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OZET

Salmonella, tiim diinyada gida kaynakli patojenlerin basinda gelmektedir.
Salmonellozis, kanatli sektorii icinde hem giivenilir gida iiretmek hem de ekonomik
kayiplara sebep olmamak icin kontrol altina alinmasi gereken Onemli bir vakadir.
Basaril1 bir kontrol programina ulagsmak icin erken teshis de 6nem kazanmistir. Bir¢ok
klinik 6rnek ve yiyecek materyalindeki Salmonella, ortamdaki sayilarinin azhigi,
yarismact mikrofloranin yogunlugu ve gidalarda depolama agamalarinda zarar gormiis
Salmonella’larin varligi nedeniyle teshis edilememektedir. Standart Kiiltiir Metoduyla
sonu¢ almak 5 ile 11 giin arasinda degisirken, PCR tabanli bir teshis yontemi olan
ribotiplendirme yontemi 6zgiilliik, hiz ve hassasiyetinin yiiksek olmasi nedeniyle biiytiik
bir avantaj sunmaktadir.

Bu ¢alismada, broiler tipi tavuk isletmesi yoniinden yogun olan Adapazari
Bolgesinin 2013-2014 yillar1 arasindaki Salmonella yogunlugu ve karakterizasyonu
yapilmigtir. Bolgedeki 46 isletmeye ait kiimeslerden alinan drag-swab o6rneklerinden
Salmonella izolasyonu gergeklestirilmis ve ribotiplendirme yontemi ile tanimlamalar
yapilmistir. Her biri iki ayr1 drag-swab iceren 65 Ornek Salmonella bakimindan
incelenmis, kiimeslerin %29,23’tinde Salmonella varhigi tespit edilmistir. Pozitif
ornekler iginde en fazla olan serotipin %52.6 oranla Salmonella ser. Enteritidis oldugu

goriilmistiir. Bu serotip disinda 6 farkl serotipin de varligi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella, PCR, Ribotiplendirme, Broiler, Tavuk



ABSTRACT

Salmonella is leading of foodborne pathogens in all around the world.
Salmonellosis is an important case that should be under controlled for both to produce
safe food and prevent economic losses in poultry sector. Early diagnosis has also gained
importance to achieve to a successful control program. Salmonella in many clinical
samples and food materials can not be identified due to lack of their numbers in
ambient, density of competitor micro flora and damaged Salmonella in storage phase of
foods. While to obtain result with standard culture method changes among 5-11 days,
ribotyping method that is PCR-based diagnostic method presents a great advantage due
to have high specify, speed and sensitive.

In this study, among 2013-2014 years, density and characterization of
Salmonella in Adapazar1 Region having broiler-type chicken company was performed.
Salmonella isolation was performed from drag-swab samples obtained from coops of 46
companies in mentioned region and their identifications were carried with ribotyping
method. 65 Salmonella samples including two different drag-swab samples were
investigated and it was determined that there is Salmonella in 29,23% of coops. It was
observed that Salmonella ser. Enteritidis have maximum rate with 52,6% among

positive samples. In addition to, the six different serotypes were also determined.

Keywords: Salmonella, PCR, Riboprinter, Broiler, Chicken
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1. GIRIS

Salmonella’lar, Diinya’da ve Tirkiye’de Onemli bakteriyel patojenler
arasindadir(Carl1 ve ark., 2001; Gast, 2003). Kanatli hayvanlar, gida zinciri vasitasiyla
insanlara bulasabilen Salmonella’larin en énemli rezervuarlarindan birisi oldugundan,
resmi yetkililerce Salmonellozis, gida kaynakli bu hastaligin 6nlenmesinde kanatli
tireticileri i¢in oncelikli bir konumdadir(Stone ve ark., 1994; Gast 2003;Oliveria ve ark.,
2002). Gida tiiketim aligkanliklarindaki degisim ile toplu gida iiretimi ve uluslararasi
gida ticaretinin artmasina bagl olarak, degisik Salmonella serotiplerinden kaynaklanan
gida enfeksiyonlarinin sayisi da, diinyanin hemen her bolgesinde 6zellikle son yillarda
biiylik artis gostermistir. Buna bagli olarak gida kaynakli Salmonella enfeksiyonlart,
ABD, Almanya, Fransa, Ispanya, Polonya ve isvec'te tiim gida enfeksiyon ve
intoksikasyonlar1 icerisinde ilk sirayr alirken, Ingiltere, Galler ve Hollanda'da
Campylobacter ile birlikte yine ilk siray1 paylagsmaktadir(Sinell ve ark., 1995). Yiyecek
kaynakli hastaliklar; gelismis ve gelismekte olan iilkelerde insanlar i¢in hayati tehdit
edicidir ve Onemli ekonomik sonug¢lara neden olur. Salmonella; en sik rastlanan
patojendir ve tiim diinyada yiyecek kaynakli hastaliklarin ana sebebidir (Gomez ve ark.,
1997; Patrick ve ark., 1985-1999). Salmonella’larin patogenezinde rol oynayan
toksinler; konagin bagirsak mukozasinda yikima neden olan endotoksinler,
bagirsaklardan sivi salinimina neden olarak siddetli elektrolit kaybina neden olan
enterotoksinler ve bagirsak mukozasindaki epitellerde protein sentezini engelleyen
sitotoksinler olmak iizere ii¢ grupta incelenmektedir(Arda ve ark., 2002).

Endotoksinler Salmonella’larin hiicre duvari lipopolisakkaridinin (LPS) lipit A
kismidir.  Enfekte hayvanin kan dolasimina gegen etkenler e§er pargalanirlarsa,
endotoksin viicutta ates olusturur.  Salmonella’larin enterotoksinleri Escherichia
coli’nin Labil toksinine(LT-1siya duyarli) benzemektedir. Bu toksin, mukozal cAMP
miktarlari arttirarak adenilat siklazi aktive etmekte ve dolayisiyla bagirsak
epitellerinden asir1 sivi salinmmina neden oldugundan, hayvanlarda elektrolit kaybi
sekillenmektedir. PTS(Paratifoid Salmonella)’in sitotoksini, bagirsak epitel
hiicrelerinin yapisal formunu degistirmekte ve protein sentezini durdurmaktadir(Gast,
2003).

Insanlarda Salmonella enfeksiyonlarmin en énemli kaynag: ise, bu etkenlerle
kontamine tavuk etleri ve tavuk yumurtalar1 oldugu bildirilmistir. Bilindigi gibi ishal ile



seyreden hastaliklar, gelismekte olan {lilkelerde halen bebek ve kiiciik ¢ocuklar igin
onemli bir halk saglhigi sorununu olusturmaktadir. Salmonella tiirleri bakteriyel ishal
etkenlerinden en Onemlilerinden birisidir(Roher ve ark.,, 1997).  Kanatlilarda
Salmonellozis, ii¢ hastalik igerisinde klasifiye edilir. Bunlar, S. enterica subsp. enterica
serovar Pullorum(S. Pullorum)’un neden oldugu pullorum hastaligi, S. enterica subsp.
enterica serovar Gallinarum(S. Gallinarum)’un neden oldugu tavuk tifosu(Shivaprasad,
2003; Gast, 2003) ve insanlarda gida kaynakli hastaliklarla iligkili olan farkli gruplarin
serovarlar1 tarafindan olusturulan paratifo infeksiyonudur(Oliveira ve ark., 2002; izgiir,
2002). Tavuk iiriinlerine bulasan ve insanlarda gida zehirlenmesi vakalarindan en ¢ok
izole edilen serovarlar Salmonella typhimurium(S. Typhimurium) ve Salmonella
enteritidis(S. Enteritidis)’dir(Oliveira ve ark., 2003).

Salmonella serovarlarini  standart laboratuvar metotlar1 ile izole ve
identifiye(tanimlama) etmek hem gii¢ olmakta, hem de uzun siire almaktadir(Tuchili ve
ark., 1995; Medici ve ark., 1998; Meer ve ark., 1995; Wawerla ve ark., 1999).

PCR(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi, bir teshis yontemi olarak 6zgiilliik,
hiz ve duyarliliginin yiiksek olmasi nedeniyle biiylik bir avantaj sunmaktadir. Bircok
klinik 6rnek ve yiyecek materyalindeki bakteriyel identifikasyon igin, gittikge artan bir
sekilde kullanilmaktadir(Stone ve ark., 1994; Oliveira ve ark., 2003; Tuchili ve ark.,
1995). PCR’in diger bir avantaji1 ise, antijenlerin ekspresyonuna veya bir substratin
kullanimina bagimli olmamasi, antijenlerin biyokimyasal ve fenotipik varyasyonlarina
ragmen, mikroorganizmalari teshis edebilmesidir(Hoorfar ve ark., 1999).

Bu c¢aligmada, broiler tipi tavuk isletmesi yoniinden yogun olmasi nedeniyle
Adapazar1 Bolgesinin Salmonella yogunlugu ve karakterizasyonu amaglanmustir.
Bolgedeki 46 isletmeye ait kiimeslerden alinan drag-swab orneklerinden Salmonella
izolasyonu gerceklestirilmis ve ribotiplendirme yontemi ile tanimlamalart yapilmistir.
1.1. Salmonella’larin Klasifikasyonu ve Nomenklatiirii

Salmonella etkenleri Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Salmonella
cinsine ait tirlerin icerdigi serovarlardir. Salmonella cinsi adin1 Daniel E. Salmon’dan
alir ve yaklagik 2500 den fazla serovar igermektedir. 1 Temmuz 1983°den Once
Salmonella’nin ¢ tiiri bulundugu kabul edilmekteydi ve bunlar: Salmonella
choleraesuis, S. Typhi ve ¢ogu serovarin ait oldugu S. Enteritidis idi. Giiniimiizde

Arizona, Salmonella altgruplar ve biitiin 6nceki tiirler ayni tiir olarak diistiniilmektedir



ve alt1 farkl altgrubun bulundugu yedi boliime ayrilir. Eskiden altgrup V olarak bilinen
Salmonella bongori’nin, DNA-DNA hibridizasyon yontemi ile farkli bir tiir oldugu
kabul edilmistir(Reeves ve ark., 1989). Bu nedenle Salmonella enterica alt1 alttiire
ayrilmakla birlikte artik Salmonella’nin iki tiirii bulunmaktadir(Cizelge 1.1.)(Koneman
ve ark., 2006; Izgiir, 2006).

Cizelge 1.1. Salmonella tiirlerinin ve alttiirlerinin klasifikasyonu(Koneman ve ark.,
2006).

Salmonellalarn iki tiirii bulunmaktadir :Alt1 alttiire sahip S.enterica ve S. bongori

. enterica subsp. enterica(l) : (Bir ¢ok serotipi vardir)
. enterica subsp. salamae(ll)

. enterica subsp. arizonae(ll1a)

. enterica subsp. diarizonae(l11b)

. enterica subsp. houtenae(IV)

w nu unu umu unu um

. enterica subsp. indica(V1)

Salmonella bongori (eskiden alttiir V olarak bilinirdi).

Kanatlilardan izole edilen Salmonella’larin birgogu S. enterica subsp. enterica(l)
alt grubuna dahil olup, bu grup ¢ok fazla serovar veya serotip igermektedir. Genellikle
ilk izole edildikleri sehrin ya da ilk izole edildikleri hastaligin belirtisinin veya ilk izole
edildikleri kanath tiiriiniin adin1 alirlar.  Ornegin S. enterica subsp. enterica serovar
Dublin ya da S. enterica subsp. enterica serovar Typhi veya S. enterica subsp. enterica
serovar Gallinarum denildiginde Dublin serovari ilk kez Dublin’de, Typhi serovari
tifoid ates belirtisiyle seyreden bir hastaliktan ve Gallinarum serovari ise tavuktan izole
edildikleri i¢in bu sekilde isimlendirilmislerdir. Ancak ¢ogu yaymn ve kitapta bunlar
kisaca Salmonella Dublin, Salmonella Typhi ve Salmonella Gallinarum diye
adlandirlirlar(izgiir, 2002).

1966°nm baslarinda Diinya Saglik Orgiitii(WHO) sadece alttiir S. enterica subsp.
enterica(I)’daki serovarlar1 adlandirmaya baslamistir ve diger tiim alttiirlerdeki serovar
adlarindan vazgegmistir.

CDC(ABD Hastalik Koruma ve Kontrol Merkezleri) bu pratigi uygulamis ve S.

enterica subsp. enterica(l) daki serovar isimlerini, 1966’dan sonra tanimlanmus alttiir II,




IV, VI ve S. bongorinin adlandirilmamis serovarlari i¢in antijenik formiillerini
kullanmistir. Ik olarak bir serovarin cins ismi daha sonra serotip kelimesinin
kisaltilmis1 “ser” yazilir. Ondan sonra da serotip ad1 yazilir(Salmonella serotip veya ser

Typhimurium veya S. Typhimurium)(Cizelge 1.2.)(Koneman ve ark., 2006).

Cizelge 1.2. CDC’ de kullanilan Salmonella Nomenklatiirii(Brenner ve ark.,2000).

Taksanomik Durum Giincel Nomenklatiir

Cins(Italik)...........coevee.... Salmonella

Tir(ftalik)...ovveeereeeereennn. enterica( 1, 11, lla, I1lb, IV, V1)

S.bongori( 6nceleri alttiir V olarak bilinirdi)

Serotip metinde ilk kez kullanildiginda; serotip ad1

‘serotip’ ya da ‘ser.” kisaltmasindan sonra yazilir.

Alttlir I’ e ait serotipler adlar ile; alttiir IT, III, IV,
VI ve S. bongori’ ye ait serotipler antijenik
formiilleri ile tanimlanir.(Ornek, Salmonella serotip
(ser.) Typhimurium, Salmonella Il 50:b:z6,
Salmonella 111b60:k:z)

Alttiir I1, IV, VI ve S. bongori’ ye ait serotiplerden
1966°dan once adlandirilanlar varsa adlar1 da yazilir.

(Ornek, Salmonella ser. Marina (1V 48:9:251:-).




1.2. Etiyolojileri
1.2.1. Morfoloji ve boyanma ézellikleri

Salmonella’lar Enterobacteriaceae’larin bir iiyesi olup(Barrow,2000) gram
negatif, sporsuz, kapsiilsiiz gomakg¢iklardir(Bilgehan, 2004). Boyutlar1 0.7-1.5x2.0-5.0
pum’dir(izgiir, 2006). Cogunlukla boyali preparatlarda tek tek goriilen Salmonella’lar
sporsuz ~ ve Kkapsiilsiz  olup S. Pullorum wve S. Gallinarum harig
hareketlidirler(izgiir,2002).
1.2.2. Ureme ihtiyaclar

Salmonella’lar fakiltatif anaerobiktirler ve hem anaerobik hem de aerobik
kosullar altinda iyi iireme 6zelligine sahiptirler. Uremeleri igin gerekli olan 1s1 derecesi
37°C’dir, ancak bazilar1 yaklasik 5-45°C de ireyebilirler. Salmonella’lar
izolasyonlarinda kullanilan selektif agar besiyerinde 37°C de 24 saat iginde tipik
koloniler olusturur ve besiyerinin rengini 6zgiin bigimlerde etkilerler(Carli ve ark.,
2004). Salmonella’lar yaklasik pH 4-9.0 araliginda iireyebilmelerine ragmen optimum
pH’lar1 7.0°dir. Uygun olmayan pH kosullarinda iireyen etkenler flagella ve fimbriya
gibi bazi 6zelliklerini kaybederler. Salmonella’larin besin ihtiyaglari oldukga basittir ve
tiremelerini destekleyen karbon ve nitrojen ihtiva eden ¢ogu besiyerinde tireyebilirler.
Salmonela’larin iiremesi icin minimum sicakhk S. Hieldenberg icin 5.3 °C, S.
Typhimurium igin 6.2 °C olurken, iireme igin maksimum sicaklik 45 °C olarak
bildirilmistir(Gast, 2003; Fricker, 1987).
1.2.3. Koloni morfolojileri

Agardaki tipik Salmonella kolonileri yaklasik 2—4 mm ¢apinda, kiigiik, yuvarlak,
S-tipli ve parlak 6zellik gosterirler(Gast, 2003). S. Pullorum ve S. Gallinarum’un
kolonileri bu 6zelliklere ek olarak mavi-gri ile grimsi-beyaz renkte, homojen, 3—4 mm
veya daha biiyiik ¢apa sahiptirler(Shivaprasad, 2003).
1.2.4. Biyokimyasal ézellikleri

Bu organizmalar; nitrati nitrite indirgerler, S. Typhi disinda glikozdan asit ve gaz
olustururlar, iireaz ve indol negatiftirler. Sitrat biitiin Salmonella tiirleri tarafindan
degerlendirilebilen karbon kaynagidir. Salmonella’lar, S. cholerasuis ve S. Paratyphi
disinda genelde hidrojen siilfiir(H,S) olustururlar ve S. Typhi disinda ornitini, S.
Paratyphi A disinda lizini dekarboksile ederler. Sukroz, salisin, inositol ve S. Arizonae

disinda  laktoz  fermentasyonlar1 negatif olan Salmonella’larin  lipaz  ve



deoksiriboniikleaz enzimleri yoktur(Guthrie, 1992; Krieg ve ark., 1984; Zwadyk ve ark.,
1988). Ayrica Metil-Red pozitif ve Voges—Proskauer negatiftir(Barrow, 2000).

Cizelge 1.3. Salmonella’larin kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri(Koneman ve ark.,
2006).
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Kia, Kligler’s 1ron agar, H2S, hidrojen siilfiir, mr,metil red, vp,
voges preskauver, ind, indol, sit,sitrat,pad, fenilalenindeaminaz, iire, iireaz, har,
hareket, lys, liysin, arj, arjinin, org, ornitin, onpg, o-nitrofenil-p-D-galactopyranoside

1.2.5. Antijen yapisi
Salmonella’larin {i¢ ayr1 antijen yapilari vardir:
1.2.5.1. O somatik antijeni

Biitiin Salmonella tiirlerinde bulunan bu antijenik yapi, polisakkarit 6zelliginde
olup, hiicre duvarinda protein ve lipitlere bagl olarak bulunur. Endotoksin 6zelliginde
olan bu yap1 organizmada toksik soklarn ¢ogundan sorumludur(izgiir, 2002).
1.2.5.2. H kirpik antijeni

“H” flagellar antijenleri protein yapisindadir. 60°C’nin iizerinde 1sitilmakla,

alkol, asit ve proteolitik fermentlerin etkisi ile harap olurlar. Formole direnglidirler.
“H” antijenleri Dbirbirlerinden ayri yapt ve karakterde degisik komponentlerden
yaptlmiglardir. Bu antijenlerin bir kismi1 Salmonella’lar igin 6zgiildiir ve degismezler.
Bunlara spesifik faz veya Faz: 1 antijenleri ad1 verilir(Bilgehan, 2004).

1.2.5.3. Vi yiizeysel antijeni

Salmonella’larda bulunanan “Vi” antijeni, Somatik “O” antijeninin en disinda
glikolipid yapisinda yiizeysel bir antijendir. Salmonella’larin timiinde bulunmaz.

Bulunmasi halinde bakterilerin anti-O bagisik serumlari ile agliitinasyonunu 6nler. 60



derecede bir saat 1sitildiginda bakterilerden ayrilarak etkinligini kaybeder(Bilgehan,
2004).

Diger antijenlerden M antijeni S. Paratyphi B ve mukoid koloni olusturan bazi
Salmonella’larda bulunur ve O serumlarina karsi O aglutinasyonunu Onler. Ayrica
formale direngli, 1s1ya duyarli fimbrioantijenleri vardir.

Izole edilen Salmonella’larin serotiplendirilmesi bulundurduklari O ve H
antijenlerinin belirlenmesi ile olur(Gast, 2003). identifikasyonda &ncelikle “O” grubu
antiserumlarin karistmi kabul edilen Salmonella polivalan antiserumu ile yapilan
agliitinasyon testinde pozitif sonug¢ elde edilir ise, incelenen etkenin Salmonella spp.
oldugu kabul edilip, daha sonra “O” spesifik grup antiserumlari( A, B, C, D,...Z) ile bu
etken tekrar agliitinasyona tabi tutulur. Hareketli Salmonella etkenlerinde, bu testlere
ilaveten Faz—1 ve Faz—2’ye ait antiserumlar da kullanilarak izole edilen etken serotip
diizeyinde identifiye edilir(izgiir, 2006).

1.3. Salmonella’nmin Ekonomik Boyutu

Salmonella enfeksiyonlarinin ekonomik olgiiler agisindan 6nemi gormezden
gelinemez. Kanatlilarda bazen ciddi kayipli hastaliga yol acarlar ve bu yetistirici
acisindan biiyiik masraf demektir. Insanlarda gida zehirlenmesi meydana geldigi
takdirde etkilenen kisi agisindan gelir kaybt ve toplumda verim kaybi seklindeki
kayiplar s6z konusudur. Buna ek olarak Salmonella’nin kanatlilarda ya da kanatli
tirinlerinde varligi uluslararas: ticareti aksatir. Salmonella’nin gidalardaki varlig
tilkketiciler tarafindan kabul edilebilirligini etkiler ve bu durum 6zel isleri kayda deger
sekilde olumsuz etkiler. Ornegin birka¢ yil dnce Salmonella Ingiltere’de bir bebek
mamasina bulagsmis ve bu marka artitk piyasada bulunmamaktadir. Sofralik
yumurtalarda S. Enteritidis sorununun baglangicinda sofralik yumurtalarin tiiketimi
olumsuz etkilenmistir. Guiniimiizde Salmonella, kontrol ve izlemesi bir¢ok kanath
yetistiricisine katlanan bir maliyet getirmistir. Son olarak, bir¢ok iilkede belirli tipteki
stiriiler kesime gonderilmis ya da triinleri ekonomik agidan daha az degerli kanallara
yonlendirilmistir. Bunun iyi bir drnegi bazi iilkelerde S. Enteritidis’li bir siiriiniin

yumurtalariin pastorize edilmesinin gerekliligidir.



2. MATERYAL ve METOT

2.1. Drag Svap Ornekleri

2013-2014 yillar1 arasinda Adapazari ve Diizce’de bulunan 46 farkli isletmeden,
her birinden ikiser adet olmak {izere toplam 130 adet drag-svab 6rnegi alinmistir. Drag-
svablar galos iizerine gecirilmis ve kiimes i¢i agir agir gezinerek tamamen dolasilmistir.
Yaklasik 20 dk siiren bu islem sonunda pet steril poset i¢ine koyulmus ve lizerine 20ml
tamponlanmis peptolu su dokiilmiistiir. Ornekler soguk zincir kurallarina uyularak bir

giin i¢inde laboratuvara getirilmistir.

Sekil 2.2. Drag-svab 6rnekleme sonrasi.



Sekil 2.3. On zenginlestirme yapilmis drag-svab drnegi.

2.2. Besiyerleri
2.2.1. Tamponlanmis peptonlu su(Buffered Peptone Water, BP)

Alman 6rneklerden Salmonella izolasyonu yapilmasinda ve BAX® Q7 PCR testi
icin Onzenginlestirme asamasinda kullanilmak tizere Buffered Peptone Water(BPW)
(kat.no:1.07228.0500)] kullanilmistur.

MERCK Buffered Peptone Water(BPW)

1 litre igerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.
Peptone from Casein 10.0¢g

Sodium chloride 509

Disodium hydrogen phosphate dodecahydrate 9.0 g

Potassium dihydrogen phosphate 159

Hazirlamisi: Toz BPW 25.5 g tartilip 1 litre distile suyla karigtirilmis ve su
banyosunda homojen hale gelene kadar eritilmistir. 121°C’de 15 dakika otoklav
edilmistir. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50°C’ye kadar sogutulup sterilite kontroli
icin 37°C’de 1 giin inkube edildikten sonra, kontaminasyon sonucu iiremeye bagl renk

degisimi ve bulaniklik yoOniinden incelenmistir.  Renk degisimi ve bulaniklik
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goriilmeyen steril besiyerleri +4°C’lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta i¢inde
On zenginlestirme amaciyla kullanilmistir.
2.2.2. Rappaport vassiliadis soy broth

MERCK Rappaport Vassiliadis Broth(RVS Broth)(kat. no: 1.07700.0500).

Salmonella’ nin 6rneklerden izolasyonu i¢in zenginlestirme asamasi igin kullanilmugtir.

MERCK Rappaport Vassiliadis Soya Broth(RVS Broth)

1 litre icerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.
Peptone from soymeal 45¢

Magnesium chloride hexahydrate 28.6¢0

Sodium chloride 7290

Di-potassium hydrogen phosphate 0.18¢g

Potassium di-hydrogen phosphate 1269

Malachite-green 0.036 ¢

Hazirlamisi: Toz Rappaport Vassiliadis brothdan 41.8 g tartilip 1 litre distile
suyla karistirilmis ve su banyosunda homojen hale gelene kadar eritilmistir. 121 °C’de
15 dakika otoklav edilmistir. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutulup
steril vidali kapakli cam tiiplere 10’ar ml dagitildiktan ve sterilite kontrolii i¢in 37 °C’de
1 giin inkube edildikten sonra, kontaminasyon sonucu liremeye bagl renk degisimi ve
bulaniklik yoniinden incelenmistir. Renk degisimi ve bulaniklik goriilmeyen steril
besiyerleri +4°C’lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta i¢inde Salmonella
izolasyonu amaciyla zenginlestirme asamasinda kullanilmistir.

2.2.3. Mueller kaufmann tetrathionate broth (base)
MERCK Tetrathionate broth(base)(kat. no: 1.05285.0500). Salmonella’larin

orneklerden izolasyonu igin zenginlestirme asamasi i¢in kullanilmistir.
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MERCK Tetrathionate broth(base)

1 litre icerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.

Peptone from casein 2590
Peptone from meat 2590
Bile salt mixture 10g
Calcium carbonate 10.0¢g
Sodium thiosulfate 30.0g

Hazirlamisi: Toz Tetrathionate brothdan 46 g tartilip 1 litre distile suyla
karistirtlmis ve yavasga 1sitilarak kaynama noktasina getirilmistir. Hizla sogutulmus ve
kullanimdan 6nce 20ml/l olacak sekilde iodine/potasyum iodiir ¢ozeltisi ve % 0.1°lik
brilliant green ¢6zeltisinden 10 ml/l olacak sekilde ilave edilerek karistirilmistir. Steril
vidal1 kapakli cam tiiplere 10’ar mililitre dagitilmig ve Kkatkilar1 ilave edilmis besiyerleri
aynt glin icerisinde Salmonella izolasyonu amaciyla zenginlestirme asamasinda
kullanilmustir.

2.2.3.1. iodine/potasyum iyodiir cozeltisi

Potasyum iodiir(Merck, kat. no:1.05043) ve resublime iyot(Merck, kat. no:
1.04761) ¢ozelti halinde tetrathionate broth(base) hazirlanisinda kullanilmistir.

Hazirlamisi: 20 ml distile su i¢inde 5 g potasyum iodiir ve 4 g resublime 1yot
eritildi. Tetrathionate broth(base) icerisinde 20ml/I olacak sekilde karistirilmustur.
2.2.3.2. Brilliant Green cozeltisi

Brilliant green(Merck,kat. no:1.01310) %0.01° lik brilliant green ¢o6zeltisi
hazirlanisinda kullanilmistir.

Hazirlamsi: 100 ml distile su i¢inde 0.01 g brilliant green eritilmistir.
Tetrathionate broth(base) igerisinde 10ml/1 olacak sekilde karigtirilmustir.
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2.2.4. Xylose Lysin Deoxycholate Agar(XLD)
XLD Agar(MERCK, kat. no: 1.05287.0500). Salmonella’larin 6rneklerden

izolasyonunda selektif kat1 besiyeri olarak kullanilmistir.

MERCK XLD Agar

1 litre igerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.
Yeast extract 3049
Sodium chloride 509
Xylose 3.75¢
Lactose 759
Sucrose 759
L(+) lysine 509
Sodium deoxycholate 1049
Sodium thiosulfate 6.89
Ammonium iron(l1l) citrate 08¢
Phenol red 0.08 g
Agar-agar 1459

Hazirlanisi: Toz XLD Agar’dan 55.0 g tartilip 1 litre distile suyla karistirilmas,
yavasca 1sitilarak kaynama noktasina getirilmistir. Hizla 50-55 0 C’* ye sogutulup steril
9 cm’lik petrilere 25°ser ml dokiildiikten sonra sterilite kontrolii i¢in, 1 gece 37 °C’lik
etiivde bekletilmistir.  Kontrolden gecirilen besiyerleri +4 °C’lik buzdolabina
kaldirilarak en fazla 1 hafta i¢inde Salmonella izolasyonu amaciyla kullanilmistir.

2.2.5. Brilliant-Green Phenol-Red Lactose Sucrose Agar(BPLYS)
BPLS Agar(MERCK, kat. no: 1.07237.0500). Salmonella’larin 6rneklerden

izolasyonunda selektif kati besiyeri olarak kullanilmistir.
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BPLS Agar

1 litre igerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.
Peptone from meat 509
Peptone from casein 509
Meat extract 509
Sodium chloride 309
di-sodium hydrogen phosphate 209
Lactose 10.0g
Sucrose 10.0g
Phenol red 0.08g
Brilliant green 0.0125¢g
Agar-agar 12.0g

Hazirlamisi: Toz BPLS Agar’dan 57.0 g tartilip 1 litre distile suyla karistirtlmas,
yavasca 1sitilarak kaynama noktasina getirilmistir. 121 °C’de 15 dakika otoklav edilip,
otoklavdan c¢ikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutulup steril 9 cm’lik petrilere 25°ser
ml dokiildiikten sonra sterilite kontrolii i¢in, 1 gece 37 °C’lik etiivde bekletilmistir.
Kontrolden gegirilen besiyerleri +4 °C’lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta
icinde Salmonella izolasyonu amaciyla kullanilmstir.

2.2.6. Mueller-Hinton Agar(MH)
MH Agar(MERCK, kat. no: 1.05437.0500). Salmonella izolasyonunda siipheli

kolonilerden saf kiiltiir elde etmek i¢in kullanilmistir.

MH Agar

1 litre igerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.
Meat infusion 2090

Casein hydrolysate 17,59

Starch 15¢g

Agar-agar 13,09

Hazirlamisi: Toz MH Agar’dan 34.0 g tartilip 1 litre distile suyla karistirilip,
yavagca 1sitilarak kaynama noktasina getirilmistir. 121 °C’de 15 dakika otoklav edilip,
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otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutulup steril 9 cm’lik petrilere 25’ser
ml dokiildiikten sonra sterilite kontrolii i¢in, 1 gece 37 °C’lik etiivde bekletilmistir.
Kontrolden gegirilen besiyerleri +4 °C’lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta
icinde Salmonella siipheli kolonilerden saf kiiltiir elde etmek i¢in kullanilmistir.
2.3. BAX® Q7 Salmonella PCR kiti

Dupont Qualicon marka(BAX System PCR Assay Salmonella kod: D11000133,
A.B.D.).

BAX® Q7 Salmonella PCR kit igerigi asagidaki gibidir.
* 96 adet iginde tableti ile PCR tiipleri

* 96 adet optik kapak

*  Protease(400 pul)

»  Lysis buffer(2x12)

2.4. BAX® system Q7 makinesi

PCR reaksiyonlari BAX® system Q7 makinesi ile gerceklestirilmistir.
2.5. Bilgisayar

BAX® Q7 PCR uygulama programi analizin yiiriitilmesi ve sonuglarin
gorlintiilenmesi i¢in kullanilmastir.
2.6. Isitica Bloklar

Dupont marka(Dry Block Heater) 2 adet isitict blok DNA ekstraksiyonu
sirasinda, reagentlerin uygun sicakliga getirilmesi ve bu sicakliklarda gereken
beklemenin yapilmasi1 amaciyla kullanilmistir.
2.7. Sogutucu Bloklar

2 adet sogutucu blok DNA ekstraksiyonu sirasinda, reagentlerin uygun sicakliga
getirilmesi ve bu sicakliklarda gereken beklemenin yapilmasi amaciyla kullanilmistir.
2.8. Optik Kapaklarin A¢ilip Kapatilmasim1 Saglayan Aletler

Cluster tlip kapag1 ve PCR reaksiyon tiipiiniin optik kapagini agilip kapatilirken

kullanilmastir.
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2.9. Otomatik Pipetler

Stepper(Thermo Finnpipette, CJ 08700.4540, Thermo Fisher Scientific, ABD,),
5-50 ul(Thermo Finnpipette, CJ 077885.4500, Thermo Fisher Scientific, ABD,), 5-50 ul
sekiz kanalli(Thermo Finnpipette, CJ 09617.4510, Thermo Fisher Scientific, ABD,), 20-
200 pl(Thermo Finnpipette, CJ 17642.4500, Thermo Fisher Scientific, ABD,)’ lik
pipetler PCR reaksiyonu sirasinda ve DNA ekstraksiyonlar1 agamalarinda kullanilmistir.
2.10. Otomatik Pipetler i¢in Pipet Uglar

5-50 ve 20-200ul pipetler(Finntip 250 Universal steril Cat: 9400263),
stepper(Finntip stepper sterile Sml. Cat.9404203) icin steril pipet uclar1 kullanilmistir.
2.11. Steril Plastik Pipetler

1 mI(LP Italiana Spa; Milano- Italy, 160110) ve 10 mI(LP Italiana Spa; Milano-
Italy, 161010)’lik pipetler bakteriyolojik analizler ve besiyeri hazirlik asamalarinda
kullanilmastr.
2.12. Deiyonize Saf Su Sistemi

NUVE marka(NS 103, Ankara, Tiirkiye). Izolasyon sirasinda kullanilacak
besiyerlerinin hazirlanmasinda, kullanilacak olan cam ya da plastik malzemenin
temizliginde kullanilmistir.
2.13. Buzdolabi

Argelik marka(model: 3061 plus, Tiirkiye). 2-4 °C’de saklanmasi gereken
malzemelerin ve besiyerlerinin saklanmasi amaciyla kullanilmustir.
2.14. Laminer Hava Kabini

NUVE marka(NUVE, model: LN120, Ankara, Tiirkiye). Bakteri izolasyonu ve
DNA ekstraksiyonu yapilirken gereken steril ortamin saglanmasi amaciyla
kullanilmastir.
2.15. Inkiibator

NUVE marka(Model: EN 055, Ankara, Tiirkiye). Bakteri izolasyonu igin
gerekli inkubasyon 1silarinin saglanmasi amaciyla kullanilmistir.
2.16. Hassas Terazi

Sartorius Marka(Model: GM 2202, Germany). Salmonella izolasyonunda
kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasinda gerekli tartimlarin yapilabilmesi i¢in

kullanilmastir.
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2.17. Dupont Riboprinter® Sistem Kiti

Dupont Qualicon marka(RiboPrinter® Sistem kod: D12531875, A.B.D.).

Riboprinter® kit icerigi asagidaki gibidir:

« 8 adet DNA prep pack

» 8 adet jel kaset

8 adet membran

» 8 adet Riboprinter® Sistem restriction enzim

« 8adet prob

+ 8 adet konjugat

+ 8 adet substrat

2 adet 2 litrelik saf su
2.17.1. Dupont Riboprinter® sistem hazirhk paketi

Dupont Qualicon marka(RiboPrinter® Sistem kod: D10734042, A.B.D.).

RiboPrinter® sistem hazirlik paket igerigi asagidaki gibidir:

* Koloni ¢ubuklari

* Numune kuyucuklar

» Tamponlanmig numune diliisyon soliisyonu
2.18. Isitic1 Blok

Kolonilerin 1s1 araciligi ile inaktivasyonu ve inaktivasyonun durdurulmasi ic¢in
sogutulmasi asamalarinda kullanilmistir.
2.19. Dupont Riboprinter® Sistem Karakterizasyon Unitesi

Dupont Qualicon marka RiboPrinter®(Sistem kod: D10734042, A.B.D.). Elde
edilen izolatin identifikasyonu i¢in kullanilmistir.
2.20. Kiiltiir
2.20.1. Drag-svab orneklerinden Salmonella izolasyonu

Laboratuarda 6rnekler 1:9 oraninda tamponlanmis peptonlu su ile homojenize
edilip, 35-37 ° C’ da 16-20 saat inkubasyona birakilmistir. On zenginlestirme
ortamindan 0.1 ml alinarak 10 ml'lik Rappaport Vasiliadis Soya(RVS) Broth'a ve
Mueller Kaufmann Tetrathionate Broth’a inokulasyon yapilip, her ikiside vortekste
iyice karistirildiktan sonra 42 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra her
zenginlestirme ortamindan Xylose Lysine Desoxycholate Agar(XLD) ve Brilliant Green

Phenol-Red Lactose Sucrose Agar(BPLSA)'a ¢izgi ekim yontemine gore ekim yapilmis
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ve petriler 24 saat boyunca 37 °C'de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda
XLD agarda siyah merkezli pembe koloniler, BPLS agarda ise pembe-kirmizi renkte ve
cevrelerinde kirmizi  zon olusturan koloniler segilerek Mueller-Hinton(MH)’a
saflagtirma ekim yontemine gore ekim yapilmistir. Riboprinter’ da tiplendirme yapmak
icin bu saf kolonilerden se¢ilmistir.

2.21. Bax Q7 System PCR

Tamponlanmis peptonlu su ile homojenize edilen érnekler 35-37 ~ C’ da 16-20
saat inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon sonunda BAX System Q7 makinesi
calistirtlip, bilgisayarda operasyon dosyasi agilmistir. Calisilacak numunenin template
dosyast hazirlanmistir. 150 pl protease 12 ml lysis buffer ile karistirilarak lysis reagent
hazirlanip, herbir cluster tiipe 200 pul lysis reagent eklenmistir.

Cluster tiiplerdeki lysis reagentlerin iizerine analizi yapilacak numunenin 6n
zenginlestirmesinden 5 pl eklenmistir. Cluster tlipler kapaklar1 kapatilarak daha dnce
1sitilmis 1s1itma bloklarinda 35° C’ da 20 dakika, 95 C’ da 10 dakika lysis asamasimnin
gerceklesmesi i¢in 1sitilmigtir.  Lysis tamamlaninca cluster tiipler sogutma bloguna
almarak 5 dakika bekletilmistir. PCR tiipleri sogutma blogunda hazirlanmistir. 5
dakikalik siire sonunda cluster tiiplerdeki lizatlardan 50 ul PCR tiiplerine aktarilmistir.
Optik kapaklar kapatilip, template yerlesimine gore PCR tiipleri makineye yerlestirilmis
210 dakika sonunda bilgisayardaki programda sonuglar gézlenmistir.

Temel olarak PCR yiiksek sicaklikta yapisi bozulmayan bir DNA polimeraz
kullanilarak bir 1s1 diizenleyici yardimiyla DNA replikasyonunun in vitro ortamda
tekrarlanmas1 sonucu DNA nin ¢ogaltilmasini saglamaktir. Spesifik DNA dizilerinin
primer denilen sentetik oligoniikleotid diziler yardimiyla cogaltilmas: islemidir.
Standart bir PCR protokolii yoktur.

2.22. Dupont Riboprinter® Sistem

Besiyerinde tlireyen kolonilerin MH agarda saf kiiltiir olarak elde edilmesinden
sonra Riboprinter® Sistem i¢in 200 pl sample buffera 1 koloni eklenerek silispansiyon
hazirlanip 30 pl numune tasiyict tlipe aktarilarak 1sitma bloguna konulmustur.
Bilgisayar programi {iizerinde gereken bilgiler girildikten sonra 1sitma iglemi biten
numune tiipii ve enzim, MP base, konjugat, prob, substrat, jel kaset, membran gibi sarf
malzemeleri de makineye konarak program baslatilmistir. Yaklagik 8 saat sonunda

bilgisayardaki programda sonuglar gézlenmistir.
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Ribotiplendirmede total genomik DNA bir restriksiyon enzimiyle daha kiigiik
fragmentlere parcalanir ve bu parcalar jel -elektroforeziyle birbirinden ayrilma
prensibine dayanir. Fragmentler jelden bir membrana transfer edilir ve ribozomal 16S
ve 23S rRNA’y1 kodlayan genlerin korunmus bolgelerine spesifik isaretlenmis evrensel
bir probla hibridizasyona tabi tutulur. Hibridizasyondan sonra fragmentleri gostermek
icin problarin hibridize oldugu yerde probdaki isaret gézlemlenir. Ribotip denilen bu
bantlar, referans bir tiir veri bankasiyla karsilastirilarak izolatlarin tanimlanmasi igin

kullanilabilmektedir.
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3. BULGULAR

3.1. Kiiltiir Bulgular:

Incelenen toplam 46 farkli kiimesten her seferinde ikiser érnek olmak iizere
alman toplam 130 drag svap Orneginden ¢alisilan 65 numuneden kiiltiir metodu ile
toplam 19 6rnegin(7, 12, 15, 17, 20, 25, 27, 28, 34, 36, 37, 42, 45, 46, 54, 55, 57, 60 ve
63) Salmonella pozitif oldugu goriilmiistiir.

|
|
o"!

é

Sekil 3.1. MERCK Rappaport Vassiliadis Soya Broth ‘da Salmonella zenginlestirme
islemi.
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Sekil 3.2. XLD Agarda Salmonella kolonileri.

Sonuglar BAX Q7 rPCR ile paralelellik gostermistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda tespit edilen 19 pozitif 6rnek, ribotiplendirme analizi igin Muller

Hinton(MH)’a saflastirma amaciyla ekimi yapilmistir.

Sekil 3.3. Mueller-Hinton Agar(MH)’da saf koloni.

3.2. BAX Q7 rPCR Bulgular:

Calisilan numunelerde Salmonella DNA’st varligi yoniinden toplam 19
ornegin(7, 12, 15, 17, 20, 25, 27, 28, 34, 36, 37, 42, 45, 46, 54, 55, 57, 60 ve 63)
Salmonella pozitif oldugu goriilmiistiir. Analizi yapilan 6rnekler arasinda Salmonella

icin tespit edilen pozitif ve negatif sonuglarmi gosteren cihaz  verileri
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kaydedilmistir(Cizelge 3.1). Kiiltiirel yontemle de c¢alisilan 6rnek sonuglari benzerlik

gostermistir.
Cizelge 3.1. BAX Q7 rPCR bulgulari.

Sample ID Faasult Target Control Pozifive Conix
SAMPLE 1 HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 2 HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 3 MNezative Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 4 MNezative Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 5 MNezative Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE &6 Negative Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 7 Posithve Salmonella Intermal Paositive
SAMPLE E HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 9 HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 10 MNezative Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 11 Nezative Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 12 Posihwe Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 13 Nezative Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 14 HNegative Salmonella Imiermal Positive
SAMPLE 15 Positive Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 16 HNegative Salmonella Infarmal Poszitive
SAMPLE 17 Positve Salmonella Intermal Paositive
SAMPLE 18 MNegative Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 19 Negative Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 20 Posihve Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 21 HNegative Salmonella Infarmal Poszitive
SAMPLE 22 Negative Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 23 Negatnve Salmonella Infermal Poszitive
SAMPLE 24 HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 25 Positive Salmonella Intermal Paositive
SAMPLE 2& HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 27 Positive Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE *8 Positive Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 29 Negatnve Salmonella Infermal Poszitive
SAMPLE 30 Negatnve Salmonella Infermal Poszitive
SAMPLE 31 HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 32 HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 33 HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 34 Positive Salmonella Intermal Paositive
SAMPLE 35 MNezative Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 36 Positive Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 37 Positive Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 38 Negative Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 3% Negative Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 40 HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 41 HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 42 Positive Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 43 MNezative Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 44 HNegative Salmonella Imiermal Positive
SAMPLE 45 Posithve Salmonella Intermal Paositive
SAMPLE 46 Positive Salmonella Intermal Paositive
SAMPLE 47 HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 48 Nezative Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 49 Nezative Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 50 Mezative Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 51 Nezative Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 52 Negative Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 53 HNegative Salmonella Infarmal Poszitive
SAMPLE 54 Positive Salmonella Infarmal HNegative
SAMPLE 55 Positive Salmonella Infarmal HNegative
SAMPLE 56 MNezgatnve Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 57 Positive Salmonella Intermal Paositive
SAMPLE 58 HNegatve Salmonella Infernal Positive
SAMPLE 59 MNezgatnve Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 60 Positive Salmonella Imfernal MNegative
SAMPLE 61 MNezative Salmonella Imfernal Positive
SAMPLE 62 Negatnve Salmonella Infermal Poszitive
SAMPLE 63 Positive Salmonella Infermal HNegative
SAMPLE 64 HNegatve Salmonella Infernal Positive

SAMPLE 65 HNegatve Salmonella Infernal Positive
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3.3. Ribotiplendirme Bulgulari

Klasik kiiltiir metodu ve rPCR analizi sonucu elde edilen 19 adet Salmonella
izolatinin her biri i¢in Ribotiplendirme analizi gergeklestirilmistir. Bu 6rneklerden 10
tanesinin Salmonella ser. Enteritidis(%52.6), 3 tanesinin Salmonella ser. Lille(%15.8),
2 tanesinin Salmonella ser. Infantis(%10.5), ve birer tanesinin(%5.3) de Salmonella ser.
Hadar, Salmonella ser. Give, Salmonella ser. Typhimurium ve Salmonella ser

Arizonae/III olduklar: tespit edilmistir(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Pozitif 6rneklerde tespit edilen Salmonella tipleri.

Pozitif Ornek Numarasi Salmonella Tipi

Ornek 7 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 12 Salmonella ser. Infantis
Omek 15 Salmonella ser. Enteritidis
Omek 17 Salmonella ser. Lille
Ornek 20 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 25 Salmonella ser. Enteritidis
Ormnek 27 Salmonella ser. Infantis
Ornek 28 Salmonella ser. Lille
Ornek 34 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 36 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 37 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 42 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 45 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 46 Salmonella ser. Hadar
Ornek 54 Salmonella ser. Give
Ornek 55 Salmonellaser. Arizonae/lll
Ornek 57 Salmonella ser. Lille
Ornek 60 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 63 Salmonella ser. Typhimurium
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Sekil 3.4. Riboprinter’da Salmonella ser. Enteritidis karakterizasyonu.
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Sekil 3.5. Riboprinter’da Salmonella ser. Infantis karakterizasyonu.
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RiboPrinter® Microbial Characterization System
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Sekil 3.6. Riboprinter’da Salmonella ser. Lille karakterizasyonu.

RiboPrinter® Microbial Characterzation System
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Sekil 3.7. Riboprinter’da Salmonella ser. Hadar karakterizasyonu.
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Sample 188-515-S-2 Report @IPINT)  DuPont Qualicon
1 5 in 18 50
Prooess KHB _|E T T T T T T T [ T T T T
Erzyma Prull
Labal SAMPLE 54
| Sampls Camment
EvantLog
RilboP rint™ Patem
Tyee b L Labal 1 kg 5 1015 50
T T T T T
1 DuPant ID DUP_PVUI-1057 087 Saknonala s Give 1 10 B

Sekil 3.8. Riboprinter’da Salmonella ser. Give karakterizasyonu
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Sekil 3.9. Riboprinter’da Salmonella Arizonae/lll karakterizasyonu.
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RibroPrinter® Microbial Characterization System - .
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Sekil 3.10. Riboprinter’da Salmonella ser. Typhimurium karakterizasyonu.
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4. TARTISMA VE SONUC

Salmonella bakterileri insandan tavuga, yilandan kaplumbagaya kadar g¢ok
sayida farkli konakeiyr etkileyebilecek bir spektruma sahiptir. Dolayisi ile 6zellikle
bazi hayvan tiirleri basta olmak tizere tiirler arasi bulasma potansiyeline sahip olup;
ayrica zoonotiktirler. Bunlardan sadece 200 kadari kanathilarla ilgilidir. Bu tiirler
icerisinde ise en dominant olarak bulunan serovarlar kanatli sektoriiniin degisik
basamaklarinda farklilik gostermektedir(Khakhria ve ark., 1997; Limawongppranee ve
ark., 1999).

Diinya ¢apinda, paratifoid Salmonella’lar gida kaynakli hastalik ajanlarinin en
yaygin olanlari arasindadir ve WHO’nun raporuna goére, Amerika, Avrupa ve Afrika
saglik ajanslar1 yumurta ve tavuk tiiketimiyle ilgili olan bu tiir hastaliklarda benzer bir
artts oldugunu bildirmislerdir(Rodrigue ve ark., 1990). Ayrica, gectigimiz 20 yilda S.
Enteritidis Avrupa’nin bir ¢ok {ilkesinde ve Amerika’da ¢ogunu tavuk ve yumurtalarin
olusturdugu gida kaynakli zehirlenmelerin en yaygin sebeplerinden biridir(Rabsch ve
ark., 2001; Medici ve ark., 2003;Hargis ve ark., 1995; Medici ve ark., 2003; Suzuky,
1994). Calismamizdan elde edilen verilerde Salmonella ser. Enteritidis’in diger
serotiplere gore en yiiksek orana sahip olmasi bu bilgiyi destekler niteliktedir.

Insanlar ve hayvanlar icin 6nemli enfeksiyon nedenlerinden biri olan
Salmonella’lara iilkemizin degisik bolgelerinde insan ve hayvanlarda siklikla
rastlanmaktadir. ~ Zoonotik olmalarinin yaninda ekonomik kayiplara da neden
olmaktadirlar(Bilgehan, 1992; Gyles ve ark., 1986). Ulkemizde, 1989 yilinda Bursa
bolgesinde Carli, hastalikli tavuk diskilarindan toplam 197 adet Salmonella susu izole
etmis, 186’sin1 S. Gallinarum, 7’sini S. Typhimurium, 2’ser adedini de S. Pullorum ve S.
Infantis olarak tanimlamigtir(Carli, 1990).

1995 yilinda yapilan iki calismadan birinde Ozdemir, Bandirma ve Bursa
bolgelerinde inceledigi Salmonella infeksiyonundan siipheli 24 ticari yumurtact
isletmenin 21’inden, 7 broiler isletmesinin ise 2’ sinden izolasyon yapmustir. Izole
edilen suglarin yumurtacilarda 13’{iniin S. Gallinarum, 5’inin S. Enteritidis ve 3’iiniin S.
Typhimurium broilerlerde ise 1’inin S. Enteritidis ve 1’inin ise S. Gallinarum oldugunu

rapor etmistir(Ozdemir, 1995).
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Diger bir ¢alismada ise Goncagiil ve Carli tarfindan Bursa, Istanbul ve izmir
bolgelerinde broiler damizliklardan 4 adet S. Gallinarum, 5 adet S. Typhimurium, 3 adet
S. Enteritidis; ticari yumurtaci stiriilerden 4 adet S. Gallinarum, 3 adet S. Typhimurium,
5 adet S. Enteritidis; ticari broilerden 2 adet S. Gallinarum, 3 adet S. Typhimurium, 3
adet S. Enteritidis izole edildigi rapor edilmistir(Goncagiil ve ark., 1999).

1940’1 yillardan beri, insan ve hayvanlardan spesifik konak¢isi olmayan
Salmonella serovarlarinin izolasyonunda hizli bir artis bulunmaktadir ve bu serovarlar
hala geng tavuklarda 6nemli kayiplara neden olmaya devam etmektedir(Oliveira ve ark.,
2002).

Bu calismada 46 farkli broiler tipi kiimesten farkli zamanlarda her defasinda 2
adet olmak kaydiyla 130 adet drag-swab 6rnegi alinmig ve topamda 65 adet numunede
Salmonella aranmigtir.  Klasik kiiltiir yontemiyle de desteklenen BAX rPCR
caligmalarimizin sonunda 19 adet(%29.23) pozitif sonu¢ tespit edilmistir.  Pozitif
ornekler arasinda, yapilan ribotiplendirme analizi sonucunda en fazla olan serotipin
%52.6 oranla Salmonella ser. Enteritidis oldugu goriilmiistiir. Bu serotip disinda 6 farkli
serotipin; Salmonella ser. Lille(%15.8), Salmonella ser. Infantis(%210.5), Salmonella
ser. Hadar(%5.3) , Salmonella ser. Give(%5.3), Salmonella ser. Typhimurium(%5.3) ve
Salmonella Arizonae/l11(%5.3) de varligina rastlanilmistir. Bu sonug ililkemizde ve
diinyada yapilmis birgok calisma ile benzerlik gostermektedir(Ata Z. ve Aydin N.,
2003, Temelli ve ark., 2010, Eyigor ve ark., 2002, Eyigér ve ark., 2005;Zhang, L. ve
ark., 2006, Van Hoorebeke, S. ve ark., 2010).

Tavuk diski, i¢ organ ve karkaslarinda Salmonella tiirlerinin hem PCR hem de
standart kiiltiir metodu ile identifikasyonu ve belirlenmesinin arastirildigi bir ¢alismada,
Oliveria ve arkadaslar1(2002), 64 drag svap Ornegini, Salmonella spp. yoniinden
standart kiiltiir metodu ile incelemigler ve 16 adet drag-svab 6rneginden(% 25) etkeni
izole etmislerdir. Oliveria ve arkadaslar1(2003), 49 drag svab oOrneginden 3(%
6.12)’iinde standart kiiltiir metodu ile Salmonella spp. izole ettiklerini bildirmislerdir.

Kanatli hayvanlarin ve insanlarin zaman zaman sagligim1 tehdit eden
Salmonella’larin kiiltiir metodu ile tan1 siireleri olduk¢a uzun siirmektedir. Bu nedenle
de Amerika Birlesik Devletleri ve bazi Avrupa iilkelerinde optimize edilmis, kiiltiir
yontemi kadar giivenilir, fakat daha kisa siirede sonug¢ alinan yontemler gelistirilmeye

ve kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemlerden biri PCR—tabanli testlerdir. Bu
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testlerde temel olarak Salmonella’larin spesifik DNA segmenti aranmaktadir(Oliveria
ve ark., 2002, Baumler ve ark., 1997; Carli ve ark., 2001; Feder ve ark., 2001;
Woodward ve ark., 1996). Calismamizda kullanilan BAX rPCR sistemi de, Salmonella
teshisinde gercek zamanli PCR sistemi olup, hedefe 6zgii problara sahip tabletleri
kullanmaktadir(Kahya ve ark., 2014, Tomazelli ve ark.; 2008; Tice ve Ark., 2009a; Tice
ve Ark., 2009b; Lofstrom ve ark., 2009; Francin ve ark. 2006; Sommer ve ark., 2012).
Serolojik testler konakgi-bagimsiz Salmonella enfekte bireyleri tanimak igin
diisiik 0zgiinliige sahiptir ve bundan dolayr da yanlis pozitif veya negatif sonuglara
neden olabilir(Carli ve ark., 2001; Fricker, 1987). Buna ek olarak serovar-6zgiin
serolojik testler sadece kendi serovari ile enfekte bireyi belirler; bu durumda siiriide
birden fazla sayida serovar varliginda kendi taradig serovar digindakini yakalayamaz ya
da iilkelere gore serovar dagilimindaki farkliliktan dolayi, serolojik test uygulansa bile
kendi serovari o yorede yok ise bosuna masraf edilmis olunur. Bu nedenle tavuk
stirtilerinin yiiksek 6zgiinliikte ve duyarlilikta Salmonella arama testleri ile taranmasi en
akilc1 yaklagim olacaktir. Salmonella izolasyonunun ve identifikasyonunun tam olarak
yapilmasi 5 ile 11 giin arasinda bir zaman siirecini gerektirmektedir(Wallace ve ark.,
1999). Bu siire, 6zellikle kanatli tireticilerinin gerekli kontrol dnlemlerini almasi igin
uzun bir siiredir(Aabo ve ark., 1995; Nastasi ve ark., 1999; Soumet ve ark., 1994).
Calismamizda Salmonella izolasyonu 24 saat gibi kisa bir siirede yapilmistir.
Salmonella 6rneklerinin tiplendirme islemleri de yaklasik 120 saatte gergeklestirilmistir.
Zamanla ilgili bu problem polimeraz zincir reaksiyonu tabanli molekiiler biyolojik, hizli
bir yontem uygulamasi ile ¢oziilebilmektedir. Son yillarda gelismis bati iilkeleri de,
gida triinlerinin degisik bakteriyel etkenler yoniinden kontroliinde, PCR tabanli testler
gibi hizli giivenilir molekiiler mikrobiyolojik testlerden faydalanmaktadir(Aabo ve ark.,
1995; Nastasi ve ark., 1999; Soumet ve ark., 1994). AOAC(Association Of Analytical
Communities) onayli yontemler hem hiz kazandirmakta hem de giivenilirlik
artirmaktadir. Caligmamizda elde edilen verilerden de anlasildig: gibi, gelisen teknoloji
ve yapilan ¢aligmalara bagh olarak gelecekte hizli olan molekiiler tekniklere yonelimin

daha da artacagini goriilmektedir.
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