonella serotiplendirmenin temelini olusturur. Birgok
O antijenleri tek bir hiicrenin yuzeyinde bir arada agiga ¢ikabilirler (Grimont ve Weill,
2007).

Cesitli O antijenleri i¢in spesifik olan antikorlarin kullanildigi agltinasyon
Salmonella’y: alt1 alt gruba ayirmaktadir: A, B, C1, C2, D ve E. Ornegin, S. Paratyphi
A, B, C ve S.Typhi, O antijeni sirastyla A, B, C1 ve D sero gruplarini agiga ¢ikarir
(Abatcha ve ark., 2014).

Flagellar <°H’’> antijenleri: Hareketli Salmonella’larda bulununan protein
yapisinda, 1stya duyarl (60°C’de inaktive olan), formole direncli antijenik yapilardir
(Izgiir, 2006). H antijenleri flagella ile tasimir. Bunlar, flagellin denilen protein alt
iinitelerinden olusur. H antijenleri tipik olarak Salmonella’da difaziktir. Iki genetik
sistemin avantaj1 (genler kromozoma uzaktir), farkli flagellinlerin agiga ¢ikarilmasinin
organizmanin konagmn defanslarina karsi hayatta kalmasina yardimeci olmasidir
(Grimontve ark., 2000). "H" antijeninin yapisinda da bir¢ok faktdr bulunmaktadir. Bu
faktorler 2 alt grup altinda incelenir. Faz-1 adi verilen antijenik faktorler, spesifik
Ozellikte olup sadece bir Salmonella tiiriinde veya birbirine yakin birkag Salmonella
serovarinda bulunmaktadir. Bu antijenik faktorler, a, b, c,........ z' ye kadar kiiciik
harflerle ve alfabe harfleri yeterli olmadigindan z1, 72, Zs,....olarak adlandirilmiglardir.
Faz-2 adi verilen ve nonspesifik 0zellikte olan "H" antijenik faktorleri ise; bircok
Salmonella tiirlinde bulunmaktadir. Bu antijenik faktorler de 1, 2, 3, 4,... olarak

isimlendirilmislerdir (Izgiir, 2006).
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Flagellar veya H antijenleri, gii¢lii bir sekilde immiinojeniktir ve antikor
olusumunu hizlica ve infeksiyon veya bagisikligi takip eden yiiksek titrelerde indike
eder. Birgok grup tek zamanda iki farkli flagellar kompozisyonu agiga ¢ikartabilir, bu
da iki “H” fazmma yol acar, diger antijenler de gorilebilir (FAO, 2010b).
Salmonella'larin "H" antijen grubundan sadece bir ¢esit Faz antijen faktorlerini
icerenler monofazik; hem Faz-1 ve hem de Faz-2 antijenlerini birlikte tasiyanlar ise
difazik bakteriler olarak adlandirilmaktadir (izgiir, 2006).

Yulzeysel antijenler: Vi antijeni lineer bir homopolimerdir, 2- acetamido-2-
deoxy-D-galacturonic asit, a (1-4) baglariyla baghdir (Grimont ve ark., 2000). Bu grup
antijenler, bakterinin hiicre duvarmin disinda bulunan antijenik yapilardir. Bu kapstler
polisakkarit S. Typhi, S. Paratyphi C ve S. Dublin serovarlarinda bulunur (Grimont ve
ark., 2000; izgiir, 2006; SSI, 2013). Ug lokus (viaA, viaB ve ompB) Vi retiminin
genetik kontroliinde yer alir. Lokus via ve ompB Vi iireten tiirlerle sinirli degildir ve
Vi sentezinin regiilasyonunda da rol alirlar. Lokus viaB yalnizca Vi antijeni iiretebilen
gruplarda bulunur (Grimont ve ark., 2000). Bu antijeni tasiyan suslar, anti-O serumlari
ile aglutine olamazlar. Ciinki, ‘O’ somatik antijenini maskelerler. Bu nedenle bu tir
bakterilerin 60°C’de 1sitilmasiyla‘Vi’ antijeni ayrilir, dolayisiyla etkisi kaldirilir:
Ancak Vi’ antijeninin kendisi bu 1s1da tahrip olmaz (Izgiir, 2006).

Salmonella etkeni antijenik formiiliine gére tanimlanirken; 6ncelikle somatik
antijene ait faktorler, varsa yiizeysel antijeni, hareketli ve difazik ise Faz-1 ve Faz-2
antijenik faktorleri sira ile yazilir. Ornek: S. Typi 9,12(Vi):d:-, S.Typhimurium
1,4,[5],12:i:1,2 (izgiir, 2006;Grimont ve Weill, 2007).
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1.6. Serotiplendirme

Serotiplendirme, bakterilerin epidemiyolojik karakterizasyonu i¢in kullanilan
kesin bir tan1 yontemidir. Salmonella suslarinin rutin tanisi i¢in ilk basamak hiicre
yuzey antijenlerini, mono-, poli-, omnivalan serumlar1 i¢eren antiserum setlerini
kullanmaktir. Bakteriyel kiiltiirler serotiplendirmede ve antimikrobiyal duyarlilik
Olgimunde gerekli ve o6nemlidir. Salmonella infeksiyonlarinin artmasiyla,
serotiplendirme yontemi diizenli tan1 ve infeksiyon kaynagini arastirmak i¢in daha da

onemli bir hale gelmistir (Imen ve ark., 2011).

Salmonella serotiplendirme sistemi muhtemelen simdiye kadar gelistirilmis en
iyi fenotipik bakteriyel tiplendirme sistemidir (WHO, 2010). Bu ydntem
Salmonella’nin simdiki tiplendirmesinin temellerini olusturan 80 yillik bir sistemdir.
Serolojik tiplendirme her bir izolatin ayr1 ayr1 Kauffmann-White semasina dayali
olarak test edilmesiyle yapilir. Bu Kauffmann-White metodu diinya g¢apinda
kullanilmaktadir ve Salmonella serotiplendirmesinde altin standart olarak
gosterilmektedir (Wattiauve ark., 2011)

Salmonella serotiplendirmesi bu suslarin yiizey antijenlerinin (LPS, O
antigen), flagellar antijenlerinin (protein, H-antigen) ve H antijeninin faz-degisiminin
ayrimiyla baslar. Serotiplendirme prensibinde Salmonella’nin O ve H yizey
antijenlerine spesifik agliitinasyon profilleri degerlendirilir. Tipik olarak bir susun
serotip ismi Salmonella’nin asil ismi olarak degerlendirilmektedir (Schnaitman, ve
Klena, 1993; Tenover ve ark., 1997; Wattiauve ark., 2011).

Sema ile 1934 yilinda tanisilmasiyla birlikte, 64 O antijeni ve 114 H antijeni
identifiye edilmistir (Grimont ve Weill, 2007; McQuiston ve ark., 2008). 1998°de,
2501 serotip WKL semasinda sunulmustur (1443 ‘i S. enterica ve 20’si S. bongori).
S. enterica’da subspecies enterica’ya ait olan serotiplerin 1478 serotip’e ulagsmastyla,

498 subspecies salamae, 327 subspecies diarizonae, 94 subspecies arizonae, 71
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subspecies houtenae ve 12 subspecies indica serotipleri isimlendirilmistir (Popoff ve
ark.,1998; Bell ve Kyriakides, 2002).

Serolojik tani i¢in Salmonella suslarinin Poly ‘O’ serumu ve ‘H’ antiserumu
ile pozitiflik vermesinden yararlanilir. Biyokimyasal olarak ayni karakterizasyonu
gosteren suslarin, poly ‘O’ antiserumu ve poly ‘H’
pozitiflik vermesi beklenmektedir (Hendriksen ve Larsen, 2004; WHO, 2010).Poly ‘O’

antiserumu, herhangi bir Salmonella spp. ile agliitiinasyon verirken; poly ‘H’ antiserumu

antiserumu ile ayni profilde

sadece hareketli serotiplere 6zgu, spesifik aglitiinasyon karakteri gostermektedir. (Buxton
ve Fraser, 1977).

Genel olarak, Salmonella suslar1 H antijenlerinde iki faz igerirler; ama bunun
yaninda fazsiz, tek fazli ya da {li¢ fazli varyant suslarin da oldugu bilinmektedir
(Hendriksen ve Larsen, 2004). Ayrica bir Salmonella tiirii ayn1 zamanda yapilan bir
testte sadece tek bir fazmin pozitifligini gosterir. Ornegin: S. Typhimurium
(1,4,[5],12:1:1,2) yapilan ilk faz testinde, ya fazlarindan ilki olan yapilan ‘i’ fazinin ya
da ikinci fazi olan ‘1,2 fazinin pozitifligini gosterir (SSI, 2013).

Ayrica bir Salmonella tiirii tek bir fazim ifade edebilir. Ornegin
S.Typhimurium (1,4,[5],12:i:1,2) faz 1 antijeni olarak i veya faz 2 antijeni olarak 1,2
ifade edilir. Salmonella kiiltiiriinde faz 1 olarak adlandirilan baskin faz yar1 kat1 agar
uzerinden belirlenebilir. Faz 2 antijenler ise; faz 2 antijenin ifadesine izin veren ve faz
1 antijeni baskilayan antiserum yar1 kati agara (swarm agar) ilavesiyle tespit edilir

(SSI, 2013)
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1.7. Epidemiyoloji

Salmonellozis dinyada her yerde bulunabilir ve intensif hayvan
yetistiriciliginin uygulandigi yerlerde en yaygindir (OIE, 2010). Hayvanlardan
insanlara kadar ¢ok genis bir konak cesitliligine sahip olan Salmonella serotipleri
diinyada en yaygin gida kaynakli hastalik etkenleridir. insanlarda Salmonella kaynakli
akut gastroenteritis insidansinin diinya ¢apinda yilda 1, 3 milyar vaka ve 3 milyon
olum tahmin edilmektedir, sadece Amerika’da, her yil 1, 3 milyon oldugu
diistinlilmektedir ve bunlarin arasindan 600 6liim vakasina rastlanilmistir (Coburn ve
ark., 2007; Van ve ark., 2007; Bobo ve Dubberke, 2010; Chimalizeni ve ark., 2010;
CDC, 2011; Cummings ve ark., 2011). Genellikle Salmonella ve Campylobacter
nedenli gida zehirlenmelerine ise tiim diinyada yiiksek oranda rastlanmaktadir
(Gibson, 1965). Bu fakdltatif intraseltler patojen oncelikli olarak intestinal bir bakteri
olsa da, yaygin olarak diski kontaminasyonu olmus ortamda bulunmaktadir (Davison,

2005).

Salmonella ¢evrede yaygindir ve genellikle giftlik atik sularinda, lagimlarda ve
digkr ile kontamine olmus ¢evrelerde bulunmaktadirlar (OIE, 2010) Salmonella tiim
evcil hayvan tiirlerini siklikla da gen¢ hayvanlari, hamile ve emziren hayvanlar
etkilemektedir (WHO, (GFN), 2010; OIE, 2010). Evcillestirilmis hayvanlar arasinda
sigir ve koyunlar, Salmonella’nin en énemli rezervuarlarini olugturmakta ve birgok
serotipin sebep oldugu hastaliklara duyarlidirlar (Rodriguezve ark., 2006; Brichta-
Harhay ve ark., 2008). Salmonellalar tiim omurgalilar1 enfekte etmekte ancak
enfeksiyonun ciddiyeti; bir serovardan digerine, konak 6zelligine gore degiskenlik
gostermektedir (Singh, 2013). Bu sebeple Salmonellalar “evrensel patojen” olarak
kabul edilmektedir (Fedorka ve ark., 2000). Ciftlik yonetimi ve entansif yetistiricilik
ciftlik hayvanlarinda Salmonella enfeksiyonunun yayilmasinda ve klinik hastalig
artirmasinda yakindan iligkilidir (Kidanemariam ve ark., 2010).

Salmonella’ lar, evcil ve vahsi hayvanlar, kanatlilar ve siirlingenler (zoonotik)
olmak {iizere hemen hemen tiim canlilarda karsimiza c¢ikmaktadir. Ayrica,

Salmonella’lar saglikli koyun, sigir kesimhaneleri ve sitcu ineklerin ciftliklerinde de
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bulunmaktadir (Fegan ve ark., 2004; McEvoy ve ark., 2003). Bu mikroorganizma sicak
ya da sogukkanli hayvanlarin sindirim sisteminde; safra kesesi ve bagirsaklarda
asemptomatik olarak yer almakta ve c¢evreye digkilama vasitasi ile yayilmaktadir.
Hayvanlar bu etkeni latent olarak mezenterik lenf nodullerinde ve tonsillerinde
tagimaktadirlar (Dvorak ve ark., 2008). Bazi hayvanlar klinik semptom géstermeksizin
enfekte (subklinik) olabilirler ve diskilarinda az miktarda tasidiklar1 Salmonella ile
yem ve sular1 kontamine ederek diger hayvanlarda da enfeksiyona olustururlar
(Gibson, 1965; WHO, 2010); ancak en yaygin olarak klinik olarak etkilenen ve duyarli
olan grup ¢ok gen¢ hayvanlar, gebe veya emziren hayvanlardir (O1E, 2010; Wray ve
Davies, 2000) ve enfeksiyon genellikle stresli bir olaydan sonra meydana gelmektedir.
Ruminantlar, 6zellikle de koyun ve sigirlar Salmonella etkeni i¢in 6nemli rezervuar
olmalar1 nedeniyle, gida zehirlenmelerinde karsilasilan en 6nemli gecis kaynagidirlar
(Brichta-Harhay ve ark., 2007; Brichta-Harhay ve ark., 2008). Salmonella rezervuari

yalnizca hayvanlar arasinda, dogrudan veya bocek vektorleri gibi nedenlerle dolayli

olarak gegisle siirmez, uzun siireli ¢evresel kontaminasyon da etkilidir (Wales ve ark.,
2010).

Hayvanlarda Salmonella enfeksiyonun en 6nemli kaynagi ve kalict olmasinin
nedeni, hayvanlarin digkilar1 ile kontamine olan yemleri ve sulari tiiketmeleridir.
Amerika’da besi sigir1 yetistiriciligi yapilan ¢iftliklerde Salmonella prevalansinin %3-
5 oraninda oldugu bildirilmistir (Thorns, 2000). Sigirlarda oldugu gibi, koyunlarda da
Salmonella prevalansinin da diisiik oldugu tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada,
Amerika’da koyun karkaslar1 arastirildiginda %1, 5 oraninda Salmonella pozitifligi
saptanmistir (Beach ve ark., 2002). Buna ragmen Salmonella infeksiyonu buyuk
ekonomik kayiplara ve liretim problemlerine de neden olmaktadir. (Analytica, O.
2012). Salmonella serotipleri; konak sinirli, konak spesifik, ve genel serovarlar olarak
ayrilabilir; bu da epidemiyoloji i¢in dnemlidir. Konak bagimli serovarlar baskin olarak
konak tiirleri ile iligkilendirilir, ancak diger tilirlerde de hastalifa neden olabilirler
(Uzzau ve ark., 2000; Hoelzer ve ark., 2011). Bu serotiplerin bazilari koyun ve sigirlar
ile iliskilidir. Ornegin; Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin (S. Dublin)
ve S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) sigirlarda

gozlenirken bazen de insan ve domuzlarda infeksiyona neden olmaktadir (Siqueira ve
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ark., 2003; Pullinger ve ark., 2008; Zadernowska ve ark., 2012). Aym sekilde klinik
belirtiler gosteren Salmonella enfeksiyonu; S. Diarizonae ve S. Typhimurium
tarafindan meydana gelmektedir. Baz1 arizonae ve diarizonae alt tiirlerin serovarlari,
hindilerde ve koyunlarda hastaliklarla iliskilendirilirken, digerleri 6zgiirce dolagarak
veya siiriingenler ve amfibiklerle iliskilendirilmistir (OIE, 2010). S. Typhimurium tim
evcil hayvanlardan izole edilmis en yaygin serovar olma 6zelligini tasir. Buna karsin,
konak spesifik serotipler, 6rnegin sadece belirli konaklar1 etkileyen serotipler vardir;
ornegin  kiimes hayvanlarinda S. Gallinarum veya koyunlarda S. Abortusovis.
(Snoeyenbos, 1994; Uzzau ve ark., 2000). Serovar-konak adaptasyonu ve serovar-
konak spesifitesi, klinik agidan Salmonella serovarlari arasindaki farkliliklar1 da
tamimlamaktadir. (Evangelopoulou ve ark., 2013; Wallis, 2006). Bu nedenle bir
serovarin digerinden farkli konak tercih etme mekanizmalari mutlaka ortaya
konulmalidir ( Singh, 2013). Sigir ve koyunlardan siklikla izole ve identifiye edilen

serotipler gizelge 1.2’de gosterilmistir.

Cizelge 1.2: Sigir ve koyunlarda 1999-2013 yillar1 arasinda en sik goriilen Salmonella
serotipleri: (Wray C ve Wray A, 2000; Uzzau ve ark., 2000; McEvoy ve ark., 2003;
DEFRA, 2005; izgiir, 2006; APHIS, 2006; Van ve ark 2007; Pullinger ve ark., 2008; OIE,
2010; Zadernowska ve ark 2012; Gragg ve ark., 2013; Rodriguez-Rivera ve ark 2014)

Sigir serotipleri Koyun serotipleri

S.Typhimurium
S.Dublin
S.Anatum
S.Newport
S.Montevideo
S.Agama
S.Derby
S.Kentucky
S.Livingstone
S.Indiana
S.Reading
S.Meleagridis

S.Diarizonae
S.Typhimurium
S.Dublin

S. Abortusovis
S.Anatum
S.Brandenburg
S.Hindmarsh
S.Oranienburg
S.Montevideo
S.Agama
S.Livingstone
S.Indiana
S.Havana

S. Derby
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Salmonella enfeksiyonlar: sigirlarda 6nemli mortalite nedenidir ve sub-klinik olarak
enfekte sigir siklikla bulunmaktadir. Bu yilizden sigirlar insan enfeksiyonlarinda
onemli bir rezervuardir. Salmonella’nin siit triinleri ¢iftligine girisi; satin alinmis
sigirlar (yeni hayvan girisi), kontamine yem ya da sular, kemirgen, kus gibi vahsi
hayvanlar, bocekler ve insan trafigi gibi bir¢ok yoldan olabilmektedir (Sanchez ve ark.,
2002; Nielsen ve ark., 2007). Bu yuzden, Salmonella’nin bir ¢iftlikte bulunmasi
beklenmedik bir bulgu degildir.

Sigirlart etkileyebilecek bircok Salmonella tiirii vardir. Salmonella tirleri
bircok klinik belirtiye yol agabilmektedir. Bunlar arasinda ishal ve muhtemel dizanteri;
ozellikle gen¢ hayvanlarda goriilmektedir. Ayrica eklem enfeksiyonlari, kronik
zatiirre, anoreksiya ve septisemiden kaynakli ani 6liimler, endotoksemi ve abort gibi
bulgular da gorulmektedir. Salmonella enfeksiyonu ile iliskilendirilen abortlarda,
enfeksiyon ihtimali olsa da sigirlarda bu ihtimal diistiktiir (Cummings ve ark., 2009g;
Hoelzer ve ark., 2011b). Gruplar, enfeksiyon dozu ve konagin bagisiklig1 gibi etkenler
hastaligin ortaya ¢ikisini degistirebilir. Cogu siit iiriinlerinde, Salmonellosis firsatc1 bir
enfeksiyondur. Hayvancilikta klinik belirtiler tipik olarak maruz kalmadan 6-24 saat
sonra agiga cikar ve ishal, 1 ila 7 giin arasinda siiren ates, dehidrasyon, istahsizlik,
azalan siit iiretimi, kotii kokulu digki ve digkida mukus veya kan gibi belirtiler gosterir

(Divers ve Peek, 2008).

Enfekte sigir organizma yayabilir ve klinik iyilesmeden sonra bu sirebilir.
Asemptomatik yayicilar asla belirti gdstermezler. Bir inek enfekte hale geldikten
sonra, enfeksiyonun siiresi ve digki sacilim biiytlikliigi halk saglig1 riski agisindan
onemli belirleyicidir (Wray ve Davies, 2000; You ve ark., 2006; Cummings ve ark.,
2009a). Diskiyla sagilim, siiriideki diger hayvanlar i¢in potansiyel bir enfeksiyon
kaynagidir. Buzagilar arasinda hastaligin yayilimi, siklikla hizli olmaktadir. Hayvan
hareketleri 6zellikle de buzagi ticareti, agik alanlarda yem depolanmasi, yuzlek sulara
hayvanlarin ulasabilmesi, atiklarin giibreden ziyade bulamag seklinde atilmasi, giibre
alimi, mevsim dis1 buzagilama donemi ve kolostrum havuzu olusturulmasi gibi
sebepler de yeni Salmonella enfeksiyonlari igin risk faktorii olusturmaktadir. Sonug

olarak, bir ciftlikteki Salmonella sa¢ilimi enfeksiyonun kazara bagka bir ¢iftlige
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bulasmasina sebep olabilir ve bu da enfeksiyon siklusunun devam etmesine sebep
olmaktadir (Cummings ve ark., 2009a; Cummings ve ark., 2010). S. Dublin gibi konak
spesifik serotipler, hayvanlar arasinda degisik zaman periyotlarinda (intermitant)
sacilmaktadirlar. Boyle serotiplerle enfekte hayvanlar, genis konak spektrumuna sahip
serotiplerle enfekte hayvanlardan daha fazla asemptomatik tasiyici olma ozelligine
sahiptirler. Dahasi, Salmonella serovarinin uzatilmis bir siireyle hayatta kalmasi
miimkiindiir; bir caligmada, S. Newport’un giibrede, kis boyunca en az 6 ay hayatta
kaldigin1 gostermistir (Clegg ve ark., 1983), bir baska ¢alismada ise S. Newport 300
glin boyunca 4°C’de hayatta kalmistir. Bu da daha soguk mevsimlerde guibre yayilmasi
gostergesidir (Toth ve ark., 2012). Rendering Salmonella serovarlarini 6ldiirtir; ancak
post-isleme kontaminasyonu, rendering yem driinlerinin kontaminasyonunun
%350’sini olusturur. Salmonellosis klinik salginlart ve diski sagilimi arasindaki iliski

tam olarak anlasilamamistir (McGuirk ve Peek, 2003).

Salmonellozis salgini bir giftlik i¢in ciddi ekonomik sonuglar dogurabilir ve
ciftlik sahibinin yami sira halk sagligina da etkileri olabilir. Boylece sigir
operasyonlarindaki ekonomik kayiplarin baglica nedeni artmis mortalite, performans
kayiplar, siirliniin i¢inde kilo kaybi, tedavi ve enfeksiyon kontrolii ile ilgili dogrudan
ve dolayli maliyetler vardir (Huston, ve ark., 2002; Rushton, 2009). Salmonella
enfeksiyonuna atfedilebilen 6liim oranlar1 6zellikle gen¢ hayvanlarda yiiksektir ve
genellikle biiyilik ¢apli tedavi gerektirmektedir. Danalar, ineklerden daha sik enfekte
olmaktadir. Enfeksiyon rotasi digski-agiz yoludur ve ¢evrede sagliksiz kosullarda, yani
buzagilama tezgahlarinda buzagilarin genellikle maruz kaldigi kosullarda
olugsmaktadir. Salmonella enfeksiyonunun danalarda 6nemli agirlik kayiplarina
(kurtarma sonrasi kilo kazanmak miimkiin gibi goriiniiyor olsa da) sebep oldugu pek
cok calismada bildirilmistir. Ayrica Salmonella enfeksiyonu genellikle artmis yem
maliyetlerine neden olmaktadir. Bunun nedeni de azalmis yem konversiyonudur

(Rushton, 2009).
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S. Typhimurium ve S. Dublin sigirlardan izole edilen en yaygin serovarlar
olarak bilinir ancak bu durum ulkeler arasinda degisiklik gostermektedir (Wray ve
Davies, 2000). Sigirlarda S. Newport; koyun ve kecilerde S. Dublin, S. Anatum, ve S.

Montevideo farkli serovarlar olarak sayilabilir (Davison, 2005).

S. Typhimurium yaygin olarak iki ayliktan kii¢iik danalarda gorullrken, S.
Dublin daha yash danalarda ve yetiskin sigirlarda enterit salginlariyla iliskilidir
(Davison, 2005). Danalarda ve kuzularda, S. Dublin genellikle endemik seyirlidir. S.
Typhimurium ise enfekte ciftliklerde sporadik seyirlidir. Hayvanlarda ortaya ¢ikan
hastalig1 hizlandiran durumlar arasinda gida eksikligi ve susuzluk, minimal beslenme
dizeyleri, uzun nakliye sreleri, yavrulama ve antibiyotik profilaksisi ve besi

yerlerinde karisiklik ve kalabalik stresi bulunmaktadir (Davison, 2005).

Koyunlarda Salmonella enfeksiyonu diinyada birgok iilkede rapor edilmistir.
Bir Salmonella alt tiirii olarak diisiiniilen Salmonella Abortusovis ilk olarak
Almanya’da 1921 yilinda bir abort vakasindan, ardindan da Ingiltere’de izole
edilmistir (Bosworth ve Glover, 1925). Ingiliz izolatinin 6zellikleri, Lovell’in
Almanya’da 1931’deki izolatlariyla paraleldir. Bu tarihten itibaren diger bir¢ok
Salmonella serovari koyunlarda diinyanin pek ¢ok yerinde olimler ve abortlarla
iliskilendirilmistir. Yillik olarak etkilenen siirli miktar1 diisiik olsa da, bu siiriiler
icerisindeki kayiplar biiyiik rakamlarda olabilmektedir. Ciinkii tek bir salginda birgok
hayvan etkilenmektedir. Koyun Salmonellozisinin ¢iftlik hayvanlarindaki diger
tirlerdeki Salmonellozis’ten ¢ok daha az ekonomik 6nemi vardir (Wray ve Linklater,
2000).

S. Typhimurium koyunlardaki en yaygin Salmonella serovari olarak
goziikmektedir. Predominant faj bildirimi yapilmis tilkeler arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Ornegin Avustralya’da DT135 ve DT9 baskinken, Ingiltere’de DT104
en yaygin tip olarak bildirilmistir. S. Abortusovis bir¢ok iilkede tanimlanmistir ve bazi
vakalarda ¢ok ciddi bir sorun olusturmaktadir. S. enterica IV alt grubuna ait olan S.
Arizonae (O 61:k: 1, 5,7), ilk olarak ABD’de koyunlardan izole edilmistir ve ardindan
Ingiltere, Kanada, Norveg ve Almanya gibi bircok iilkeden bildirimi yapilmistir (Wray
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ve Linklater, 2000; Cotruvo ve ark., 2004). Birlesik Krallik’ta koyunlarda serotip I11b:
61:k:1,5,[7] en yaygm serotip ve koyunlarda raporlanmis Salmonella
enfeksiyonlariin genel olarak %60’indan fazlasini olusturmaktadir (Ahvla, 2012).

S. Abortusovis konak-spesifik oldugu igin, enfekte bir koyundan bir siiriiye
degismeden bulasabilir (Ivanov ve ark., 1966). Etkenler genellikle agizda yer alir ve
tim olasiliklar dahilinde, abortlar gercekte belirgin olmadan uzun siire 6nce meydana
gelir. Angelachov (1964) zayif beslenme gibi ¢evresel faktorlerin S. Abortusovis’in
neden oldugu abortlarla iligkili oldugunu bildirmistir.Cooper (1967) agligin, latent
enfeksiyonu aktive edebilecegini ve Baker ve ark. (1971) ise S. Dublin’in neden
oldugu kayiplarin disi koyunlara hareket ettirilmeden once ekstra yem verilerek

azaltilabilecegini belirtmislerdir.

Diger Salmonella serovarlarinda enfeksiyonun ¢ok kaynagi vardir; 6rnegin,
gida, su, diger hayvanlar, yabani kuslar, insanlar. Ancak deneysel oral infeksiyon
olusturmadaki bir takim zorluklar sebebiyle infeksiyon konjuktival ya da burun
yoluyla da olusturulabilmektedir (Wray ve Linklater, 2000). Dogal enfeksiyon biiyiik
olasilikla agiz yoluyla olmaktadir ve ardindan gelen olaylar muhtemelen sigirlar i¢in

tarif edildigi sekilde gelismektedir.

S. Abortusovis ile gevresel enfeksiyonlar, bir¢ok farkli rotada meydana
gelebilir ve ¢ogu durumda hastalik gelismez. Pardon ve ark. (1980)’un intragastrik
enfeksiyonlarin giivenilmezligi ile ilgili raporuna gore, subkutan rota daha siirekli
sonuglar verir. 2.5 x107 ve 10 koloni-olusturan birim (cfu) arasinda degisen dozlarla,
64. ve 84. gebelik giinlerinde enfekte edilmis 11 disi koyundan 7’sinde abort meydana

gelmistir.

Salmonella enfeksiyonlari, koyun ¢iftliklerinde ekonomik ve potansiyel kamu
saglhigr riski meydana getirmektedir. Ancak serotipler arasinda dikkate deger
farkliliklar vardir. Serotip Abortusovis ile ilgili enfeksiyonlar buyuk capta ekonomik

kayip nedenidir (Hoelzer ve ark., 2011).
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1.8. Patogenezis

Salmonella, diinya c¢apinda gidadan kaynakli hastaliklarin en Onemli
nedenlerinden biridir. Ayrica hayvancilikta 6nemli bir patojendir ve hayvanlardan
insanlara gegebilen enfeksiyonlara neden olmaktadir (zoonotik enfeksiyonlar). Uzun
cevresel dayanikliligi olan ¢oklu-konak patojeni olarak, Salmonella serovar galismasi
sigirlarda ve  koyunda uygundur. Salmonella tirleri  fakultatif intraseltller
patojenlerdir ve ¢esitli konak hiicre tiirlerini etkileyerek immun hiicrelerin gesitli
popiilasyonlarinda hayatta kalabilir ve ¢ogalabilirler (Jantsch ve ark; 2011). Bulasici
stiregler esnasinda uyarilan immunopatoloji, hem Salmonella virulens faktorleri hem

konak yanitlarinin sonucudur. (De Jong ve ark., 2012).

Siklikla saglikli koyun ve sigirlarin derilerinde bulunmakta olan Salmonella’lar
Ozellikle karkas kontaminasyonun da ana kaynagini olusturmaktadir (Barkocy-
Gallagher ve ark., 2003). Bu patojenler diskida yerlesik olarak bulunmaktadir. Bu
sebeple hem patojen kontaminasyonuna, hem de uzun siireler boyunca hayvanlarin
tastyict olmalarina neden olmaktadirlar (Duffy ve ark., 2001). Yuzey kontaminasyonu
basarili bir sekilde kontrol edilmesine karsin, Salmonella kiyma tarz1 gidalarda hala

kalic1 bir etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Samuel ve ark., 1981).

Enterit vakalarinda bulagsma diski-agiz yoluyla olmaktadir. Kontamine gida
veya su ya da enfekte hayvanlarla hayvanin dogrudan temasiyla olusmaktadir.
Sindirimden sonra, organizma sindirim kanalinda kolonize olur; enterositlerde ve
lenfoid dokularda ¢ogalarak isgal eder (Davison, 2005). Salmonellozis kronik veya
akut hastalik olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Kronik veya enterik form, gastrointestinal
yolu etkileyen lokalize hastalik seklinde olur ve organizmalarin mikrovilli vasitasiyla
lamina propria ile mukozal hiicrelerin siki baglantilar1 arasinda go¢ etmesiyle baslar.
Mukozal hicreler hasar gorur ve fibronekrotik plaklar sindirim kanali duvarinda
olusur. Mukozal entegrasyon kaybi, sindirimde kotii asimilasyona ve viicut sivi

kaybina neden olmaktadir (Ekperigin ve Nagaraja, 1998).
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Salmonellozis’in akut veya septisemik formu, birgok viicut sistemini etkileyen
genel bir hastalik olarak ortaya cikar (Aiello, 1998; Ekperigin ve Nagaraja,
1998). Salmonella’dan bircok hayvan tirl etkilenebilir, genellikle de bariz
semptomlar gostermezler. Asemptomatik olarak bir¢ok hayvanda bagirsak ya da safra
kesesinde tasmirlar ve siirekli olarak veya araliklarla diskida biiyiik sayilarda
Salmonella birakirlar. Digkidaki Salmonella bu yiizden 6nemli bir bulagsma kaynagidir.
Bu mikroorganizma gercek bir coklu-konak patojeni ve gevresel kosullara uzun siireli

dayanikliligiyla bilinir (Murray, 1991).

Son zamanlarda yapilan calismalar sigir ve koyunlarda, Salmonella igin
potansiyel diger bir kaynagin da lenf yumrular1 (mezenterik lenf nodiilleri) oldugunu
gostermistir (Samuel ve ark., 1981). Yakin zamanda olusan ancak giderken artan
kanitlara gore, sigir ve koyunlarda lenf nodlarinda Salmonella’nin saklandigi
gosterilmektedir ve sigir kiymasi ile birlestiginde (Arthur ve ark., 2008; Haneklaus ve
ark., 2012), bu bakterilerin dokiintli yapmadigini ancak stres veya immunospresyon
sonucunda re-aktive duruma gecebildiklerini gostermektedir. Fomitler ve mekanik
vektorler (bocekler) Salmonellay: yayabilirler (Gragg ve ark., 2013).

Kesim esnasinda Salmonella tagiyan hayvanlarin bagirsaklarinda ve digki ile
temas eden dis yiizeylerinde, tiiylerinde, derilerinde yiiksek sayida organizma bulunur
(Bryan ve Doyle, 1995; Jay ve ark. 2003). Diger enfeksiyon kaynaklari kemirgenler,
kuslar (su kusu dahil), sinekler, yabani kediler, kopekler, rakunlar ve nadiren insan
olabilir. Salmonella prevalansi1 6nceden Uzerine yapilan Galismalarda oranin %90-95
oldugu bildirilmistir (Arthur ve ark., 2008). Salmonella etkenleri %100 oraninda
deriden, %94,1 diskidan, %91,2 mezenterik, %76,5 subiliak , %55,9 mandibular ve
%7,4 mediastinal lenf yumrular1 6rneklerinden identifiye edilmistir (McEvoy ve ark .,
2003).
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1.9. Salmonella’nin Zooonotik Onemi

Salmonella serovarlar1 insanlarda gida kaynakli hastalik olarak yayilmaktadir.
Et ve sut tuketimi Salmonellosis salginlarindan etkilenmekte ve unutulmamalidir ki
insanlar enfekte sigir ve koyunla dogrudan temasta bulundugunda enfekte
olabilmektedirler. Ayrica hayvan diskilarindaki sindirici organizmalar da bulagmaya
neden olabilir; dogrudan veya kontamine gida ve su vasitasiyla (Wray ve Davies,
2000; Hoelzer ve ark., 2011b); ancak meyve ve sebzeler dahil tiim gidalar, kontamine
olabilirler. Hayvan sahibi olmak ve ham gida tuketmek zoonotik ajanlara davetiye
gibidir; ancak, gida tretiminin her asamasinda vakalar ylksek standart hijyen

uygulamasi ile minimize edilebilir.

Salmonella serotipleri gastroenterit, bakteriyemi, tifoid ates, septisemi gibi bir
cok farkli hastalik sendromuna neden olabilir; en yaygin olani ise gastroenterititir.
Siklikla abdominal kramplar, mide bulantisi, kusma, ishal, bas agris1 ile karakterize
edilir ve ciddi vakalarda septisemiye sindirimden 12—72 saat sonra ortaya ¢ikar ve
hastalik 2-7 gun surer. Salmonella ayrica subklinik olarak hem insanlar hem hayvanlar
tarafindan tasinabilir (Murase ve ark., 2000; Perron ve ark., 2008; USDA-NAHMS,
2011).

Non-tifoid Salmonella serovarlarindan kaynakli gastroenterit vakalarinin
yaklagik olarak her yil 93.8 milyon oldugu tahmin edilmektedir ve 155000 6lume yol
actig1 bilinmektedir (Majowicz ve ark., 2010). Zoonozlarin olusumunu engellemek
icin hangi hayvanlarin ve gida kaynaklariin temel enfeksiyon kaynagi oldugunu
belirlemek oOnemlidir. Kamu saghgi agisindan, sigirlar ve koyunlar kompleks
Salmonella- hayvan — insan dongusunde énemli bir rol oynar; ¢tinkii bu hayvanlar bu
patojenin yaygin rezervuari olarak belirtilmistir, hem sigir hem insanda gesitli

derecelerde patojenite gosteren bir dizi serovara sahiptirler (Foley ve Lynne, 2008).
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Sigirlar gida kaynakli enfeksiyon kaynagi olarak 6nemli bir rol oynamaktadir.
Siklikla insanlardan izole edilmis ¢ok sayida serotipin, hasta ya da klinik olarak
saglikli sigirlardan da izole edildigi bilinmektedir (Hoelzer ve ark., 2011). Cesitli
tilkelerde sigir, insanlardaki S. Typhimurium enfeksiyonunun temel kaynagi olarak
gosterilmektedir (Calvert ve ark., 1998; Hoelzer ve ark., 2011). Potansiyel olarak;
sigirlardan insanlara dogrudan temas, ortamin kontaminasyonu (su kaynaklar1 gibi), et
ve sit drunlerinin kontamine olmasi yoluyla yayilim olmaktadir. (Kavanagh, 2002).
Salmonella Typhimurium, hayvanlardan insanlara gegen en 6nemli Salmonellosis

serotipleridir.

Gunumuzde Salmonella’ nin 2610 serotipi bulunmaktadir. Bu serotiplerin daha
az bir miktari, S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Dublin, S. Newport, S. Heidelberg ve
S. Montevideo dahil olmak tizere 6nemli 6l¢iide hayvan ve insan hastaligi ile iligkilidir.
(Foley ve Lynne, 2008). insanlarda ve diger memelilerde, hastalia neden olan
izolatlarin ¢ogunlugu S.enterica alttur enterica’ya aittir. TUm serotipler insanlarda
hastaliga neden olsa da, sadece birka¢1 konak-spesifiktir ve sadece bir yada birkac
hayvan tiiriinde barmabilmektedir. Ornegin; sigirlarda Salmonella Dublin; koyunlarda
S. Abortusovis ve domuzlarda S. Choleraesuis. Bu belirli serotipler insanlarda
hastaliga neden olduklarinda siklikla invazif olabilmekte ve hayati tehlike
tastyabilmektedirler (WHO FOS, 2010).

Sonug¢ olarak yukarida 6zetlenen ¢aligmalar dogrudan sigirlarla temasin
potansiyel olarak insan saglig1 agisindan risk olusturdugunu temsil etmektedir. Klinik
olarak hasta hayvanlarin goriiniiste saglikli hayvanlara gore Salmonella’y:
bulastirmas1 muhtemelen insanlar icin biyiik risk olusturmaktadir. Ancak uzun sireli
Salmonella asemptomatik tasiyiciligr ve artan stres de benzer risk olusturmaktadir
(Hoelzer ve ark., 2011).
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1.10. Salmonella’min Molekiiler Tiplendirmesi

Salmonella ekoloji ve bulasmasini anlamakta molekler tiplendirme metotlar
onemlidir (Piresve ark., 2016). Mikrobiyal cesitlilik ve taksonomi g¢alismalarinda
geleneksel metotlar: tamamlayici olarak kullanilir (Babalola, 2004). Salmonella’larin
tanimlanmasinda kullanilan modern taksonomik yontemler fenotipik yontemler ve
genotipik yontemler olmak (zere iki ana baslik altinda toplanabilir. Fenotipik ya da
genotipik olsun, tiim tiplendirme sistemleri yorum ve performans rahatligi, ayrim
gucu, aretilebilirlik ve tiplendirilebilirlik bakimindan karakterize edilmektedir
(Oliveirave ark., 2007; Imen ve ark., 2011).

Fenotipik testler bakterilerin cins ve tiir bazinda ayrimi i¢in hala 6nemli bir rol
oynasa da bakterilerin ¢gogu oldukca benzer besinsel ihtiyaglara sahip olup benzer
cevresel sartlar altinda gelisim gosterebildiklerinden dolayi, cins ve tiir diizeyinde
tanimlanmalarinda kullanilan bu geleneksel kriterler olduk¢a zaman alici ve ayni
zamanda ayrim giicii ve hassasiyetleri bakimindan da ¢ogu zaman siiphe uyandiricidir

(Temmerman ve ark., 2004; Imen ve ark., 2011).

Bu sebeplerden dolayi fenotipik tipledirme metotlar1, genetik bilgiye dayali
tiplendirme metotlarinin gelistirilmesine yol a¢mistir. Bu metotlar restriksiyon
endoniikleaz enzimiyle kesime, niikleik asit ¢ogaltimi veya nikleotid dizilimine

dayalidir (Imen ve ark., 2011).

Genotipik Yontemlerse Salmonella’nin molekiler tanimlama ve tiplendirme
caligmalarinda ilgi odag1 fenotipik yontemlerden daha kesin ve hassas sonuglar veren
molekiiler yontemlere dogru kaymistir (Babalola, 2004). Salmonellalarin
tiplendirilmesinde kullanilan genotipik yontemler arasinda: Pulsed field jel
elektroforezi (PFGE), Ribotiplendirme, Insersiyon dizi tiplendirme (1S), Plazmid
profil, RAPD (randomly amplified polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment
length polymorphism), MLST (multilocus sequence typing), Multipleks PCR yer
almaktadir. ideal bir tiplendirme yontemi tekrarlanabilirlik, ayrim glicti, maliyet

digiikliigii yorumlama ve kullanim kolayligi agisindan tiim kriterleri yerine
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getirmelidir. Salmonella suslarinin tiplemesi igin gliniimiizde kullanilan genotipik
yontemler tim kriterleri yerine getirse bile tek basina ideal bir yontem olamamaktadir
(Imen ve ark., 2011).

1.10.1. Ribotiplendirme

Ribotiplendirmede, kromozomal DNA'nin restriksiyon enzim analizi ile
bakteri genomlar1 kiyaslanarak incelenir. Incelenecek olan bakteri tiriine gore
secilecek restriksiyon enzimi ile 20 veya daha az sayida kesilmis olan DNA
parcalarinin profilleri kolaylikla okunabilmektedir. Total genomik DNA bir
restriksiyon enzimiyle daha kicuk fragmentlere parcalanmakta ve bu parcalar jel
elektroforeziyle birbirinden ayrilmaktadir. Fragmentler jelden bir membrana transfer
edilmekte ve ribozomal 16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan genlerin korunmus bolgelerine
spesifik igaretlenmis evrensel bir probla hibridizasyona tabi tutulmaktadir.
Hibridizasyondan sonra fragmentleri géstermek icin problarin hibridize oldugu yerde
probdaki isaret gozlenmektedir. Restriksyon enzim paternlerinin rrn probu ile hibridize
edilmesi yontemine ribotiplendirme adi verilmektedir. Ribotiplendirme gibi problu
yontemler de rahatlikla klonal degisimlerin saptanmasinda kullanilabilmektedir

(Kocagoz, 2000; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

Ribotiplendirmede DNA profili elde etmek icin, DNA izolasyonu, restriksyon
enzimi ile kesim, elektroforez ile DNA parcalarinin ayristirilmasi, prob ile "Southern
blota hibridizasyon ve prob-hedef hibrid paternlerinin incelenmesi gerekmektedir.
Ancak heniiz paternlerin yorumlanmasi igin ortak bir kriter bulunmamaktadir

(Kocagoz, 2000).

Ribotiplendirmede edilen bantlar, ribotip olarak adlandirilir. Bunlar; referans
bir tiir veri bankasiyla karsilagtirilarak izolatlarin  tanimlanmasi  i¢in
kullanilabilmektedir. Ribotiplendirme ayni1 zamanda muhtemelen bu yontemin en
yaygm kullanim amacinda oldugu gibi, izolatlarin filogenetik amaglar igin

tiplendirilmesinde de kullanilabilir (Kocagoz, 2000; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).
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Ribotiplendirmenin tiim asamalari, kit protokolii ve cihaz i¢in belirtilen kullanim

kilavuzundaki talimatlarin belirtildigi sekilde uygulanarak gerceklestirilmistir.

1.11. Salmonella’larda Antimikrobiyel Direng

Son birkag yilda diinya ¢apinda Salmonella serotiplerinin antibiyotik
direncliligin artis1 tip ve veteriner hekimlikte endiseye neden oldu (Besser ve ark.,
2000; Fey ve ark., 2000). Salmonella serotipleri yogun ve yaygin antibiyotik kullanimi
nedeniyle coklu ilag direnci gelistirdi. Pek c¢ok faj tipi izolat trimetoprim ve
florokinolonlara direncin artistyla birlikte ampisilin, kloramfenikol, streptomisin,
stilfanomitler ve tetrasikline (ACSUT) direng kazand1 (Piddock, 2002). EFSA 2012'de
ampisilinler, sllfanomitler ve tetrasiklinlere direncin sigir serotiplerinde yiiksek

oranda arttigini rapor etti.

Salmonellalar ¢oklu antimikrobiyal ajanlara kars1 direng gosterdikleri igin ayni
zamanda halk sagligin1 da tehdit eden ajanlardir. Daha Once yapilan aristirmalardan
elde edilen verilere g6re hayvan kesimlerinden ve veteriner diyagnostik
kaynaklarindan alinan Salmonella numunelerinin %44’ en azindan bir antimikrobiyal
ajana kars1 direnglidir (Foley ve Lynne, 2008). Son on yilda, ¢oklu antibiyotik
direncine sahip olan Salmonella enterica gruplarinin birgok tlkede tespit edilmesinin
nedeni intansif yetistiriciligin yaygin olarak yapildigi bolgelerdeki giftlik
hayvanlarinda antibiyotiklerin kontrolsuz sekilde kullanilmast ve bunun yaninda

yemlere katilmaya devam edilmesidir (Antunes ve ark., 2004).

Antimikrobiyallere karst olusan coklu direngte “siif 1 integron” genlerinin
varligi dikkat ¢cekmektedir. blaPSE-1 blaCTX-M-2 ve blaOXA-1 bu integronda
taginan genlerdir (Sandvang ve ark.,1998; Guerra ve ark.,2000; Di Conza ve ark.,2002; Lee
ve ark., 2003).
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S. Typhimurium (DT104) 1980’lerdiempisilin, kloramfenikol, streptomisin,
sulfonamid, ve tetrasikline ¢oklu diren¢ (R-ACSSuT) gostermis ve kisa siire iginde
birgok tilkede vakalarin goriildiigii raporlanmistir (Carattoli ve ark., 1998). Son yirmi
yilda sigirlarda Salmonelloz vakalarindan izole edilen S. Dublin de S. Typhimurium
gibi giderek artan bir dirence sahip olmustur (DEFRA, 2005). Coklu direncli S.
Typhimurium DT104 hem insanlart hem de sigir ve koyunlar1 infekte etmektedir
(Davies ve Funk, 1999; DEFRA, 2005). Insanlarin sigir ve koyunlarla dogrudan temas
veya bu hayvanlardan elde edilen siit, et, peynir gibi gida maddeleri araciligiyla
antibiyotige direngli Salmonella serovarlariyla infekte olduklar1 bildirilmistir
(Alexander ve ark., 2009)

Et ve hayvanlardan izole edilen Salmonella izolatlarinin, tetrasiklinler,
ampisilin ve siilfanomitlere %9.5 ‘den %66.7'e ¢iktig1 rapor edildi. Hindi ve domuz
izolatlarindaki diizeyin; broiler, damizlik ve yumurtaci tavuklar ile sigirlardan yiiksek
oldugu tespit edildi. Siprofloksasin ve nalidisik asit direncinin hindi ve broilerlerde (%
41.5-86.2); damizlik ve yumurtaci tavuklar ile sigirlardan (% 5.8-25.5) yiiksek oldugu
anlasildi (EFSA ve E. C. D. C, 2012). Sigirlarda antimikrobiyal direng¢ diizeyinin yasa
bagli olarak % 34.7 'den % 46.7 kadar degistigi; yetiskin sigirlarda diisiik oldugu
goruldi. Hiicre zarindaki bir veya ¢ok sayida mekanizmada gegirgenlik degisimleri,
antimikrobiyal enzimin inaktivasyonu veya yok edilisi, diger enzimatik yollarin
olusturulmasi veya aktivasyonundaki degisimler sayesinde insan ve hayvan bakteriyel
patojenlerinde antimikrobiyal diren¢ gelisimi gozlenmektedir. Bu mekanizmalarin biri
veya kombinasyonuyla veteriner tip caligmalarinda kullanilan antimikrobiyallerin
cogu bloke edilir (White, 2000). Bu mekanizmalar kromozomal ya da plazmid
aracilikli olarak aktarilabilir. Gram negatif bakterilerde direnc¢ olusturulmasinda,
antimikrobiyal ajanlar hiicre igine tasiyan transporterler hayati 6nem tasimaktadir
(Rosenberg, 2000).
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Bu calismada, Tirkiye’de sigir ve koyun yetistiriciliginin yaygin olarak
yapildig1, i¢ Anadolu’da Ankara cevresi, Kayseri ve Afyonkarahisar cevresi, Ege ve
Marmara bélgesinde; Aydin, Izmir ve Bursa gevresindeki sigir ve koyunlarda
Salmonella izolasyonu, identifikasyonu ve bu etkenlerin serotiplendirmesi,

ribotiplendirilmesi ve antibiyotik direncinin saptanmasi amaglanmuistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. incelenen Ornekler

Sigir ve koyun ciftlikleri ve kesimhanelerden 312 sigir ve 135 koyundan digki
, deri svab1 ve mezenterik lenf nodiilleri topland: ve incelendi. Sigirlardan 196 digki,
169 deri svabi ve 30 lenf nodiilii toplam 395 6rnek, koyunlardan ise 55 digki, 50 deri
svab1 ve 30 lenf nodiilii toplam 135 6rnek kullanilmistir. Sigir ve koyunlardan diski,

lenf nodulll ve deri svabi olmak tizere toplam 530 6rnek toplanmustir.

Cizelge 2.1. Sigirlardan alinan drneklerin alindigi bolge ve hayvan sayilari

Orneklerin Alindigr il/ilce | Hayvan sayis1 | Ahir Sayisi
Ankara Golbasi 68 2
Polath 25 1
Kayseri 25 1
Afyonkarahisar 35 1
Aydin 50 1
Izmir 59 2
Bursa 50 1
Total 312 9
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Cizelge 2.2. Sigirlardan diski, deri siiriintiisii ve lenf nodiilii 6rneklerinin sayilart

Orneklerm Almdigi | Diskn | Deri siiriintiisii | Lenf nodilii | Toplam érnek Sayist
il/ilce
Ankara | Golbasi | 83 58 10 151
Polath 13 2 | - 25
Kayseri 15 O 25
Afyonkarahisar 15 15 5 35
Aydin 20 25 5 50
[zmir 30 24 5 59
Bursa 20 25 5 50
Total 196 169 30 395

Cizelge 2.3. Koyunlardan alinan érneklerin alindigi bolge ve hayvan sayilar

Orneklerin Alindig il /ilce | Hayvan sayis1 | Ahir Sayisi
Ankara | Golbast 30 2
Polath 10 1
Kayseri 15 1
AfyonKarahisar 20 1
Aydin 20 1
[zmir 20 1
Bursa 20 1
Total 135 8

Cizelge 2.4. Koyunlardan disk1, deri stirintiisii ve lenf nodiili 6rneklerinin sayilar

Orneklerin  Ahndig1 | Diski | Deri siiriintiisti | Lenf nodiilii | Toplam érnek Sayisi
il/ilce
Ankara | Golbast 10 10 10 30
Polath 5 5 |- 10
Kayseri 8 7T 15
Afyonkarahisar 8 7 5 20
Aydin 8 7 5 20
[zmir 8 7 5 20
Bursa 8 7 5 20
Total 55 50 30 135




2.1.2. Salmonella izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri

Salmonella izolasyon ve identifikasyonu amaciyla 6n zenginlestirme, selektif
zenginlestirme ve selektif besiyerlerine ekim asamalari i¢in besiyerleri gelistirilmistir.
Bu tez caligmasinda kullanilan segici ve diferansiyel besiyeri asagida listelenmistir

(1SO, 2010)

2.1.2.1. ISO 6579 2010: Appendix D Izolasyon Besiyerleri

Tamponlanmis Peptonlu Su 225 ml

Modifiye Rappaport Vassiliadis Yar1 Kat1 Besiyeri (MRVS) 10 ml
Miller-Kauffmann Tetratiyonat-Novobiyosin Buyyon (MKTTn)
Ksiloz Lizin Desoksikolat (XLD) agar

Ksiloz Lizin Tergitol-4 (XLT-4) agar

2.1.2.2. Biyokimyasal Test Besiyerleri ve Ayiraclar

Triple Sugar Iron agar (TSI)

Ure agar

L-Lizin Dekarboksilaz Besiyeri

Voges Proskauer Besiyeri (VP); Ayiraglar: 1Kreatin solisyonu
(N- amidinosarcosine) ve 2Naftol etanol sollisyonu

Nutrient Buyyon

B-Galaktosidaz Test Besiyeri

Indol Test Besiyeri; Ayirag: Kovaks
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2.1.2.3. Ticari Biyokimyasal Test Besiyerleri (Microgen GN-1D) ve Ayiraglar:

MacConkey Agar (MA)

Nutrient Agar (NA)

Fizyolojik Tuzlu su

Voges Proskauer Ayiraglart: Alfa - naftol (VP I) ve Potasyum hidroksid
(VP 1)

Indol Test Ayiract: Kovaks

Mineral yag

TDA (Triptofan Deaminaz Reaksiyon) Ayiraci

2.1.2.4. Serotiplendirmede Kullanilan Besiyerleri ve Antiserumlar

Nutrient Agar (NA)

Swarm agar

Fizyolojik Tuzlu su

Craigie Tupleri
Antiserumlar: Calismada Salmonella O, H ve Faz inversiyon icin iki antiserum
markasi; Statens Serum Instute (Danimarka) ve Denka Seiken (Japonya) kullanildu.
Kullanilan antiserumlar Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’ndaki Salmonella laboratuvarinda polivalan ve monovalan antiserumlar
(Salmonella 38 O- antiserum, 44 H-antiserum ve 18 Faz inversiyon antiserum) olmak

Uzere toplam 100 antiserumdan olusan tam set kullanildi.

2.1.2.5. Antibiyotik Duyarhlik Test Besiyerlerive Tampon Cozeltiler

Mueller Hinton agar

Fizyolojik Tuzlu su
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2.1.3. Kullanilan Antibiyotik Diskleri

Cizelge 2.5. Antibiyotik duyarlilik test i¢in kullanilan antibiyotik diskler

Antibiyotikler (OXOID) Mikrogram Kisaltma
Ampisilin 10 ug AMP
Sefotaksim 30 ug CXT
Kloramfenikol 30 ug C
Siprofloksasin 5 ug CIP
Eritromisin 15 pg E
Gentamisin 10 pg CN
Kanamisin 30 ug K
Nalidiksik asit 30 ug NA
Silfonamidler 300 pg S3
Streptomisin 25ug S
Tetrasiklin 30 ug TE

2.1.4. Molekuler Tiplendirmsesi Kullamilan Cihaz, Kimyasal ve Tampon

Solusyonlar

Ribotiplenderme Unitesi: Ribotiplendirme yontemi otomatize Riboprinter®

(Dupont, USA) cihaz1 kullanilarak gerceklestirildi.

2.1.5. Molekiiler Tanida Kullanilan Cihaz, Kimyasal ve Tampon Soliisyonlar

2.1.5.1. Cihazlar: DNA ekstraksiyon ve PCR’da kullanilan cihaz ve ekipmanlar
asagida verilmistir.

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

Is1 Blogu: Kaynatma ile DNA ekstraksiyon yontemi i¢in 100°C‘ye ayarli kuru 1s1
bloguda 10 dakika inkube ederek 1s1 blogu kullanilda.
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Spektrofotometre: DNA 6lctmleri icin NaNoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA)
kullanilda.

Termal cycler: Caligmada Thermocycler T1 96 x 0,2 ml tip, strip ve pleytleri
alabilecek sekilde dizayn edilmis (Biometra, Gottiengen) PCR makinas1 kullanildi.

Jel Elektroforez Unitesi: Gel elektroforez tinitesi 2,3 litre tampon soliisyon haznesi
olan (Thermo Owl A2 large Gel System, 20 x 25 cm, Thermo Scientific, USA) ve

unitenin 2 adet tepsisi (U.V. Transmissible (UVT) Gel Tray, Thermo Scientific, USA)
kullanilda.

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

2.1.5.2. Solusyonlar

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

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

icerisine ilave edildi.

Yukleme Solusyonu: 6x Loading Dye ve GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(SM0321 Thermo Scientific, USA) kullanildi.

Agaroz: Jel hazirlarken Prona Agarose, Biomax kullanildu.
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SafeViewBoya Solisyonu: Etidyum bromide boya alternatif olarak kanserojen

olmayan SafeView (NBS Biologicals Ltd) boya kullanildu.

Kullanilan molekiiliin jel iizerindeki yerini belirlemek i¢in ortamda UV 15181

altinda floresan etki gosteren SafeView (NBS Biologicals Ltd)

Gorintileme Unitesi: Jelin boyanmasini takiben iiriinler UV transilliminatorlii
bilgisayarli goriintiileme sistemi (Gene Genius, Syngene, Bio Imaging System, USA)

gozlendi.
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2.2.Yontem

2.2.1. Salmonella Orneklerinin Toplanmasi

Ornekler I¢ Anadolu’da; Ankara gevresi, Kayseri ve Afyon Karahisar gevresi
ve Ege ve Marmara bolgesinde; Aydin, Izmir ve Bursa’daki ciftlikler ve
kesimhanelerden rastgele alindi. Ciftliklerdeki hayvanlarin sagr1 ve karin bolgesindeki
derilerinden 1,000 cmy’lik alandan steril siinger ve igerisinde 10-20 ml steril
tamponlanmis peptonlu su i¢eren svablar ile 6rnekler alindi. Digkr 6rnekleri, dikkatli
bir sekilde hayvanlardan bireysel olarak ya da ¢iftliklerden tiim digki i¢erisinden 30’ar
gram olarak steril ornek kaplar igerisine toplandi. Lenf nodiilii 6rnekleri farkli
kesimhanelerden alindi. Orneklerin toplanmasi, tasinmasi ve laboratuvar ¢alismalari
sirasinda ¢apraz kontaminasyonu dnlemek i¢in uygulama agsamalar1 dikkatli sekilde
gerceklestirildi. Ornekler alindiktan hemen sonra veya ayni giin igerisinde soguk
zincirde laboratuvara ulastirildi. Orneklerin tamami Ankara Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda toplanarak ¢alisildi (WHO, 2010).

2.2.2. Salmonella izolasyon ve Identifikasyonu

Bu c¢alismadaki toplanan materyallerden Salmonella izolasyonu ve
identifikasyonunda standart yontem olan 1SO 6579 kullanildi (ISO, 2002). Ydntem
Sekil 2.1°de agiklanmustir.

2.2.2.1. On zenginlestirme (Tamponlanmis Peptonlu Su)

Ahirlarda, sigir ve koyunlardan toplanan diski (rektal muayene ile) ve deri svab
(deriden surintt yoluyla) 6rnekleri ve kesimhanelerden toplanan lenf nodulu;her
ornekten 25 gram alinarak 225 ml tamponlanmig peptonlu su (TPS) igerigine atildi ve

37°C sicaklikta 24 inkiibasyona birakildi.
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2.2.2.2. Selektif Zenginlestirme

On zenginlestirme s1vis1 karistirildi ve 0.1 ml dn zenginlestirme sivis1 aseptik
olarak MRSV besiyerine nokta seklinde damlatildi. Diger ortam igin, 1 ml 6n
zenginlestirme sivist 10 ml MKTTn Tetrathionate broth (Miller-Kauffmann) iceren
tiplere transfer edildi. Tiipler etiivde, 37°C’de ve yarikati besiyeri 41.5 °C’de 24 saat
inkiibe edildi.

2.2.2.3. Selektif besiyerlerinde ekim

Selektif zenginlestirme i¢in, zenginlestirme sivisindan bir 6ze dolusu alinarak
XLD ile XLT4 agarlara ekim yapildi ve 37 °C 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda pleytlerde tipik Salmonella kolonisinin tireyip tiremedigi kontrol edildi.
Tipik Salmonella kolonisi; siyah bir merkezin (besiyeri demir tuzlari igermektedir)
etrafin1 hafif transparan kirmizi-pembe bir zonun ¢evreledigi kolonilerdir (WHO,
2010). Nadiren laktoz ya da sukroz fermentasyonu yapan Salmonella suslar1 sar1 zon

icerisinde siyah koloniler olusturmaktadirlar (Wray ve Wray, 2000).
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ON ZENGINLESTIRME
25 g numune + 225 ml Tamponlanmig Peptonlu Su  37°C’de 18-24 saat inkubasyon

{

ZENGINLESTIRME
0,1 ml zenginlestirme stvis1 10 ml MRSV transfer edilir
42°C’de 24 saat inkubasyon

J

SELEKTIF ZENGINLESTIRME
Her iki zenginlestirme sivisindan birer 6ze dolusu
XLD agar yuzeyine seyreltme metodu ile ekim yapilir
37°C’de 24 saat inkubasyon

|

Salmonella siipheli kolonilerden Nutrient agarda saf kiiltiirler yapilir.
37°C’de 24 saat inkubasyon

{

Ureyen kiiltiirde biyokimyasal dogrulama yapilir.
37°C’de 24 saat inkubasyon

Biyokimyasal konfirmasyon icin Salmonella

LAKTOZ -
GLUKOZz +
SUKROZ -
H,S +
URE -
INDOL -
VP -
LISIN DEKARBOKSILAZ +
ONPG -

{

Sekil 2.1. Salmonella tespiti i¢in akis semas1 (ISO 6579,2002; WHO, 2010)



2.2.2.4. Biyokimyasal Konfirmasyon

ISO-6579 standardi; TSI agar, Ure agar (Christensen), bu sirayla, L-lizin
dekarboksilaz, B-galaktosidaz (ONPG), Voges Proskauer ve Indol testi kullanilmasini
onermektedir. Butln biyokimyasal testler 37 °C’de 18-24 saat arasinda ¢aligsmaktadir.
Birkac serotip haricinde Salmonella serotipleri genel olarak bu testlere benzer
karakterde davranirlar. Salmonella’nin serotip bazinda identifikasyonu bu tiire ait H

ve O antijenlerinin serolojik agidan incelenmesiyle yapildi (Mikoleit, 2010).

TSI (Triple Sugar Iron) Agar: XLD ve XLT4 agar Uzerinde tiremis Salmonella
stipheli koloniler segilip TSI agar yiizeyine 6ze yardimiyla cizelerek ekim yapildi.
Tupler etiivde, 37°C’de 24+3 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra siyah
renkli koloni gézlenmesi durumuna gore Salmonella olup olmadigina karar verildi
(Hendriksen, 2003; Mikoleit, 2010).

Ure Agar: Incelenecek siipheli saf kiiltiiriinden 6zeyle alinarak agar yiizeyine cizerek
ekim yapildi. Etiivde, 37°C’de 2443 saat inkiibe edildi. Salmonella’lar iire negatif
oldugu i¢in renk degisikligi olmadi1 (Hendriksen, 2003; Mikoleit, 2010).

Indol Testi: Incelenecek siipheli koloniden 6zeyle alinarak triptofan igeren bir sivi
besiyerine inokule edildi. Tupler etivde, 37 °C’de 2443 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonucunda kiltiirlerin {izerine 1 ml kovaks ayiract damlatildi. 1 dakika
icinde besiyerinin tist kisminda, hafif sar1 halka olusumu g6zlendi (Hendriksen, 2003;
Mikoleit, 2010).

L-Lizin Dekarboksilaz Testi: Miller besiyerinin her birine, taze saf kiilturlerden ekim
yapildi, ve tlpler 37°C’de 24 + 3 saat inklibasyona birakildi. Tuplerde turbidite ve mor
renk olusumu Pozitif reaksiyon oldugunu gosterdi (Hendriksen, 2003; Mikoleit, 2010).

p-Galaktosidaz (ONPG) Testi : [-galaktozidaz enzim aktivitesi test edilmek
amaciyla Laktoz iceren besiyerinde gelistirilmis olan kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak
0,25 ml fizyolojik tuzlu su ile stispanse edildi. Bu siispansiyonun iizerine 0.25 ml Ortho
Nitrofenol B-D- Galaktopronosid (ONPG) solusyonu katildi, ONPG brothda
mikroorganizmalar ekildikten sonra etivde 37 °C de 3-4 saat inkubasyona
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birakildi. Inkiibasyon sonucunda tiiplerde renk degisikligi olmadi (Hendriksen, 2003;
Mikoleit, 2010).

Voges Proskauer (VP) Testi: 3 ml VP besiyeri bulunan steril tiipe supheli koloniden
oze ile alinarak tiipteki Glukoz-Fosfat Broth besiyerine ekim yapildi. Tupler etuvde,
37 °C’de 2443 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra iizerine, 1 ml %40’ lik
Potasyum hidroksit (KOH), daha sonra 3 ml %5’lik alfa naftol damlatildi. Ayiraglar
ilave edildikten sonra renk degisimi olmadi, ve “negatif” olarak yorumlandi

(Hendriksen, 2003; Mikoleit, 2010).

Cizelge 2.6. Salmonella’nin Biyokimyasal Identifikasyonu: Tipik Salmonella Suslarinin
Biyokimyasal Reaksiyonlar1 (Wray ve Wray, 2000; Grimont ve Weill, 2007; WHO, 2010).

Test Substrat Enzimler / Reaksiyon Negatif Pozitif
ONPG | Artheo-nitrio B-Galaktosidaz Renksiz Sar
fenol glikozit
LDC Argenin Argenin dihidrolaz Sar1 / kahverengi Mor renk
H2S Sodyum tiyosulfat H2S Gretimi Siyah renk olusmaz | Siyah renk
Ure Ure Ureaz Sar1 Pembe - Kirnuzi
Indol | Triptofan Indol iiretimi Sar1 halka Pembe - Kirmizi
VP Sodyumpiriivat Aseton dretimi renksiz Pembe - Kirmizi
GLU Glikoz Oksidasyonu-Fermantasyon | Mavi— Mavi yesil Sari
SAC Sakkaroz Oksidasyonu-Fermantasyon | Mavi — Mavi yesil Sar1
LAC Laktoz Oksidasyonu-Fermantasyon | Sari Pembe

2.2.2.5. Ticari Biyokimyasal Kit

XLD ve XLT4agar tizerinde treyen bes adet tipik Salmonella kolonisi segildi
ve Nutrient agar yiizeyine 6ze yardimiyla ekim yapildi, petriler 37°C+1 de 24+3 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda Ureyen saf ve taze Salmonella
kilturiinden tek bir koloni alinarak 3ml steril % 0.85 fizyolojik tuzlu su (FTS) icinde
stispanse edildi. Stispansiyon steril bir Pasteur pipeti yardimiyla Microgenin herbir
kuyucuguna 100l olacak sekilde damlatildi. Inokiilasyon sonrasinda etrafinda siyah

daire olan 1, 2, 3 ve 9 kuyularina 3-4 damla mineral yag damlatildi. Testin Uzeri

yapiskan bir serit ile ortuldi ve 37°C’de 24+3 saat inkubasyona birakildi.
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Inkiibasyondan sonra yapiskan band ¢ikarilarak; 8. kuyucuga kovaks ayiraci, 10.
kuyucuga once VP | ayraci sonra VP Il ayract damlatildi, 12 numarali kuyucuga ise
TDA ayraci damlatildi. Ayiraglar eklendikten sonra renk olusan renk degisiklikleri
renk skalasma gore degerlendirildi. Renk semasi yardimiyla tim pozitif ve negatif
sonuclar GN-ID A + B Raporu Formuna kaydedildi (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3). Rapor
formundaki sonuclar degerlendirek 4 haneli oktal kod olusturuldu. Oktal kodlarin,
Microgen identifikasyon sistem yazilimi1 (MID-60) yardimiyla degerlendirildi ve test
sonuglandirildi.

Cizelge 2.7. Microgen GN-ID test kitlerindeki biyokimyasal reaksiyonlar1 okuma tablosu

Kuyucuk Reaksiyon Pozitif Negatif

1 Lizin Yesil / Mavi Sar1

2 Ornithine Mavi Sar1 / Yesil

3 H2S Kahverengi / Siyah Sar1

4 Glikoz Sar1 Mavi / Yesil

5 Mannitol Sar1 Mavi / Yesil

6 Ksiloz Sart Mavi / Yesil

7 ONPG Sar1 Renksiz

8 Indol Pembe / Kirmiz1 Renksiz

9 Ureaz Koyu pembe Sar1

10 VP Derin Pembe / Kirmizi Pale Pink Renksiz
11 Sitrat Mavi Sar1 / Agik yesil
12 TDA Kirmizi Sar1

Microgen icin Ek Gereksinimler

a) Microgen identifikasyon sistem yazilimi (MID-60) — identifikasyon Kkriterlerinin
farkliliklarina gore olasiliklari yiizde seklinde analiz etmektedir. Bu ifadelerin tim

tanimi1 kullanma klavuzunda mevcuttur.

b) Sonuclar igin renk skalas1
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Sekil 2.2. Renk skalas1 bildirilen bir form 6rnegi

Sekil 2.3. Rapor Formu Ornegi

2.2.2. Serotiplendirme

Salmonella serotiplendirmesi

Lam Aglutinasyon Testleri Prosediri

Nutrient agarda tek bir koloni fizyolojik tuzlu su (30ul) ile stispanse edildi.
Lam Gzerindeki bakteriyel siispansiyona bir damla polivalan antiserum (yaklagik 20ul)
damlatildi. Antiserum ve kiiltiir (antijen) bir gubuk yardimryla karistirild. Inokiilasyon
stvist karisacak sekilde lam yavasca dondiiriildi. Reaksiyon siyah zemin (zerinde bir
151k kaynag1 ontinde dikkatlice incelendi. Agliitinasyon giin 15181 veya floresan 11k
sayesinde gozlendi. ilk asamada FTS ve antijenik stispansiyon (zerinde aglitinasyon
olmadig1 dogrulandi. Pozitif reaksiyon aglitinasyon olarak; negatif reaksiyon ise sut
bulaniklig1 gibi homojen sekilde gorildi (Sekil 2.4). Yalnizca 1 dk iginde giiglii bir
aglltinasyon veren reaksiyonlar pozitif olarak kabul edildi. Gecikmeler veya zayif
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reaksiyonlar negatif kabul edildi. Poli O serumu ile agliitinasyon olusmazsa sus
Salmonella negatif kabul edildi ve serotiplendirmeye devam edilmedi (Hendriksen ve
Larsen, 2004).

Antiserum + Kiiltiir (agliitinasyon pozitif) FTS+kdltir (aglutinasyon negatif)
Sekil 2.4. Lam aglitinasyonda pozitif ve negatif reaksiyon sonuglari

O- antiserumlar ile aglutinasyon

Ik olarak, OMA ve OMG aras1 tiim poli antiserumlar ile O grubu belirlendi.
Ardindan, suslar pozitif reaksiyon goriilene dek her bir poli O serumu ile test edildi.
Kisaca, Lam Uzerindeki iki noktaya 6ze dolusu fizyolojik tuzlu su konuldu. Salmonella
stipheli kolonilerde 6ze dolusu alinip iki fizyolojik tuzlu su Gzerine stispanse edildi ve
bir damla O serumu damlatildi. Karigim bir cubuk yardimiyla karistirildi. Lam yavasga
maksimum 1, 2 dakika calkalandi ve pozitif reaksiyon olup olmadigi incelendi.
Slspansiyon homojen ise reaksiyon negatif olarak degerlendirildi. Cokelme varsa
pozitif reaksiyon olmasi Salmonella oldugunu dogruladi (Hendriksen ve Larsen, 2004;
SSI, 2013). Ikinci defa lam alindi ve dze dolusu tuzlu su lama konulup Salmonella
oldugu dogrulanan koloniyle karistirildi. Bu karigima sirastyla O-pool antiserumlari
uygulandi. Aglutinasyon goriilen O-pool antiserum OMB olarak tespit edildi. OMB
icindeki monovalan antiserumlarla tek tek koloni denendi ve 6,7 ile ifade edilen ‘O’
antijenik yapilari pozitif bulundu. Kauffman-White semasi kontrol edildi ve susun
serogrubu O:7 ile ifade edilen Grup C: olarak bulundu, ve O antijenleri belirlenip
kaydedildi. Hem pozitif hem negatif tim reaksiyonlar not edildi. O antijenik yapis1

bulunduktan sonra poli H antiserumlart ile prosediire devam edildi.
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H- antiserumlari ile aglutinasyon

Serolojik grubu tayin edilen susun tipini tayin etmek i¢in flagellar antijenin
kuvvetlendirilmesi gereklidir. Bu amagla sus 6nce Craigie tiiptindeki % 0.2°1ik besi
yerine ekilerek 37°C’de 18-24 saat inkubasyona birakildi.Yar1 kat1 agardan 6rnek
alindiktan sonra flagella antijeni belirlendi. Faz 1 ve Faz 2 flagella antijeni
aglitinasyonu gerceklestirildi. Bir faz antijenleri test edilip, belirlenip 6zel
antiserumlarla baskiladiktan sonra diger fazin antijenlerinin belirlenmesine gecildi

(SSI, 2013).

] 15cm
Craigie tiipii Craigie tiipi Cfaigie besiyerinde
ekilmemis besiyeri besiyerine ekim tireme
Sekil 2.5. Craigie besiyerine ekim
Ekim Ureme

Antiserum + kiiltir

(agliitinasyon +)

Sekil 2.6. H-faz tespiti icin lam aglitinasyon
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Faz inversiyon antiserumlari ile agliitinasyon

6cm'lik bir petriye 10 ml yar1 kat1 agar dokiildi ve Katilasmasi igin bekletildi.
Petrinin merkezine yiizeyi zedelemeden Salmonella kiltird inokiile edildi ve 37°C'de
24+3 saat inkiibasyona birakildi.Yar1 kati agar yilizeyinden alian kiiltiir ile lam
agliitinasyonu yapilarak faz 1 antijenleri belirlendi. Faz 1 antijenlerini baskilamak igin
10ml swarm agar ile 2 damla faz inversiyon serumu karistirildi. Olusturulan bu

besiyeri katilagtiktan sonra inokiile edilerek 37°C’de 2443 saat inkiibasyona birakildi.

Faz 2 antijenleri, yar1 kat1 yiizeyinden alinan kiiltiiriin lam agliitinasyonu ile

tespit edildi (SSI, 2013).

i

@_

0 type

1 Hphasea

Fhase inversion

2. H phassa

0-0-0
0-0-0'0

=. Typhirmuriurn 5. Enteritidis
Lafsl1zma 2 1.9, 12 gum:-

Sekil 2.7. S.Typhimurium ve S. Enteritidis Serotiplendirilmesi (SSI, 2013)

46



2.2.3. Ribotiplendirme

Ribotiplendirme yontemi otomatize Riboprinter® (Dupont, USA) cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. Salmonellanin ribotiplendirmesi i¢in kullanilan prosediir
tiretici tarafindan ayrintili olarak tarif edilmistir. Kisaca, Salmonellalar nutrient agarda,
37 ° C'de 24+3 inkube edildi. Nutrient agar ortaminda gelistirilen aktif kiiltiirlerden
steril ¢cubuk yardimiyla 1 koloni olacak sekilde steril sartlar altinda alinmis ve
igerisinde 200 pl buffer tiipiine aktarim yapilmistir. Her tiip 5 saniye kadar vorteks ile
karigtirildi. Tiipler icerisinde bulunan Ornekler sistemin bir aparati olan sekizli
eppendorf setine, her tiipe bir 6rnek konmasi sarti ile 30 pl miktarinda aktarildi, sekizli
eppendorf seti 1sitma blogunda 25 dakika boyunca isiya tabi tutuldu, bu islemin
sonunda eppendorf seti cihazdan ¢ikarilarak her tiipiin igerisine 5 pl Lysing agent A
ve lysing agent B eklendi Tiiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra eppendorf seti cihaz
icerisinde uygun yerine yerlestirildi. Cihazda, otomatize olarak 6n agsamada yiiksek 1s1
ve litik ajanlar kullanilarak bakteri hlicreleri par¢calanmakta, deproteinizasyon ve DNA
restriksiyonu asamalarindan sonra DNA fragmentleri jel elektroforeziyle birbirinden
ayrildi. Ayrilan fragmentler jelden membrana transfer edilerek, 16S ve 23S rRNA
operonuna spesifik kemiliminesans substratla isaretli prob yardimiyla hibridizasyona
tabi tutuldu. Hibridizasyondan sonra bant profilleri elde edildi. Ribopattern ad1 verilen
bu bantlar, referans bir veri bankasiyla karsilastirildi (Riboprinter® (Dupont, USA).
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2.2.4. Antimikrobiyal Duyarhlik Calismalar

2.2.4.1. Disk Diffuizyon Testi

Incelenen Salmonella suslarinin antimikrobiyal duyarliliklar1 disk diffiizyon

testi ile incelendi.

Salmonella kiltirleri 2 saat siireyle 37°C'de nutrient agarda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra McFarland 0,5 (109 CFU/ml)'e gore ayarlanarak
standart bir bulaniklik olusturuldu. Bu siispansiyondan steril bir ekiivyon yardimiyla
alinan 6rnek Mueller-Hinton agar yiizeyine inokiile edildi. Standardize edilen her bir
ornek Miiller Hinton agara gegirildi ve her bir izolatin antimikrobiyel disk dagitic
(dispenser) ile yerlestirilen 11 antimikrobiyel ajana karsi olusturdugu inhibisyon zon
capi belirlendi. Bu islem yapilirken, olusacak zonlarin birbiri tizerine gelmemesi igin
diskler arasinda 22 mm, petri kenarindan ise 14 mm uzaklikta olmasina dikkat edildi.
Daha sonra besiyerleri 18-24 saat siireyle 37°C'de inkiibe edildi ve olusan inhibisyon
zonlar 6l¢iildi (Hendriksen, 2002; EUCAST, 2012).

Si1gir ve koyunlardan yapilan d6rneklemelerden izole edilen Salmonella suslar
icin yaygin olarak kullanilan farkli gruptaki antibiyotikler; Ampisilin, Sefotaksim,
Kloramfenikol, Siprofloksasin, Eritromisin, Gentamisin, Kanamisin, Nalidiksik asit,
Silfonamidler, Streptomisin ve Tetrasiklinler test edildi. Herbir antibiyotigin zon ¢ap1
standartlarla karsilastirilarak duyarli, orta derecede duyarli ve direngli seklinde

yorumlandi.

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) ve ECDC (The European
Centre for Disease Prevention and Control) metoduna gore Salmonella serotipi
kullanilan antibiyotige duyarl ise bakteriyel {ireme inhibe olacak ve antibiyotik disk
etrafinda bir zon olusacaktir. Inhibisyon zon ¢ap1 MIC degeri ile karsilastiriimaktadir.
Olusan zone mm olarak 6l¢iilmekte ve MIC degeri CLSI ve EUCAST kriterlerine gore

degerlendirilmektedir
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Cizelge 2.8. Disk Difuizyon Zon Cap1 (CLSI)

Agiklayact Zon Cap1 Kontrol Standarlari (mm)

Direncli Orta Duyarl Duyarlt
Ampisilin (Amp) <13 14-16 >17
Cefotaxime (CTX) <15 16 -18 >19
Kloramfenikol (C) <12 13- 17 >18
Siprofloksasin (CIP) <15 16 -20 >21
Eritromisin (E) <13 14 -22 >23
Gentamisin (GN) <12 13-14 >15
Kanamisin (K) <I3 14 - 17 >18
Nalidiksik asit (Na) <13 14-18 >19
Silfonamidler (Su) <12 13-16 >17
Streptomisin (S) <11 12-14 >15
Tetrasiklin (Te) <14 15-18 >19

2.2.4.2. Salmonella Antibiyotik Direnc¢ Genleri

Bu tez caligma sirasinda sigir ve koyunlardan izole ve identifiye edilen
Salmonella serovarlari antibiyotik direnci ile iligkili ¢esitli gen bolgelerinin varlig
kontrol edildi. Antibiyotik direngliligin genetik baginin arastirilmasi amaciyla sinif 1
integron analizleri, PCR yontemi kullanilarak gerceklestirildi (Su ve ark., 2006; Bolton
ve ark., 2013). Ng ve ark., (1999) ve Guerra ve ark., (2004) ’nin dnerdigi primerlerle
kullanilarak genel PCR yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Sigir ve Koyunlardaki Salmonella Sikhigi

Bu calismada &rnekler i¢ Anadolu’da Ankara, Kayseri ve Afyon Karahisar,
Ege ve Marmara bolgesin’de Aydin, Izmir ve Bursa’dan toplandi. Farkli hayvan
ciftliklerinden koyun ve sigirlara ait diski ve deri, kesimhanelerden ise lenf nodiilleri
toplanarak Salmonella yoniinden incelendi. Salmonella izolasyonu; hayvanlarin digki,
deri ve lenf nodiilleri 6rnekleri; 6579:2004 (ISO) Uluslararast Metot Standardizasyonu
Organizasyonu tarafindan kabul edilen standart metotlar dahilinde yapilarak identifiye
edildi.

Bu ¢alismanin gerceklestirildigi 1 yillik periyotta, Ankara, Izmir, Kayseri,
Bursa, Afyon Karahisar, Aydin sehirlerinde segilen ahirlardan toplam 312 sigir ve 135

koyundan farkli 6rnekler alindi (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.4).

Cizelge 3.1. Tiirkiye’de farkli illerdeki sigirlardan izole edilen Salmonella spp. sayisi

Orneklerin Alindigr il/ilce | Hayvan sayis1 | Pozitif hayvan
Ankara Golbasi 68 4
Polath 25 1
Kayseri 25 2
Afyonkarahisar 35 2
Aydin 50 3
[zmir 59 3
Bursa 50 2
Total 312 17
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Cizelge 3.2. Tirkiye’de farkli illerdeki sigirlardan toplanan farkli 6rneklerden izole edilen

Salmonella spp. sayisi

Orneklerin Diski Deri | Lenf Toplam izole edilen
Alndig il/jilge svab | nodulli | érnek Sayis1 | sus sayisi (%0)
Ankara Golbast | 4/83 | 0/58 | 0/10 151 5/176 (2.9)
Polatlt 0/13 112 | ---- 25
Kayseri 2/15 | 010 | ——- 25 2/25 (8.0)
Afyonkarahisar 2/15 0/15 | 0/5 35 2/35(5.7)
Aydin 0/20 3/25 | 0/5 50 3/50 (6.0)
Tzmir 3/30 0/24 | 0/5 59 3/59 (5.1)
Bursa 0/20 2/25 | 0/5 50 2/50 (4.0)
Total 11/196 | 6/169 | 0/30 395 17/395 (4.3)

Cizelge 3.3. Tiirkiye’de farkli illerdeki koyunlardan izole edilen Salmonella spp. sonuglart

Orneklerin Alindig il /ilge | Hayvan sayis1 | Pozitif hayvan
Ankara Golbasi 30 8
Polatlt 10 1
Kayseri 15 0
AfyonKarahisar 20 1
Aydin 20 g
[zmir 20 1
Bursa 20 1
Total 135 14

Cizelge 3.4. Tiirkiye’de farkli illerdeki koyunlardan toplanan farkli 6rneklerden izole edilen

Salmonella spp. sonuglar1

Orneklerin Diski | Deri | Lenf Toplam izole edilen sus
Alindigi il /ilge svab | nodllu | 6rnek Sayisi | sayisi (%0)
Ankara Golbast | 4/10 3/10 | 0/10 30 8/40 (20)

Polath 1/5 05 | ----- 10
Kayseri 0/8 o7 | ------ 15 0/15
AfyonKarahisar 0/8 17 5 20 1/20 (5)
Aydmn 1/8 2/7 5 20 3/20 (15)
Tzmir 0/8 7 |5 20 1/20 (5)
Bursa 0/8 7 |5 20 1/20 (5)
Total 6/55 8/50 | 0/30 135 14/135 (10.4)
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2014-2015 yillar1 arasindaki ¢alisma sonucunda Ankara (93 adet sigir ve 40
adet koyun numune), Kayseri (25 adet sigir ve 15 adet koyun numune), Afyon (35 adet
sigir ve 20 adet koyun numune), izmir (59 adet sigir ve 20 adet koyun numune), Aydin
(50 adet s1gir ve 20 adet koyun numune) ve Bursa’dan (50 adet sigir ve 20 adet koyun
numune) toplam 447 sigir ve koyundan 6rnek alindi. Alinan 6rnekler 31 adet (% 6.94)
Salmonella siipheli bulundu, biyokimyasal testlerle desteklenerek identifiye edildi.
Ticari bir biyokimyasal kit olan Microgen® Salmonella Rapid Test (Microgen GN-ID
System) ile test edilen tiim suslar bilgisayar ortaminda Salmonella spp. olarak tespit
edildi. Incelenen diski deri ve lenf nodiillerden izole edilen Salmonellalara

serortiplendirme yapildi.

Sigirlardan, Ankara’da Golbasi ve Polath ilgelerinden toplam 3 ahir ve 2
kesimhaneden 176 6érnek alindi; 5 pozitif sonu¢ bulundu. izmir’ de 2 ahir ve 1
kesimhaneden 59 6rnek alindi; alinan 6rneklerden 3 tanesi pozitif bulundu. Aydin’da
bir ahir ve 1 kesimhaneden 30 6rnek alindi; 3 6rnek pozitif bulundu. Bursa’da bir ahir
ve 1 kesimhaneden 30 6rnek alindi, 3 adet pozitif materyal tespit edildi. Afyon’da bir
ahir ve 1 kesimhaneden 30 6rnek alindi, 6rneklerden 2 tanesi pozitif olarak tespit
edildi. Kayseri’de ise 25 ornek alindi, 2 tane pozitif sonug¢ bulundu. Koyunlarda ise,
Ankara’da Golbasi ve Polath ilgelerinden toplam 3 ahir ve 1 kesimhaneden 40 6rnek
alindi; 8 pozitif sonug bulundu. izmir’ de bir ahir ve 1 kesimhaneden 20 6rnek alinds;
alinan 6rneklerden 1 tanesi pozitif bulundu. Aydin’da bir ahir ve 1 kesimhaneden 20
ornek alindi; 3 6rnek pozitif bulundu. Bursa’da bir ahir ve 1 kesimhaneden 20 6rnek
alindi, 1 adet pozitif materyal tespit edildi. Afyon’da bir ahir ve 1 kesimhaneden 20
ornek alindi, 6rneklerden 1 tanesi pozitif olarak degerlendirildi. Kayseri’de ise 15

ornek alindi, pozitif sonug bulunamadi (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.4).
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3.2. Sigir ve Koyunlarda Belirlenen Salmonella Serotipleri

Serotiplendirme sonucunda, 31 (%6.94) oraninda Salmonella spp. tiplendirildi.
Salmonella suslarinin S.Typhimurium (n 4), S. Anatum (n 3), S. Newport (nl), S.
Enteritidis (n 2), S. Amager (n 1), S. Leverpool (n 1), S. Kentucky (n 1), S. Il 48:d:zs
(n3),S. 142:enx :1,6 (n 1), S. lIb 61:k:1,5(n 9), S. I1lb 61:1,v:1,5,7 (n 4) ve S. llIb
50:k:z3s (n 1) serotipleri de bu ¢alismada identifiye edildi ve serotiplendirildi (Cizelge
3.5). Bu izolatlar Tiirkiye Cumhuriyeti’nin farkli bolgelerinden toplandi; Ankara (13
izolat), Kayseri (2 izolat), Afyon Kkarahisar (3 izolat), Izmir (4 izolat), Aydin (6 izolat)
ve Bursa (3 izolat) (Cizelge 3.1 ve 3.3). Ulkenin farkli yerlerinden toplanan drnekler
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda analiz
edildi. Tim Salmonella serotipleri igin analiz yapildi. Serotipler sigir ve koyunlardan
izole edilenler (S. Enteritidis, S. Typhimurium ve S. Diarizonae) ve diger gida kaynakli
serotipler olmak tizere gruplandirildi. 25g. diskidaki Salmonella spp. 17/251 6rnekte
(6.8% s1gir ve koyun), deri svablarinda 14/214 drnekte (% 6.5) tespit edilirken; lenf
nodullerinde ise hi¢c Salmonella spp. pozitifligi bulunmadi. Toplanan 6rneklerden;
diski ve deri svabindan ortak olarak izole ve identifiye edilen serotip S. Typhimurium,
S.IIb 61:k:1,5ve S. 111b 61:1,v:1,5,7 dir. Sonug olarak bircok serotip izole edildi fakat
yaygin olarak S. Typhimurium (% 1.28), S. Anatum (% 0.96, S. 11 48:d:z6 (% 0.96), S.
b 61:k:1,5 (%6.7) ve S. 11lb 61:1,v:1,5,7 (%3.0) izole edildi. Bu serotipler siklikla
saglikli sigir ve koyunlarin digki ve derilerinden izole edildi (Serotiplerin antijenik
formdlleri Cizelge 3.6’de; izolasyon ve identifikasyon sonuglari Cizelge 3.5’de

gosterildi).
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Cizelge 3.5. Tiim Izole ve Identifiye Edilen Salmonella Serotiplerinin Sonuglari

Serotipler Sigir Koyun Total oran
S.Typhimurium 4/312 %1.28
S.Anatum 3/312 %0.96
S.1148:d:26 3/312 %0.96
S.Enteritidis 2/312 %0.64
S.Newport 1/312 9%0.32
S.Liverpool 1/312 90.32
S.Kentucky 1/312 %0.32
S.Amager 1/312 %0.32
S.I142:enx:16 1/312 9%0.32
S.1b 61:k:1,5
S.b 6L:1,v:1,5,7 9/135 %6.7
S. 111b 50:k:z3s5 41135 %3.0
1/135 %0.74
Total 17/312 (5.5) | 14/135 (10.4) | % 15.9

Cizelge 3.6. izole ve identifiye edilen Salmonella serotiplerinin antijenik formilleri

Hayvan turi Serotip adi Grup Somatik O | Flagellar H antijeni
antijeni Faz1l Faz 2

Sigir S. Typhimurium B 1,4,(5),12 i 1,2

S.Amager E1 3, {10}{15} y 1,2

S. Newport Cz 6,8 eh 1,2

S. Anatum E1 3,10 g,h 1,6

S. Liverpool Ea 1,3,19 d e,n,zis

S. Kentucky Cs 8,20 i Zs

S. Enteritidis D1 1,912 g.m 1,7

S. 1148:d:z6 48 Zs

S. Il 42:enx:16 T 42 X 1,6
Koyun S. I
Koyun S. b 61:k:1,5 061 61 k 15
Koyun S.I1b 61:1,v:1,5,7 61 r 1,57
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3.3. Ribotiplendirme Bulgular:

Serotiplendirme analizi sonucu elde edilen 31 adet Salmonella izolatinin her
biri i¢in ribotiplendirme analizi gerceklestirilmistir. Bu orneklerden 4’iiniin S.
Typhimurium (% 1.28), 3’iiniin S. Anatum (% 0.96), 3’lniin S. 1l 48:d:z26(% 0.96), 2
’inin S. Enteritidis (% 0.64) ve birer tanesininde S. Newport (% 0.32), S. Liverpool (%
0.32), S. Kentucky (% 0.32), S. Amager (% 0.32), S. Il 42:enx:1,6 (% 0.32) olduklar1
tespit edilmistir. Koyunlardan ise 9’ndn S. Illb 61:1,v:,5,7 (% 6.92),4’{intin S. 1l
61:k:1,5 (% 3.1) ve bir tanesinin S. 111b 50:k:z35 (% 0.77) olduklari tespit edilmistir.
Tiplendirilme sonucunda farkli serotiplere yonelik ribopaternlerde S. Typhimurium,
S. Anatum S. Il 48:d:ze, S. Enteritidis, S. Newport, S. Liverpool, S. Kentucky, S.
Amager, S. 11 42:enx:16, S. 110 61:1,v:1,5,7, S. 11l spesifik bantlar vermistir.

3.4. Serotip Ribotip Karsilastirilmasi

Sigirlardan  izole ve identifiye edilen Salmonella  serotiplerinin
serotiplendirmeleri  ve  ribotiplendirmeleri  arasindaki  benzerlige  bakildi.
Serotiplendirmede bulunan bazi serotiplere ribotiplendirme sonucunda farkli serotipler
oldugu gorildi. Ornegin; S. Dublin’in - S. Enteritidis, S. Hayindogo’nun - S. Anatum,
S. Sao’nun - S. Liverpool, S. Malmoa ‘nin - S. Kentucky, S. Tomegbe’nin - S. 11 48:d:26
, S. 1142: b:1,5%in - S. 11 48:d:26, S. Faji’nin - S. 11 48:d:z6 olduklar1 tespit edilmistir.

Koyunlardansa S. IV 50:a ‘nin - S. Ill, S. IIIb 50:K:Z35’nin - S. 111, S. b
61:K:1,5’nin - S. I, S. IIIb 61:K:1,5’nin - S. Illb 61:1,v:1,5,7, S. IIlIb’nin - S. Illb
61:1,v:1,5,7, S. b 61:1,v:1,5,7 ve S. IlIb’nin - S. 1llb 61:1,v:1,5,7 olduklar tespit
edilmistir. Salmonella spp olan fakat serotiplendirmede tespit edilmeyen 3 susun

ribotiplendirmesi S. 111 olarak bulundu.
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Salmonella, tir igi ve tiirler arasindaki genetik benzerlik ayr1 ayr

dendogramlar olarak gosterilmistir sekil 3.1.
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Sekil 3.1. Salmonella, tiir i¢i ve tiirler arasindaki genetik benzerlik ayr1 ayr1 dendogramlar
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3.5. Antibiyotik Duyarlilik Testi Bulgular:

Izole edilen Salmonella serovarlarinda Cefotaxime, Chloramphenicol,
Ciprofloxacin, Gentamicin, Nalidixic acid, Tetracycline, Streptomycin ve
Kanamycin’e karst duyarlilik goriiliirken, sigir ve koyunlarda daha ¢cok Ampicillin’e
karst duyarlilik tespit edildi. Streptomycin’e kars1 duyarlilik koyunlarda az sayida
gdzlenirken sigirlarda fazla sayida gdzlenmistir. Izolatlar direngli, orta derecede
duyarli ve duyarli olmak tizere 3 sinifa ayrilmistir. Erythromycin ve Sulfonamide’lere
kars1 fazla sayida direng genellikle Salmonella serovarlarinda gdézlenmistir. Bu
sonuglar sigirlarda ve koyunlarda Salmonella kontrolinde Ampicillin  ve
Sulfonamides’ lerin etkili olmadigini1 gostermektedir. Sigir ve koyunlardan elde edilen
Salmonella serovarlarinin segilen antibiyotiklere kars1 direnglilikleri (Cezilge 3.7 ve

Gezilge 3.8)’de gosterilmistir.

Diski ve deri érneklerinden izole edilen 31 Salmonella serovarindan 3’iinde
coklu antibiyotik direnci saptandi (Cezilge 3.7 ve Cezilge 3.8). Salmonella Kentucky’de
Ampicillin , Ciprofloxacin, Erythromycin, Gentamicin, Naldixic Acid, Sulfonamides,
Streptomycin ve Tetracyclin’e direng saptanirken ; Salmonella Newport’de Ampisilin,
Sefotaksim, Kloramfenikol, Stlfonamidler, Streptomisin ve Tetrasiklinler’e direng
saptanirken; Salmonella Illb 61: 1,v:1,5,7 ¢ de ise Ciprofloxacin , Erthromycin,

Gentamicin ve Sulfonamidlere direng saptandi.
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Cezilge 3.7. Sigirlardan izole edilen Salmonella serotiplerinin farkli antibiyotiklerle yapilmis antimikrobiyal duyarlilik testi

Antibiyotik Ad1

Amp

CTX

©

CIP

GN

(Na)

(Su)

(S)

(Te)

. Typhimurium

. Typhimurium

. Typhimurium

. Typhimurium

. 1148:d:z6

. 1148:d:26

nwl O v vl vl mv

0w O O O O v

. Anatum

. Anatum

0wl | O Ol | O Ol v

. Anatum

O| Ol O] O] O] O] ©O| O] ©

wl 0| O O O O Ol O v

0l 0| O O O O Ol O v

0l 0| O O O O O O v

. Kentucky

0wl O V| V| O O O O ;O v

0wl O O O O O O O O v

Qx| XMl M| W ™| AO| AO| AO| Dl DT

. Newport

. Enteritidis

o

.1142:x:16

o

. Liverpool

| O L O O Ol O O Ol O O O Ol Ol »

. Amagar

0wl »w v nmn

0wl »w v mn

0wl v v nul m

Qx| AWl Tl D

0wl v v nul m

0wl v | Ol O O | v

0wl v v vl m

Qx| W AW| ™T| V| AWl M| M| W| AWl ™W| J| M| Ol O

1:Ampisilin(Amp), Sefotaksim(CTX), Kloramfenikol(C), Siprofloksasin(CIP), Eritromisin(E), Gentamisin(GN), Kanamisin(K), Nalidiksik asit(Na), Stlfonamidler(SU), Streptomisin(S)
ve Tetrasiklinler(TE)

2: Direncli (R) Orta Duyarl1 (O) Duyarli (S)
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Cezilge 3.8. Koyunlardan izole edilen Salmonella serotiplerinin farkli antibiyotiklerle yapilmis antimikrobiyal duyarlilik testi

Antibiyotik Adi Amp CTX C CIP GN K Na Su Te
S. III (Disk ) S S S S R|S S S R o S
S. III (Diski ) O S S S R|S S S R o S
S. I (Deri) 0] S S S R|S S S R S
S. III (Diski ) 0] S S S R|S S S R 0 S
S. III (Disk ) O S S S R|S S S R o S
S. III (Disk ) O S S S R|S S S R o S
S. llIb 61:1,v:1,5,7 o S S (¢} R S R 0o S
S. b (19 Diski) S S S S R|S S S R 0
S. 1lIb (18 Digki) S S S R|S S S R o o
S. 1lIb (16 Digk) S S S R|S S S R o S
S. b (13 Deri) o] S S S R|S S S R O
S. b (6 Deri) S S S S R|S S S R S
S. b (15) 0] S S S R|S S S S S
Kontrol Grup ATCC
S.Typhimurium S S S S R|S S S S S
S. Enteritidis o} S S S S S S S S
E. coli R[S S S R|S S S S 0 S

1:Ampisilin(Amp), Sefotaksim(CTX), Kloramfenikol(C), Siprofloksasin(CIP), Eritromisin(E), Gentamisin(GN), Kanamisin(K), Nalidiksik asit(Na), Stlfonamidler(SU), Streptomisin(S)

ve Tetrasiklinler(TE)

2: Direncli (R) Orta Duyarli (O) Duyarl: (S)
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Cezilge 3.9. Hayvanlardan izole edilen Salmonella serotiplerinin farkli antibiyotiklere direnglilik sonuglar

Antibiyotik Ad1 Amp CTX Cc CIP E GN K Na Su S Te
S. Typhimurium 0/4 0/4 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4
S. Enteritidis 0/2 0/2 0/2 0/2 212 0/2 0/2 0/2 212 0/2 0/2
S. 1148:d:26 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 0/3 0/3 0/3 3/3 0/3 0/3
S. Anatum 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 0/3 0/3 0/3 3/3 0/3 0/3
S. Kentucky 171 0/1 0/1 11 11 171 011 11 11 171 171
S. Newport 11 171 171 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 11 11 11
S. 1142:x:16 0/1 0/1 0/1 0/1 171 0/1 0/1 0/1 11 0/1 0/1
S. Liverpool 0/1 0/1 0/1 0/1 11 0/1 0/1 0/1 171 0/1 0/1
S. Amagar 0/1 0/1 0/1 0/1 11 0/1 0/1 0/1 171 0/1 0/1
S. b 61:k:1,5 0/9 0/9 0/9 0/9 9/9 0/9 0/9 0/9 8/9 8/9 0/9
S. 111 50:k:z35 0/4 0/4 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4 0/4 4/4 4/4 0/4
S. b 61:1,v:1,5,7 0/1 0/1 0/1 0/1 11 11 0/1 0/1 171 11 0/1




Cezilge 3.10. Sigir ve koyunlardan izole edilen Salmonella serotiplerinin antibiyotik direng oranlar1 (%)

Antibiyotik Ad1 Total di reng
Hayvan Amp CTX @ CIP E GN K Na Su S Te
Sigir (17) 2(118) [ 1(59) [ 1(559) | 1(59) | 16(9412) | 1(5.9 0 1(5.9) | 17 (100) | 2(11.8) 2(11.8) | 235
Koyun (14) 0 0 0 0 14 (100) 1(714) | 0 0 13(929) | 1(7.14) | O 18.8
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3.6. Molekiiler Tani Bulgulari
3.6.1. Antimikrobiyal Direng Genlerinin Varhgi

Bu tez galisma sirasinda sigir ve koyunlardan izole ve identifiye edilen
Salmonella serovarlar1 antibiyotik direnci ile iliskili ¢esitli gen bolgelerinin varlig
kontrol edilmistir. Antibiyotik direngliliginin genetik baginin arastirilmas: amaciyla

siif [ integron analizleri, PCR yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Calisma sirasinda izole ve identifiye edilen Salmonella serovarlari antibiyotik
direnci gosteren suslarin direng gosterdigi antibiyotikler secilerek genel PCR yapild:.
Antibiyotikler (Eritromisin, Stlfonamidler, Tetrasiklinler), Salmonella serovarlarin
antibiyotik direnci molekiiler tanisinda sull, tet (A), tet (G), tet (B) ve erm (B)
genlerine spesifik primerlerin kullanildigi genel-PCR teknikleri kullanildi (Su ve ark.,
2006; Miriagou ve ark., 2006; Mulvey ve ark., 2006; Bolton ve ark., 2013). Bu
tekniklerin spesifitesinin ortaya konmasi igin pozitif ve negatif kontrol suslari ile
gerceklestirilen ¢alismada tet (A) primerleri ile S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. 11
48:d:z6 , S. Il 42:x:16, S. Il ve S. llIb suslarinin higbirinde spesifik bant tespit
edilemedigi gibi, S. Kentacky ve S. Newport DNA’lar1 ile de spesifik bant profilleri
gozlendi. Genel PCR sonucunda S. kentacky ve S. Newport spesifik bant profilleri
tespit edildi. PCR sonuclar sigirlardan izole edelen S. Kentacky ve S. Newport

serovarlarin tetrasikiline kars1 direnci tet A gen var oldugu ortaya ¢ikt.

Sekil 3.2. tet A primer kullanilarak farkli serotiplerle genel PCR (M;210bp, 9, 10 numarali

ornekler S. Kentacky ; 9 numarali 6rnek S. Newport; 10 numarali 6rnek)
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4. TARTISMA

Salmonella, diski ile kontamine herhangi bir materyalde, kanalizasyon
sularinda, ¢iftlik atik sularinda ve dogada yaygin olarak bulunmaktadir (OIE, 2010).
Salmonella geng ve gebe hayvanlar da dahil olmak Gzere tlim evcil havyan turlerini
etkilemektedir. En duyarli hayvan grubu ise laktasyondaki hayvanlardir (WHO (GFN)),
2010; OIE, 2010). Evcil hayvanlar arasinda sigir ve koyunlar, Salmonella’nin en
onemli rezervuarlarindan birini olusturmaktadirlar. Infeksiyona sebep olan serotipler
genis bir skalaya sahiptirler. Ciftlik ¢evresinden alinan 6rneklerden Salmonella’nin
yuksek oranda izole edildigi bildirilmistir. Bu da bu bolgelerin Salmonella igin 6nemli
bir rezervuar olabilecegini gostermistir. Salmonella, hemen hemen tiim omurgalilari
infekte etmesine ragmen infeksiyonun ciddiyeti, konak duyarliligina bagli olarak
serotipten serotipe degiskenlik gostermektedir (Murray, 1991; Cobbold ve ark., 2006;
Rodriguez ve ark., 2006; Brichta-Harhay ve ark., 2008).

Salmonella konagin lenfoid dokusu, derisi ve diskisinda hayatta kalma ve
invazyon yetenegi ile taninan ¢ok yonlii bagirsak patojenidir. Lenf noddlleri, deri ve
digkinin koyun ve sigir driinlerinde Salmonella kontaminasyonunun kaynagi
olabilecegi teyit edildikten sonra infeksiyona sebep olan serotiplerin ve antibiyotik
duyarlilik profillerinin incelenmesi 6nem kazanmistir. Baz1 Salmonella serotiplerinin;
konak durumu, bulagsma yolu ve alinan bakteri yiikiine bagli olarak insanlarda
infeksiyona sebep oldugu goriilmektedir (Jones ve ark., 2008). Salmonella serotipleri
konak ¢esitliligi ve konak tiirleri arasindaki dagilim bakimindan farkliliklar
gostermektedir. Fakat konak cesitliligini belirleyen molekiiler ve evrimsel
belirleyiciler hakkindaki bilinenler hala sinirlidir bu durum da guniimizde halk
sagligina dair degerlendirme yapmay1 zorlastirmaktadir (Hoelzer ve ark., 2011).
Yapilan galigsmalarin sadece az bir kismi deri, digsk1 ve lenf nodiillerindeki Salmonella
varhigmin, koyun ve sigir etinde Salmonella kontaminasyonuna yol actigini

agiklamistir.
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Salmonella serotipleri insanlarda gida kaynakli infeksiyonlara sebep olan
etkenlerin basinda gelmektedir. Et ve slt tuketiminin insanlardaki Salmonellozis
salginlariyla iligkili oldugu gosterilmistir. Hayvanlarda 6zel olmayan Salmonellosis
etkenlerinin ¢ogu et, siit gibi gidalarla insanlara bulasarak insanlarda gastroenteritisleri
neden olmaktadirlar. O nedenle bu etkenlerin ayrica zoonotik énemleri vardir (Izgiir,
2006). Salmonella; bir ¢ok serotipinin sahip oldugu antimikrobiyel direng yiiziinden
de halk sagligini tehtid etmektedir. Kesimhaneler ve veteriner teshis merkezlerinden
izole edilen Salmonella drneklerinin %44 {iniin en az bir antimikrobiyel ajana direngli
oldugu bildirilmistir (Foley ve Lynne, 2008). Son yillarda antibiyotik kullanimina
bagl direngli Salmonella serotiplerinin artis1 endise kaynagi olmaktadir. Endisenin bir
kismini ise bu etkenlerin, iki ya da daha fazla antibiyotige karsi1 ¢oklu ila¢ direnci
kazanmalar1 olusturmaktadir. Siprofloksasin, ofloksasin gibi florokinolonlar ve
seftriakson ve sefotaksim gibi genis spekturumlu sefalosporinlerin alternatif etkileri
kanitlanmasina karsin bu ajanlara karsi direng gelismistir (Parry, 2003; Akyala ve

Alsam, 2015).

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde oldugu gibi, gerek gidasal deger olarak
ve gerekse ekonomiye sagladigi 6nemli katkilar nedeniyle Tiirkiye’de sigir ve koyun

yetistiriciliginin 6nemi biytktir.

Bu calismada iki yillik siire¢ i¢inde I¢ Anadolu’da Ankara cevresi, Kayseri ve
Afyonkarahisar cevresi, Ege ve Marmara bolgesinde; Aydin, Izmir ve Bursa
cevresindeki sigir ve koyunlardan gelen 530 &rnek incelendi. Incelenen materyallarin
(disk1, deri svabi ve lenf nodulil) 31 adedinde (%5.85) Salmonella spp. izole ve
identifiye edildi. Salmonella suslarinin S. Typhimurium (%1.28), S. Anatum (%0.96),
S. 1l 48:d:z6 (%0.96), S. Enteritidis (%0.64), S. Newport (%0.32), S. Liverpool
(%0.32), S. Kentucky (%0.32 ), S. Amager (%0.32 ), S. Il 42:enx:16 (%0.32), S. llIb
61:k:1,5 (%6.92), S. 1llb 50:k:z35 (%3.07) ve S. Illb 61:1,v:1,5,7 (%0.77) olarak
bulundu. Elde edilen sonuglara gore, sigir ve koyun Salmonella serotip prevalansinda
farkliliklar oldugu belirlenmistir. Tim koyun o6rneklerinde Salmonella serotip
prevalansi (%10.4) sigirlardan (%4.3) daha yiiksek bulunmustur. Onceki yapilan

benzer ¢alismalarda Thorns, (2000)’nin Amerika’da besi sigir1 yetistiriciligi yapilan
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ciftliklerde Salmonella prevalansinin %3-5 oraninda oldugu bildirilmistir. Abouzeed
ve ark, (2000)’nin yilinda Prens Edward Adalarinda serotiplerin viriilans genlerine
0zgu primerler ile klasik PCR metodu kullanarak yaptiklart bir ¢alismada;
Salmonella’nin  sigir isletmelerinde goriilme oraninin  %4.6 oldugunu tespit
etmislerdir. Sigirlarda, EFSA (2015) raporuna gore Avrupa Ulkelerinde yapilan
calismada diski, deri svabi ve lenf nodiilii 6rneklerinden % 4 oraninda Salmonella izole
ve identifiye edilmistir. 3243 izolattan en yaygin iki serotip S. Typhimurium (%46.8)
ve S. Dublin (%31.3) olurken bunlan igiincii sirada %4.6 oranla S. Enteritidis
izlemistir. Bu izolatlarin biiyiik bir kism1 (1,866) Almanya’dan gelmistir. Bu sebeple
tiim s181r izolatlarinin %57.5°i raporlanmistir. Ingiltere’de 554 Salmonella izolati,
Hollanda’da 508 ve Irlanda’da 264 izolat rapor edilmistir. S. Typhimurium (%46.8)
Almanya ve Hollanda’da en baskin serotip olarak belirlenmistir. Fakat Ingiltere ve

frlanda’da S. Tyhmurium (%5.2 ve %11) daha diisiik oranda izole edilmistir.

Sigirlarda Salmonella serotipleri arasindaki dagilim; tiretim sistemleri, klinik
belirtiler, yas, cografik bolge ve zamana gore biiyiik oranda degisiklik gostermektedir.
Ornegin; Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Veteriner Servis Laboratuvar: (NVSL)
2005-2006 yillarinda klinik olarak hasta sigirlardan en sik olarak S. Typhimurium, S.
Newport, S. Orion, S. Montevideo ve S. Agona’ y1 izole ettiklerini rapor ederken; ayni
zaman diliminde klinik olarak saglikli sigirlardan ise S. Cerro, S. Kentucky, S. Anatum,
S. Newport, S. Montevideo, ve S. Orion’ un izole edildigi bildirilmistir (APHIS, 2006).
Warnick ve ark., (2001), Blau ve ark., (2005) ile Cobbold ve ark., (2006) suri icindeki
ve sirtiler arasindaki Salmonella prevalansinin olduk¢a degisken oldugunu tahmin
etmektedirler. Sigir isletmeleri icin; siirliler arasindaki nokta prevalanst %2-42
arasinda iken siirli icerisinde ise %0-37 arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Ek
olarak; siirii i¢i prevalansi, klinik olarak hastalik belirtisi gosteren hayvanlarda,
hastalik belirtisi gostermeyen hayvanlara gore daha yiiksek bulunmustur. Ayrica
serotip dagilimi klinik belirti gosteren ve gostermeyen siiriiler arasinda farklilik

gosterebilmektedir.
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Sigirlarda oldugu gibi, koyunlarda da Salmonella prevalanst 6nemli dlgiide
degisiklik gostermektedir. Habrun ve ark, (2006); Belloy ve ark, (2009), kugcik
ruminantlar arasindaki Salmonella prevalansinin serotip, siirii ve cografi bolgelere
baglh olarak oldukga degisken olabilecegini bildirmislerdir. Koyunlarda Salmonella
Abortusovis’e baglh biiyiik salginlar durmadan rapor edilmektedir. Ornegin S.
Abortusovis’in, Isvigre’de 2003-2007 yillar1 arasinda kuzulama kayiplarina %70’ e
yakin katkis1 oldugu bilinmektedir. S. Abortusovis’in siirii igindeki prevalansi
yuksektir; %20-50 arasinda oldugu rapor edilmistir. Alvseike ve Skjerve, (2002) S.
Diarizonae’y1 koyuna adapte olmus diger bir yaygin serotip olarak bildirmislerdir.
Omegin Norveg’te koyun siiriilerindeki S. Diarizonae prevalansi yaklasik olarak %12
olarak bildirilmistir. Orneklerin mezbahaneden toplanmasmna ve artan stres
Kosullarinin prevalansin yiiksek goriinmesine sebep olmasina ragmen siri ici

prevalans %0-45 olarak tespit edilmistir.

Hjartardottir ve ark, (2002), Woldemariam ve ark, (2005), Cortés ve ark,
(2006), farkli tilkelerdeki koyun mezbahanelerinde; S. Typhimurium, S. Anatum, ya
da S. Saintpaul’un da dahil oldugu ¢esitli Salmonella serotiplerinin yiksek prevalansa
(genellikle 9%17-60) sahip olduklarini rapor etmislerdir. Ancak Hindistan ve
Etiyopya’da koyun mezbahalarinda daha diisiik bir prevalans oldugu bildirilmistir.

Koyun ciftliklerinde saglikli hayvanlarin Salmonella prevalansinin oldukga

diisiik oldugu ve prevalansin siklikla %0-4 araliginda oldugu tahmin edilmektedir.

Saglikli sigirlarda oldugu gibi, saglikli koyunlarda da Salmonella prevalansinin
diisiik oldugu tespit edilmistir. Beach ve ark, (2002) tarafindan yapilan ¢alismada
Amerika’da koyun karkaslart arastirildiginda %1, 5 oraninda Salmonella pozitifligi
saptanmistir. EFSA (2015), iilkeler arasi ¢esitliligin saptanmasi ve arastirilmasinda
Ornekleme boyutu ve test yontemlerine dikkat etmenin 6nemli oldugunu belirtmistir.
Ayrica ornekleme donemi pozitif orneklerin orani acisindan dikkate deger oranda
sonucu etkilemektedir. Cunkl Salmonella'nin gidalarda ve hayvanlarda yaz boyunca

siklikla tespit edildigi bilinmektedir.
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Salmonella sigir ve koyun igletmelerinden drnek bazinda farkli oranlarda izole
edilmektedir. Bu calismada materyal temelli bir degerlendirme yapildiginda izolasyon
oranlar1 %6, 8 (17 ornek) diski; %6, 5 (14 6rnek) deri; %0 lenf nodiilii seklindedir.
Sigirlarda %5,6 (11 6rnek) diski; %3,6 (6 6rnek) deri; %0 lenf nodiilii iken koyunlarda
%10,91 (6 ornek) diski; %17,8 (8 6rnek) deri; %0 lenf nodiilii olarak bulunmustur.
Koyunlarda deri swab % 17, 8 (8 6rnek) Salmonella serovar prevalansi diski
orneklerinin %10,91 (6 Ornek) daha yiiksek bulunmustur. Bunun aksine; sigirlarda
digk1 6rnekleri tizerinde Salmonella serovar % 5,6 (116rnek) prevalanst % 3,6 (6
ornek) deri swab Orneklerdeki izolasyonun daha yliksek oldugu goriilmiistiir. Brichta-
Harhay ve arkadaslari, (2008) Amerika Birlesik Devletleri'nde kesimhaneden sigir deri
ve karkaslarin Salmonella ve Escherichia coli O157: H7 ile kontamine ederek yaptiklar

bir calismada Salmonella'nin ortalama prevalansi % 89.6 oldugu ortaya konmuslar.

Salmonella’larin molekiiler tanisi i¢in spesifik, duyarli, hizli, kolay ve belirgin
olarak ayrimini saglayan gilivenilir yontemlerin uygulanmasi oldukc¢a dnemlidir ve
ozellikle son yillarda bu amagla kullanilmaya baslanan DNA temelli molekiiler
yontemlerinden ribotiplendirme, en 06nde gelen yontemlerden birisi olarak
degerlendirilmistir. Bu c¢aligmada Salmonella’larin tiir diizeyinde ayrimina yo6nelik
tiplendirilmesi i¢in ribotiplendirme yontemi kullanilmis ve serotiplerin riboprinter ile
tespiti gerceklestirilmistir. Bu tiplendirilme sonucunda farkli serotiplere yonelik
ribopaternlerde S. Typhimurium, S. Anatum S. 11 48:d:ze, S. Enteritidis, S. Newport, S.
Liverpool, S. Kentucky, S. Amager, S. Il 42:enx:1, S. I11b 61:1,v:1,5,7, S. Il spesifik
bantlar vermistir. Bu suslarin ISO 6579 yontemi ile izolasyonu ve identifikasyonu
sirasinda birbirine yakin belirli suslar ayirt edilememistir. Ancak bu nedenle yapilan
ribotiplendirme genetik analizi ile izole edilen tum Salmonella serotiplerinin ayrimi

basartyla yapilmistir.
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Sigir ve koyun kaynaklari antibiyotige direngli olan Salmonella
rezervuarlaridir. S. Typhimurium, S. Anatum, S. Newport , S. Enteritidis, S. Ameger ,
S. Leverpool, S. Kentucky, S. Il 48:d:ze, S. Il 42:enx:16, S. lllb, S. 11l and S. Illb
61:1,v:1,5,7 serotipleri stlfanomidler ve eritromisin i¢in direngli bulunmustur. S.
Kentucky ve S. Newport izolatlarinda Ampisilin, Siprofloksasin, Profloksasin,
Eritromisin, Gentamisin, Nalidisik asit, Sulfonamitler, Streptomisin ve Tetrasiklin i¢in
¢oklu antibiyotik direncine sahip olduguna bulunmustur. Bu bulgular APHIS (2006)

ve Anonymous (2006) ile benzerdir.

Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore, antibakteriyel ilag listesinden en
avantajli olanlarin Kloramfenikol ve Kanamisin oldugu tespit edilmistir.
Siprofloksasin, Eritromisin, Gentamisin, Nalidisik asit ve Tetrasiklin ise Salmonella
Kentucky' nin tiim suslarmin direngli oldugu antibiyotiklerdir. Salmonella
serotiplerinin %78,9 oraninda biiylik cogunlugunun antimikrobiyallere duyarli oldugu
bazilarmin ise orta duyarlilikta oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular Banani ve ark,

(2003); Zhang ve ark, (2006) ve Karim ve ark, (2008). ile benzerlik gdstermektedir.

APHIS, (2006); Anonymous, (2006) bazi istisnalar ile birlikte antimikrobiyal
direncin serotip ve hayvan tirlerinin klinik durumundan etkilendigini belirtmistir.
Genellikle aymi ¢iftlik veya kesimhane orijinli benzer serotipler diisiik direng
gosterirken, tan1 sonrasi elde edilen suslarin daha cok antimikrobiyale direng

gosterdigi bulunmustur.

Calisma sirasinda izole ve identifiye edilen Salmonella serotipleri arasindan
Eritromisin, Siilfonamidler, Tetrasikline direng gdsteren suslar i¢in genel PCR yapildi.
PCR’da sull, tetA, tetG, tetB ve ermB genlerine spesifik primerler kullanildi. Bu
asamada pozitif ve negatif kontrol de ele alindi. tetA PCR reaksiyonu sonrasinda S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. 11 48:d:z6 , S. 1l 42:enx:1,6, S. Il ve S. IIIb suslarinin
hicbirinde spesifik bant tespit edilemezken; S. Kentucky ve S. Newport serotipleri igin

bant olusumu goézlendi.
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Sigir ve koyunlardan izole ve identifiye edilen Salmonella serotiplerinin insan
ve kanatlilardaki dagilimimi belirlemek amaciyla, Ankara Universitesi Veteriner
Fakdltesi Mikrobiyoloji  Anabilim Dali  Salmonella laboratuvarinda kiiltiir
koleksiyonunda bulunan ve daha 6nce Anabilim Dalimiz tarafindan yiiritiilen
projelerde izole ve identifiye edilen kanatli kokenli Salmonella serovarlar1 ve bu tez
calismasinda izole ve identifiye edilen serovarlar karsilastirilarak; ortak serovarlarin

dagilimi ortaya konulmustur.

Cizelge 4.1. Sigir ve Koyunlardan Izole ve Identifiye Edilen Salmonella Serotiplerinin Insan

ve Kanatlilardaki Dagilimi
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Sigir, koyun, insan ve kanatlilardaki antibiyotik direnglilikleri (antimikrobiyel
duyarlilik profilleri) arasindaki benzerligi veya paralelligi ¢izelge 4.2°de

goOsterilmistir.

Cizelge 4.2. Sigir, koyun, insan ve kanathlardaki antibiyotik direnclilikleri

(antimikrobiyel duyarlilik profilleri) arasindaki benzerligi veya paralelligi (EFSA ve ECDC,
2015).

Sigir, koyun, insan ve kanathlardaki
antibiyotik direnclilikleri arasindaki
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan bu tez ¢alismasi Tiirkiye’deki sigir ve koyun yetistiriciliginin yaygin
olarak yapildig1 I¢ Anadolu’da; Ankara, Kayseri ve Afyon Karahisar ¢evresi, Ege ve
Marmara bélgesinde; Aydm, Izmir ve Bursa sehirlerindeki farkli ahir ve
kesimhanelerden gelen 530 6rnek incelendi, incelenen degisik materyallarin (diski,
deri svab1 ve lenf nodiilii 6rnekler) 31 adedinde (5.85 %) Salmonella spp izole ve
identifiye edilmistir. Sigirlardan toplanan 395 6rnek 17 adet Salmonella spp izole ve
identifiye edilmistir. Bu izolatlar arasinda S. Typhimurium (%1.28), S. Anatum
(90.96), S. Il 48:d:z6 (%0.96), S. Enteritidis (%0.64), S. Newport (%0.32), S.
Liverpool (%0.32), S. Kentucky (%0.32 ), S. Amager (%0.32), S. Il 42:enx:1,6 (%0.32
) olarak bulunmustur. Koyunlardan ise 135 6rnek 14 adet Salmonella spp izole ve
identifiye edilmistir. Bu izolatlar arasinda S. 111b 61:k:1,5 (%6.92), S. Illb 50:k:z3s
(%3.07) ve S. Illb 61:1,v:1,5,7 (%0.77) olarak tespit edilmistir. izolatlar arasinda
sigirlardan %1.28 oraniyla S. Typhimurium, koyunlarda ise % 6.92 oraniyla S. 111b

61:k:1,5” in en fazla izole edilen 2 serotip oldugu belirlenmistir.

Calisma sirasinda izole ve identifiye edilen Salmonella serotipleri antibiyotik
duyarlilik testi yapilarak antibiyotik direnglilikleri saptanmustir. Izolatlar direncli, orta
derecede duyarli ve duyarli olmak iizere 3 sinifa ayrilmistir. Erythromycin ve
Sulfonamid’lere karsi fazla sayida direng genellikle Salmonella serovarlarinda
gOzlenmistir. Bu sonuglar sigirlarda ve koyunlarda Salmonella kontroltinde Ampicillin
ve Sulfonamid’lerin etkili olmadigin1 gostermektedir. S. Kentucky ve S. Newport diger

Salmonella serotiplerine gore daha fazla direnglilige sahip oldugu goriilmiistir.

Tezde elde edilen bir bagka 6nemli sonug ise, antimikrobiyal direng genlerinin
varhgmin kontrol icin antibiyotik direnci gosteren Salmonella suslarin direng
gosterdigi antibiyotikler genel PCR yapilarak saptandi; Tetrasiklinlerin (tetd)
primerleri ile S.Typhimurium, S. Enteritidis, S. Il 48:d:z6 , S. Il 42:enx:16, S. |1l ve S.
I1lb suslarinin higbirinde spesifik bant tespit edilemedigi gibi, S. Kentucky ve S.
Newport DNA’lar ile de spesifik bant profilleri gozlendi.
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Bu ¢aligsma, Tirkiye'nin tiim boélgelerinde sigir ve koyunlarda Salmonella
serotiplerinin arastiritlmasinin  gerekliligini gostermistir. Duizenli epidemiyolojik
caligmalar, salmonellozisin dnlenmesine yonelik saglam stratejilerin gelistirilmesini
saglayabilir. Hijyen de dahil hasere kontrolii, (kemirici ve kuslar da Salmonella
tasiyabilir), hasta ve saglikli hayvanlarin biyogiivenlik i¢in ayrimi Ozellikle
buzagilama bolgelerinde yapilmalidir. Lam aglitinasyonu ile sigir ve koyunlarin saha
vakalarinda hizli bir tespit yapilabilir. Ancak, kicik laboratuvarlarin genellikle bu
analiz icin gerekli serum kaynaklara erisimi yoktur ve izolatlar1 analiz etmek i¢in diger

tekniklere basvurmak durumunda kalmaktadirlar.

Salmonella enterica subspecies diarizonae serovar 61:k:1,5,(7), Turkiye
tarihinde ilk kez Turkiye'deki koyunlardan izolasyonu bildirilmeyen serotiplerden

birinin oldugu bu ¢alismada belirlendi.

Antibiyotik direng¢ analizi ile antibakteriyal ajan olarak Kloramfenikol ve
Kanamisin’in duyarli oldugu goriilmiistiir. Cok sayida ¢alisma, Salmonella
enfeksiyonlarinda tedavi ve korumada yanitin oldukg¢a zayif kaldiginin rapor etmistir.
Klinik bulgulari azaltan ancak korumada yeterli olmayan bir ag1 da mevcuttur. Son
olarak, gida kaynakli salmonellozise neden olan Salmonella serotipleri Gizerine olan
temel uygulamali caligmalar, hastaligin 6nlenmesi ve kontrolii i¢in 6nemli rol
oynamaktadir. Bu yeni ortaya ¢ikan antibiyotik direnci ise egilimlerin tespit edilmesi

icin izleme sistemlerinin 6nemini gostermektedir.
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OZET

Sigir ve Koyunlarda Salmonella Serotiplerinin Belirlenmesi

Bu calismada, Tirkiye’de sigir ve koyun yetistiriciliginin yaygin olarak
yapildig1 I¢ Anadolu’da; Ankara, Kayseri ve Afyon Karahisar cevresi, Ege ve
Marmara bélgesinde; Aydin, Izmir ve Bursa sehirlerindeki secilen ahirlardan toplam
312 sigir ve 135 koyundan farkli 6rnekler alinmistir. Bu tez ¢alismasi Nisan 2014 -
Agustos 2015 doneminde Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’ndaki farkli laboratuvarlarda yiirtitilmUstlr. Arastirma kapsaminda
secilen ahirlardan toplam 470 diski ve deri; kesimhanelerden ise 60 adet lenf noddlleri

toplanarak toplam 530 6rnek Salmonella yoninden incelenmistir.

Salmonella izolasyon ve identifikasyonunun degerlendirilmesi 6579:2004
(ISO) Uluslararas1 Metot Standardizasyonu Organizasyonu tarafindan kabul edilen
standart metotlar uygulanarak gergeklestirildi. Prosediir dahilinde 6n zenginlestirme
icin Tamponlanmigs Peptonlu Su (TPS), selektif zenginlestirme igin Modified
Rappaport Vasilliadis Semi Solid (MRSV) ve Muller Kauffmann Tetrathionat
novobiocin Broth (MKTTn) ve izolasyon igin selektif besiyeri olan , Xylose Lysine
Deoxycholate (XLD) ve Xylose Lysine Tergitol 4 (XLI4) agar kullanildi. Salmonella
stipheli bulunan kolonilerinin identifikasyonu, biyokimyasal ve serolojik yontemlerle
gerceklestirildi.  Serotiplendirme ise Kauffmann-White-Le Minor klasifikasyon

semasina gore yapilmistir.

Calismada incelenen 530 sigir ve koyun materyallerinden (deri swab, digki ve
lenf nodilil) 31 adedi Salmonella yéninden pozitif olarak bulunmustur. izole ve
identifiye edilen 31 adet Salmonella izolatinin 13’tnin (%4.2) Salmonella enterica
subsp. enterica olup , 4’Unln Salmonella enterica subsp. salamae (%1.3) serovari
oldugu, 14’inin (%10.8) ise Salmonella enterica subsp. Diarizonae olup 9’unun S. 111b
61:k:1,5 (%7), 4”tiniin S. 111b 50:k:z35 (%3.1) ve 1’inin de S. 111b 61:1,v:1,5,7 (%0.8)
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alttiirlerine ait oldugu belirlenmistir. Sigirlardan izole edilen en yaygin serotipin %1.37
oranla S. Typhimurium, koyunlardaki en yaygin serotipin ise %9 oranla S. 111b 61: k:
1, 5 oldugu goriilmiistiir. Izole edilen bu etkenlerin ribotiplendirmesi, antibiyotik

direncive bazi virulens faktorleri arastirildi.

Anahtar Sozcukler: Koyun, Sigir, Salmonella
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SUMMARY

Identification of Salmonella Serotypes in Cattle and Sheep

The focus of this study is isolation , identification and serotyping of Salmonella
in cattle and sheep presented for slaughter and dairy farms of some regions in Turkey
that cattle and sheep breeding is widespread like; in Anatolia, Ankara , Kayseri and
Afyon; in Ege and Marmara regoins, Aydm, Izmir and Bursa. The thesis work was
carried out in the different laboratories of, Department of Microbiology, Faculty of
Veterinary Medicine, Ankara University (AU) Ankara, Turkey during the period from
April 2014 to August 2015. A total number of 470 hides and feces samples were
aseptically collected from a convenience samples of cattle and sheep at dairy farms of
selected areas, also 60 lymph node sampleswere collected from selected slaughter

hoses.

Salmonella isolation and identification procedure, a standard and accepted
method for the detection of Salmonella in feces, hides, lymph nodes is based on a
traditional microbiological method, identification and typing of Salmonella according
to the International Organization for Standardization Method 6579:2004 (1SO) was
performed. Pre-enrichment procedure within Buffered Peptone Water, selective
enrichment with Modified Rappaport Vasilliadis Semi Solid (MRSV) and Mueller
Kauffmann Tetrathionat novobiocin Broth and selective medium for the isolation of,
Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) and Xylose Lysine Tergitol 4 (XLT4) agar was
used. The identification of suspect Salmonella colonies which were performed by
biochemical and serological methods. Positive samples were serotyped and tested for

susceptibility of some antibiotics.

In this study, among the 530 cattle and sheep material (hides swap, feces and
lymph nodes), 31 were found to be positive for Salmonella spp. Among the cattle

isolates 13 (4.2%) of them were identified as Salmonella enterica subsp. Enterica and
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4 of them (1.3%) was identified as Salmonella enterica subsp. salama. Beside this, 14
sheep isolates were found to be Salmonella enterica subsp. Diarizona among of which
9 (7%) were identified as S. 111b 50: k: zs5, 4 (3.1%) were identified as S. 111b 50: k:
z3s5. and 1 (0.8%) was identified as S. I1lb 61: 1, v: 1 5.7.

The most frequent serotypes were identified as S. Typhimurium (1.3%) in
cattle and S. I1lb 61: k: 1, 5. (7%) in sheep. Ribotyping, antibiotic resistance and some

virulence factors of the isolates were also investigated.

Keywords: Cattle, Sheep, Salmonella
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