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Ozet: Enterobacteriaceae liyesi olan Salmonella cinsi bakteriler, insanlarda gastroenterit,
bakteriyemi ve enterik ates gibi enfeksiyonlara neden olmaktadir. Salmonella
bakterilerinin patojenitesinin belirlenmesi i¢cin bu bakterilerin virtilans 6zelliklerinin
arastirilmasi gereklidir. Klinik érneklerden izole edilen Salmonella bakterilerinin viriilans
faktorlerini belirlemeye yonelik bircok calisma olmasina ragmen, hem gida ve gevresel
orneklerden izole edilen bakterilerin patojenitesinin bir arada arastirildii hem de
standart bakterilerle kiyaslandigi kapsamli bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle
calismamizda kiyma, deniz suyu ve Kklinik orneklerden izole edilen Salmonella
bakterilerinin ve standart bakterilerin (Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028; Salmonella enterica serovar Enteritidis ATCC 13076) viriilans faktorleri
incelenerek patojenitelerinin degerlendirilmesi amac¢lanmistir. Calisma kapsaminda,
bakterilerin serumun antimikrobiyal etkisine kars1 direnci, antibiyotik direnci, hemolizin
aktiviteleri, hemagliitinasyon yetenekleri, fimbriya tipleri, biyofilm olusturma kapasitesi
ve bakterinin dis ortamdan demir alimini saglayan siderofor molekiillerinin iiretim
ozellikleri incelenmistir. Ortalama toplam virulans oranlar1 (%29) degerlendirildiginde,
kiyma orneklerinden izole edilen Salmonella bakterilerinin diger kaynaklardan izole
edilenlere gore daha patojen oldugu, en patojen bakterinin ise %38 virulans degeriyle ZS-
4 izolati oldugu belirlenmistir. Bakterilerin serum direnci, antibiyotik direnci, hemoliz
olusturma yetenekleri, hemagliitinasyon o6zellikleri, biyofilm olusturma ve siderofor
liretme kapasitelerinin izole edildikleri kaynaga gore farklilik gosterdigi belirlenmistir.
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Abstract: The genus Salmonella, which is a member of Enterobacteriaceae, causes infections
such as bacteremia, typhoid fever and gastroenteritis. In order to determine the pathogenicity
of Salmonellae, it is necessary to investigate the virulence properties of these bacteria.
Although there are many studies to determine the virulence of Salmonella bacteria isolated
from clinical specimens, any comprehensive study and comparison about the pathogenesis of
Salmonellae among the isolates of both food samples, environmental sources and wild type
strains has been found. Therefore, it is aimed to evaluate the pathogenicity of Salmonellae by
investigating the virulence factors of standard strains (Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028; Salmonella enterica serovar Enteritidis ATCC 13076) and isolated
Salmonella bacteria from minced meat, sea water and clinical samples. Within the scope of the
study, bacterial resistance to the antimicrobial effect of serum, antibiotic resistance,
hemolysine activities, haemagglutination abilities, fimbriae types, biofilm formation capacity
and production characteristics of siderophore molecules which allow external iron uptake of
bacteria from the environment were examined. When the mean total virulence rates (29%)
were evaluated, it was determined that Salmonella bacteria isolated from minced meat
samples were more pathogenic than those isolated from other sources, and the most
pathogenic bacteria were ZS-4 isolates with a virulence value of 38%. As a conclusion, it has
been determined that the serum and antibiotic resistance, hemolytic activity,
haemagglutination properties, biofilm formation and siderophore production capacities
demonstrate differences depending on their source of isolation.
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1. Giris
Salmonelloz etkeni [1] olan Salmonella cinsi
bakterilerin virilansi, bakterinin konaga

tutunabilmesi, konak icerisinde yasamini devam
ettirerek  ¢ogalabilmesi ve bagirsak disinda
enfeksiyon olusturabilmesi gibi o0zelliklere bagh
olarak gelismektedir. Salmonella cinsi bakterilerin
viriilans 6zelliklerini sekresyon sistemleri, fimbriya,
flagella ve diger dis zar yapilari, ortamdan biinyesine
demir iceren bilesikleri alabilme kapasitesi
(sideroforlar), makrofaj igerisinde yasam, yiizeylerde
biyofilm olusturabilme yetenegi ve antimikrobiyal
maddelere kars1 direng mekanizmalari
olusturmaktadir [2].

Serumun bakterisidal etkisi, sistemik enfeksiyonlara
karsi konak savunmasinda o6nemli bir rol
oynamaktadir.  Salmonella  tiirlerinin  serumun
bakterisidal etkisine diren¢ gostermeleri infeksiyon
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir [3].

Son yillarda bakteriyal enfeksiyonlarin 6nlenmesi
amaciyla antibiyotiklerin bilingsiz olarak kullanimi,
antibiyotiklere karsi direncli bakterilerin olusmasina
ve kullanimla dogru orantih olarak direncin
artmasimna neden  olmaktadir.  Ayrica  besi
hayvanlarinda tedavi ve biiylimeyi tesvik etmek
amaciyla antibiyotik katkilh yemlerin kullanimi
sonucu bakterilerin diren¢ kazanimi bir yandan
antibiyotiklerin yararhiligin1 azaltmakta, bir yandan
da hayvandan hayvana veya hayvandan insana gegen
hastaliklarin artmasina yol agmaktadir [4].

Patojen mikroorganizmalarin ¢ogu, 6karyot hiicreleri
yikima ugratan ve patojenitelerinde rol oynayan
toksin veya hemolizinler iretirler. Salmonella
bakterileri {rettigi tiire 06zgli toksinleri olan
hemolizinler sayesinde fagositoz aktivitelerinden
kacarak konakta hastalik yapabilme yeteneginin
artmasina yol agmaktadir [5].

Bakterilerin patojenite faktorleri arasinda yer alan ve
ancak elektron mikroskobuyla goriiniir kilinan
fimbriyalar, bakterilerin konak organizmanin mukoza
yuzeylerine yapismalarindan sorumlu organelleridir

[6]. Bazi bakteriler, dis ylizeylerinde bulunan
lipopolisakkaritler sayesinde cansiz veya canl
yuzeylere tutunabilme yetenegine sahiptirler.

Bakterilerin yiizeylerde olusturduklari kalin film
seklindeki tabakaya biyofilm tabakasi denilmektedir.
S. Typhimurium ve S. Enteritidis gibi patojen
bakteriler, fimbriyalar1 ve matriks icerikleri ile
tutunduklan yiizeylerde ¢ok hiicreli bir yasam formu
olan biyofilmleri olusturmaktadirlar [7].

Bir¢ok bakteri, bulunduklar1 demir acisindan fakir
ortamlardan demiri alabilmek i¢in siderofor denilen
protein yapidaki molekilleri salgilayarak demir
ihtiyaclarini  gidermeye  calismaktadirlar  [8].
Escherichia coli ve S. enterica gibi Enterobacteriaceae
iiyeleri genellikle katekolat tipte bir molekiil olan ve

911

enterobaktin olarak da adlandirilan enterokelin [9]
ve hidroksimat tipte (aerobaktin) sideroforlar
iiretmektedirler [10]. Bakterilerin konak
organizmadan demir koparan siderofor molekiillerini
iiretmeleri bakterinin patojenitesini artiran bir
viriilans 6zelligi olarak bilinmektedir.

Bu calisma kapsaminda, kiyma, deniz suyu ve klinik
orneklerden izole edilen Salmonella bakterilerinin ve
standart test bakterilerin serum ve antibiyotik
duyarhliklari, hemolitik aktiviteleri, hemagliitinasyon

ozellikleri, biyofilm olusturabilme ve siderofor
liretme yetenekleri gibi bazi virillans faktorleri
incelenerek  patojenitelerinin  degerlendirilmesi
amaclanmistir.

2. Materyal ve Metot

Calismamizda Salmonella enterica serovar

Typhimurium (ATCC 14028; American Type Culture
Collection, Rockville, MD) ve Salmonella enterica
serovar Enteritidis (ATCC 13076; American Type
Culture Collection, Rockville, MD) standart bakterileri
ile Istanbul ilinde satisa sunulan kiyma érneklerinden
daha 6nceden izole edilen [1] 18 izolat ve deniz suyu
orneklerinden daha o6nceden izole edilen [11] 14
izolat, ayrica I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Temel
Bilimler = Bolimi  Mikrobiyoloji  ve  Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ ndan temin edilen, diski
orneklerinden izole edilmis olan ii¢ adet Salmonella
spp.- izolat1 kullanilmstir.

2.1. Serum direnci

Serum direnci mikropleyt yontemi ile arastirilmistir.
Test edilecek suslarin hazirlanan siispansiyonlari
(10*hiicre/ml) ve onceden elde edilmis aktif ve
inaktif insan serumlart mikropleyt kuyucuklarinda
esit hacimlerde (50 pl) karistirilarak 37°C’ lik etiivde
inkiibe edilmis ve belirli zaman araliklarinda (0., 60.,
120. ve 180. dakika) Nutrient Agar (NA, Oxoid, UK)
besiyerine ekimler yapilarak 37°C’ de 24 saat inkiibe
edilmislerdir.

Salmonella bakterilerinin serum direncinin
saptanmasinda Benge (1988) tarafindan kullanilan
kriterler dikkate alinmistir [12].

2.2. Antibiyotik duyarlilik testi

Antibiyotik duyarllik testleri Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) standartlan dogrultusunda
ampisilin (AM) (10 mcg), penisilin G (P) (10 U),
amikasin (AN) (30 mcg), mezlosilin (MEZ) (75 mcg),
tobramisin (NN) (10 mcg), sefotaksim (CTX) (30
mcg), sefalotin (CF) (30 mcg), sefoksitin (FOX) (30
mcg), seftazidim (CAZ) (30 mcg), sefoperazon (CFP)
(75 mcg), gentamisin (GM) (10 mcg), tetrasiklin (TE)
(30 mcg), kloramfenikol (C) (30 mcg), nitrofurantoin
(F/M) (300 mcg), imipenem (IPM) (10 mcg) ve
norfloksasin (NOR) (10 mcg) diskleri kullanilarak
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Kirby-Bauer Antibiyotik Disk Difiizyon Yontemi ile
yapilmistir [13].

2.3. Hemoliz testi

Bakterilerin hemolitik aktivitelerinin tespiti i¢cin % 5
koyun eritrositi ve % 5 insan eritrositi igeren
Tryptone Soy Agar (TSA, Oxoid, UK) besiyerleri
kullanilmistir. Hemolitik aktivite, 37°C’de 24 - 48 saat
inkiibasyon sonrasi bakteri kolonilerinin etrafinda
belirgin zonlarin gézlenmesi ile kaydedilmistir [14].

2.4. Hemagliitinasyon testi

Hemaglutinasyon deneylerinde steril fizyolojik tuzlu
suda ve ayrica mannoza direngli hemaglutinasyonu
(MR-HA) saptamak amaciyla %2 mannoz igeren steril
fizyolojik tuzlu suda hazirlanmis %3’lik kobay ve
insan kani siispansiyonlar1 kullanilmistir. Mannoza
direngli  Klebsiella  benzeri  hemaglutinasyonu
(MR/KHA) saptamak amaciyla % 0.003’lik tannik
asitle kaplanmis 6kiiz eritrositleri kullanilmistir [6].

2.5. Biyofilm testi

Biyofilm olusturma kapasitesi testi 96 kuyucuklu, diiz
tabanly, steril, polistren (PVC), kapakli mikropleyt
kullanilarak yapilmis ve %1’lik kristal viyole ile 15
dakika boyanmadan sonra spektrofotometrik olarak
kantitatif yontemle degerlendirilmistir. Negatif
kontrollerin 540 nm dalga boyunda elde edilen
absorbans degerlerinin ortalamalan ile standart hata
degerlerinin toplanmasi sonucu elde edilen OD.
degerine gore degerlendirmeler yapilmistir [15].

2.6. Siderofor tayini

2.6.1. Siderofor varliginin Kkiiltiir yontemi ile
incelenmesi

Siderofor tretimi “Chrome azurol S (CAS) agar plate”
yontemi ile arastirilmistir. Bakterilerin -86°C’ deki
stok kiiltiirlerinden azaltma yontemi ile CAS Agar
besiyerine ekilmis ve 37°C’de 24 - 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerde iireyen
bakteri kolonilerinin etrafinda gelisen portakal rengi
halenin varlig1 siderofor liretimi pozitif olarak kabul
edilmistir [16].

2.6.2. Siderofor varhigmin ince tabaka
kromatografisi (ITK) yéntemi ile incelenmesi

2.6.2.1. Bakterilerin ve
molekiiliiniin ekstraksiyonu

standart siderofor

Salmonella bakterilerinin katekolat tipi siderofor
liretimi Arnow yontemi modifiye edilerek yapilmistir
[17]. Siderofor bilesiklerini iceren ekstraktlar 12 N
HCI asit ile muamele edilerek pH 2’ ye ayarlanmistir.
Son olarak etil asetat karisimdan buharlastirilarak
uzaklastirilmis ve orneklere 1'er ml saf etil asetat
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eklenerek, daha sonra kullanilincaya kadar -86°C’ de
saklanmustir.

Calismamizda standart olarak 2,3-dihidroksibenzoik

asit (DHBA) molekiili  (Aldrich, Germany)
kullanilmistir. Elde edilen standart siderofor molekiil
soliisyonlarinin ekstraksiyonu, bakterilerin

ekstraksiyonu ile aymi sekilde gergeklestirilmistir
[18,19].

2.6.2.2. Siderofor ekstraktlarinin ince tabaka
kromatografisine (ITK) uygulanmasi

Silika jel kaph F2s4 tipinde 20x20 cm biiytkliigiinde
aliminyum ITK plaklara, standart 2,3-DHBA ekstrakti
ve bakterilerden elde edilen siderofor
ekstraktlarindan uygulanmistir. Plakalar, cift bolmeli
cam ITK tanki icerisinde 20 ml benzen-asetat-su
(125:72:3) karisimindan olusan ¢oziiclide yaklasik
1.5 saat yiritilmiis [19], plakalar ¢o6ziiciiden
¢ikartilmis ve kurumaya birakilmistir. Plakalar
kuruduktan sonra ornekler ultraviyole 15181 altinda
incelenerek oOl¢timler yapilmis ve orneklerin Ry
degerleri hesaplanmistir. Orneklerin Ry degerleri,
standart 2,3-DHBA molekiiliiniin Ry degerleri ile
kiyaslanarak siderofor tipleri belirlenmistir [15].

3. Bulgular

Kiyma, deniz suyu ve klinik 6rneklerden izole edilen
Salmonella bakterileri ile standart Salmonella
suslarinin serum duyarliliklar: incelendiginde, kiyma
izolatlarinin onbirinde (% 61.1), deniz suyu
izolatlarinin t¢iinde (% 21.4) ve bir standart
bakteride (S. Typhimurium ATCC 14028) serum
direnci goriilmistiir (Tablo 1).

Calismamizda, kiyma orneklerinden izole edilen 18
bakterinin 12’sinde (% 66.7) P, TE ve F/M
antibiyotiklerine karsi ¢oklu diren¢ gortliirken, bu
durum deniz suyundan izole edilen 14 bakteriden
sadece birinde (% 7.1) goriilmektedir. Ayrica kiyma
izolatlarinin birinde (% 5.6) P, CF, FOX, TE ve F/M;
birinde (% 5.6) P, CF, FOX ve TE’e; birinde (% 5.6) P,
MEZ, TE ve F/M’e ¢oklu diren¢ oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte, deniz suyundan izole
edilen bakterilerin altisinda (% 42.8) P ve GM
antibiyotiklerine ikili diren¢, dordiinde (% 28.6) P,
NN ve GM’e karsi Ug¢lii direng goriilmekte, diger deniz
suyu izolatlarinda ve klinik Salmonella bakterileriyle
standart S. Typhimurium ATCC 14028 ve S
Enteritidis ATCC 13076 bakterilerinde P antibiyotigi
disinda antibiyotik direnci izlenmemektedir (Tablo
2).

Salmonella  bakterilerinin  hemoliz  olusturma
kapasiteleri incelendiginde, incelenen bakterilerden
sadece kiyma orneklerinden izole edilen tli¢ bakteride
(% 16.6) B-hemoliz gorildigi, buna karsin 37
bakterinin timiiniin (% 100) x-hemoliz olusturma
yeteneginde oldugu belirlenmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Farkli kaynaklardan izole edilen Salmonella bakterilerinin antibiyotik duyarhliklarinin ve viriilans faktérlerinin

degerlendirilmesi
8b Antibiyotikler Hemoliz HA
=3 M
SElsusNo | a | [Mlaln|c|S c|EIC|C ] [LINE M{M[R|B|s|s|T]| % | O
© g M P |E NN M T F O|A|F E C{P|O]|/ | a B s|r|/ D %
S Z X X|Z|P M|R|M K
ZD-1 - + 0/ -1-01-1-1-1/1-1/1%* - - |+ + -+ |- - + + 7 29
ZD-2 - + - -1 --0/Z - 1-1-1% - - |+ + - |+ - + + 7 29
7ZD-3 Lo+l /- VAR E EAE + / 7 29
7ZD-4 - + 1/ -1 -0/0 /- 1-1-1%* - - |+ + - |+ - + + 7 29
ZD-5 - + 0/ -1 ---1-1-1-1%* - - |+ + -+ | - - + + 7 29
ZD-6 - + - -1 --0/Z - 1-1-1% - - |+ + -+ | - + + + 8 33
7ZD-7 R RN - |- + R + - 5 21
7ZD-8 R -] - + A + - 4 17
ZD-10 RV A RN RN R EAE + - 6 25
Kyma oo - [« 17 - - 1-1-1-1-1-1-|« ]+ 1+ -] - [+ [+« |7 | 29 29
ZD-12 I EAVAERENERVAry - -+ RN -+ -] + + 7 29
7ZD-13 -+ /-2 RN A + + 7 29
ZD-14 - + 1/ - 1---0/1-1-1-1%* - - |+ + - -+ | - + + + 8 33
ZD-15 o+ - - s v - - -] - + + -+ - - + / 8 33
ZD-16 - + - - -0/ -+ -] - - |+ + + -+ | - - +* / 8 33
ZD-17 - + 0+ -0/ -1/ 0/ 1-1-1-1%* -l -+ |+ - -+ - - +* + 8 33
ZD-18 Jol+-1-1- EREI NN E - -] - + + -+ - - + 7 29
7ZD-19 RV EE RN - -+ RN -+ -] + / 6 25
75-1 R VAR RNV N -+ - - + |5 21
7S-2 - + /- 0/ 0+ -0-01-1-1-1- - - + -+ |+ |+ + + 8 33
7S-3 R -] - + R - - 5 21
7S-4 - + 1/ -0+ -1 -1-1/ - - + -+ |+ |+ + + 9 38
7S-6 - + - -+ +|-|--|-1-1- - - - + B I T S + 8 33
7S-8 - + 0/ -+ x-S R VARE: ER RN + - 7 29
. 7S-9 RV AR RNy, - - -]+ EAE: - - 5 21
Peniz Sui oo o - T« - - |/« 1-1-1-1-1-- HE - S+« - |- -5 [ 21 25
7S-11 VAR A R -] - + R - - 5 21
7S-12 R A RN - |- + - S+ 4] - + - 6 25
7S-13 AR R RN RN - |- + - S+ ] - +* - 5 21
75-14 R AR - - + - S+ 4] - +* - 4 17
7S-15 - + - -+ +]-f-1-1-1-1-]1- - - + - -+ - + - 7 29
7S-16 AR R RN RN - |- + - S+ ] - + - 5 21
ZK-1 - + - {--1-1-[-1-|1-1-/-1- - - + - -+ +] - +* - 5 21
Klinik | ZK-2 AR R RN RN -1/ - S+ ] - + - 5 21 21
ZK-3 EAy AR R RN -1/ - S+ ] - +* - 5 21
ST - -0 -1/ + - [ I O + + 6 25
Standart SE PR O O N O O R I — " . Tl 1 . . P 17 21

SD: serum direnci,

AM: ampisilin, P: penisilin G, AN: amikasin MEZ: mezlosilin, NN: tobramisin, CTX: sefotaksim, CF: sefalotin, FOX: sefoksitin,

CAZ: seftazidim, CFP: sefoperazon GM:

gentamisin, TE: tetrasiklin, C: kloramfenikol, F/M: nitrofurantoin, IPM: imipenem, NOR: norfloksasin, a: a—hemoliz, B: f-hemoliz, HA: hemagliitinasyon tipleri, MS: mannoza duyarh
hemagliitinasyon, MR: mannoza direngli hemagliitinasyon, MR/K: mannoza direngli Klebsiella benzeri hemaglutinasyon, B: biyofilm olusturma kapasitesi, S: siderofor tiretimi, *: katekolat
tip siderofor, T: toplam virtilans sayisi, %: toplam viriilans ytizdesi, +: pozitif sonug, -: negatif sonug, /: orta derecede duyarlilik, Ort %: kaynaga gore ortalama viriillans yutzdeleri, ST: S.

Typhimurium, SE: S. Enteritidis

Tablo 2. Salmonella bakterilerinin coklu antibiyotik direnci

Coklu izole Edildikleri Kaynak
Diren¢ Kiyma Deniz Klinik Standart
Profilleri suyu
P, TE, F/M 12 1 0 0
P, NN, GM 0 4 0 0
P, GM 0 6 0 0
P, CF, FOX, TE 1 0 0 0
P, CF, FOX, TE, F/M 1 0 0 0
P, MEZ, TE, F/M 1 0 0 0
P, CF, FOX 1 0 0 0
Coklu direng¢
gosteren bakteri 16 11 0 0
sayi1sl

P: penisilin G, MEZ: mezlosilin, NN:tobramisin, CF: sefalotin, FOX: sefoksitin,
GM: gentamisin, TE: tetrasiklin, F/M: nitrofurantoin

Salmonella bakterilerinin tiimiiniin insan ve koyun
eritrosit sliispansiyonlari icerisinde MR-HA
olusturabildikleri, deniz suyundan izole edilen 13
bakterinin (% 92.8) ve Kklinik bakterilerle standart
Salmonella bakterilerinin tiimiiniin (% 100) ise
MR/KHA olusturma yeteneginde olduklari
belirlenmistir (Tablo 1).

Kiyma, deniz suyu ve klinik 6rneklerden izole edilen
Salmonella bakterilerinin genellikle zayif ve orta
kuvvette tutunma, standart Salmonella suslarinin ise
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orta ve kuvvetli tutunma ozellikleri sayesinde
biyofilm olusturma yetenegine sahip olduklar:
gorilmiistiir.

Calismamizda kullanilan Salmonella bakterilerinin
CAS Agar besiyerinde siderofor liretme yeteneklerine
bakildiginda, kiyma ve klinik érneklerden izole edilen
bakterilerin tamaminin (% 100) pozitif sonug verdigi,
buna karsin deniz suyundan izole edilen sekiz
bakterinin (% 57.1) ve standart bakterilerden sadece
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 bakterisinin
siderofor tirettigi belirlenmistir (Tablo 1).

Ayrica ITK ile yapilan Rf degerlerinin 6l¢iim
sonug¢larina gore, sadece alti bakterinin (% 16.2)
katekol tipte siderofor {iretebildigi goriilmiistiir
(Tablo 1).

4. Tartisma ve Sonug¢

Serumun bakterisidal etkisi, sistemik enfeksiyonlara
karst konak savunmasinda o6nemli bir rol
oynamaktadir [3]. Calismamizda kiyma
orneklerinden izole edilen Salmonella bakterilerinin
serum direncinin, deniz suyu orneklerinden izole
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edilen bakterilere gore daha yiiksek oldugu
gorilmiustiir.
Benge (1988), farkh kaynaklardan izole edilen

Klebsiella bakterilerinde serum direncine en fazla
klinik izolatlarda rastlanildigini, fekal kaynakl ve
cevresel izolatlarda ise serumun bakterisidal
etkilerine daha az diren¢ oldugunu tespit etmistir.
Buna karsin c¢alismamizda klinik Salmonella
bakterilerinde serum direncinin daha az oldugu
tespit edilmistir [12].

Calismamizda, gida ve deniz suyu kaynakl Salmonella
bakterilerinin antibiyotik direnclilik oraninin, klinik
ve standart bakterilere gore daha fazla oldugu
goriilmektedir. Ayrica gida kaynakli 6rneklerden
izole edilen Salmonella bakterilerinde ¢oklu
antibiyotik direncinin gorilmesi, besi hayvanlarinda
kullanilan antibiyotiklere karsi bakterilerin direng
kazandigim diisiindiirmektedir.

Gida kaynakhi ve diski yoluyla cevreye yayilan
bakterilerin daha dnceden antibiyotik etkisine maruz
kalarak direng gelistirmesi s6z konusudur. Nitekim
Aksakal (2003) kiimes hayvanlarinin digkilarindan
izole ettigi Salmonella bakterilerinde P antibiyotigine
kars1 direncin yiliksek oldugunu (% 69.4) ve bu
siralamay1 GM (% 32.7), TE (% 32.7), AM ve F/M (%
8.2) direncinin izledigini tespit etmistir [20].
Calismamizda kiyma Orneklerinden izole edilen
Salmonella bakterilerinde GM tiirevi antibiyotiklere
karsi diren¢ goriilmemesi, buna karsin P, TE ve F/M
antibiyotiklerine karsi yiiksek oranlarda (% 100, %
83.3 ve % 77.8) direng goriilmesi, Aksakal’ in (2003)
bulgulariyla benzerlik géstermektedir.

Threlfall (2002) yaptigi  derlemede, farkh
kaynaklardan ve farkli yasam alanlarindan izole
edilen Salmonella bakterilerinin antibiyotik direng
durumlarinin farkli oldugunu ifade etmektedir [21].
Bu baglamda ¢alismamiz, antibiyotik direng profilinin
cesitliligi bakimindan, so6zii edilen c¢alismanin
sonuclari ile uyum gostermektedir.

Nelson ve Roantree (1967) tarafindan yapilan bir
calismada seruma direncgli oldugu belirlenen S.
Typhimurium ve S. Enteritidis bakterileri arasinda
penisilin grubu antibiyotiklere karsi da direng oldugu
tespit edilmistir [22]. Calismamizda incelenen
penisilin antibiyotigine direncli standart S. Enteritidis
ATCC 13076 ve farkli kaynaklardan izole edilmis
Salmonella spp. bakterilerinin seruma direngli
olmamasi, bakterilerde penisilin tliirevi
antibiyotiklere direncg ile serum direnci arasinda bir
iliski olmadigin diistindiirmektedir. Nitekim yapilan
bu ¢alismada, bazi bakterilerde serum direnci
olmasina ragmen, penisilin tiirevi antibiyotiklere
duyarhlik gorilmiis, dolayisiyla penisilin ve serum
direncinin birbirlerinden ayr1 birer viriilans faktori
oldugu sonucuna varilmistir.
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Bakterilerin irettikleri ekzotoksinlerin bakterilerin
onemli virtilans faktorleri arasinda olduguy,
Salmonella bakterilerinin de, irettikleri sitotoksinler
sayesinde konak hiicreleri yikima ugratttiklarn
bilinmektedir [5]. Yapilan ¢alismalarda Salmonella
cinsi bakterilerde salmolizin adi1 verilen hemolitik
toksinler tanimlanmis [5], PB-hemolitik toksin
lretiminin bakterinin virtilansinda énemli bir etken
oldugu belirtilmistir [14].

Libby wvd. (1994) yaptiklarn c¢alismada, kiltir
yontemiyle cogaltilan Salmonella bakterilerinin f3-
hemoliz yeteneginin kayboldugunu
gozlemlemislerdir.  Arastiricilar  bu  durumun,
Salmonella bakterilerinde hemoliz 6zelligini kodlayan
genlerin, sadece in vivo kosullarda ve konak hiicre
icerisinde aktif hale gelmesinden kaynaklandigini
belirtmislerdir [5]. Benzer olarak, calismamizda elde
ettigimiz sonuclara gore, 37 bakterinin sadece
liclinde B-hemoliz yeteneginin goriilmesi ve klinik
olarak hastalardan izole edilen bakterilerde J3-
hemolitik aktiviteye rastlanmamasi, Salmonella
bakterilerinin kiiltiir ortaminda c¢ogalmasi sonucu
hemolitik ozelliklerini kaybettigini
diistindliirmektedir.

Salmonella bakterilerinin viriilans o6zelliklerinin
konak tiirleri arasinda degiskenlik gdsterdigi
bilinmektedir. Rumyantsev (2004) yaptig1 calismada,
Salmonella toksinlerinin bazi canli eritrositleriyle
(gine domuzu, at, tavsan ve beyaz fare) hemoliz
olustururken, bazi canli eritrositleriyle (kopek, kedi,
tavuk, maymun, koyun ve insan) nadiren hemoliz
olusturdugunu kaydetmistir. Ayrica saglikli insan
eritrositlerinin ¢ogunlukla hemolize karsi direngli
oldugunu bildirmistir [23]. Calismamizda kullanilan
Salmonella bakterilerinin insan eritrositleriyle f3-
hemoliz olusmamasi ve Kkoyun eritrositleriyle
olusturdugu B-hemoliz oraninin diisiik olmasinin (%
8.1), sonuglarin kullanilan eritrosit tilirlerinden
kaynakli olabilecegini diistindiirmektedir.

Bakterilerde bulunan bir diger viriilans faktori ise
konak canlilara tutunmada gorevli olan fimbriya
yapilaridir. Kimiran ve Ang Kigiiker (2002)
tarafindan yapilan bir ¢alismada klinik drneklerden
izole edilen S. Enteritidis bakterilerinin ¢cogunun oda

sicakliginda MR-HA gosterdigini, buna Kkarsin
bakterilerin ¢ok azimin MR/KHA gosterdigini
bildirmislerdir ~ [6].  Calismamizda  kullanilan

Salmonella bakterilerinin tiimiinde MR-HA gériilmesi,
ayrica klinik izolatlarin ve standart S. Enderitidis
ATCC 13076 bakterilerinin tamaminin MR/KHA
olusturma ozelligi gostermesi Kimiran ve Ang-
Kiglker'in (2002) sonuglariyla benzerdir.

Bakteriler dogada genellikle biyofilm igerisinde yer
alarak yasamlarimi siirdiirmektedir. Ozellikle su
ekosistemlerinde biyofilm yapisi igerisine yerlesen
bakteriler, su  yiizeyinde meydana gelen
hareketlilikten etkilenmemektedir. Bu sekilde
biyofilm olusturan bakterilerin antijenik 6zelliklerini,
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dolayisiyla  viriilans  etkinliklerini  artirdiklar:
bilinmektedir [24]. Nitekim ¢alismamizda deniz suyu
orneklerinden izole edilen Salmonella bakterilerinin
¢ogunda (% 78.5) zayif, orta veya kuvvetli tutunma
ile biyofilm olusturma kapasitesinin bulunmasi, sucul
ortamlardaki bakterilerin viriilans1 hakkinda fikir
vermektedir. Ayrica, calismamizda, kiyma ve deniz
suyu Orneklerinden izole edilen bakteriler arasinda
biyofilm olusturma kapasiteleri acisindan belirgin bir
fark olmadig1 saptanmistir.

Demirden yoksun ortamlarda bakterilerin ¢ogu,
disik molekil agirhigina sahip ve dis ortamdan
demir aliminda gorev yapan siderofor denilen
molekiiller liretmektedir. Enterobacteriaceae
ailesinin bir¢ok liyesi katekolat tipte sideroforlardan
olan enterokelin molekiillerini liretmektedirler [9].
Calismamizda kiyma, deniz suyu ve Kklinik
orneklerden izole edilen Salmonella cinsi bakterilerin
ve standart bakterilerin % 75.7° sinin CAS agar
besiyerinde siderofor {iretme yeteneginde oldugu
goriilmiis, kiyma izolatlarindaki siderofor varliginin
(% 94.4), deniz suyu izolatlarina gore (% 57.1) daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Standart bakterilerden
ise sadece S. Typhimurium ATCC 14028 bakterisinde
siderofor liretimi gortilmuistiir.

Calismamizda kiyma izolatlarinin tiimiiniin ve deniz
suyu izolatlarindan sekizinin CAS Agar besiyerinde
siderofor iiretme yetenegine sahip oldugu, buna
karsin ITK ile kiyma érneklerinin ikisinde (ZD-16 ve
ZD-17) ve deniz suyu 6rneklerinin ikisinde (ZS-13 ve
7S-14) 2,3-DHBA molekiiliiniin  varligl tespit
edilmistir (Tablo 1). Salmonella bakterilerinin
katekolat tipte siderofor sentezledigi bilinmesine
ragmen, yapilan bir calismada, ¢evresel 6rneklerden
izole edilen bazi  Salmonella  bakterilerinin
mutasyonlar  sonucu  katekol  tipteki = 2,3-
dihidroksibenzoik asit (2,3-DHBA) gibi katekolat
tipte siderofor oncilii molekiilleri {liretemedigi
belirlenmistir [18]. Arastirmamizda referans olarak
sadece  2,3-DHBA  molekili  kullanildigindan,
6lciimlerde goriilen farkli Rf degerlerinin Salmonella
bakterilerinin farkli tipte sideroforlar {iretme
yeteneginden kaynaklandig1 diisiinilmektedir. Ayni
zamanda, Olciimlerde goriilen farkli Rf degerleri,
Salmonella bakterilerinin katekolat yapilari haricinde,
hidroksimat tipte siderofor molekiillerini de liretme
yetenegine sahip olabilecegini gostermektedir.

Bakterilerin {rettigi hemolizinlerin ve siderofor
tiplerinin birbirinden farkli oldugu bilinmektedir.
Kokosharov ve Phetisova (2002) yaptiklarn
calismada, Salmonella bakterilerinin hidroksimat
tipte aerobaktin molekiillerini iiretme yeteneginde
oldugunu, fakat bakterilerin siderofor iiretiminin «-
hemoliz aktivitesinden bagimsiz olarak gelistigini
tespit etmislerdir [10]. Calismamizdaki tiim
Salmonella  bakterilerinin ~ «-hemoliz olusturma
yeteneginde olmasina ragmen, sadece bir kisminda
siderofor iiretimi tespit edilmesi, Kokosharov ve
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Phetisova’ nin (2002) ile benzerlik

gostermektedir.

sonuglari

Antibiyotiklerin dis zarda tasinmasinda rol oynayan
protein  yapilarinin, aym1 zamanda siderofor
araciligiyla  demir aliminda  gorevli  oldugu
disiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada [25] dis zar
yapist icerisindeki tasiyict proteinlerle alinan
aminoglikozid veya kinolon tiirevi antibiyotiklerin,
siderofor molekiilleri ile yaptigi kimyasal baglar
nedeniyle, hiicre duvar1 yikimini gerceklestiremedigi
belirlenmistir. Calismamizda CAS agar deneyinde
deniz suyu izolatlarindan ZS-2, 7ZS-4, 7S-6, ZS-8, ZS-
12, 7ZS-13 ve ZS-15 izolatlarinin aym1 zamanda bir
aminoglikozid tiirevi olan GM antibiyotigine direngli
olmasi, yapilan g¢alismalarin sonuglariyla benzerlik
gostermektedir.

Ortalama toplam virulans oranlari
degerlendirildiginde, kiyma 06rneklerinden izole
edilen Salmonella bakterilerinin (%29) diger

kaynaklardan izole edilenlere gore daha patojen
oldugu, en patojen bakterinin ise %38 virulans
degeriyle ZS-4 izolat1 oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, Salmonella bakterilerinin viriilans
faktorlerinin izole edildikleri kaynaga gore farklilik
gosterdigi gorilmiis, fakat bazi durumlarda bu
virulans faktorleri arasinda bir iliski olabilecegi
saptanmustir. Bu ¢alismanin sonuglarinin, Salmonella
bakterilerindeki virulans faktdrleri konusunda
yapilacak olan molekiiller g¢alismalarla birlikte
degerlendirilebilecegi ve benzer c¢alismalara onciil
olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, herhangi bir
salgina neden olmadig diisiiniilen ¢evre izolatlarinin
da enfeksiyon olusturma potansiyellerinin olduguna
dikkat cekmesi beklenmektedir
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