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Tifo disi Salmonella enterica serotipleri ile kontamine gidalarin tiiketiminin neden oldugu salmonel-
lozlar, gida kokenli hastaliklarin basinda gelmekte ve bu durum mikrobiyal gida glvenligini, nemli bir
halk saghidi sorunu haline getirmektedir. Bu calisma, Edirne ilindeki gida kaynaklh Salmonella enterica
suslarinin antibiyotik direnclerinin, serotiplerinin, plazmid profillerinin ve Caenorhabditis elegans hayvan
modeli sisteminde patojenite potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Calismada, tavuk
karkaslarindan izole edilmis ve 26's1 (%81.25) Infantis, dordi (%12.5) Enteritidis, birer tanesi de (%3.1)
Telaviv ve Kentucky serotiplerine dahil olan 32 Salmonella izolati kullanilmustir. izolatlarin antibiyotik
direng profilleri, disk difiizyon ve buyyon mikrodiliisyon yéntemleriyle belirlenmistir. izolatlarin pato-
jenite potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla yeni bir C.elegans nematod model sistemi kullanilmistir.
Antibiyotik diren¢ profillerine gére 32 sustan birinin (%3) gentamisine, ikisinin (%6.2) siprofloksasine,
Uclintin (%9.4) ampisiline, 18’inin (%56.3) kanamisine, 19'unun (%60.8) neomisine, 25’inin (%78.1)
tetrasikline, 25inin (%78.1) trimetoprime, 26’sinin (%81.2) nalidiksik aside, 27'sinin (%84.4) streptomi-
sine ve tiiminln (%100) silfonamid bilesiklerine direncli oldugu belirlenmistir. Calisilan 32 susun hepsi
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kloramfenikol ve ampisillin/sulbaktama karsi duyarl bulunmustur. Streptomisin, nalidiksik asit, tetrasiklin,
trimetoprim, stlfonilamid bilesikleri, kanamisin ve neomisine karsi ylksek diizeyde direng belirlenmistir.
Plazmid analizi sonuclarina gore alti izolatin (%18.75), buyduklikleri 1.2 ile 42.4 kb arasinda degisen
1-3 adet plazmid tasidig belirlenmistir. C.elegans nematod modeli sisteminde, her bir deney grubu icin
nematodlarin %50sinin 6lmesi icin gecen giin (TD50) hesaplanmistir. TD50 degerleri, pozitif kontrol
olarak kullanilan S.Typhimurium ATCC 14028 ile beslenen nematod grubu icin 4.2 + 0.5 giin, negatif
kontrol olarak kullanilan E.coli OP50 ile beslenen nematod grubu icin ise 8.0 + 0.02 giin olarak hesap-
lanmistir. TD50 degeri, Salmonella izolatlari ile beslenen nematod gruplari icin ise 3.4 - 7.3 glin arasinda
bulunmustur. Pozitif kontrol grubundan elde edilen TD50 degeri ile deney gruplarindan elde edilen
TD50 degerleri arasindaki farkliigin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi Student’s t-testi ile analiz
edilmistir. Infantis serotipinden alti ve Enteritidis serotipinden dort adet olmak (izere toplam 10 izolatin
(%31.25) C.elegans icin patojen olmadigi; Infantis, Kentucky ve Telaviv serotiplerine ait izolatlari iceren
diger 22 izolatin (%67.75) ise patojen oldugu belirlenmistir (p< 0.05). Patojen izolatlardan 20’sinde
(%90.9) coklu ilag direnci saptanmis ve tgiinln, blyuklikleri 1.2 ile 42.4 kb arasinda degisen 1-3 adet
plazmid tasidig tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar, antibiyotik direnci tasiyan Salmonella enterica
suslarinin yayginligini vurgulamig ve yeni deney hayvani enfeksiyon modelleri sayesinde cevresel ve
gida kokenli suslarin patojenik potansiyellerinin incelenmesini hedefleyen calismalara pratik bir yaklagim
saglamistir. Bu calismada, C.elegans, yurdumuzda ilk kez gida kékenli Salmonella serotiplerinin patojenite
profillerinin saptanmasinda kullanilmistir.

Anahtar sozciikler: Salmonella; Caenorhabditis elegans; viriilans; antibiyotik direnci; plazmid.

ABSTRACT

Salmonellosis, caused by non-typhoidal Salmonella enterica serovars with the consumption of
contaminated food, is one of the leading food-borne disease that makes microbial food safety
an important public health issue. This study was performed in order to determine the antibiotic
resistance, serotyping, plasmid profiles and pathogenicity potentials of food-borne Salmonella isolates
in Caenorhabditis elegans animal model system in Edirne province, located at Thrace region of Turkey.
In this study, 32 Salmonella isolates, of which 26 belonged to Infantis, four to Enteritidis, one to Telaviv
and one to Kentucky serovars, isolated from chicken carcasses were used. Antibiotic resistance profiles
were determined by disc diffusion and broth microdilution methods. A new C.elegans nematode animal
model system was used to determine the pathogenicity potential of the isolates. The antibiotic resistance
profiles revealed that one (3.1%) isolate was resistant to gentamicin, two (6.2%) to ciprofloxacin, three
(9.4%) to ampicillin, 18 (56.3%) to kanamycin, 19 (60.8%) to neomycin, 25 (78.1%) to tetracycline, 25
(78.1%) to trimethoprim, 26 (81.25%) to nalidixic acid, 27 (84.4%) to streptomycin and 32 (100%) to
sulfonamide. All of the 32 strains were susceptible to chloramphenicol and ampicillin/sulbactam. High
levels of resistance to streptomycin, nalidixic acid, tetracycline, trimethoprim, sulfonamide, kanamycin
and neomycin was determined. According to the plasmid analysis, six isolates (18.75%) harboured 1-3
plasmids with sizes between 1.2 and 42.4 kb. In C.elegans nematode animal model system, the time
(in days) required to kill 50% (TD50) of nematodes was calculated for each experimental group. TD50
values of the nematode group fed with S.Typhimurium ATCC 14028 that was used as the positive control
and another group fed with E.coli OP50 as the negative control were 4.2 + 0.5 days and 8.0 £ 0.02
days, respectively. TD50 of the groups fed with Salmonella isolates ranged between 3.4 and 7.3 days.
The significance of the differences between TD50 values of the positive control and experimental groups
was analysed by using Student’s t test. Ten of the isolates (31.25%), of which six belonged to Infantis
and four to the Enteritidis serotypes were non-pathogenic, and the rest 22 isolates including Infantis,
Kentucky and Telaviv serovars (67.75%) were found to be pathogenic for the C.elegans animal system
(p< 0.05). Twenty of the isolates (90.9%) which were determined as pathogens showed multiple drug
resistance and three of them possessed 1-3 plasmids, sizes between 1.2 - 42.4 kb. The overall results
underlined wide distribution of antibiotic-resistant Salmonella enterica strains and provided a practical
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alternative for studies aiming determination of pathogenic potential of environmental and food-borne
strains through new experimental animal infection model. In this study, C.elegans was utilized for the first
time to determine the profiles of pathogenicity of food-borne Salmonella serotypes in Turkey.

Keywords: Salmonella; Caenorhabditis elegans; virulence; antibiotic resistance; plasmid.

GIRiS

Tifo digi (non-typhoidal) Salmonella enterica serotiplerinin neden oldugu salmonelloz-
lar, diinya capinda 6nemli gida kokenli hastaliklarin basinda gelmekte ve her yil 6limle
sonuclanabilen yiiz binlerce olgu gériilmektedir'. Cesitli hayvanlarin gastrointestinal sis-
temleri, Salmonella’yr da iceren enterik patojenler icin baslica kaynaklardir. Enfekte olmusg
hayvanlar ile dogrudan temas, Salmonella enfeksiyonlarina neden olabilir; fakat insanlar-
da gortlen salmonelloz olgularinin biytik bir cogunlugu kontamine gidalarin tiiketimi ile
iliskilidir>3. Ozellikle kanat Griinleri, insanlarda gida kékenli patojen enfeksiyonlari icin
baslica rezervuardir ve salmonelloz salginlari icin 6nemli bir risk grubudur®>. Tavuk eti
basta olmak Uizere, ¢ig veya az pismis kontamine kanatli etlerinin tiiketimi, salmonelloza
neden olabilmektedir. Bugiine kadar tavuk eti kaynakl cesitli salginlar rapor edilmistir®”.

Salmonellozlar sadece olgu sayilariyla degil, ayni zamanda antimikrobiyallere direncli
suslarin artmasiyla da 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Antibiyotiklerin tip ve veteri-
nerlikte yaygin kullanimi nedeniyle antimikrobiyallere direncli varyant bakteriler ortaya
cikmaktadir®®. Tedavi gerektirmeyen gastroenterit olgularinin yani sira, ézellikle cocuk-
lar, yaslilar ve immiin yetmezIigi olan hastalarda ortaya ¢ikan invazif Salmonella spp. en-
feksiyonlarinda antimikrobiyal tedavi énerilmektedir'®!!. Salginlar veya sporadik olarak
ortaya c¢ikan salmonelloz olgular izerinde yapilan calismalar, enfeksiyonun siddeti ile
antimikrobiyal direnc arasindaki iliskiyi ortaya koymustur'?'3,

Mikrobiyal patojenlerin tiplendirilmesi, enfeksiyonlarin tani, tedavi ve epidemiyolojik
olarak izlenmesinde &nemli rol oynamaktadir. izolatlar, serotiplendirme ve antibiyotik
direng profilleri gibi fenotipik 6zelliklerine gore veya molekdiler tiplendirme teknikleri
kullanilarak genotipleme yéntemleriyle tanimlanabilirler'.

Tifo digi Salmonella spp. kokenlerinin patojeniteleri, fareden buzagiya kadar cesitli hay-
van modellerinde incelenmistir; ancak bu omurgali hayvan modelleri ile karsilastinldigin-
da, omurgasiz hayvan modeli ile calismak biitce, organizmanin basit yapisi, izlenebilir
yasam suresi ve kolay uretilmesi gibi bircok 6zellik dikkate alindiginda ¢cok daha avantaijl
hale gelmektedir'®'®. Son yillarda kullanilan omurgasiz hayvan modellerinden birisi de,
serbest olarak yasayan ve bakteri ile beslenen bir toprak nematodu olan Caenorhabditis
elegans'dir. C.elegans, Nematode Growth Medium (NGM) agarda uretilen, patojen ol-
mayan E.coli OP50 ile beslendigi zaman, oda sicakliginda yaklasik iki haftalik bir yasam
déngiisiine sahiptir'”"18, Ancak C.elegans, insan patojenleri ile beslendiginde kisa siirede
6lmektedir. insan patojenleri olan Salmonella Typhimurium, Serratia marcescens, Staph-
ylococcus aureus, Vibrio cholerae ve Burkholderia pseudomallei suslari, besin kaynagi olarak
verildiginde C.elegans’i dldirmektedir ve cesitli bakteriyel virtilans faktorlerinin, nema-
todlar ve insanda patogenezin ortaya ¢ikmasinda rol oynadigi belirlenmistir'®-22,
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Bu calismada Edirne ilindeki gida kaynakh Salmonella enterica suslarinin antibiyotik
direnci, serotipleri, patojenik fenotipleri C.elegans deney hayvani model sistemi ile ince-
lenmis ve suslarin plazmid profilleri karsilastinlmistir. Boylece, C.elegans deney hayvani
sisteminde patojen oldugu saptanan kokenlerin, antibiyotik diren¢ durumlari ile plazmid
profilleri arasinda korelasyon bulunup bulunmadigr arastiriimistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri ve Nematod Suslari

Calismada, Salmonella suslari olarak, Trakya Universitesi Molekiiler Mikrobiyoloji Labo-
ratuvari Kiltir Koleksiyonunda bulunan, Edirne ilinde satisa sunulan tavuk karkaslarindan
izole edilen suglar kullanildi. C.elegans atasal susu N2 ve E.coli OP50 susu ise C.elegans
Genetic Center (CGC), University of Minesota’dan temin edildi.

Serotiplendirme

Salmonella suslarinin serotiplendirilmesi Turkiye Halk Saglhgi Kurumu, Ulusal Enterik
Patojenler Referans Laboratuvari tarafindan gerceklestirildi.

Plazmid Analizi

Plazmid izolasyonu, Kado ve Liu'nun?® yéntemi modifiye edilerek gerceklestirildi. Ana-
liz icin, 1X Tris asetat EDTA (TAE) tamponu ile hazirlanan %0.7’lik agaroz jel kullanild.
Elektroforez islemi 100V sabit elektrik akiminda baglatildi ve 15 dk sonra 6rneklerin kuyu-
dan ¢ikmasiyla 120V sabit elektrik akiminda 3 saat sure ile gerceklestirildi. Ardindan jel, 2
pg/ml etidyum bromiir iceren boya ¢ozeltisinde 20 dk siire ile boyandi ve UV 1sik altinda
gorintlleme sistemi kullanilarak (Cleaver, ABD) fotograflari cekildi. Plazmid bulyuklikleri
Lambda Hind Ill DNA Marker (Promega, ABD) kullanilarak hesaplandi.

Antimikrobiyal Duyarliligin Belirlenmesi

Suslarin antimikrobiyal duyarhliklari, disk diflizyon metodu; antibiyotiklerin minimal in-
hibisyon konsantrasyonlari (MIK) ise buyyon mikrodiliisyon metodu kullanilarak belirlen-
di?*25, Disk difiizyon metodunda; kloramfenikol (30 pg), ampisilin (10 pg), streptomisin
(10 pg), gentamisin (10 pg), nalidiksik asit (30 ug), tetrasiklin (30 pg), siprofloksasin (5
pg), neomisin (10 pg), ampisilin/sulbaktam (10 pg), silfanilamid (250 pg), seftiofur (30
pg), kanamisin (30 pg) ve trimetoprim (5 pg) olmak tzere 13 farkh antibiyotik diski kul-
lanildi.

Deney Hayvani Modelinde Patogenezin Belirlenmesi
C.elegans es zamanli larvalarin hazirlanmasi

C.elegans N2 susu “chunking’”” metodu ile icerisinde E.coli OP50 uretilmis NGM (Ne-
matode Growth Medium) agar iceren petrilere (60 mm capli) aktarildi ve 3 giin oda
sicakhiginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi petriler 2 ml M9 tampon ile yikandi. Yu-
murta tastyan (gravid) nematodlar ve yumurtalar, pastor pipeti ile steril 15 ml’lik konik
santriflj tiplerine aktarildi ve son hacim 3.5 ml’ye tamamlandi. Her bir tiipe 0.5 ml 5N
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NaOH ve 1T ml %5 sodyum hipoklorit soliisyonu eklendi ve oda sicakhiginda 10 dk ink-
basyona birakildi. Tipler, inkiibasyon sirasinda 2 dk aralikla vorteks ile karistirildi ve 1300
g’de 30 sn santrifiij edildi. Sipernatan pastor pipeti ile atildi. Tiplere 5 ml M9 tampon
eklenerek vorteks ile birkag sn karistirildi ve 1300 g’de 30 sn santrifiij edildi. Sediment M9
tampon sollisyonu ile 2 kez yikandi. Son santrifiijden sonra sediment 7 ml M9 tamponda
¢oziildii ve 18 saat 25°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi yumurtalardan ¢ikan L1
larvalar 1300 g’de 30 sn santrifiijlenerek toplandi. Siipernatan 0.1 ml kalacak sekilde
pastor pipeti ile uzaklastinldi ve kalan ¢ozeltide sediment ¢oziilerek 6l nematodlar ve
yumurtalar E.coli OP50 ekili NGM agara aktarildi. 28 saat 25°C’de inkibe edilen nema-
todlarin L4 larval evreye ulasmasi saglandi?®,

C.elegans modelinde patojenite deneyleri

Deneyde kullanilacak olan ve LB sivi besiyerinde 37°C’de 18 saat uretilen Salmonella spp.
suslarinin yogunluklari saptandi (OD600 0.5-0.6) ve 10 yl NGM agara ekildi. 37°C'de 18
saat inklibasyondan sonra petrilerin 22°C’ye sogumasi beklendi ve 20 adet L4 donemin-
deki larva, her bir petriye (35 mm capli) stereomikroskop (Olympus, Japonya) altinda 4X
blyltmede, platin cengel uclu bir aktarici yardimi ile aktarildi. 24 saat araliklarla canli
ve 6li nematodlarin sayilari belirlendi ve 6lenler uzaklastirildi. Nematodlar deney stire-
sinde 48 saat aralikla yeni hazirlanmis besiyerine aktarildi. Deney siiresince, platin uc ile
mikroskop altinda nazik dokunma sonucu tepki vermeyen nematodlar 6l kabul edildi.
Petri duvari ile besiyeri arasina sikisarak 6len nematodlar analizden cikarildi. Deneye tim
nematodlar élene kadar devam edildi®2.

istatistiksel Analiz

Mortalite ve sagkalim, GraphPad Prism programi kullanilarak analiz edildi. Nematod|a-
rin %50'sinin 6lmesi icin gecen zaman (TD50), programdaki Y= Bottom + [Top—Bottom]/
[T + 10(logeC50-X)(Hill slope)] denklemi kullanilarak hesaplandi. X degeri olarak zaman
(guin) logaritmasi, Y degeri olarak o giin icin canl nematodlarin ytizdesi yazildi. Maksimum
deger 100, minimum deger ise 0 olarak sabitlendi. Belirlenen EC50 degeri ise TD50 olarak
degerlendirildi. TD50 degerleri arasindaki farkliigin 6nemi, Student’s t-testi (p< 0.05) ile
analiz edildi.

BULGULAR

Calismada kullanilan 32 Salmonellaizolatinin 26’sinin (%81.25) Infantis, 4’G4nun (%12.5)
Enteritidis, 1’er tanesinin de (%3.125) Telaviv ve Kentucky serotiplerine dahil oldugu sap-
tanmistir.

Antibiyotik duyarlilik testi sonuclari, izolatlarin dokuz farkli diren¢ fenotipine sahip
oldugunu gostermistir. Toplam 32 sustan 26'sinin (%81.3) coklu ila¢ direnci (en az 3 an-
tibiyotige direnc) gosterdigi tespit edilmistir. Suslarin 1i (%3.1) gentamisine, 2'si (%6.2)
siprofloksasine, 3’ (%9.4) ampisiline, 18'i (%56.3) kanamisine, 19'u (%60.8) neomisi-
ne, 25'i (%78.1) tetrasikline, 25’i (%78.1) trimetoprime, 26's1 (%81.2) nalidiksik aside,
27'si (%84.4) streptomisine ve timu (n= 32, %100) sulfonilamid bilesiklerine direncli
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bulunmustur. Bitin suslarin kloramfenikol ve ampisilin/sulbaktama karsi duyarli oldugu
saptanmistir. Kullanilan antibiyotikler icerisinde; streptomisin (256 pg/ml), nalidiksik asit
(512 pg/ml), tetrasiklin (> 512 pg/ml), trimetoprim (> 512 pg/ml), sulfonilamid bile-
sikleri (> 512 ug/ml), kanamisin (> 512 yg/ml) ve neomisin (> 512 ug/ml) icin yiksek
diizeyde direng belirlenmistir.

Caligilan 32 Salmonella susunun 26’sinin (%81.25) plazmid icermedigi, 6'sinin (%18.75)
ise buyuklikleri 1.2 ile 42.4 kb arasinda degisen 1-3 adet plazmid tasidigi belirlenmistir

(Sekil 1).

C.elegans model sistemi kullanilarak gerceklestirilen sagkalim analizlerinde hesaplanan
TD50 (nematodlarin %50sinin 6lmesi icin gecen glin) degerleri; pozitif kontrol olarak kul-
lanilan S.Typhimurium ATCC 14028 susu ile beslenen nematod grubu icin 4.2 + 0.5 guin,
negatif kontrol olarak kullanilan E.coli OP50 susu ile beslenen nematod grubu icin ise 8.0
1 0.02 giin olarak hesaplanmistir. Calismada kullanilan diger gida kokenli Salmonella izo-
latlari ile beslenen nematod gruplari icin ise TD50 degerleri 3.4-7.3 glin arasinda belirlen-
migtir (Tablo 1, Sekil 2). Yapilan istatistik-
sel analizde, Infantis serotipine dahil 6 ve
Enteritidis serotipine dahil 4 tane olmak
Uzere toplam 10 izolatin (%31.25) yer al-
dig1 deney gruplarindaki TD50 degerleri
ile daha once bu model sisteminde pato-
jenitesi belirlenmis olan S.Typhimurium
ATCC 14028 kontrol susunun kullanildig
deney grubundan elde edilen TD50 de-
gerleri arasinda anlaml bir fark oldugu
belirlenmistir (p< 0.05). Bu izolatlarin

M A7 A0 A13 Al1S A16

21.226

C.elegans model sistemi icin patojen ol- ::::
madigi belirlenmistir. Infantis, Kentucky | s.s30
ve Telaviv serotiplerine ait izolatlari iceren
diger 22 izolatin (%67.75) dahil oldugu
deney gruplarindan elde edilen TD50 f;‘;ﬁi
degerleriile S.Typhimurium ATCC 14028 ::g?;

kontrol susu ile elde edilen TD50 deger-
leri arasinda ise anlamli bir fark olmadigi 947
tespit edilmis (p< 0.05) ve bu gruba da- '

hil olan izolatlar da C.elegans model siste-
mi icin patojen olarak tanimlanmislardir.
Patojen olarak tanimlanan bu izolatlar-
dan 20 tanesi (%90.9) ¢oklu ilag direnci
gostermektedir ve 3 tanesi buyuklikleri
1.2 ile 42.4 kb arasinda degisen 1-3 adet
plazmid tagimaktadir.
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Sekil 1. Salmonella izolatlarinin plazmid profilleri. M:
Lambda Hindlll DNA Marker (baz cifti) (Promega, ABD);
A7: C.elegans modelinde patojen dedil, SUL; A10:
C.elegans modelinde patojen, AMP?, NALF, TET?, CiP¥,
TMP®, SULF; A13: C.elegans modelinde patojen, STRR,
NALR, TETR, TMP®, SUL®; A15: C.elegans modelinde pato-
jen, AMPR, STRF, NAL®, TETR, TMP, NEOF, SULR, KANR;
A16: C.elegans modelinde patojen, STR® NALR, TET?,
TMP?, NEOR, SULR KAN®; A30: C.elegans modelinde
patojen degil, SULR. (Antibiyotik®: Antibiyotige direncli).
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Tablo 1. Calismada Kullanilan izolatlarin Serotipleri, Antibiyotik Diren¢ Fenotipleri, Plazmid Sayilar,

Biiyiikliikleri ve Nematod Sagkalim Analizinde Elde Edilen TD50 Verileri

Plazmid

Sus Plazmid  biyiiklikleri

no Serotip Direng¢ gosterdigi antibiyotikler (R) sayisi (kb) TD50 (giin)
Al Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 5.0+0.61*
A2 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 6.3 +£0.84
A3 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL - - 54+041*
A4 Infantis STR, NAL, TET, TMP, SUL - - 5.9+0.73*
A5 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 4.8 £0.39*
A6 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 4.3+£0.01*
A7 Enteritidis  SUL 3 31.6,25.6,26 6.4+0.3
A8 Infantis STR, NAL, TET, TMP, SUL - - 3.7 £0.005*
A9 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 5.7+£0.16*
A10 Kentucky — AMP, NAL, TET, CiP, TMP, SUL 1 31.6 4.9 £0.04*
A11 Infantis NAL, SUL - - 5.4+0.20*
A12 Infantis STR, NAL, TET, TMP, SUL - - 4.7 £0.09*
A13  Enteritidis SUL 2 25.6,1.5 6.3+0.26
A14 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 4.8 £0.84*
A15  Infantis AMP, STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN 1 19.9 5.7 £0.39*
A16 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN 3 42.4,1.5,1.2 4.4+0.01*
A17 Enteritidis  SUL - - 6.8 £0.47
A18 Infantis STR, NAL, TET, TMP, SUL - - 3.4 £0.08*
A19 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 6.2+0.6
A20 Infantis STR, NAL, TET, SUL - - 4.6 +0.84*
A21 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 6.2+0.27
A22 Telaviv SUL - - 4.8 £0.25*
A23 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 6.1+0.88
A24 Infantis STR, NAL, TET, TMP, SUL - - 6.2 +0.46
A25 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 4.9 £ 0.80*
A26 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 6.2+0.01
A27 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 4.8+0.07*
A28 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 4.5 +0.39*
A29 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 5.5+0.49*
A30 Enteritidis  SUL 1 35.8 7.3+0.81
A31 Infantis STR, NAL, TET, TMP, NEO, SUL, KAN - - 4.8+0.73*
A32 Infantis AMP, STR, GEN, NAL, TET, CiP, TMP, NEO, SUL, - - 4.7 £0.2*

KAN

STR: Streptomisin, NAL: Nalidiksik asid, TET: Tetrasiklin, AMP: Ampisilin, CHL: Kloramfenikol, NEO: Neomisin, KAN:
Kanamisin, SUL: Siilfonamid, CiP: Siprofloksasin, GEN: Gentamisin, TMP: Trimetoprim, SAM: Ampisilin/sulbaktam,

TD50: Nematodlarin %50'sinin 6Imesi icin gecen zaman, * TD50 verilerinin S. Typhimurium ATCC14028 ile arasin-
da anlamli fark (p< 0.05) bulunmayan C.elegans model sistemi icin patojen olarak tanimlanan izolatlar.

Calismada kullanilan izolatlarin dahil oldugu serotipler, antibiyotik direnc fenotipleri,
tagidiklari plazmid sayilar ve biyukltkleri ve C.elegans model sistemi kullanilarak gercek-
lestirilen sagkalim analizleri sonucu hesaplanan TD50 verileri Tablo I'de gosterilmistir.
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TD50 (Giin)

Sus Kodu

Sekil 2. C.elegans model sistemi kullanilarak gerceklestirilen sagkalim analizi sonucu hesaplanan TD50
verilerini iceren stitun grafigi (A1-A32: Salmonella enterica izolatlari, E.coli OP50: Patojen olmadigi gésterilmis
sus, negatif kontrol susu; S.Typhimurium ATCC14028 (en son stitun): Patojen oldugu gésterilmis sus, pozitif
kontrol susu).

TARTISMA

Mikrobiyal gida gtivenligi, diinya capinda giderek artan bir toplum saghgi sorunu ha-
line gelmekte ve kontamine gidalarin tiiketimi de, insan salmonelloz olgularinin ortaya
cikmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir®. C.elegans model sistemiyle gerceklestirilen bu
calismada elde edilen sonuclar, gida kokenli Salmonella izolatlarinin potansiyel patoje-
nitesini ortaya koymasi ve antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi bakimindan énem
tasimaktadir.

Bu calismada tanimlanan gida kokenli Salmonella izolatlarinin; Infantis, Enteritidis,
Kentucky ve Telaviv olmak (izere dort farkli serovara dahil olduklar tespit edilmistir. Bu
serovarlar, Toreci ve arkadaglarinin?’ Tiirkiye Salmonella serovarlarini belirledikleri calis-
malarinda yer alan 129 serovar icerisinde yer almaktadir. izolatlarin biyiik bir kismini
olusturan Infantis serotipi (%81.25), bircok tilkede tavuk basta olmak tzere, kanath etle-
rinden izole edilen serotiplerin basinda gelmektedir?®2°, Tiirkiye’den 2004 ve 2010 yillari
arasinda yedi farkl sehirde faaliyet gosteren hastane ve halk saghgi laboratuvarlarindan
gonderilen izolatlarla gerceklestirilen calismada da, Infantis serovari en yaygin izolatlar
arasinda ikinci sirada yer almaktadir3°. izolatlarinin dahil oldugu Enteritidis (%12.5) ve
Kentucky (%3.1) serotipleri de tavuk eti izolatlarinda siklikla rastlanan serotipler olmalari-
na ragmen, Telaviv (%3.1) nadir rastlanan serotipler arasinda yer almaktadir. Bu serovar,
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daha once Turkiye’de satisa sunulan kiymalardan ve sigir karkaslarindan izole edilmis-
tir?132, 2008-2011 yillar arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyo-
loji Laboratuvarinda izole edilen suslar ile yapilan bir calismada, bir tane Telaviv serovari
tespit edilmistir®3. Calismamizda, Tiirkiye’de nadir rastlanan serovarlar arasinda yer alan
bu serovarin farkli bir kaynaktan izolasyonunun gerceklestirilmis olmasi ve patojenitesinin
calisiimasi onem tasimaktadir. Yapilan literatiir taramasinda, Edirne ilinde gidalardan so-
yutlanan Salmonella izolatlarina iliskin bir calismaya rastlanmamistir. Bu bolgede, Edirne
yakinlarindaki bir askeri birlikte meydana gelen gida kaynakli salgindan ve sporadik ol-
gulardan izole edilen Enteritidis izolatlarinin da yer aldigi caismada, bu izolatlarin tama-
minin ¢alismada kullanilan antibiyotiklere karsi duyarl oldugu ve salgin izolatlarinin ayni
plazmid profiline sahip oldugu belirlenmistir*33. Bu calismada yer alan dért Enteritidis
izolati sadece silfonamide karsi diren¢ gosterirken, kullanilan diger antibiyotiklere du-
yarlidir ve Ugu, buytklikleri 1.5-35.8 kb arasinda degisen 1-3 plazmid tasimaktadir. Bu
izolatlarin antibiyotik direnc profilleri, daha 6nceki calismalardaki izolatlar ile benzerlik
gosterirken, plazmid profilleri arasinda bir benzerlige rastlanamamustir.

Calismamizda yer alan gida kokenli Salmonella izolatlarinin tamami, en az bir antibiyo-
tige direnclidir. Bu durum, antibiyotiklerin hayvanlarda biytimeyi hizlandirmak icin yem
katkisi olarak kullaniimasinin yani sira, hayvan yetistiriciliinde ve veterinerlikte kullanimi
nedeniyle ciftlik ve kiimes hayvanlarindaki mikrobiyal populasyonlarda antibiyotige di-
rencli varyantlarin ortaya cikmasinin bir sonucudur'®. Calismadaki Salmonella izolatlari-
nin tamami 1937’den beri terapotik olarak kullanimda olan sulfonamide karsi direnclidir.
Silfonamid direnci, ilk olarak 1930’larin sonunda rapor edilmistir ve giinimuzde de
gecerliligini korumaktadir®®. izolatlanmizda rastlanan siilfonamid direnci, bu duruma
érnek olarak verilebilir. izolatlarimizda yiiksek oranda diren¢ gézlemlenen streptomisin
(%84.4), tetrasiklin (%78.1) ve neomisin (%60.8) de, veterinerlikte siklikla kullanilan
ilag gruplari arasinda yer almalari nedeniyle Salmonella izolatlarinda direncin rastlandi-
g1 baslica antibiyotikler arasindadir’’. Calismamizdaki izolatlarda ayrica, yiiksek oranda
(%79) nalidiksik asit direnci bulunmustur. Yapilan calismalar, florokinolonlarin veteriner-
likte kullanimlarinin Salmonella’da nalidiksik asit direncinin ortaya ¢ikmasinda ve direncli
suslarin hayvansal gidalar yoluyla insana gegmesinde ve yayilmasinda rol oynadigini ileri
siirmektedir3®. Florokinolonlar yetiskinlerde salmonellozlarin tedavisinde siklikla kullanil-
maktadir. Nalidiksik aside direncli suslarla enfekte olmus bireylerde, bu tedavi basarisizlik-
la sonuglanabilmektedir®®. Bu durum, nalidiksik aside direncli ve ayni zamanda C.elegans
model sisteminde patojenite potansiyellerinin de ylksek oldugu belirlenen izolatlarin,
halk saghgr agisindan 6nemini artirmaktadir. Elde edilen bir diger 6nemli sonug, Infantis
ve Kentucky serotiplerine dahil iki izolatin (%6.25), tedavide de kullanilan florokinolon
grubuna dahil siprofloksasine karsi direncli olmalaridir. Tirkiye’de florokinolonlara karsi
direnc heniiz yiiksek diizeylerde degildir*®*'. Bu suslar icin, C.elegans model sisteminde
belirlenen yiiksek patojenite potansiyelleri (her bir deney grubu icin TD50 verileri sirasiy-
la 4.7 ve 4.9 giin) 6nem arz etmektedir.

Calismada, gida kokenli Salmonella izolatlarinin patojenite potansiyelleri C.elegans
model sistemi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen veriler, gida kokenli Salmonella
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izolatlarinin birbirlerinden farkli patojenite ozellikleri gosterdigini ortaya koymaktadir.
C.elegans, 1960’ yillardan bu yana genetik model organizma olarak kullaniimakla bir-
likte, Salmonella’yi da iceren bircok insan patojeni icin model sistem olarak kullaniimasi
2000'li yillarda baslamistir?2, C.elegans N2 atasal susunu model sistem olarak kullandigi-
miz bu calismada, izolatlarin bu model sistem Gzerindeki patojeniteleri her bir deney gru-
bundaki izolatlar icin hesaplanan TD50 verileri ile belirlenmistir. C.elegans, laboratuvar
ortaminda E.coli OP50 susu ile beslendigi zaman 22°C’de yaklasik olarak iki haftalik bir
yasam suresine sahiptir. S.Typhimurium ATCC 14028 susunun bu sistemde patojen ol-
dugu ve E.coli OP50 ile kiyaslandiginda, nematodlarda ¢cok daha kisa bir siirede mortalite
gorildigi belirlenmistir??. Calismamizda, gida kdkenli izolatlarin bu model sisteminde
patojeniteleri belirlenirken, bu iki sus kontrol grubu olarak kullaniimistir. Elde ettigimiz
sonuclara gore, Infantis serotipine dahil alti ve Enteritidis serotipine dahil dort adet olmak
Uzere toplam 10 izolatin (%31.25), bu model sistemi icin patojen olmadigi belirlenirken,
Infantis, Kentucky ve Telaviv serotiplerine ait suglari iceren diger 22 izolatin (%67.75)
patojen oldugu gorilmustir. Daha 6nce yurtdisinda yapilan calismalarda, farkli Sa/mo-
nella serovarlarinin bu model sisteminde farkli patojenite gdsterdigi belirlenmistir243,
Calismamizda izolatlarin, antibiyotik direnc¢ fenotipleri, plazmid profilleri ve C.elegans
model sisteminde hesaplanan TD50 verileri arasinda bir korelasyona rastlanmamistir. Ca-
lismamizda patojen olarak tanimladi§imiz bu izolatlardan 20’si (%90.9) ¢oklu ilag direnci
gostermektedir. Bu izolatlarin, tiiketime sunulan gidalardan izole edilmis olmalari, gida
glivenligi ve kontamine gidalarin tiiketimi ile insanlarda ortaya cikabilecek enfeksiyonlar
acisindan potansiyel tehlike oldugunu gostermektedir. Calismamizda C.elegans model
sisteminde elde edilen sonuglar, bagka hayvan modeli sistemleri ile ve hastalardan izole
edilen Salmonella suslarindan elde edilecek verilerle de karsilastirilarak, Salmonella izo-
latlarinin patojenite potansiyellerinin belirlenmesinde hizli ve kolay bir yontem olarak
kullanilabilir. Bu calismada, yeni bir enfeksiyon modeli olarak nematodlar, mikroorganiz-
malarin patojenitesinin incelenmesinde Turkiye'de ilk kez kullaniimistir.

Calismamizin sonuglari, Tirkiye’de mikrobiyal gida glivenliginin 6nemini ve antibiyo-
tiklerin tibbi kullanimlarinin yani sira hayvan yetistiriciliginde ve veterinerlikte kullanimla-
rinin da kontrol altinda tutulmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu calisma, yeni bir
enfeksiyon modeli sayesinde cevresel ve gida kokenli suslarin patojenik potansiyellerinin
incelenmesi calismalarina pratik bir alternatif saglamasi bakimindan énem tasimaktadir
ve Salmonella izolatlarinin in vivo patojenite determinantlari ¢calismalarina katkida bulu-
nacagi distinulmektedir.
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