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v

ONSOZ

Ulkemizde hayvan yetistiriciliginin en &nemli sorunlardan birisi enfeksiydz
hastaliklardir. Enfeksiyoz hastaliklar, yetistiricilerin ekonomik kayiba ugramasinin
yanisira ilave olarak kontrol programlarinin gelistirilmesine ve uygulanmasina neden
olmaktadir. Yetistiricilerin ve Ozellikle bir endiistri kolu haline gelen kanath
sektoriiniin karsilagtig1 enfeksiydz hastaliklar arasinda Salmonellosiz 6nemli bir yer
tutmaktadir. Cesitli hayvansal kaynakli gidalarda Sal/monella goriillme sikliginin fazla
olmasi nedeniyle insan sagligi olumsuz etkilenmektedir. Hayvanlarda Salmonella
varliginin arastiritlmas: ve erken donemlerde Ozellikle enterik tiirlerin hayvanlarin
sindirim sistemlerine kolonize olmasiin engellenmesi i¢in kontrol programlarinin
uygulanmasi bir zorunluluk haline gelmistir. Bu problem 06zellikle kanath stiriileri
icin daha oncelikli bir konudur. Bagirsaklara kolonize olan Salmonella etkenlerinin
kesimhanelerde ¢apraz kontaminasyonla karkaslara bulagsma diizeyinin artmasini ve
market zincirinden sonra insanlara ulagsmasini engellemenin en ©nemli yolu,
kiimeslerde bu etkenlerin kontroliinden ge¢mektedir.

Salmonella  serovarlarinin  konvansiyonel metotlarla izolasyonu ve
identifikasyonu hem gii¢ olmakta, hem de uzun siire almaktadir. Son yillarda, bir cok
insan ve hayvan hastaliginin tanisinda oldukca hizli, duyarli ve spesifik bir yontem
oldugu kanitlanan Polymerase chain reaction (PCR) teknigi, Salmonella tanisinda
kullanilmaktadir. Ulkemizde hayvan diskilarinda, 6zellikle de tavuk diskilarinda,
Salmonella sikliginin belirlenmesine yonelik calismalar bulunmasina karsin, farkl
hayvan tiirlerine ait digk1 6rneklerinde yapilan detayli caligmalar sinirli diizeydedir.

Bu c¢alismada, ¢esitli hayvan diskilarinda Salmonella etkenlerinin varliginin
belirlenmesi i¢in konvansiyonel teknik olan kiiltiir ydntemin kullanilmasi ve Salmonella
pozitif saptanan drneklerde zenginlestirme basamaginda PCR tekniginin uygulanarak
elde edilen sonuglarin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu
caligmalar sonrasinda, altyapist uygun laboratuvarlarda PCR tekniginin rutin
kullanimlar i¢in standardize edilmesi de hedeflenmistir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABC Alfa-Beta Kromojenik

AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism
bp base pair

CAS CHROMagar Salmonella

DIASALM  Diagnostic Semi-Solid Salmonella Medium
DNA Deoksiriboniikleikasit

EIA Enzyme Immunoassay

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ERIC Enterobacterial Repetitive Intergenic Sequence
g Gram

HE Hektoen Enteric Agar

H,S Hidrojen Siilftir

IL Interleukin

IFN, Interferon-gama

LB Laktoz Broth

MgCl, Magnezyum klortr

ul Mikrolitre

ml Mililitre

mM Milimolar

MR Metil Red

MSRV Modified Semisolid Rappaport-Vassiliadis Medium
NB Nutrient Broth

NRAMPI Natural Resistance Associated Macrophage Proteinl

PCR Polimerase Chain Reaction

Pm Pikomolar

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
RV Rappaport-Vassiliadis Broth

SALI Leads to Increased Macrophage Activity Against Salmonella



SC Selenite-Cysteine Broth

SM-ID Salmonella Detection and Identification Medium
SPI Salmonella Patojenite Adasi

SS Salmonella-Shigella Agar

TBE Tris Borat Edta

TTB Tetrathionat Broth

TPS Tamponlanmis Peptonlu Su

XLD Xylose-Lysine-Desoxycholate

XLT4 Xylose-Lysine- Tergitol-4
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1. GIRIS

Dogada yaygin olarak bulunan Salmonella etkenleri, insan ve hayvanlarda
enfeksiyonlara neden olabildikleri gibi gida zehirlenmelerinin ve 6zel bazi lokal
enfeksiyonlarin sorumlusu olarak da bilinmektedir. Sa/monella etkenleri tarafindan
meydana getirilen enterik enfeksiyonlarin, hayvanlar arasinda bulagma egiliminin hizl
olmasi nedeniyle ekonomik dnemleri fazladir. Ayrica, baz1 Salmonella tiirleri insanlara
bulagmasi nedeniyle zoonotik bir énem tasimaktadir. Salmonella enfeksiyonlarinin
insanlara bulasmasinda, kontamine yumurta, siit, et gibi hayvansal kaynakli gidalar
onemli rol oynamaktadirlar (Koneman ve ark., 1992; Ouinn ve ark., 1994; Anon.,
2005). Her y1l Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 76 milyon gida kaynakli
hastalik, 325.000 hastanede yatan vaka ve 5000 6liim olay1 goriiliirken, bunlardan 1,4
milyon insan Salmonellozis vakasi ve yaklasik olarak 500-600 adet Salmonella’ya

bagli 6liim olay1 goriilmektedir (Mead ve ark., 1999; Anon., 2005).

Salmonella’lar, adlarin1 Amerikali bakteriyolog Salmon’dan almaktadir (Izgiir,
2006). Salmonella genusunun ilk smiflandirmasi bir serotip-bir tiir kavramindan
koken almis ve her bir serotipin ayri bir tiir oldugu diisiiniilmiistiir. Ornegin; S.
paratyphi A, S. newport, S. enteritidis. Eger bu kavram giiniimiizde gecerli olsaydi su
anda 2541 Salmonella tirii mevcut olurdu (Brenner ve ark., 2000). “Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology’nin 1. baskisinda (1923) Sal/monella genusu
biyokimyasal 6zelliklerine gore 17 tiir, 1948°de ayn1 kitabin 6. baskisinda ise 150
Salmonella serotipi tamimlanmistir. “Approval Lists of Bacterial Names’ 1980
yilinda, Salmonella genusunun 5 tiir ve 2000’den fazla serovardan olustugu
belirtilmistir (Ezaki ve ark., 2000). Le Minor ve ark. (1985), I, II, IIl ve IV
Salmonella subsp. ait suslarin S. choleraesuis olmak iizere tek tiir altinda S.
choleraesuis subsp. choleraesuis, S. choleraesuis subsp. salamae, S. choleraesuis
subsp. arizonae, S. choleraesuis subsp. diarizonae, S. choleraesuis subsp. houtenae
ve S. choleraesuis subsp. bongori seklinde siniflandirmayr onermisler, fakat 1987
yilinda Le Minor ve Popoff (1987), tek tiir adinin S. enterica olmas1 gerektigini
savunmuglardir. Quinn ve ark. (1994), Salmonella’lar1 7 alt grup olarak

gruplandirmiglardir. Giiniimiizde, Salmonella genusu, S. enterica ve S. bongori



olmak iizere iki tlire ayrilmaktadir. S. enterica biyokimyasal Ozellikleri dikkate
alinarak S. enterica subsp. enterica (subsp. 1), S. enterica subsp. salamae (subsp. 1),
S. enterica subsp. arizonae (subsp. 1lla), S. enterica subsp. diarizonae (subsp. 11Ib),
S. enterica subsp. houtenae (subsp. 1V), S. enterica subsp. indica (subsp. VI) olmak
tizere 6 altgrupa ayrilmaktadir (Le Minor ve Popoff, 1987; Holt ve ark., 1994;
Brenner ve ark., 2000). S. bongori’nin ise alt tiirli bulunmamaktadir (Reeves ve ark.,
1989; Popoff ve ark., 2001). Bu calismalarin sonucunda uzun siiredir adlandirilan
Salmonella serovarlarini tiir olarak kullanma sistemi artik gegerliligini yitirmistir.
Daha once Salmonella typhimurium olarak adlandirilan bir bakteri artik Salmonella
enterica subsp. enterica serotype Typhimurium ( kisaltilmis olarak da Salmonella
ser. Typhimurium veya Salmonella Typhimurium) olarak adlandirilmaktadir

(Brenner ve ark., 2000; Anon., 2004).

Antijenik yonden klasifikasyonu yapilan Salmonella’lar Kauffmann-White
semasinda siralanmugtir. identifiye edilen yeni Salmonella serovarlart “World Healt
Organisation (WHO) Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella”
tarafindan bu semaya eklenip giincellestirilmektedir. Bu yeni serovarlar Pasteur
Enstitiisii yayin1 olan “Research in Microbiology” dergisinde hemen hemen her yil
yaymlanmaktadir (Popoff ve ark., 2000). 2000, 2001, 2003 ve 2004 yillarinda
yaymlanan makalelerde swrasiyla 14, 12, 22 ve 18 yeni Salmonella serotipi
tanimlanmis ve bdylece toplam Salmonella serovar sayis1 2541°e ulagsmistir (Popoff
ve ark., 2000; Popoff ve ark., 2001; Popoff ve ark., 2003; Popoff ve ark., 2004). Tiir

ve alt tiirlere ait serovar sayis1 Cizelge 1.1 de gosterilmistir (Popoff ve ark., 2004).

S. enterica subsp. enterica’ya ait serovarlarin genellikle ilk izole edildigi
cografi bolgeye gore isimlendirilmeleri en yaygin kullanilan yontemdir. Bu isim latin
harfleriyle yazilir ve ilk harf biiylik harf ile baslar (Popoff ve ark., 2000; Popoff ve
ark., 2001). Ornegin, S. enterica subsp. enterica serovar Dublin (S. serovar Dublin)
gibi. Fakat Salmonella’lar farkli sekillerde de isimlendirilmektedir. Ornegin;
Salmonella Typhimurium ismi bu serovarin farelerde tifoya neden olmasindan

esinlenerek konulmustur (Anon., 2004).



Cizelge 1.1. Sa/monella’larn tiir ve alt tiirlerine ait serotip ve sayilar1 (Popoff ve ark., 2004).

S. enterica
subsp. enterica 1504
subsp. salamae 502
subsp. arizonae 95
subsp. diarizonae 333
subsp. houtenae 72
subsp. indica 13

S. bongori 22

TOPLAM 2541

Salmonella’lar 0,7-1,5 x 2,0-5,0 um boyutlarinda, kapsiilsiiz, sporsuz, ¢omak
seklinde bakterilerdir. Metilen mavisi, karbol fuksin gibi boyalarla kolaylikla
boyanabilme 6zelligine sahip olan bu bakteriler Gram negatiftirler (Holt ve ark., 1994).
Enterobacteriacea familyasinin genel Ozelliklerini tasiyan Salmonella’lar, peritrik
flagellalar1 sayesinde hareketli, normal sartlarda Salmonella Gallinarum ve S.
Salmonella Pullorum hareketsizdir (Bisping ve Amtsberg, 1988). Daha onceden
hareketsiz ve flagellasiz olarak bilinen Salmomnella Pullorum’un 06zel besiyeri
kosullarinda hareketli oldugu, hareketli Sa/monella Pullorum kiiltiirlerinin elektron
mikrografisinde hiicreden ¢ikan flagellayr andiran uzun fibr6éz ¢ikintilarin gorildigii
ve bu ¢ikintilarin Sa/monella Enteritidis flagellasindan daha az sayida ve daha ince
oldugu (Holt ve Chaubal, 1997), Salmonella Pullorum ve Salmonella Gallinarum 'un
faz 1 antijenini kodlayan fliC genine sahip oldugu tespit edilmistir (Kilger ve
Grimont, 1993). Salmonella’lar, genel olarak kati besiyerinde 1-2 mm c¢apinda,
diizgiin kenarli, yuvarlak, hafif kubbeli ve parlak koloniler olustururlar. Smooth
kolonilerin siv1 kiiltiirleri buyyonda homojen bir sekilde hafif bulaniklik meydana
getirerek tirerler. Rough kolonilerin sivi kiiltiirlerinde yogun graniiler sediment ve tist
kisimda berrak siipernatant sivi meydana gelir. Salmonella’larin optimal iireme
dereceleri 37 °C olmasina ragmen, iireme 1s1 sinirlar1 oldukca genistir. En uygun pH
7,4 tiir. Hidrojen Silfiir (H,S) pozitif, laktoz negatiftirler. Vogues Proskauer (VP),
indol, oksidaz testleri negatif olup, metil red (MR) ve katalaz pozitiftirler. Jelatini
eritirler, nitratlar1 nitrite indirgerler ve fakiiltatif anaerobiktirler. Sitrat, lizin ve

ornitin dekarboksilaz (LDC ve ODC) genellikle pozitiftir. Salmonella etkenlerinin



tiimii iireaz enzimine sahip olmadiklar i¢in lireyi ayristirmazlar (Holt ve ark., 1994;
Bekar, 1997; Izgiir, 2006). Dulsitol, mukat, sorbitol, ksiloz, arabinaz, ramnoz,
mannoz, mannitol, maltoz, trehaloz, inositol ve melibiozu asit olusturarak fermente
ederler. Adonitol, laktoz, salisin, sukroz, rafinoz, sellobioz, galakturonati fermente

etmezler (Le Minor ve Popoff, 1987).

Salmonella’lar genellikle laktozu kullanmazlar, fakat Arizona gurubunun ¢cogu
susu laktozu yavas ya da hizli olarak fermente eder. Salmonella’larin biiyiik
cogunlugu gaz olustururlar yani aerojeniktirler. Ancak Salmonella  Typhi ve
Salmonella Gallinarum gaz olusturmazlar sadece asit olustururlar. Salmonella Typhi
ve Salmonella Paratyphi A’nin disindaki Salmonella serovarlan sitrat pozitiftirler.
Sallmonella Paratyphi A ve Salmonella Choleraesuis’in bazi suslar1 harig¢
Salmonella’lar H,S  iretmektedirler.  Salmonella Paratyphi A disindaki
Salmonella’larin ¢ogu i¢in LDC reaksiyonu pozitiftic. Salmonella Typhi ve
Salmonella Gallinarum’un ODC reaksiyonu negatif olmasina karsin diger
Salmonella’lar genellikle ODC pozitiftir (Bisping ve Amtsberg, 1988; Holt ve ark.,
1994).

Salmonella serovarlarmin antijenik klasifikasyonu mevcut spesifik antijenik
komponentlerinin belirlenmesi ile yapilmaktadir. Ik 6nce 1siya dayamikli ve
polisakkarit yapida olan somatik “O” antijenleri belirlenir. Somatik “O” antijenleri 1,
2, 3, 4, .... gibi sayilarla ifade edilir. Salmonella serogruplart Salmonella’lara 6zel
olan grup somatik antijenlerle belirlenir. Ozel “O” somatik antijenine sahip olan bu
serovarlar belli bir serogrubun iginde yer alirlar (Holt ve ark.,1994) ve grup adlar
alfabetik harflerle (A, B, .......... Z7) isimlendirilmektedir. Ornegin; “1, 2, 12 somatik
antijenleri A serogrubunu belirlerken, “1, 4, (5), 12” B serogrubunu belirlemektedir.
Simdiye kadar 67 grup ortaya konmus olup, harfler yeterli gelmediginden
harf+rakam ile belirtilmistir (Holt ve ark., 1994; Izgiir, 2006).

Flagellar “H” antijenleri protein yapisinda, istya duyarli, formole direngli

antijenik yapilardir (izgiir, 2006). <‘H” antijeninin yapisinda bulunan faktorler, faz-1



ve faz-2 olmak iizere 2 grupta incelenir. Faz-1 antijenleri a, b, c, ....z"ye kadar kiigiik
harflerle adlandirilmaktadirlar. Faz-2 antijenleri ise 1, 2, 3.....olarak ifade edilirler.
Faz-1 antijenleri, Salmonella’larda ¢ok az serovar arasinda ortakken, faz-2 antijenleri
nonspesifik 6zellikte olup farkli Salmonella serovarlarinda bulunmaktadirlar.

29

Ornegin; Salmonella Enteritidis “1, 9, 12 : g, m : -, -”> antijenik kompozisyonuna
sahipken, Sa/monella Montevideo’nun antijenik kompozisyonu “6, 7 : g, m, s, (p) :
(1, 2, 7)dir (Holt ve ark., 1994; Anon., 2004). Salmonella’larin “H” antijen
grubundan sadece bir ¢esit Faz antijen faktorlerini icerenler monofazik, hem Faz-1
ve hem de Faz-2 antijenlerini birlikte tasiyanlar ise difazik bakteriler olarak

adlandirilmaktadir (Izgiir, 2006).

Yiizeysel antijenler, bakteri hiicre duvarimin disinda bulunan antijenik
yapilardir. Bunlar Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A ve Salmonella
Paratyphi C’ nin bazi suslarinda ve istisna olarak bazi Salmonella Dublin suslarinda
bulunan virulens ile ilgili oldugu diisiiniilen ‘“Vi’, Salmonella Paratyphi B’nin
mukoid koloni olusturan suslarinda ““M’’ ve yine baz1 Sa/monella tiirlerinde bulunan
Pilus antijenleridir. Vi antijeni bazi E. coli ve Citrobacter suglarinda da tespit

edilmistir (Bekar, 1997; Izgiir, 2006).

Salmonella’lar endotoksin, enterotoksin ve sitotoksin sentezlemektedirler.
Sentezledikleri endotoksinler, ozellikle, bagirsak mukozasinda harabiyete neden
olmakta ve bu tiir toksinleri sentezleyen Sa/monella’larla infekte olan bireylerde siddetli
akut toksemi tablosu sekillenmektedir. Salmonella’larin enterotoksinleri mukozal
cAMP miktarim1 artirarak adenilat siklaz1 aktive etmekte ve bdylece bagirsak
epitellerinden asir1 sivi salinimina neden olmaktadir. Salmonella’larin sitotoksinleri,
bagirsak mukozasindaki epitellerde protein sentezini engelleyerek etkili olurlar (Izgiir,

2006).

Salmonella’lar, genellikle, diski-agiz yoluyla alinmaktadir. Ancak, konjunktiva
ve Ust solunum yolunun mukoz membranlari araciligiyla bulagsma da siiphelidir.

Salmonella’nin enterik enfeksiyonu baglatmasi i¢in kolon veya alt ince bagirsaga



kolonize olmasi gerekmektedir. Bagirsaktaki normal anaerobik floranin iirettigi
ucucu organik asitler Sa/monella’nin iiremesini engeller ve normal flora Salmonella
tiirlerinin yapisacagi bolgelere (reseptorlere) yapisarak Salmonella’nin yapigsmasini
bloke etmektedir. Antibiyotik tedavisi, besin ve su kisitlamas1 gibi faktorlerle normal
floranin yikimlanmasi konak¢inin enfeksiyona duyarliligimi artirmaktadir. Asiri
kalabalik ve nakile bagli peristaltik azalmasit Salmonella’nin  bagirsaga
kolonizasyonuna predispozisyon olusturmaktadir. Sal/monella’nin baglanmasi

genellikle fimbria araciligryla olmaktadir (Quinn ve ark., 1994).

Bagirsak epitel hiicrelerine Salmonella’larin  invazyonunun, Salmonella
enfeksiyonun patogenezinde zorunlu oldugu bilinmektedir. Invazyon, Salmonella
Patojenite Ada 1 (SPI-1) iizerinde bulunan genler tarafindan saglanmaktadir.
Salmonella Patojenite Ada 1’in ana diizenleyicisi HilA genidir (Bajaj ve ark., 1996;
Bohez ve ark., 2006). Kanathlarda i¢ organlar ve bagirsaga Salmonella
kolonizasyonunda Hil4A geninin roliinli degerlendirmek i¢in yapilan bir ¢aligmada,
HilA geninin tavuk bagirsaginda kolonizasyon ve uzun donem sagilmayla iliskili

oldugu sonucuna varilmistir (Bohez ve ark., 2006).

Tavuklarda sistemik Salmonellozis’e direng, Salmonella’ya karsi makrofaj
aktivitesinde artmaya yol acan gen (leads to increased macrophage activity against
Salmonella-SALI) ve dogal direng ile iliskili makrofaj proteini 1 (natural resistance
associated macrophage proteinl-NRAMPI) genlerini de igeren bir¢ok gen tarafindan

kodlanmaktadir (Wigley, 2004; Cheeseman ve ark., 2007).

Sitokinler memelilerde Salmonella’ya kars1 immun yanitin parcasidir. Ozellikle
artan mRNA saliimi, kemokinlerin protein sentezi, Thl sitokinler (IFN,, IL-1, IL-6,
IL-8, 1L-12) ve MIP-1B’nin ¢esitli Salmonella tirleri ile enfeksiyonu takiben arttig
gozlenmistir. Interleukin (IL)-12 ve interferon-gama (IFN, ) tretimi Salmonella gibi
intraseliiler patojenlere karsi konak¢r savunmasinda kritiktir. IFN, {retiminin
artmastyla IL-18, bakteriyel eliminasyonu ve konakg¢i direncini desteklemektedir.

Cheeseman ve ark. (2007), Salmonella Enteritidis sekal tasiyiciligina duyarli geng



civcivlerde, direngli ve saglikli kontrolleri kiyasladiklarinda, IFN,’nin saliniminin
diisiik oldugunu goézlemislerdir. Sadeyen ve ark. (2004), IFN, salimm diizeyinin,
tavuklarda sindirim sisteminde Salmonella’nin varligiyla iligkili immun yetmezligin
kiymetli bir gostergesi oldugunu ve IFN,’min Salmonella tasiyiciliginin
azaltilmasinda uygulanacak profilaktik onlemlerin gelistirilmesinde diisiiniilebilecek

bir faktor olabilecegini bildirmislerdir.

IL-12 ve IL-18, IFN,’nin sentezini indiikler. IFN, Salmonella tzerinde
makrofaj bakterisidal aktivitesini artirir (Dybing ve ark., 1999). Ayrica, defensin,
nitrik oksit ve NRAMPI’in bakterilerin konak hiicresi icerisine girisinde énemli bir
rol oynadig1 bilinmektedir. NRAMPI proteini kodlayan SLC1/AI geninin sistemik
Salmonella enfeksiyonuna ve Salmonella tasiyicilik durumuna karsi hayvanlarin
direng diizeyi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Hu ve ark., 1997; Sadeyen ve ark.,
2004).

Tavuk rrklari arasinda enfeksiyona duyarlilik dereceleri degismektedir (Izgiir,
2002). Beyaz Leghorn tavuklarda yapilan ¢alismalarda, Salmonella Gallinarum veya
Salmonella Typhimurium ile agiz ve intravendz yolla enfeksiyon sonrasi LDsy,
patogenezis ve organlardaki Salmonella sayilarinda blylik farkliliklar ortaya
konulmustur (Bumstead ve Barrow, 1988; Bumstead ve Barrow, 1993). Daha sonra
yapilan denemeler, W1, 6; ve N hatlarinin sistemik hastaliga kars1 direngli oldugunu,
buna karsin C, 7, ve 151 hatlarinin olduk¢a duyarli oldugunu goéstermistir (Hu ve
ark., 1997). Berthelot-Herault ve ark. (2003), Salmonella Enteritidis’in sekum
kolonizasyonu yoniinden B13, L2, PA12 ve Y11 tavuk hatlarin1 karsilagtirmiglar ve
Salmonella Enteritidis’in B13 ve L2 hatlarinda PA12 ve Y11 hatlarina gore daha

yiiksek oranda sekuma kolonize oldugunu tespit etmislerdir.

S. enterica subsp. enterica’ya ait serovarlar insan ve memeli hayvanlarda
hastalik olustururlar. S. enterica subsp. enterica’ya ait serovarlardan Salmonella
Typhi, Salmonella Paratyphi ve Salmonella Hirchfeldii gibi ¢ok az serovar insan

patojenidir ve hayvanlarda bulunmaz ve hastalifa neden olmazlar. Nontifoidal



Salmonella serovarlar1 olarak da adlandirilan geriye kalan Salmonella serovarlari
zoonotik oneme sahiptir. S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S.
enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, S. enterica subsp. indica, S.
bongori genellikle poikilotermlerde (siirlingenler, amfibianlar ve baliklar) ve ¢cevrede
bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalarin bazilar1 nadiren insanlarda hastaliga neden

olurlar (Brenner ve ark., 2000; Anon., 2005).

Kanathilarda konakgilarina gore Salmonella serovarlarimi {i¢ biiyiik kategoriye
ayirmak mimkiindiir. Birinci grupta Salmonella Pullorum ve Salmonella Gallinarum
gibi sadece kanatlilarda hastalik yapan serovarlar bulunmaktadir. ikinci grupta
insanlarda ve kanatlilarda hastalik olusturan en Onemli iki serovar Salmonella
Enteritidis ve Salmonella Typhimurium’dur. Ugiincii grupta ise, insanlarda besin
zehirlenmelerine neden olan fakat genellikle kanathlarda hastalik meydana
getirmeyen serovarlar bulunmaktadir. Bu gruba Salmonella Virchow, Salmonella

Hadar, Sa/monella Kedougou 6rnek olarak verilebilir (Horrox, 1995).

Salmonella’lar, ¢ogu hayvanlarin safra kesesi ve bagirsaklarinda asemptomatik
olarak tasinmaktadirlar ve diski araciligryla siirekli veya aralikli olarak sagilmaktadirlar.
Mezenterik lenf nodiillerinde ve tonsillerde latent olarak da bulunabilirler ve boyle
durumda digki aracilifiyla sagilmazlar. Ancak, stres veya immunosupresyon durumunda
yeniden aktive olurlar. Fomitler ve vektorler Salmonella’larin yayillmasina neden
olabilirler. Kanatlilarda vitellin membran, albumin ve yumurta sarisinin Salmonella ile
kontaminasyonu sonucu vertikal bulasma da olmaktadir. Hayvanlar kontamine yemler,
icme sulart ve infekte hayvanlarla yakin temas sonucunda da infekte olabilirler

(Lemarchand ve Lebaron, 2003; Anon., 2005).

Salmonella’lar dis ortamda, Ozellikle, sicak ve nemli ortamlarda uzun siire
canli kalabilir (Anon., 2005). Salmonella’larin sigir diskisinda 11-12 hafta, giibre
atilmis toprakta aylarca canliliklarini koruyabildikleri rapor edilmistir (Friend, 1999).

Salmonella Choleraesuis digkida birka¢ ay, domuz etinde 450 giin kadar canli



kalabilirken, Salmonella Typhimurium ve Salmonella Dublin ¢evrede bir yil

civarinda canli kalabilmektedir (Anon., 2005)

Salmonella’lar 1s1ya dayanikli degillerdir, 55 °C’de 20 dakika da tahrip olurlar.
Ancak diisiik 1s1ya oldukca direnglidirler. Ozellikle sogukta saklanan yiyeceklerde,
uzun silire canli kalmalar1 nedeniyle Salmonella’lardan ileri gelen gida
zehirlenmelerinde bu direnglilik unutulmamalidir (Izgiir, 2002). Salmonella’lar, -37
°C’de dondurulmus ve -21 °C’de saklanan tavuk karkaslarinda 13 ay boyunca canli

kalabilmislerdir (Nagaraja ve ark., 1991).

Davies ve Breslin (2003), Salmonella Enteritidis PT4’lin direncliligi {izerine
yaptiklar1 caligmalarini, etkenin identifiye edildigi bir damizlik ¢iftliginde, kiimesin
bosaltilmasini takiben 26 ay boyunca belli donemlerde ornekler alarak yiriitmiislerdir.
Altlik, kuru diski ve yemde etken siirekli olarak bulunurken, tozda siirekli olarak
bulunamamastir. Salmonella Enteritidis PT4, 8 ay sonrasinda toprakta bulunurken, 13 ay
sonrasinda topraktan izole edilememistir. Ayn1 zamanda, etken fare, tilki ve kedilerin
diskilarinda bulunurken, porsuk ve vahsi kuslarin digkilarinda tespit edilememistir.
Etken, ayrica topraktaki bocek ve kirkayaklarin yetiskin ve larva formlarinda da

bulunmustur.

Hilton ve ark. (2002), aktif Sal/monella infestasyon bolgesinden topladiklari
ratlarin digki, rektal svap, ayak, kiirk ve tirnaklarindan Ornekler alarak, Salmonella
yoniinden incelediklerinde, digki Orneklerinin %8’inden ve rektal svaplarin ise
%10’undan Salmonella izole etmisler ancak, ratlarin dis yiizeylerinden aldiklar

orneklerde pozitiflik saptamamiglardir.

Hayvanlarda asemptomatik Sal/monella enfeksiyonlar1 yaygindir. Evecil
hayvanlarin yaklasik %1-3’lniin Salmonella tasiyicisi oldugu diistiniilmektedir.
Ancak, bazi tiirlerde prevalans daha yiiksektir. Salmonella tastyiciligi siirlingenler
arasinda %30’dan %80-90’dan daha yliksek oranlara kadar degismektedir. Yiiksek

prevalans oranlart memeli ve kanatlilarda da mevcuttur. Kaliforniya’da test edilen
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hindilerin %41’inden ve Massachusetts’de ise incelen tavuklarin %350’sinden

Salmonella 1zole edilmistir (Anon., 2005).

Salmonella enfeksiyonlarinin  bir haftaliktan kiiclik civeivlerde yliksek
mortalite ile seyrettigi, ergin tavuklarda ise biiyiime ve gelismede bozukluk
sekillendirdigi rapor edilmistir (Lister, 1988). Cogu klinik vakalar ¢ok geng
tavuklarda goriilmektedir. Istahsizlik, uyusukluk, diyare, susuzluk ve merkezi sinir
sistemi belirtileri goriilebilir (Anon., 2005). Hastalik, solunum belirtileri, diiskiinliik
ve beyazimtirak bir ishalle seyreden septisemik form halindedir. Perakut seyrettigi
durumlarda artritis ve omfalitis de goriilebilir. Ergin hayvanlarda genellikle semptom
goriilmez. Ancak, akut olgularda halsizlik, diiskiinliik, yumurta veriminde diisiis, ilk
giinlerde ates, istahsizlik ve 10 giin iginde 6liim izlenebilir (izgiir, 2006). Paratifo
enfeksiyonlarindan kaynaklanan civciv 6liimleri en ¢ok 6 velO’uncu giinler arasinda
olmakla birlikte, 6liimlere yumurtadan ¢iktiktan sonraki ilk iki hafta boyunca daha
cok rastlanmaktadir (Nagaraja ve ark., 1991).

Ruminantlarda Sa/monella’larin belirtisi enteritis ve septisemidir. Yetiskin
hayvanlarda ve buzagilarda en yaygin form akut enteritistir. Bu form diyare,
dehidrasyon, depresyon, abdominal agri ve istahsizlikla karakterizedir. Diski
yapiskan ve sulu, igren¢ kokulu olup mukus, mukoz membran parcalart ve kan
icerebilir. Ates cogunlukla enfeksiyonun baslangicinda olusur. Ancak, ishal
gelisinceye kadar kaybolur. Siit ineklerinde siit iiretimi durur. Bagirsak
Salmonellozisi genellikle 2-7 giin siirer. Oliim, dehidrasyon ve tokseminin sonucu
olarak olusur. Subakut enteritis yetiskin at, sigir ve koyunlarda goriilebilir. En
belirgin semptom diyare veya siiregelen yumusak diski ve kilo kaybidir. Orta
diizeyde ates, istah kayb1 ve dehidrasyon da sekillenebilir. Kronik enteritis daha ileri
yastaki buzagilarda ve yetiskin sigirlarda goriilmektedir. Zayiflama, aralikli ates ve
istah kayb1 olusur. Diski genellikle az ve normal, mukus veya kan igerebilir (Anon.,

2005).
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Geng buzagilarda ve kuzularda septisemi siklikla sekillenebilmektedir. Belirgin
depresyon, yiiksek ates ve genellikle 2-3 giin i¢inde Oliim, merkezi sinir sistemi
belirtileri ve pneumoni de goriilebilir. Gebe ruminatlarda abort olabilir. Sigirlarda
genellikle Salmonella Dublin, koyunlarda Salmonella Abortusovis abortlarla ilgili
serovarlardir. Subakut enteritisli ineklerde abortusu birka¢ giin siiren diyare,
koyunlarda abortusu koyu kirmizi renkte vajinal prolapsus ve bazen Olim izler

(Anon., 2005).

Perakut enfeksiyonlardan 6len tavuklarda herhangi bir bulgu goriilmeyebilir.
Akut enfeksiyonlarda ise karaciger dalak ve bobrekler hemorajik goriiniimlii olup
karacigerde kiigiik nekrotik odaklar goze carpar ve karaciger hipertrofiktir.
Civcivlerde, yiiksek oranda emilmemis yumurta sar1 kesesi goriiliir (Izgiir, 2006).
O’Brien (1988), iki haftalik infekte broylerlerin perikarditis ve karacigerlerinde

nekrotik odaklar gortildiiglinii ifade etmistir.

Ruminatlarda bagirsak lezyonlar1 ¢ok yaygindir ve lezyonlar ileumun alt
kisimlarinda ve kalin bagirsakta siddetlidir. Nekropsi bulgular1 patognomonik
degildir. Akut enteritiste mukozal erozyonlarla birlikte siddetli hemorajik enteritis ve
bagirsak iceriginde kan bulunmaktadir. Bazi vakalarda difterik membranlar
goriilebilmekte ve benzer lezyonlar abomazumda da bulunabilmektedir. Mezenterik
lenf nodiilleri genellikle 6dematéz ve kanamalidir. Safra kesesinin duvarinda yangi
bulunabilir. Karacigerde dejenerasyon, ser6z bosluklarda kanli sivi, kalpte ve bazi
organlarda kanamalar sekillenebilir. Kronik Salmonellozis’li sigirlarda, bagirsak
duvar1  kalinlasmakta, seckum ve kolon mukozasinda nekroz alanlari

bulunabilmektedir (Anon., 2005).

Salmonella’lardan 1ileri gelen enfeksiyonlarin kesin teshisinde klinik ve
nekropsi bulgular yeterli olmadigindan Salmonella izolasyonu ve identifikasyonu

sarttir (Bisping ve Amtsberg, 1988; Izgiir, 2006).
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Septisemi veya atik olgularindan saglanan organ materyallerinden yapilan
ekimlerde Salmonella izolasyonu kolay olmasina ragmen, portdr hayvanlarin
belirlenmesinde kullanilan disk:r kiiltiirlerinde ya da yem orneklerinde Salmonella
aranmasinda, zenginlestirme yonteminin kullanilmasi izolasyon sansini artirmaktadir

(Izgiir, 2006).

Salmonella izolasyonu i¢in, genellikle, 6n zenginlestirme, zenginlestirme ve
selektif ekim olmak iizere ti¢ kiiltiirel prosediir asamasi kullanilmaktadir (Horrox,
1995). Uluslararas1 diizeydeki standart analiz kuruluslar1 ve yapilan bir ¢ok
calismada (Morinigo ve ark., 1986; Knight ve ark., 1990), 6n zenginlestirme agamasi
i¢in farkli besiyerleri ve inkiibasyon kosullar1 énerilmektedir. On zenginlestirmede
selektif olmayan besiyerleri kullanilmaktadir (Horrox, 1995). Bu amagla en ¢ok
kullanilan besi yerleri Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS) ve Laktoz Broth (LB)’dur
(Fricker, 1987).

Selektif zenginlestirme basamaginda, Salmonella’larin iliremesini destekleyen,
diger bakterilerin liremelerini inhibe eden besi yerleri kullanilir. Bu amagla,
Tetrathionate (TT broth) broth, Selenite-Cysteine (SC) broth, Selenite broth ve
Rappaport-Vassiliadis (RV) broth gibi besi yerleri kullanilmaktadir. Tetrathionatl
buyyon, igerdigi pepton ve safra maddeleri ile Salmonella’larin iiremesini saglarken,
yine igerdigi kalsiyum karbonat, sodyum tiyosiilfat, iyot ve potasyum iyodiir ile
koliformlarin iiremesini inhibe eder. Bu besiyeri diski, idrar, su, lagim suyu ve
enfekte materyalden Salmonella’larin izolasyonunda kullanilmaktadir (Horrox, 1995;

Bekar, 1997; Izgiir, 2006)

Voogt ve ark. (2001), broyler ve yumurtaci tavuklarin diskilarindan Salmonella
saptanmasinda yar1 kati besiyerleri (diagnostic semi-solid Salmonella medium-
DIASALM ve modified semisolid Rappaport-Vassiliadis medium-MSRV) ve RV
besiyerinin sonuglarimi karsilagtirmiglar, DIASALM ve MSRV’nin performansini

RV’ye gore relatif olarak iyi bulmugslardir. Arastiricilar, yari kati besiyerlerinden biri
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ile RV besiyerinin kombine edilmesi durumunda, Salmonella igeren orneklerin

yaklasik %95’inin saptanabildigini bildirmislerdir.

Sandberg ve ark. (2003), koyun diskilarindan Salmonella enterica 1llb
61:k:1,5,(7) izolasyonunda, 6n zenginlestirmenin bir avantaj saglamadigini, direkt

SC’e ekim yapildiginda daha basarili oldugunu rapor etmislerdir.

Nye ve ark. (2003), diskidan Salmonella’larin izolasyonunda kullanilan SC ve
Mannitol Selenite zenginlestirme brothlarinin performansini karsilastirmak amaciyla,
4658 diski orneklerini incelemislerdir. Salmonella izolasyon oranini Mannitol
Selenite ile %1,55 bulurken, SC ile %1,48 bulmuslar ve aradaki farkin istatistiksel

olarak 6nemli olmadigin1 belirtmislerdir.

Selektif kat1 besiyeri olarak Brilliant Green (BG) agar, Xylose-Lysine-
Desoxycholate (XLD) agar, Hektoen Enteric (HE) agar, MacConkey agar,
Salmonella-Shigella (SS) agar, Eosyn Methylene Blue (EMB) agar, Brilliant Green
Sulfa (BGS) agar ve Bizmuth Sulphite (BS) agar kullanilmaktadir. Arizona gurubu
Salmonella’larin %70’1 laktoz pozitif oldugu icin siilfit igeren selektif besiyerlerinde
daha 1iy1 identife edilirler (Bisping ve Amtsberg, 1988; Ouinn ve ark., 1994; Bekar,
1997).

Son yillarda, Salmonella’larin izolasyonuna yonelik bir¢ok kromojenik
besiyerleri gelistirilmistir (Rambach, 1990; Dusch ve Altwegg, 1995; Perry ve ark.,
1999; Maddocks ve ark., 2002). Rambach agar (Ra), Salmonella suslarinin propylene
glycolii fermente etme 6zellikleri temel alinarak gelistirilmis ve bu agarda neutral red
ile kirmizi koloniler olusturmast saglanmistir. Xylose-Lysine-Tergitol-4 (XLT4)
agarda tipik Salmonella kolonileri siyah ya da siyah merkezli pembe-kirmizi
koloniler seklinde trerler. H,S negatif Salmonella kolonileri pembemsi kirmizi
renktedir. XLT4 agarda Proteus, Pseudomonas, Providencia, Yersinia enterocolitica,

Acinetobacter calcoaceticus liremez (Bekar, 1997).
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Salmonella  Gallinarum ve Salmonella Pullorum’un izolasyonu igin
besiyerlerine novobiyosin katmanin faydasi olmadigi, buna karsin Salmonella
Typhimurium ve Salmonella Infantis’in izolasyonunda bu iglemin 6nemli oldugu

vurgulanmistir (Carli, 1990).

Arda ve ark. (1995), 550 adet diski 6rnegini Sal/monella izolasyonu i¢in TT
broth da birinci zenginlestirmeye tabi tuttuktan sonra, Rambach (propylene glycol’lii
besi yeri), MacConkey ve Brilliant Green selektif agarlarina ekmislerdir. Bu selektif
besiyerlerindeki Salmonella izolasyon oranlarini sirastyla 79 (%14,4), 77 (%14,0) ve
42 (%7,6) olarak bulmuslardir.

Dusch ve Altwegg (1995), diskilardan nontifoidal Salmonella izolasyonu
amaciyla direkt olarak MSRYV, Novobiocin-Brilliant Green- Glycerol-Lactose agar,
XLT4 agar, Salmonella Detection and Identification Medium (SM-ID), Rambach
agar, HE agara ekim yaparak ayrica TT broth’ta zenginlestirme yaptiktan sonra ayni
besiyerlerine ekim yaptiklarinda MSRV’nin diger besiyerlerine gbre daha iyi sonug

verdigini tespit etmislerdir.

Perry ve ark. (1999), Salmonella spp. izolasyonunu kolaylastirmak icin iki
kromojenik substrat (3,4-cyclohexenoesculetin-B- D-galactoside and 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-4- D-galactopyranoside) iceren of-chromogenic medium (ABC)
besiyerine ekilen 1022 Sallmonella susunun 1019 (%99,7)’unun karakteristik siyah

koloni verdigini rapor etmislerdir.

Maddocks ve ark. (2002), diskilardan izole edilen 115 adet Salmonella izolat1
ile 500 adet digki Ornegini, gelistirilen yeni bir kromojenik besiyeri olan
CHROMagar Salmonella (CAS) besiyeri ile, XLD agar, SS agar ve HE agarla
karsilastirdiklarinda, CAS besiyerinin daha iyi ve daha cabuk sonug¢ verdigini ve
ozellikle H,S negatif Salmonella’larin izolasyonunda diger besiyerlerine gore daha

basarili oldugunu tespit etmislerdir.
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Perez ve ark. (2003), kromojenik besiyerleri olan CAS agar, COMPASS
Salmonella agar, SM ID agar, ABC besiyeri, HE agar besiyerlerine direk ve Selenit
broth’ta zenginlestirmeden sonra yapilan ekimler sonucunda diskilarda Salmonella
saptanmasinda COMPASS Salmonella agar ve CAS besiyerlerinin daha iyi sonug

verdigini bildirmislerdir.

Salmonella’larin kesin identifikasyonu, selektif kati besiyerinden elde edilen
saf kiiltlirlere bir seri biyokimyasal ve serolojik testlerin uygulanmasiyla yapilir.
Salmonella 1identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal testler c¢esitli kuruluslara
gore degismektedir. ‘‘Food and Drug Administration (FDA)’’nin yonteminde toplam
10 besiyerinde 17 biyokimyasal test Onerilirken (Andrews ve ark., 1998),
““International Organisation for Standardisation (ISO)’’ Salmonella identifikasyon
yonteminde ise kullanilan biyokimyasal test sayist 8 adet olup 5 tiipte

gerceklestirilmektedir (Anon., 1988).

Enterobacteriacea familyasina ait mikroorganizmalarin identifikasyonunda son
yillarda cabuk sonuca giden sistemler gelistirilmistir. Bu identifikasyon sistemleri
klasik identifikasyon metotlariyla biliylik uyum gostermektedir. Bu metotlardan biri
de Norveg Tg¢lii tiip sistemidir. Bu sistem sayesinde 13 farkli biyokimyasal test ii¢ tiip
tizerinde saptanabilmektedir (Lassen, 1975; Bekar, 1997). Serolojik identifikasyon,
Kauffmann-White Semasi1’ na gore yapilmaktadir (Holt ve ark., 1994).

Epidemiyolojik calismalarda Salmonella izolatlariin iliskisini saptamak ig¢in
bircok metot kullanilmaktadir. Antimikrobiyal duyarlilik testleri, biyotiplendirme,
kolisin tiplendirme, faj tiplendirme, izoenzim profili, tiim hiicre protein profili, dis
membran protein profili gibi fenotiplendirme metotlari; plasmid profil analizi,
plazmid restriksiyon analizi, oligohibridizasyon, ribotiplendirme, PCR fingerprinting
gibi genetik karakterizasyon ile kombine edilebilmektedir (Carraminana ve ark.,

1997).
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Cins diizeyinde Sa/monella etkenlerini %97 oraninda lize edebilen Salmonella
O-1 faj1, ozellikle Salmonella genusunun identifikasyonunda giivenilir, cins spesifik
bir bakteriyofajdir. Ayrica Salmonella’larin bir¢ok tiirlinlin identifikasyonunda

kullanilan tiir spesifik fajlar da bulunmaktadir (izgiir, 2006).

Salmonella etkenlerinin konvansiyonel tekniklerle teshisi; etkenin besi yerlerinde
tiretilmesi, biyokimyasal ve serolojik testlere dayanmakta olup, bu islemlerin
tamamlanmas1 en az bir haftalik siire almaktadir. Etkenin saptanmasi amaciyla
floresan antikor teknigi (FAT), aglutinasyon ve enzyme-linked Immunosorbent assay
(ELISA) yontemlerinden de yararlanilmaktadir. Ancak, bu testlerin spesifiteleri ayn
antijenik determinanta sahip olan diger bakterilerin de saptanabilmeleri gibi nedenlerle
sinirlidir ve bu ylizden hatali pozitif reaksiyonlar da goriilebilir (Amavisit ve ark.,
2000; Sibley ve ark., 2003; Myint ve ark., 2006). Bu nedenle, islemlerin uzun siire
almas1 ve fazla sayida maniplasyon igermesi alternatif metotlarin ve Ozellikle de

molekiiler tekniklerin kullanimini artirmistir.

Cesitli hayvansal kaynaklarda Salmonella etkenlerinin saptanmasinda en sik
kullanilan metotlar arasinda PCR bulunmaktadir (Cohen ve ark., 1994; Fadl ve ark.,
1995; Guo ve ark., 1999; Amavisit ve ark., 2000). Makino ve ark. (1999), yaptiklari
bir caligmada, ¢esitli hayvanlardan aldiklar1 materyalleri Tryptic Soy buyyonda
(TSB) zenginlestirdikten sonra direkt olarak PCR ile etkenleri saptamislardir. Way
ve ark. (1993), yaptiklar1 bir ¢calismada, multipleks PCR kullanarak Salmonella
Typhi, Salmonella Paratyphi A, Salmonella Typhimurium ve Salmonella
Enteritidis'i saptadiklarini bildirmiglerdir. Woodward ve Kirwan (1996), yumurtalarda;
Seker ve ark. (2003), tathh su midyelerinde Salmonella etkenlerini PCR’la

saptamislardir.

Jouy ve ark. (2005), Fransa’da damizlik ve yumurtact siiriilerde diizenli
araliklarla Sal/monella taramalarinin yapildigim1 ve bu taramalarin fekal ve cevresel
svap  Orneklerinin  bakteriyolojik  incelemesine dayandigini  bildirmislerdir.

Arastirmacilar, yaptiklar1 ¢alismalarinda, ELISA ve bakteriyolojik metodu
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karsilastirmiglar ve bakteriyolojik incelemenin ELISA’dan daha uygun oldugu

sonucuna varmislardir.

Tirkiye’de tavuk siiriilerinde 1980’11 yillarda daha ¢ok Salmonella Gallinarum
ve Salmonella Typhimurium bildirilmesine karsin, 1990’11 yillarda bu serovarlar
yerine daha ¢ok Salmonella Enteritidis goriilmeye baslanmistir (Carli, 1990; Carl1 ve
ark., 2001a; Eyigor ve ark., 2005; Kiling ve Aydin, 2006). Carli ve ark. (2001a),
bakteriyolojik olarak inceledikleri 814 ileosekal bagirsak 6rneginin 151 (%18,6)’ini
Salmonella yoniinden pozitif bulmuslar ve bu pozitif 6rneklerin %81,5’inin
Salmonella Enteritidis, %10,1’inin Salmonella Thompson, %7,6’simnin Salmonella

Agona ve %0,8’inin de Salmonella Sarajane oldugunu bildirmislerdir.

Bursa bolgesinde 1989 yilinda, klinik olarak Salmonellosis’ten siipheli 301
(185’1 yumurta ve 116’s1 broyler tipi) tavugun kloakal svaplarindan toplam 197
Salmonella susu izole edilmis ve bunlarin 186’sinin Salmonella Gallinarum, 7’sinin
Salmonella Typhimurium, 2’ser adedinin Salmonella Pullorum ve Salmonella
Infantis oldugu bildirilmistir ve Salmonella Infantis’in Tiirkiye’de tavuklardan ilk

1zolasyon oldugu rapor edilmistir (Carli, 1990).

Goncagiil ve Carli (1999), Bursa, Istanbul ve Izmir bélgelerinde 20 adet
damizlik, 17 adet yumurtac1 ve 13 adet broyler olmak {izere toplam 50 isletmeden
alman svaplart Salmonella yodniinden incelediklerinde 7 adet Salmonella
Typhimurium, 6 adet Salmonella Enteritidis ve 5 adet Salmonella Gallinarum izole

ettiklerini belirtmislerdir.

Kalender ve Muz (1999), 527 tavugun 57 (%10,81)’sinden Salmonella susu
izole etmigler, koaglutinasyon ve lam aglutinasyon testleri ile yaptiklari
serogruplandirma sonucunda toplam 57 susun 53’Unii D1 serogrubunda, 4’iinii B
serogrubunda bulmusglardir. D1 serogrubundaki suslarin  39’unu  Salmonella
Enteritidis, 14’linli Salmonella Gallinarum, B serogrubundaki suslarin ise tiimiinii

Salmonella Typhimurium olarak serotiplendirmislerdir. Salmonella Enteritidis
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suslarinin faj tiplendirmesi sonucunda 39 susun 30’unu Sal/monella Enteritidis PT4,

6’si1 PT1 ve 1’ini PT7 olarak tiplendirmislerdir.

Altay ve Yardimci (2001), tavuklarda Salmonella Enteritidis antikorlarini serum
ve yumurta sarisinda ELISA ile saptamak amaciyla 11 yumurtact ve damizlik
isletmeye ait tavuklardan 473 serum ve 430 yumurta saris1 almislardir. Serumlarin 173

(%36,6)’linii ve yumurta sarilarilarinin 76 (%17,7)’sini ELISA ile pozitif bulmuslardir.

Van yoresinde 2003 yilinda ticari ve aile tipi isletmelerede tavuk (400), hindi
(400), bildircin (200) ve devekusu (200) kloakalarindan steril svaplarla alinan toplam
1200 disk1 ornegi Salmonella yoniinde incelenmis ve %4,08 oraninda Salmonella
spp. izole ve identifiye edilmistir. Bu calismada tavuk digski 6rneklerinden identife
edilen %7 Salmonella susunun %35,1°1 Salmonella Gallinarum, %35,71°1 Salmonella
Enteritidis, %21,43’1 Salmonella Corvallis, %3,57’s1 Salmonella Typhimurium ve
%3,57’s1 Salmonella Agona olarak serotiplendirilmistir. Hindi digk1 6rneklerinden
izole edilen %5 Salmonella susunun %45°1 Salmonella Enteritidis, %20’si
Salmonella Augustenborg, %15°1 Salmonella Anatum var.015+, %10’u Salmonella
Gallinarum, %5’1 Salmonella Virchow, %5’1 Salmonella Cambridge olarak
serotiplendirilmistir. Bildircin digki  6rneklerinden sadece bir adet Salmonella
Gallinarum susu izole edilirken devekusu diskilarindan ise Salmonella izole
edilememistir. Ayrica bu c¢alismada, Salmonella Cambridge, Salmonella Anatum
var.015+, Salmonella Augustenborg ve Salmonella Virchow suslar1 Tiirkiye’de ilk

defa diskidan izole edildigi belirtirmistir (Aksakal, 2003).

Goncagiil ve ark. (2005), tavuk etlerinde Salmonella serogruplarinin
prevalansini aragtirmak icin toplamis olduklar1 315 adet tavuk kanadinin 27’sinden
serogrup D’de yer alan Salmonella Enteritidis, 30’ unda da A, B, C, D serogruplarina

ait olmayan ve tiplendirilemeyen Sa/monella izole ettiklerini bildirmislerdir.

Kayseri yoresinde, Salmonella enfeksiyonundan siipheli canli veya agoni

halinde olan 578 adet kanatli hayvana ait kalp, karaciger, dalak ve yumurta keseleri
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Salmonella yoniinden incelenmis ve izole edilen 61 adet Salmonella spp.’nin
%75,4’iniin  D; serogrubunda, %24,6’sinin B serogrubunda oldugu, D;
serogrubundaki 46 izolatin %71,7’sinin Salmonella Enteritidis, %28,3’{iniin
Salmonella Gallinarum, B serogrubundaki 15 izolatin hepsinin Salmonella

Typhimurium oldugu rapor edilmistir (Kiling ve Aydin, 2006).

Erdogrul ve ark. (2002), 123 bildircin yumurtas1t Orneginde Salmonella
Enteritidis varhigin1 arastirmislar; koaglutinasyon ve lam agliitinasyon testleri
sonucunda serogruplandirma yapmiglar ve yapilan testler sonucunda 123 bildircin
yumurtasindan 7 tanesini (%5,69) Salmonella Enteritidis olarak saptamislardir. Faj
tiplendirmesi sonucunda, toplam 7 susun 3’linli Salmonella Enteritidis PT4, 2’sini

PT1, 1’1 PT7 olarak tespit etmisler ve ancak, 1’ini tiplendirememislerdir.

Ciflik hayvanlarinda Salmonella izolasyonu ile ilgili ¢alismalarda, Carli ve ark
(1991), Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Ciftligi’ndeki ineklere mikroaglutinasyon testi (MA) uygulamalar1 sonucunda 74
inegin 64’tiinde Salmonella Typhimurium antikorlarini tespit etmelerine karsin,
yalnizca 1 inegin diskisindan Salmonella Typhimurium izolasyonu yaptiklarim
belirtmiglerdir. Carli ve ark. (1994), 196 adet si8ir ve koyun safra keselerinden
Salmonella izolasyonu yapilamadigini bildirmislerdir. Gokgen ve ark. (1995), Izmir
ve Manisa mezbahalarinda kesilen 298 sigira ait safra keselerini, mezenteriyel lenf
yumrularini ve ince bagirsak igeriklerini Salmonella yoniinden incelediklerinde, bir
sigira ait ince bagirsak iceriginden Salmonella Typhimurium izole ederlerken, iki
sigira ait mezenteriyel lenf yumrusundan da E, grubu Salmonella spp. ve Salmonella
Typhimurium olmak iizere toplam 3 adet Salmonella izolasyonu yaptiklarini rapor

etmislerdir.

Arda ve ark. (1983), Et ve Balik Kurumu Ankara Mezbahasi’nda kesilen 108
adet koyun ve 104 adet sigira ait toplam 212 adet safra kesesini Salmonella
yoniinden incelemigler ve sigir safra keselerinden Salmonella izolasyonu

yapilamadigini, koyunlarda ise sadece bir adet safra kesesinden Salmonella izole
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ettiklerini bildirmislerdir. Calicioglu ve ark. (2005), Elazig’daki bir mezbahada
kesilmis ve 24 saat sogutulmus sigir karkaslarinin yiizeylerindeki mikrobiyolojik
kontaminasyon seviyesini belirlemek amaciyla alinan 44 adet 6rnegin, higbirinden

Salmonella 1zolasyonu yapilamadigini bildirmislerdir.

Busato ve ark. (1999), 395 buzaginin her birinden 3-4 fekal 6rnek alarak
bakteriyolojik olarak incelemisler fakat hi¢ Dbirinden Salmonella izole
edememislerdir. Kabagambe ve ark. (2000), 91 sigir siiriistinden 25’inin (%27,5)
diskilartyla Salmonella sagtiklarini tespit etmislerdir. McEvoy ve ark. (2003),
Irlanda’da sigir kesimhanelerinde kesilen sigirlarin karkaslari ile diski ve rumen
iceriklerini Sa/monella yoniinden incelediklerinde, diski ve rumen igerik drneklerinin
%2’sinden ve karkaslarin ise %7,6’sindan Salmonella izole etmislerdir. Salmonella
izolasyonunun daha ¢ok Agustos ile Ekim aylar1 arasinda yapildigini, Salmonella
pozitif drneklerin %72 sinin Sa/monella Dublin ve %14 linlin Salmonella Agona ve
yine %14’ tinlin Sa/monella Typhimurium oldugunu belirtmislerdir. Fossler ve ark.
(2005), New York, Michigan, Wisconsin ve Minnesota’da, 2000-2001 yillari
arasinda yaptiklar1 calismalarinda, 20,089 siit sigirimin 1026 (%4,9)’simin diski
orneginden Salmonella saptamiglardir. Fossler ve ark. (2005a), 129 buzag ¢iftliginin
40 (%31)’1inda ve onceden siitten kesilmis 4673 buzaginin 176 (%3,8)’simin diski

orneginden Salmonella izolasyonu yapmislardir.

Koyunlarda Salmonella etkenlerinin varligim1 belirlemek amaciyla Norveg’de
yapilan bir ¢alismada, Alvseike ve Skjerve (2002), 10 farkli kesimhaneden toplam
133 koyun siiriisiine ait digki orneklerini, Sal/monella enterica subsp. diarizonae
serovar 61:k:1,5,(7) yoniinden incelediklerinde 16 (%12) siiriiyii pozitif bulmuslardir.
Hjartardottir ve ark. (2002), izlanda’nin degisik bolgelerindeki 50 ¢iftlikten 2592 adet gebe
koyuna ait digkilarin hi¢ birinden Salmonella izolasyonu yapamadiklarini belirtmislerdir.
Salehi (2004), koyunlarda en yaygin bulunan Sa/monella serotiplerinin Salmonella
Abortusovis, Salmonella Dublin, Salmonella Montevideo ve Salmonella
Typhimurium oldugunu bildirmis ve yaptig1 ¢aligmasinda, koyunlardan aldigr 10

diski, 96 karaciger, 86 bobrek ve 110 mezenterik lenf nodiilii olmak iizere toplam
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302 adet 6rnegi incelediginde, 2 mezenterik lenf nodiiliinden D serogrubuna ve 1

adet bobrekten de B serogrubuna ait olmak iizere 3 adet Sa/monella izole etmistir.

Woldemariam ve ark. (2005), saglikl1 60 kegi ve 47 koyundan aldiklar1 toplam
642 ornegi (diski, mezenterik lenf nodiilii, dalak, karaciger, abdominal ve diyafram
kas1) Salmonella yoniinden incelemisler ve 10 (%9,3) keci ve 3 (%2,8) koyun olmak
tizere toplam 13 (%12,1) hayvam Salmonella pozitif olarak tespit etmiglerdir.
Toplam 107 hayvana ait dalak, diski, karaciger ve mezenterik lenf nodiillerinde
strastyla 2 (%1,9), 3 (%2,8), 5 (%4,7), 7 (%6,5) Salmonella pozitif bulmuslardir.
Salmonella izolatlarinin igerisinde Salmonella Infantis (%45,5), Salmonella Butantan
(%24,2), Salmonella Braenderup ve Salmonella Kingabwa (%6,1), Salmonella
Zanzibar, Salmonella Anatum, Salmonella Typhimurium, Salmonella Kottbus ve

Salmonella Hadar (%3) bulmuslardir.

Padungtod ve Kaneene (2006), tavuk, domuz, sigir, temasta olan ve temasta
olmayan ciftlik ¢alisanlar1 ve ishalli ¢ocuklarda Sa/monella epidemiyolojisini tespit
etmek i¢in bir calisma yapmislar ve kiimesteki tavuklarda, kesimhanede ve
marketteki tavuk etlerinde sirasiyla %4, %9 ve %57 oraninda Salmonella izole
etmiglerdir. Sigirlardaki  Salmonella prevalansimi ise %3 bulmuslardir. Ciftlik
hayvanlari ile temasta olan ve temasta olmayan ciftlik ¢calisanlarindan sirasiyla %36
ve %33 Salmonella izole etmislerdir. Ishalli cocuklarda ise %7 oraninda Salmonella
bulmuslardir. insanlardan ve tavuklardan daha ¢ok Salmonella Weltevreden izole
etmiglerdir. Calismada insanlardan ve hayvanlardan izole ettikleri Salmonella
tiirlerinde antimikrobiyel direncin bulundugunu ve tetrasiklin ve nalidiksik asite

direncin yaygin oldugunu agiklamislardir.

Vietnam’da yapilan bir ¢alismada 56 insan ve 241 hayvan orjinli (diski1, karkas,
et) toplam 297 adet nontifoidal Sa/monella izolatlar1 arasinda en yaygin serovarlarin
Salmonella Typhimurium, Salmonella Anatum, Salmonella Weltevreden, Salmonella

Emek, Salmonella Rissen oldugunu ve Salmonella Typhimurium izolatlar1 arasinda
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en yaygmn bulunan izolatin Salmonella Typhimurium phage type 9 oldugunu

belirtmislerdir (Vo ve ark., 2006) .

ABD’de 2002 yilinda insanlardan en ¢ok izole edilen Sa/monella serovarlari
sirastyla Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Salmonella Newport,
Salmonella Heidelberg, Salmonella Javiana, Salmonella Montevideo, Salmonella
Muenchen, Salmonella Oranienburg ve Salmonella Saintpaul’dur. Yine 2002 yilinda
““National Veterinary Services Laboratory (NVSL)’’ ve ‘‘Center for Disease Control
and Prevention (CDC) > raporlarina gore hasta hayvanlarda en sik rastlanan
serotiplerin sirasiyla Salmonella Typhimurium, Salmonella Newport, Salmonella
Agona, Salmonella Heidelberg, Salmonella Derby, Salmonella Anatum, Salmonella
Cholerasuis, Salmonella Montevideo, Salmonella Kentucky, Salmonella Senftenberg

ve Salmonella Dublin oldugunu bildirmislerdir (Anon., 2005).

Soumet ve ark. (1999), kanath kiimeslerinden aldiklar1 ¢evresel orneklerden
Salmonella saptanmasinda kiiltiir ve multiplex-PCR (m-PCR)’1 denemislerdir.
MSRYV ile kombine ettikleri m-PCR (%95) ile bakteriyolojik metottan (%92,5) daha
yiiksek duyarlilik elde ettiklerini rapor etmislerdir.

Carl1 ve ark. (2001b), saf Salmonella enterica serovar Enteritidis 64K susunu
TPS, Nutrient broth (NB), TT-hajna ve TT broth’ta zenginlestirdikten sonra kapillar
PCR ile saptamislardir. Aymi Kkiiltliri, bagirsak homojenati ile karistirip ayni
uygulamalar1 yaptiklarinda kapillar PCR ile sadece TT-hajna ve TT brotht

zenginlestirmelerinde basar1 elde etmislerdir.

Gentry-Weeks ve ark. (2002), sigir ve at diskilarint Sa/monella yoniinden PCR
ile incelerken iki farkli primer (invE-A ve hisJ) denemisler ve kiiltir ile
karsilastirdiklarinda invE-A ile sensitivite ve spesifitenin sirasityla %80 ve %98,6,

hisJ ile ise sirastyla %93,3 ve %85,6 bulmuslardir.
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Whyte ve ark. (2002), 40 broyler siirlisiinden topladiklart toplam 198 boyun
derisi ornegini konvansiyonel kiiltiir metodu ve PCR ile incelemigler; kiiltiir metodu
ile 32 (%16)’sini, PCR ile 38 (%19)’ini Salmonella yoniinden pozitif bulmuslardir.
Her iki testi kombine ettiklerinde ise siiriilerin %55’ inin Sa/monella pozitif oldugunu
saptamislardir. Arastiricilar, PCR’nin kiiltliir metoduna gore daha sensitif oldugunu;
broyler karkaslarinda etkenin saptanmasinda kiiltiir ile birlikte PCR uygulamasinin

oldukca spesifik ve sensitif oldugunu kanitlamislardir.

LigthCycler real-time PCR, konvansiyonel PCR metodundan 10 kat daha hizli
ve kapillar jel elektroforezis ile kombine edilen kapillar PCR’dan da daha kisa siirede
sonu¢ vermektedir. Eyigor ve ark. (2002), 47 kanath siirlistinden aldiklar1 492
bagirsak homojenat1 ve 27 svabin LigthCycler real-time PCR ve kiiltiir ile sirasiyla
65 (%12,5) ve 35 (%6,8)’in1 Salmonella pozitif bulmuslardir. Arastiricilar, kanath
hayvanlarda Salmonella taramalarinda standart bakteriyoloji ile beraber real-time

PCR uygulamasiyla hizli ve dogru olarak sonuca ulasilabilecegini bildirmislerdir.

Kumao ve ark. (2002), 1998-1999 yillar1 arasinda, Japonya’da, 1505 insanin
etkilendigi Salmonella Oranienburg salginindan izole ettikleri 82 izolatin molekiiler
alt tiplendirmesinde Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), enterobacterial
repetitive intergenic sequence PCR (ERIC2-PCR), 16S/23S rRNA ribotiplendirme
metotlarin1 denemisler ve Oranienburg serovarinin intraserovar tiplendirmesinde,
ERIC2-PCR yontemini daha duyarli bulmuslardir. Buna karsin, native plasmid
profiling, genetik ve epidemiyolojik olarak iligkili salgin suslarinin 9 farkli alt grupta
oldugunu ortaya koymuslardir.

Fratamico (2003), perakende tavuk, hindi ve sigir etinde Salmonella
saptanmasinda kiiltiir, PCR, Tagman Salmonella ve Transia Card Salmonella assay’i
denemis ve PCR’a dayal1 testlerin kiiltiir metodundan daha duyarli oldugunu, kiiltiir
ve PCR’a dayal1 testlerin ise immunoassaydan daha spesifik oldugunu belirlemistir.

Aragstiricy, kiiltiirle hindi etlerinin %16,8’ini, PCR ile %24’linli, TagMan PCR ile
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28,8’ini ve Transia Card Salmonella assay ile %26,4’linli pozitif bulurken; tavuk

etlerinin sirastyla %18, %28.,5, %35,5 ve 34,9’unu pozitif olarak saptamiglardir.

Ziemer ve Steadham (2003), fekal oOrneklerden PCR ile Salmonella
saptamasina  yonelik  ¢aligmalarinda, 9  primer setinin  spesifitelerini
degerlendirmislerdir. Hedef genler olarak; 16S rDNA, Salmonella patojenite ada
virulens geni, Salmonella enterotoksin geni(stn), invA geni, fur-regulated gen,
histidin transport operon geni, Sip B ve SipC virulens genleri arasindaki baglanti,
Salmonella spesifik repetitive DNA fragmenti, virulens plazmidine ait inv4 ve spvC
multipleks gen hedeflerini se¢mislerdir. Sadece 3 primer ¢iftinin (16S rDNA, stn ve
histidin transport operon) fekal 6rneklerde PCR ile Sa/monella saptanmasinda uygun

oldugunu bildirmislerdir.

Uyttendaele ve ark. (2003), dogal ve yapay kontamine kanatli ve domuz
etlerinde Salmonella saptanmasinda real-time PCR, Vidas ELISA ve DIASALM
kullandiklar1 konvansiyonel kiiltiir metodunu karsilagtirmiglardir. DIASALM metodu
ile dogal olarak kontamine olan 120 6rnegin 45’ini Salmonella yoniinden pozitif
bulurlarken, real-time PCR ile %92’sini, Vidas ELISA ile %95’ini pozitif

saptamislardir.

Eyigor ve ark. (2005), Marmara bolgesinde 2000-2003 yillar1 arasinda 191
tavuk stiristinden bagirsak, klokal svap, drag svap ve altliktan alinan 1785 adet
ornegi Salmonella yoniinde incelemislerdir. Ocak 2000 ve Haziran 2001 arasinda
toplanan 1242 o6rnegin SYBR green-based real-time polymerase chain reaction
(SGBRT-PCR) ile %5,87, bakteriyolojik metotla %4,10 Salmonella pozitif
bulmuslar, haziran 2001 den Aralik 2003 yilina kadar toplanan 543 &rnegin ise,
probe-specific real-time polymerase chain reaction (PSRT-PCR) ile %11,42’sini,
bakteriyolojik metodla %35,52 oraninda Salmonella izolasyonu yaptiklarin1 rapor
etmislerdir. Salmonella serovarlar1 arasinda en yaygini Salmonella Enteritidis

oldugunu belirtmislerdir.
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Mikasova ve ark. (2005), hayvan orijinli Sa/monella Typhimurium suslarini
amplified fragment length polymorphism (AFLP) ve PCR-faj tiplendirme
metotlartyla tiplendirmislerdir. Her iki molekiiler tiplendirme metodunun
uygulanabilir oldugunu ve ayrica AFLP’nin daha yiiksek ayirma giiciine sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Myint ve ark. (2006), ¢ig tavuk etlerinde dogal Salmonella kontaminasyonunu
belirlemek i¢in iki ayr1 selektif zenginlestirme besiyeri ve PCR yontemini
karsilagtirmislardir. TPS-TT hajna ile 90 6rnegin 25 (%28)’inde, TPS-RV ile 20
(%22)’sinde  Salmonella tespit etmislerdir. TPS-TT hajna ve TPS-RV
kombinasyonlarindan sonra pozitif Orneklere uygulanan PCR ydnteminin %100
duyarlilifa sahip oldugunu; pozitif 6rneklerin 6n zenginlestirme asamasindan sonra
yapilan PCR’nin duyarliliginin %85, 6n zenginlestirme yapilmayan o6rneklerde ise

PCR’1n tespitte bagarisiz oldugunu rapor etmislerdir.

Cortez ve ark. (2006), tavuk kesimhanelerinden digki, tily, i¢ organ, haglama
suyu, sogutma suyu ve karkas gibi materyallerden Salmonella izole etmisler ve izole
ettikleri suglara m-PCR uygulamislardir. Toplam 288 6rnegin 52’sinden Salmonella
izole ederlerken, bunun 29 (%10)’unu Salmonella spp., 16 (%5,6)’sin1 Salmonella

Enteritidis ve 7’sini Salmonella Typhimurium olarak identifiye etmislerdir.

Fakhr ve ark. (2006), dogal kontamine hindi etlerinden Salmonella
saptanmasinda real-time PCR, immunnocapture assay RapidCheck ve konvansiyonel
kiltir metodunu karsilastirmiglardir. Real-time PCR ile 06n zenginlestirme
asamasindan sonra 99 6rnegin 56’sini, selektif zenginlestirme agsamasindan sonra da
66’sin1 Salmonella yoniinden pozitif bulurken, konvansiyonel kiiltiir metodu ile
49’unu, immunnocapture assay RapidCheck metodu ile de 38’ini pozitif

bulmuslardir.

Salmonella’larin isletmelere giris kaynaklarinin farklilig1 ve ¢oklugu nedeniyle,

birgok faktdr igeren iyi planlanmis programlar uygulanmalidir. Yumurta, civciv veya
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tavuklar Salmonella ari damizlik kiimeslerden alinmalidir. Kiimeslerde rutin olarak
temizlik ve dezenfeksiyon yapilmasi, rodent ve insekt kontrolleri, hasta ve portor
hayvanlarin belirlenmesi ve ayiklanmasi, yem ve su kalitesinin ayarlanmas1 gibi
bircok faktdor koruma ve kontroliin temelini olusturmaktadir. Salmonella
enfeksiyonlariyla miicadelede ila¢ uygulamalarma ek olarak yarigsla dislama
(competitive exclution, CE) kiiltiirleri veya as1 uygulanabilmektedir. 9R apatojenik
Salmonella Gallinarum susu ile hazirlanmis asilarin  Salmonella Gallinarum

kontroliinde basar1 saglandigi rapor edilmistir (Arda ve ark., 1983a).

Salmonella’nin eliminasyonu ve kontrol Onlemleri etkili sekilde temizlik ve
dezenfeksiyon ile gergeklestirilir. Ingiltere’de yumurtac1 siiriilerinde ~ siirekli
Salmonella kontaminasyonu goriilmekte ve Salmonella Enteritidis ile kontamine

vektorler iligkilendirilmektedir (Wales ve ark., 2006).

Salmonella’lar %1 sodyum hipoklorid, %70 etanol, %2 gluteraldehit, iyot,
fenol ve formaldehit iceren ¢ogu dezenfektanlara karsi duyarlidir (Anon., 2005).
Davison ve ark. (1996), fenol, kuarternar amonyum, klorin, gluteraldehit ve
kuarternar amonyum-formaldehit kombinasyonu olmak iizere bes adet dezenfektanin
Salmonella Enteritidis lizerine etkisini arastirmislar ve fenol, kuarternar amonyum ve
kuarternar amonyum ile formaldehit kombinasyonunun daha etkili oldugunu tespit

etmislerdir.

Tosun ve Tamer (2000), daldirmali sogutma isleminin kanathi karkaslarinin
mikrobiyal kalitesine ve Salmonella’nin ¢apraz bulasmasina etkilerini incelenmisler;
daldirmali sogutma islemiyle koliform ve Escherichia coli diizeylerinin 6nemli
Ol¢iide azaldigini, fakat Salmonella igeren karkas sayisini artirdigin1  rapor
etmiglerdir. Kanath karkaslarinda Salmonella’nin eliminasyonunda ve islenmis
karkaslarin  raf Omriliniin  uzatilmasinda laktik asitin  kullanilabilecegini

bildirmislerdir.
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Bu calismada, ¢esitli hayvan diskilarindan Salmonella etkenlerinin varliginin

arastirilmasi ve izole edilen etkenlerin PCR ile dogrulanmasi amacglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.GEREC

2.1.1. Kloakal Svap ve Diski Ornekleri

Salmonella 1zolasyonu amaciyla; Agustos 2005-Kasim 2006 tarihleri arasinda
Ankara ve Bolu civarindaki kanatli kesimhanelerinden 109 tavuk siirlisiinden
toplanan 3880 adet kloakal svaptan hazirlanan 388 6rnek (10 kloakal svap 1 ornek),
Kazan mezbahas1 ve cesitli kiigiik isletmelere ait 27 koyun siiriistinden 107 ve

sigirlardan ise 106 adet diski toplanmis olup toplam 601 adet 6rnek incelendi.

Tavuk siiriilerine ait 6rnekler, kesim Oncesi steril kuru svapla kloakadan
alindi. Alinan 6rnekler ayni giin i¢inde laboratuvara getirilerek Salmonella izolasyon
caligmalarina baslandi. Kesimhanelerden alinan toplam 109 siirliye ait 6rneklerin
sayisi ve bu siiriilere ait baz1 dzellikler Cizelge 2.1 de gosterilmistir. Ornekler, Martin

ve ark. (1992) tarafindan tanimlanan 6rnekleme yontemine gore alindi.

Cizelge 2.1. Materyal alman tavuk siiriilerine ait baz1 6zellikler ve 6rnek sayilar.

Siirii Kiimes Orijini Yas Kiimes Alinan
Numarasi (Giin) Kapasitesi | Ornek Sayisi
1 ESKISEHIR-Giinyiizii 42 12800 60
2 ESKISEHIR-Giinyiizii 42 7784 40
3 AFYON-Sultandag1 43 6700 40
4 AFYON-Sultandagi 43 9632 50
5 ANKARA-K.Hamam 43 7623 40
6 AFYON-Sultandag1 43 7300 40
7 ANKARA-Polath 42 13000 70
8 ANKARA-Polath 42 8900 40
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Cizelge 2.1. Devami, materyal alian tavuk siiriilerine ait bazi1 dzellikler ve 6rnek sayilar.

9 ANKARA-Polath 40 2250 10
10 ANKARA-Polath 40 2000 10
11 ESKISEHIR-Giinyiizii 42 8000 40
12 KONY A-Aksehir 45 7600 40
13 ESKISEHIR-Giinyiizii 41 4664 30
14 AFYON-Sultandag: 44 8206 40
15 KONY A-Aksehir 45 2500 20
16 ESKISEHIR-Giinyiizii 46 5088 30
17 ANKARA-Elmadag 40 4700 30
18 ANKARA-K Hamam 46 9688 50
19 ANKARA-Elmadag 47 10824 50
20 AFYON-Sultandag: 46 14112 70
21 AFYON-Sultandag: 46 6040 30
22 ESKISEHIR-Giinyiizii 43 4000 20
23 ANKARA- Kazan 46 16780 80
24 ANKARA - Cubuk 45 2940 20
25 ESKISEHIR-Giinyiizii 41 3000 20
26 ESKISEHIR-Giinyiizii 41 3200 20
27 ANKARA-K.Hamam 47 9086 50
28 ESKISEHIR-Giinyiizii 43 3700 20
29 ANKARA-Kazan 45 17848 90
30 ANKARA-Cubuk 46 11792 60
31 ANKARA-Cubuk 46 2400 10
32 CANKIRI 43 2900 20
33 AFYON-Sultandag: 45 10036 50
34 ESKISEHIR-Giinyiizii 46 12800 70
35 ANKARA- Kazan 39 2240 10
36 AFYON-Sultandag: 39 2880 20
37 AFYON-Sultandag: 47 11000 60
38 ANKARA-Elmadag 40 3500 20
39 ANKARA-K.Hamam 44 6500 40
40 ANKARA-K.Hamam 44 7700 40
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Cizelge 2.1. Devami, materyal alian tavuk siiriilerine ait bazi1 dzellikler ve 6rnek sayilar.

41 AFYON-Sultandagi 43 9200 50
42 ANKARA-Polatl 39 2700 20
43 ANKARA- Beypazari 46 13100 70
44 ANKARA-Polatl 39 2600 20
45 AFYON-Sultandag1 45 9850 50
46 ANKARA-K.Hamam 44 7600 40
47 ANKARA- Kazan 45 6650 40
48 ANKARA- Kazan 45 3464 20
49 CANKIRI- Eldivan 43 3000 20
50 CANKIRI- Eldivan 43 10600 50
51 ANKARA-Polatl 45 14100 70
52 CANKIRI 44 7900 40
53 ANKARA-K.Hamam 43 3000 20
54 ANKARA- Kazan 43 9100 50
55 ANKARA-Polath 45 13200 70
56 ANKARA-Polatl 45 3240 20
57 ANKARA-Elmadag 38 3016 20
58 CANKIRI- Eldivan 41 13400 70
59 CANKIRI- Eldivan 41 2688 20
60 ANKARA-K.Hamam 44 6700 40
61 ANKARA-K.Hamam 43 5200 30
62 KONYA- Aksehir 39 7900 40
63 CANKIRI- Tiinay 42 9545 50
64 KONYA- Aksehir 39 7600 40
65 KONYA- Aksehir 39 5088 30
66 ANKARA-Polath 40 3240 20
67 ANKARA- Polatli 48 18000 90
68 AFYON-Sultandag1 47 8130 40
69 AFYON-Sultandag1 41 2464 10
70 AFYON-Sultandagi 41 2200 10
71 ANKARA- Beypazari 41 4240 20
72 ANKARA-Polatl 48 8400 40
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Cizelge 2.1. Devami, materyal alian tavuk siiriilerine ait bazi1 dzellikler ve 6rnek sayilar.

73 ANKARA-K.Hamam 45 1792 10
74 ANKARA-Polath 48 7450 40
75 ANKARA-K.Hamam 44 8100 40
76 ANKARA-K.Hamam 44 4100 20
77 ANKARA-Hasanoglan 44 4200 20
78 ANKARA-Bala 45 3900 20
79 ANKARA-Polath 44 3400 20
80 ANKARA-K.Hamam 45 3600 20
81 BOLU 46 4000 20
82 BOLU 46 2200 10
&3 BOLU 44 2400 10
84 BOLU 42 8000 40
85 BOLU 40 7800 40
86 BOLU 42 7200 40
87 BOLU 42 7750 40
88 BOLU 42 5200 30
&9 BOLU 43 7150 40
90 BOLU 44 4120 20
91 BOLU 44 4322 20
92 BOLU 47 3210 20
93 BOLU 44 7808 40
94 BOLU 44 5210 30
95 BOLU 43 7652 40
96 BOLU 43 7600 40
97 BOLU 46 3700 20
98 ANKARA -K.Hamam 43 6056 30
99 ANKARA -K.Hamam 45 2200 10
100 ANKARA -Hasanoglan 47 11000 60
101 AFYON-Sultandag1 47 2950 20
102 AFYON-Sultandagi 46 5700 30
103 ANKARA -Bala 43 6650 40
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Cizelge 2.1. Devami, materyal alian tavuk siiriilerine ait bazi1 dzellikler ve 6rnek sayilar.

104 ANKARA -Polath 42 4250 20
105 ANKARA -K.Hamam 42 9600 50
106 ANKARA -K.Hamam 44 9850 50
107 ANKARA -Kazan 41 4900 30
108 ANKARA- Mamak 44 6000 30
109 AFYON-Sultandag1 41 9700 50
TOPLAM 731.548 3.880

Kazan mezbahasi, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi uygulama ¢iftligi

ve 3 kdyden saglikli sigir ve koyunlara ait digki 6rnekleri steril diski kaplarina alindi

ve soguk zincirde laboratuvara ulastirildi. Digk1 6rneklerinin alindig: yerler ve 6rnek

sayilar1 Cizelge 2.2 ve 2.3 de verilmistir.

Cizelge 2.2. Sigir digki 6rneklerinin alindigi bolge ve drnek sayilari.

Orneklerin Alindig1 Bolgeler Ornek Sayisi
Ankara Universitesi Veteriner 10
Fakiiltesi Uygulama Ciftligi
Kazan Mezbahasi 63
Cagabey Koyii- Ayas 9
Akkaya Koyl- Ayas 13
Saray Koyii- Kazan 11
TOPLAM 106

Cizelge 2.3. Koyun digki 6rneklerinin alindig1 bolge ve 6rnek sayilari.

Orneklerin Alindig1 Bolgeler | Siirii Sayisi Hayvan Sayisi Alinan Ornek
Sayisi
Ankara Universitesi Vetiriner 1 35 2
Fak. Uygulama Ciftligi
Kazan Mezbahasi 15 2190 70
Cagabey koyii- Ayas 4 450 14
Akkaya koyii- Ayas 3 270 9
Saray koyi 4 370 12
TOPLAM 27 3315 107
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2.1.2. Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

Izolasyon, biyokimyasal testler ve PCR igin asagida siralanan besiyerleri ve kimyasal

maddeler kullanild:.

Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS) ( (MERCK, 107228 )
Tetrathionat broth (TTB) (LAB M, LAB-97)

Xylose Lysine Tergitol 4 (XLT4) agar ( MERCK, 113919)
Nutrient Broth (NB) (MERCK, 105443)

Nutrient Agar (NA) (MERCK, 105450)

Kligler Iron Agar (LAB M, 077785/257)

Pepton (BD, 211677)

Neopepton (BD, 211681)

Mannitol (MERCK, 3167286)

Agar (MERCK, 101613)

Potasyum Nitrat (AppliChem, 7757-79-1)

Fenol Red (AppliChem, 143-74-8)

Di Potasyum Hidrojen Fosfat ( K;HPO4) (AppliChem, 16788-57-1)
Potasyum Dihidrojen Fosfat ( KH,PO4) (MERCK, 4871)

L- triptofan (MERCK, 108374)

Sodyum chloride (AppliChem, 7647-14-5)

Etanol (%95°lik) (MERCK, 100986)

Urea (MERCK, 108487)

Sodium hydroxide (NaOH) (MERCK, Art.6462)

Cloroform (MERCK, K4361731)

L-fenilalanin (MERCK, 107256)

Iron(III) chloride-solution (FeClI3)( AppliChem, A3542)
2-Nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG) (AppliChem, 369-07-3)
Cellulose Acetate Membrane (0,22 pm) (Orange Scientific, 1520014)
Kovacs (MERCK, 109293)

Oxidase (MERCK, 113300)

Metyl red (AppliChem, 493-52-7)

Ninhydrin (AppliChem, 485-47-2)
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Tris Borat Edta (TBE) (AppliChem, A0972)

Taq DNA Polimeraz (12406, Fermentas, Lithuania)

10X Buffer (19111, Fermentas, Lithuania)

25 mM MgCl, (19112, Fermentas, Lithuania)

Primer-1 (22 baz) Primer-2 (21 baz) ( C61813, C61817, Fermentas, Lithuania)
25 mM dNTP set (9001, Fermentas, Lithuania)

DNA marker (100 bp) (SM0241, Fermentas, Lithuania)

Agarose (prona agarose, basica le) (091629PR, Fermentas, Lithuania)
Etidyum bromiir (Fermentas, Lithuania)

Ticari kit (K0512, Fermentas, Lithuania)

6Xloadingdye (RO611, Fermentas, Lithuania)

2.1.3. Kullamilan Cihaz ve Gereg¢ Listesi

DNA Thermal Cycler (Biyometra, Germany )

Elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi (Wealtec elite 3000 plus USA)

UV transilliiminatorlii bilgisayarli jel dokiimantasyon sistemi (Gene, Genius, Bio
Imaging, system, England)

Steril laminar akimli glivenlik kabini (Bioair Instruments, Aura 2000, MAC, Italy)
Termal printer (Sony, Japan)

Santrifiij (Hettich, Germany)

Vortex (Fine Vorex, Kore)

Hassas terazi (Scaltec sbc41, Germany)

Derin dondurucu (-20°C)(Bosch,Germany)

Etliv (EN120, Niive, Tiirkiye)

pH metre (RL150, USA)

Otoklav (OT4060, Niive, Tiirkiye)

2.1.4. Antiserumlar

Izole edilen etkenlerin serotiplendirilmesinde Salmonella Polyvalan “O” Antiserumu

ve Grup Spesifik Antiserumlar (Statens Serum Institut, Danimarka) kullanildi.
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2.1.5. Standart Sus

Izolasyon, identifikasyon ve PCR asamalarinda kontrol susu olarak Salmonella

Enteritidis (Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii) kullanildi.

2.2. YONTEM

2.2.1. Ornek Hazirlanmasi

2.2.1.1. Kloakal Svaplarin Hazirlanmasi

Tavuk siiriilerinden steril kuru svapla kloakadan alinan 10 svap bir 6rnek teskil
edecek sekilde steril bir makasla uclar1 kesilerek, 50 ml TPS solusyonu iceren steril
erlenmayer igerisine birakildi. Her 6rnek hazirlanmasindan sonra, ornekler arasinda
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla, makaslar %70’lik alkol ile alevde sterilize edildi

(Fricker, 1987; Jouy ve ark., 2005).

2.2.1.2. Diskilarin Hazirlanmasi

Sigir ve koyunlarda alinanan diski ornekleri steril diski kaplar1 igerisinde
laboratuvara ulastirildiktan sonra 50 ml TPS solusyonu igeren steril erlenmayer
igerisine 5 gram digki konularak vortekslendi (Gebreyes ve ark., 2000; Pao ve ark.,
2005).

2.2.1.3. PCR i¢in Ornekler

PCR’da kullanilmak {izere zenginlestirme basamagi olan tetratiyonat kiiltiirlerinden
I’er ml ependorf tiiplerine alinarak, -20 °C’de saklandi (Makino ve ark., 1999; Carli
ve ark., 2001b).
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2.2.1.4. Besiyerlerin Hazirlanmasi

Izolasyon amaci ile kullanilan besiyerleri iiretici firmalarin belirttigi formiilasyona
gore hazirlandi.  Biyokimyasal testler icin Salmonella’larin  biyokimyasal
karakterizasyonu icin Norveg {i¢lii tiip metodu uygulandi. Bu metodun prensibi ii¢
besiyeri tiipiinde 13 biyokimyasal testin yapilmasidir. Glikoz, laktoz, H,S ve gaz
testleri i¢in tiip I, mannitol-mobilite testleri i¢in yar1 kat1 besiyeri tiip II, lireaz ve
indol aktivitesini tespit etmek igin sivi bir besiyeri olan tiip III hazirland1 (Lassen,

1975; Bekar, 1997).

Tiip I Kligler Iron Agar, iiretici firmanin belirttigi formiilasyona gore hazirlandi.

Tiip II besiyerinin hazirlanmasi:

Pepton 0,5¢g
Neopepton 05¢g
Mannitol 02¢g
Agar 0,25 ¢g
Potasyum Nitrat 0,17 g
Fenol Red(%0,2’lik) 2 ml
Distile su 100 ml

Karisim kaynatilip eritildikten sonra 5-6 ml miktarda tiiplere dagitilarak 121
°C de 15 dakika otoklavda sterilize edildi (Lassen, 1975; Bekar, 1997).

Tiip II besiyerinin hazirlanmasi:

L-triptofan 03¢
Dipotasyum Hidrojen Fosfat 0,1g
Potasyum Dihidrojen Fosfat 0,1g
Sodyum Kloriir 0,5¢g
Ure 2g
Etanol (%95°1ik) 1 ml
Fenol Red(%0,2’lik) 1,25 ml

Distile su 100 ml
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Karisim iyice karigtirildiktan sonra 0,22 pm’lik filtre ile steril edilerek 0,8—
0,9 ml miktarda steril tiiplere dagitild1 (Lassen, 1975; Bekar, 1997).

2.2.2. izolasyon

Hayvanlara ait disk1 ve svap drneklerinde Salmonella 1zolasyonu 6n zenginlestirme,
selektif zenginlestirme ve selektif besiyerlerine ekim seklinde gergeklestirildi. TPS
(50 ml) icerisine konulan svap ve diski ornekleri 37 °C’de 24 saat inkubasyona
birakilarak 6n zenginlestirme islemi yapildi. TPS kiiltiirlerinden 0,1 ml alinarak, 10
ml’lik TTB’a inokule edildi ve 41,5 °C’de 24 saat inkiibasyona birakild:. inkiibasyon
sonrasinda, TTB’dan iki 6ze dolusu kiiltiir alinarak XI.T4 agara tek koloni diisecek
tarzda ekimler yapildi ve petri kutular1 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra
siyah ya da siyah merkezli pembe-kirmiz1 koloniler ile H,S negatif pembesi sari
koloniler Salmonella siipheli bulunarak degerlendirmeye alindi (Makino ve ark.,

1999; Gebreyes ve ark., 2000; Jouy ve ark., 2005).

2.2.3. identifikasyon

2.2.3.1. Biyokimyasal Testler

XLT4 agarda Salmonella stipheli bulunan kolonilerden bir koloni saf olarak alinarak
Nutrient broth’a inokule edildi ve 37 °C’ de 18 saat inkubasyona birakildi. Nutrient
broth kiiltiiriinden Nutrient agara tek koloni diisecek sekilde ekim yapildi. Nutrient
agarda saf kiiltiirleri hazirlanan mikroorganizmalardan oksidaz testi negatif olanlarin
biyokimyasal testleri yapildi. NB’den alinan bir 6ze dolusu bakteri kiiltiirii I nolu
tiipteki besiyerinin egik yiizeyine yayildiktan sonra 6ze besiyerinin kenarindan tiip
dibine kadar batirilip ¢ekildi. Ayrica, bir 6ze dolusu kiiltiir II nolu tiipteki yar1 kati
besiyerinin ortasindan asagi dogru dikey olarak ekildi ve yine bu kiiltiirden 3-4
damla III nolu tire-indol besiyerine gecildi ve {i¢ besiyeri tiipii de 37 °C’ de 24 saat
inkubasyona birakildi. Oniig¢ testin 8’1 li¢ tiipde dogrudan degerlendirilirken diger 5
testin uygulanmasi i¢in ilave kimyasal maddeler kullanild1 (Lassen, 1975; Bekar,

1997).
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Tip I’de glikoz ve laktoz fermantasyonu, gaz ve H,S olusumu, lizin
dekarboksilasyonu, fenilalanin deaminaz ve ONPG testleri degerlendirildi (Lassen,

1975; Bekar, 1997).

Tiip 2’de mannitol fermentasyonu, hareket ve nitrat rediiksiyonu testlerinin

sonuglar1 degerlendirildi (Lassen, 1975; Bekar, 1997).

Tiip 3’de iireaz olusumu, indol reaksiyonu ve triptofan deaminaz deneyi

uygulandi ve sonuglar1 degerlendirildi (Lassen, 1975; Bekar, 1997).

2.2.3.2. Serolojik Testler

Biyokimyasal testler sonucu Salmonella slpheli olarak kabul edilen
mikroorganizmalara polyvalan “O” antiserumu ile bakilip, agliitinasyon veren
ornekler pozitif olarak degerlendirildi. Polyvalan “O” antiserumu ile agliitinasyon
veren Orneklerin Salmonella Grup Spesifik antiserumlarla agliitinasyon verip

vermedikleri arastirildi (Ouinn ve ark., 1994).

2.2.4. Polimerase Chain Reaction (PCR)

PCR islemi, Salmonella pozitifligi saptanan Orneklerde izolasyon asamasinda
kullanilan tetratiyonat kiiltiirlerinde bu etkenlerinin varligini arastirmak amaciyla
yapildi. PCR islemi, DNA ekstraksiyonu, amplifikasyon, elektroforez ve

goriintliileme olmak iizere dort asamada gerceklestirildi.

2.2.4.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in, 6n ¢alismada kaynatma yontemi ve bir ticari kit denendi.

Kaynatma Yontemi: Kaynatma yonteminde, -20 °C’de saklanan 1 ml’lik hacimdeki
tetratiyonat besiyerleri ¢ozdiiriildiikten sonra vortekslenerek 2500 x g’de 4 dk.

santrifuj edildi. Supernantant dokiilerek peletin tizerine 500 pl steril distile su
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eklenerek vortekslendi ve santrifuj eklenerek yikama islemi 3 kez tekrarlandi.

Sonuncu yikama islemini takiben supernatant atilarak 100 pl steril distile su

ierisinde pelet siispanse edildi. Ornekler PCR tiiplerine aktarilarak 10 dk. 99 °C’de

tutularak kaynatma islemi yapildi (Schrank ve ark., 2001). Kaynatma isleminin

ardindan ornekler yukarida belirtilen kosullarda santrifuj edilerek supernatant PCR
testinde DNA olarak kullanild1.

Ticari Kit ile DNA Ekstraksiyonu: Ekstraksiyon iiretici firmanin 6nerdigi protokole

gore gergeklestirildi.

200 pl tetrathionat kiiltiirii 400 pl lizis soliisyonu ile karistirildi ve 65
°C’de 5 dakika inkube edildi.

600 pl kloroform ilave edilerek karistirildi ve 10000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi.

Presipitasyon soliisyonu, 720 pl steril distile su ile 80 pl 10x konsantre
soliisyonu ile karistirilarak hazirlandi.

Santrifiijden sonra lsteki sivi kisim yeni bir tiipe aktarilarak 800 pl
presipitasyon soliisyonu ilave edildi ve 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi.

Usteki sivi uzaklastirildiktan sonra, pelete 100 ul 1,2 M NaCl ilave
edilerek vortekslendi.

300 pl soguk etanol ilave edilerek 10 dakika -20 °C’de DNA’nin
presipitasyonu saglandi ve 10000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Usteki
etanol dokiilerek pelet % 70’lik soguk etanol ile yikand1 ve DNA 100 pl

steril distile suda ¢ozdiiriilerek 1yice karigtirildi.

2.2.4.2. PCR Karisiminin Hazirlanmasi

Bu calismada Baumler ve ark. (1997)’nin belirttigi iroB genine spesifik primerler

ticari olarak sentezlettirildi (Fermentas). Primerlerin dizileri asagida verilmistir.

Primer 1: 5°>-TGCGTATTCTGTTTGTCGGTCC-3’
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Primer 2: 5°- TACGTTCCCACCATTCTTCCC-3’

PCR Karisimi, her bir ornek icin;

10 x PCR tamponu, 2,5 pl

MgCl,, 2mM

dNTP (10 mM), 200 uM

Primer I, 10 pmol

Primer II, 10 pmol

Taq DNA Polimeraz, 1U olacak sekilde distile su ile 23 pl’lik hacme tamamlanarak

hazirlandi.

Bu ana karisimdan 23’er pl dagitild: ve her tiipe 2 pl 6rnek DNA’s1 eklenerek
toplam reaksiyon hacmi 25 pl’ye tamamlandi. Bu karisima gore hazirlanan 6rnekler
cogaltma i¢in Onceden programlanmis thermal cycler cihazina yerlestirildi.
Orneklerin hazirlanmast sirasindaki hata ve kontaminasyonlari belirlemek igin pozitif
ve tepkime karisiminda kalip DNA’nin yerine distile su negatif kontrol olarak

kullanildi.

2.2.4.3. DNA Amplifikasyonu

Amplifikasyon islemi Baumler ve ark. (1997)’nin belirttigi protokole gore uygulandi.
Hedef DNA baslangicta, 94 °C’de 3 dakika bekletilerek denature edildi. Bu

asamadan sonra,

94 °C’de 40 saniye denaturasyon

55 °C’de 40 saniye primer baglanmasi

72 °C’de 40 saniye primerlerden yeni DNA zincirinin sentezlenmesi

olmak {izere toplam 30 dongii yapildi. En son asamada 72 °C’de 7 dakika
bekletilerek reaksiyon tamamlandi. Amplifikasyon sonrasinda reaksiyon tiipleri

degerlendirme asamasina kadar +4 °C’de bekletildi.
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2.2.4.4. Agaroz Jel Elektroforez

Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Amplifikasyon sonrasinda olusan iiriinlerin degerlendirilmesi i¢in %1,5 luk agaroz
jel hazirlandi. Agaroz jel hazirlanirken tampon soliisyon olarak 0,5 TBE tamponu
kullanild1. Agaroz 200 ml TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda eritildikten
sonra, 10 pl ethidium bromid ilave edilerek, 20 cm’lik yatay jel elektroforez
tablasina dokiildii. 5 mm kalinliginda dokiilen agaroz iizerine elektroforez taragi
takilarak, jelin katilasmasi i¢cin 20 dakika beklenildi. Bu siire sonunda taraklar jele

zarar vermeden ¢ikartildi (Sambrook ve ark., 1989).

Elektroforez islemi

Jel elektroforez tablasi elektroforez tankina yerlestirildikten sonra, elektroforez
tankinin icerisine TBE tampon soliisyonu jelin 1 mm {istiine gelecek kadar ilave
edildi. Elde edilen amplifikasyon iiriinlerinden 10 pl alinarak, 2 pl 6X loading dye ile
karistirildi. Bu karigimin hepsi jele yiiklendi. DNA 6rnekleri 160 voltta 70 dakika

elektroforez islemine tabi tutuldu (Sambrook ve ark., 1989).

2.2.4.5. Goriintiileme islemi

Jeldeki oOrnekler bilgisayarli UV transilliiminatdr kutusu igine yerlestirilerek

goriintlilendi ve fotograflar ¢ekilerek termal printerden kopyalart alindu.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Tavuk Ornekleri i¢in Afyon, Ankara, Bolu, Cankiri, Eskisehir ve Konya illerinde
yetistirilen 109 siiriiden toplanan 3880 adet kolakal svapdan olusturulan 388 (ayni
kiimesten alinan 10 svap 1 6rnek) adet 6rnek olusturulmus ve bu 6rneklerden yapilan
ekimler sonucunda 64 adet Ornekte Salmonella siipheli koloni bulunarak,
identifikasyon testlerine tabi tutuldu. XL T4 agar iizerinde lireyen, Sa/monella siipheli

koloniler Resim 3.1 de gosterilmistir.

Calismada, incelenen 109 broyler siiriinin 11 (%10,09)’inden Salmonella
izolasyonu yapildi. Biyokimyasal testler sonucunda 11 siiriiden toplam 12 adet
Salmonella spp. identifiye edildi. Salmonella suslarinin biyokimyasal 6zellikleri
Cizelge 3.1 de verilmistir. Calismada, incelenen 388 adet 6rnekden izole edilen 12
(%3,09) adet Salmonella susunun 9 (%75)u B serogrubu, 3 (%25)’ii de D serogrubu
olarak tespit edilmistir. Izolasyon ve identifikasyonu yapilan Salmonella izolatlarmin

serogruplart Cizelge 3.2 de gosterilmistir.

Resim 3.1. XLT4 agarda Salmonella siipheli kolonilerinin gériiniimii.
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Cizelge 3.1. Broyler siiriilerine ait Sa/monella izolatlariin biyokimyasal test sonuglari.

Siirii- Oksidaz | Laktoz Glukoz H,S | Gaz | ONPG | LDC FAD | Mannitol | Hareket | Nitrat | Ureaz | Indol | TDA
Ornek
Numarasi.

1-2 - -

10-1 - -

142 - -

143 - -

38-2 - -

57-1 - -

71-1 - -

75-2 - -

84-1 _ ;

103-1 - -

104-2 - -

o o I N S ISR SN IS S N B RS
o o I N S ISR SN IS S N B RS
o B T B S S S S R B B IS
o o I N S ISR SN IS S N B RS
o o I N S ISR SN IS S N B RS
o B T B S S S S R B B IS
o B T B S S S S R B B IS

106-2 - -
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Cizelge 3.2. Broyler siiriilerine ait Sa/monella izolatlariin serogruplar1 ve bolgeleri.

Siirii Ornek izolasyon Serogrup Bolge
Numaralari Sayisi Sayisi
1 6 1 B ESKISEHIR-Giinyiizii
29 33 Iy -
10 1 1 B ANKARA-Polath
11-13 11 Iy -
14 4 2 B AFYON-Sultandag1
15-22 30 Iy -
23-37 60 Iy -
38 2 1 D ANKARA-Elmadag
39-56 73 Iy -
57 2 1 B ANKARA-Elmadag
58-70 49 Iy -
71 2 1 B ANKARA- Beypazari
72-74 9 Iy -
75 4 1 B ANKARA-K.Hamam
76-83 14 Iy -
84 4 1 B BOLU
85-102 57 Iy -
103 4 1 D ANKARA —Bala
104 2 1 D ANKARA —Polath
105- 5 Iy -
106 5 1 B ANKARA -K.Hamam
107-109 11 Iy -
TOPLAM 388 12

IY: izolasyon yok

Kazan mezbahasi, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi uygulama ciftligi
ve 3 koyden toplanan 106 adet sigir ve 27 siiriiye ait 107 adet koyun digkis1 6rnegi
incelendi. Sigirlardan toplanan 106 adet diski 6rneginden yapilan ekimler sonucu 1
(%0,94) adet Salmonella izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen Salmonella susunun

biyokimyasal Ozellikleri Cizelge 3.3 de gosterilmistir. Serogruplandirma islemi
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sonucunda bu izolatin B serogrubunda oldugu belirlendi. Incelenen koyun diski

orneklerinden Salmonella izole edilemedi.

Salmonella izolasyon calismalar1 sirasinda XL.T4 agar {lizerinde Salmonella
siipheli olarak degelendirilen kolonilerin incelenmesi sonrasinda, bazi kolonilerin
Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Escherichia coli,

Klebsiella spp. oldugu belirlendi.

Cizelge 3.3. S18ir Sal/monella izolatinin biyokimyasal test sonuglari.

Yapilan Biyokimyasal Testler Test Sonug¢lar1
Oksidaz -
Glukoz Fermantasyonu +

Laktoz Fermentasyonu -

H.,S Uretimi +

Gaz +

ONPG -

Lizin Dekarboksilasyonu +

Fenilalanin Deaminaz Testi -

Mannitol Fermantasyonu +
Hareket +
Nitrat Rediiksiyonu +

Triptofan Deaminaz Testi -

Ureaz Olusumu -

Indol Olusumu -

3.2. PCR Bulgulan

DNA ekstraksiyonu icin, on c¢alismada kaynatma yontemi ve ticari kit
denendi. Standardizasyonda ticari kitin daha 1iyi sonu¢ verdigi gozlendi.
Biyokimyasal ve serolojik testler sonucunda Salmonella spp. olarak degerlendirilen
izolatlarin elde edildigi 13 adet (kanatli orijinli 12 adet ve sigir orijinli 1 adet)
tetratiyonat kiiltiirlerinden ticari kit kullanilarak DNA ekstraksiyonlar1 yapildi. PCR

islemi sonrasinda gergeklestirilen eloktroforez isleminden sonra agaroz jeller UV
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transilluminator ile incelendi ve tiim 6rneklerde Sal/monella cinsi igin spesifik olan
606 bp bantlar goriildii (Resim 3.2 ve Resim 3.3). Bu sonug, diskilarda Salmonella

varligin1 arastirmada PCR yonteminin kullanilabilirligini ortaya koydu.

1 10 14 38 57 T 75 B4 103 104 106 14-2

Resim 3.2. Tavuk diskilarindan yapilan PCR bulgular1 (M: marker; P: pozitif kontrol; N:
negatif kontrol; 1, 10, 14, 38, 57, 71, 75, 84, 103, 104, 106, 14-2: pozitif siirli numaralar).

#s= 606 bp

Resim 3.3. Sigir diskilarindan yapilan PCR bulgular1 (M: marker; P: pozitif kontrol; N:
negatif kontrol; S: pozitif sigir 6rnegi).
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4. TARTISMA

Salmonellozis, ¢ok sayida Salmonella serotipinin neden oldugu, insan ve tiim hayvan
tiirlerinde goriilebilen bir enfeksiyondur. Salmonella gidalarda bulunan 6nemli bir
patojendir ve gida zehirlenmelerinin siklikla karsilasilan etiyolojik ajanlarindan biri
olarak bilinmektedir. Salmonella serovar sayisinin 2500’un tizerinde bulunmasi ve
konake¢1 tiirlerinin ¢esitliligi, hayvansal {iretimde Salmonella’larin kontroliinii

zorunlu kilmaktadir. (Mead ve ark., 1999; Anon., 2005).

Tavuklarin sindirim sisteminde Salmonella varligini arastiran bir ¢ok c¢alisma
bulunmaktadir. Ozellikle broylerlerde Salmonella’larm diisiik diizeyde bile
bulunmasi, kesimhanelerde capraz bulasmada 6nemli olmaktadir ve karkaslardan
1zolasyon oran1 artmaktadir. Aksakal (2003), 400 adet tavuk kloakal svap 6rneginden
%7 oraninda Salmonella spp. izole etmistir. Eyigoér ve ark. (2005), Ocak 2000 ve
Haziran 2001 ile Haziran 2001 ve Kasim 2003 arasinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda,
tavuk orneklerinin sirasiyla % 4,10 ve % 5,52’sinde bakteriyolojik olarak Salmonella
tespit etmislerdir. Ozbey ve Ertas (2006), tavuk bagirsaklarinin % 7,2’sinde
Salmonella varligii belirlemislerdir. Eyigor ve ark. (2002), 47 kanath siiriisiinden
aldiklar1 492 bagirsak homojenat1 ve 27 svabin kiiltiir ile 35 (%6,8)’ini Salmonella
pozitif bulmuglardir. Padungtod ve Kaneene (2006), Tayland’da 425 adet tavuk
kloakal svap 6rneginden %4 oraninda Salmonella izole etmislerdir. Carraminana ve
ark. (2004), ispanya’da broyler diskisinda %6 oraninda Salmonella saptamislardir.
Wedderkopp ve ark. (2001), Danimarka’da kloakal svap aldiklar1 8911 broyler
stiriisiiniin 490 (%5,5)’indan, Beli ve ark.(2001), Arnavutluk’da tavuklardan alinan
461 ornegin 30 (%6,5)’undan Salmonella izole edilmistir. Carli ve ark. (2001a), 28
broyler siiriisiiniin = 11 (%39,3)’inden Salmonella  1zolasyonu yaptiklarim

bildirmislerdir.

Bu calismada elde edilen bulgular, 6rnek bazinda degerlendirildiginde elde
edilen izolasyon orani (%3,09), yukarida belirtilen hem Tiirkiye’deki hem de yurt
disinda yapilan c¢alismalarda elde edilen izolasyon oranlarina gore diisiik

bulunmustur. Siirii bazinda ise, bulunan sonu¢ (%10,09), Wedderkopp ve ark.
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(2001)’nin siirii bazinda degerlerinden yiiksek bulunurken, Carli ve ark. (2001a)
tarafindan yapilan caligmada elde edilen bulgulardan diistiktiir. Siirii ve Ornek
bazinda elde edilen sonuglar arasinda oransal olarak farkliligin ¢ikma nedent,
orneklerin 10 svap drneginin birlestirilerek incelenmesi ve Salmonella pozitifliginin
siirii i¢inde diisiik diizeyde olmasi ile aciklanabilir. Yapilan diger caligmalarda
sonuglarin sadece tek svap olarak veya siirii bazinda degerlendirilmesi nedeniyle bu
calismada elde edilen bulgularin diger arastirici bulgular1 ile karsilastirilmasi
miimkiin olamamistir. Siiri bazinda elde edilen sonuglar ise, Wedderkopp ve ark.
(2001)’nin elde ettigi bulgulara gore yiiksek bulunurken, Tiirkiye’de Carli ve ark
(2001a)’nin  sonuglarina gore diisiik bulunmugtur. Bu farkliligin genel olarak
nedenleri, Salmonella pozitifliginin bolge ve zaman farkliligi, drnekleme prosediirii,
hayvanlarin  kontaminasyon diizeyleri ve uygulanan metot farkliligindan
etkilenmesidir. Ayrica, Tiirkiye’de entegrasyon modelinde yetistirilen broylerlerde
entegrasyondaki biyogiivenlik durumu ve entegrasyon ic¢indeki bulagsma kaynaklari
da sonuglar1 etkileyebilmektedir. Siirii bazinda elde edilen sonucun Carli ve ark.
(2001a)’min  yaptig1 caligmaya gore diisiik ¢ikmasi, arastiricilarin = birincil
zenginlestirme ve gecikmis ikincil zenginlestirme yontemleri uygulamalar ile de

aciklanabilir. Bu ¢alismada ise sadece birincil zenginlestirme metodu kullanilmistir.

Kanatlilardan izole edilen Salmonella etkenlerinin serogruplart farklilik
gostermektedir. Kalender ve Muz (1999), tavuklardan izole ettikleri toplam 57
Salmonella susunun 53’Unii D1 serogrubunda, 4’linii B serogrubunda bulmuslardir.
Goncagiil ve ark. (2005), 315 adet tavuk kanat etinin 27’sinden serogrup D, 30’ unda
da A, B, C, D serogruplarina ait olmayan ve tiplendirilemeyen Salmonella izole
ettiklerini belirtmiglerdir. Kiling ve Aydin (2006), kanatlilardan izole edilen 61 adet
Salmonella spp.’nin %75,4’lniin D; serogrubunda, %24,6’sinin B serogrubunda
oldugunu belirtmislerdir. Goncagiil ve Carli (1999), 50 isletmeden aldiklar1 svaplari
Salmonella yoéniinden incelediklerinde 7 adet Salmonella Typhimurium, 6 adet
Salmonella Enteritidis ve 5 adet Salmonella Gallinarum izole ettiklerini

belirtmislerdir.
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Bu calismada, izole edilen 12 Salmonella susunun 9 (%75)’u B serogrubu, 3
(%25)’1 de D serogrubu olarak tespit edilmistir. Tiirkiye’de diger arastiricilarin
kanathilarda yapmis olduklar1 ¢alismalarda daha ¢cok D serogrubuna ait suslar izole
edilirken, bu ¢alismada ise daha ¢cok B serogrubuna ait Sa/monella izole edilmistir.
Serogruplarin diger ¢aligmalara gore farkli olmasi ve dominant olarak B grubu
olmasi, Salmonella izolasyonu yapilan 6rneklerin bir entegrasyondan saglanmasi ve
bu entegrasyonda bulagsmanin bir kaynaktan olabilecegini diisiindiirdii. Ulkemizde
entegrasyon diizeyinde Sal/monella gibi enfeksiyonlarin broyler siiriilerinde dagilimi
etkileyen en 6nemli etkenlerden birisi, yem, kulucka ve broyler kasalar1 gibi ortak

kullanimda olan ekipman ve yemlerin bulasmada etkin olmasidir.

Salmonella etkenlerinin sigir digkilarindan izolasyonu ile ilgili ¢aligmalarda;
Akbarut (1996) 119 sigir diski 6rnegini Salmonella yoniinden incelemis ancak
Salmonella izole edememistir. Carli ve ark (1991), Uludag Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi’ndeki 74 inegin yalnizca 1 (% 1,35)’inin
diskisindan Salmonella i1zolasyonu yaptiklarin1 belirtmislerdir. Gokgen ve ark.
(1995), 298 sigira ait ince bagirsak igerigini Sa/monella yoniinden incelediklerinde,

bir sigira ait ince bagirsak igeriginden Sal/monella Typhimurium izole etmislerdir.

Padungtod ve Kaneene (2006), sigirlardan alinan 125 adet digki 6rneginde %3
oraninda Sa/monella bulmuslardir. Busato ve ark. (1999), 395 buzaginin her birinden
3-4 fekal ornek alarak bakteriyolojik olarak incelemisler fakat hi¢ birinden
Salmonella izole edememislerdir. McEvoy ve ark. (2003), irlanda’da sigir
kesimhanelerinde kesilen sigirlarin digkilarin1 Salmonella yoniinden incelediklerinde,
diskilarin %2’sinden Sal/monella izole etmislerdir. Fossler ve ark. (2005), New York,
Michigan, Wisconsin ve Minnesota’da, 2000-2001 yillarinda yaptiklar
caligmalarinda, 20,089 siit sigirin 1026 (%4,9)’sinin diski 6rneginden Salmonella

saptamiglardir.

Bu calismada, sigirlardan toplanan 106 adet digki 6rneginden yapilan ekimler

sonucu 1 (%0,94) adet Salmonella izolasyonu yapilmistir. Bu izolatin
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serogruplandirmas1 sonucunda B serogrubunda oldugu bulunmustur. Elde edilen
bulgular diger arastiricilarin sonuglariyla oransal olarak benzerdir. Elde edilen bu
diisiik diizeyde izolasyon orani, drnekleme yapilan hayvanlarin saglikli olmasi ve

sindirim sistemi ile ilgili herhangi bir klinik bulgu olmamasi ile agiklanabilir.

Woldemariam ve ark. (2005), saglikli 47 koyundan aldiklar1 digki 6rneklerini
Salmonella yoniinden incelemisler ve 1 adet diski 6rnegini (%2,1) Salmonella pozitif
olarak saptamiglardir. Pao ve ark. (2005), Amerika’da test ettikleri 287 adet kiiciik
ruminantin 17’sinin diskisindan Salmonella tespit etmislerdir. Hjartardottir ve ark.
(2002), Izlanda’nin degisik boélgelerindeki 50 ciftlikten 2592 adet gebe koyuna ait

digkilarin hig¢ birinden Sal/monella izolasyonu yapamadiklarini belirtmiglerdir.

Bu c¢alismada 27 siirtiye ait 107 adet koyun diskisi 6rnegi Salmonella
yonlinden incelenmis; ancak, bunlarin hi¢ birinden Salmonella izolasyonu
yapilamamistir. Izolasyonun yapilamamasinin nedenlerinden biri, etkenin diski ile
aralikli olarak c¢ikarilmasi, bir kez Ornekleme yapilmasi ve saglikli goriiniimlii

hayvanlardan 6rnek alinmasi ile agiklanabilir.

Bagirsak igerigi ve kloakal svap orneklerinden Sal/monella izolasyonunda
farkl1 besiyerlerinin kullanildig: yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok tercih
edilen besiyeri TTB-XLT4 ve TTB-BGN kombinasyonlaridir. Yapilan bircok
aragtirmada TTB-XLT4 kombinasyonun TTB-BGN kombinasyonundan daha iyi
sonug verdigi tespit edilmistir (Carli ve ark., 2001a; Eyigor ve ark., 2002; Eyigor ve
ark., 2005). Miller ve ark.(1991) 24 saat icerisinde XLT4 agarda siyah koloni
olusturma yetenegindeki tek genusun Salmonella oldugunu ve XLT4 agarda
Salmonella’nin diger mikroorganizmalardan kolaylikla ayrildigini bildirmisglerdir.
H,S negatif suslarin XL'T4 agar pleytlerinde pembemsi sar1 koloniler olusturduklarini
rapor etmislerdir. Ayrica, laboratuvarlarin ¢cogu selektif besiyerlerinden XL T4 agari
tercih ettiginden dolayr bu calismada da Salmonella izolasyonunda TTB-XLT4

kombinasyonu uygulanmuistir.
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Birgok tilkede optimize edilmis bir bakteriyolojik sistem kadar giivenilir, fakat
daha hizli bir yontem olan PCR-tabanli testler kullanilmaya baslanmistir. Bu
testlerde temel olarak almman Ornek i¢inde Salmonella spesifik DNA segmenti
aranmaktadir. Bu gen segmenti baska bir organizmada bulunmamaktadir (Chaudhuri
ve ark., 1997; Satorov ve ark., 1998; Carl1 ve ark., 2001; Anon, 2004). PCR’de
Salmonella DNA’sinin yeterli miktarda olmasi i¢in, numune i¢indeki Salmonella
sayisinin artiritlmast  gerekmektedir. Boylece, 6n zenginlestirmeden sonra PCR
uygulamasiyla hizli ve dogru olarak sonuca ulagilabilecegi bildirilmistir (Stone ve
ark.,1994; Baumler ve ark., 1997; Feder ve ark., 2001; Anon., 2004). Bir¢ok
arastirici teshis acisindan PCR testi ile klasik kiiltiir metodunu karsilastirmiglar ve
PCR’1in daha yiiksek oranda Salmonella etkenlerini saptadigini bildirmislerdir.
Whyte ve ark. (2002), 40 broyler stiriisiinden kiiltiir metodu ile 32 (%16)’sini, PCR
ile 38 (%19)’ini Salmonella yoniinden pozitif bulmuslardir. Soumet ve ark. (1999),
m-PCR (%95) ile bakteriyolojik metotdan (%92,5) daha yiiksek duyarlilik elde
ettiklerini rapor etmislerdir. Eyigér ve ark. (2002), 47 kanath siiriistinden aldiklar
519 adet 6rnegin, LigthCycler real-time PCR ve kiiltiir ile sirastyla 65 (%12,5) ve 35
(%6,8)’ini Salmonella pozitif bulmuslardir. Fakhr ve ark. (2006), dogal kontamine
99 hindi et Orneginde real-time PCR ile 66’sin1 Salmonella yoniinden pozitif

bulurken, konvansiyonel kiiltiir metodu ile 49’unu pozitif bulmuslardir.

Bu c¢alismada izolasyon yapilan Orneklerin selektif zenginlestirme
basamagindan sonra kiiltiire paralel olarak PCR islemi uygulanmistir. Elde edilen
sonuglar, kiiltiir sonuglariyla kiyaslandiginda birebir uyumlu oldugu gézlenmistir. Bu
sonug, Ozellikle ¢cok sayida materyalin islendigi laboratuvarlarda, PCR isleminin
Salmonella varligim arastirmada kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. PCR
isleminde pozitif bulunan orneklerin kiiltiir ile dogrulanmasi hem laboratuvar
maniplasyonlarin1 azaltmada hem de negatif bulunan Orneklere ilave islemler

yapilmamasi agisindan olduk¢a dnemlidir.
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SONUC VE ONERILER

Calismada, incelenen 109 broyler siiriiniin 11 (%10,09)’inden Salmonella 1zolasyonu
yapilmistir. Biyokimyasal testler sonucunda 11 siiriiden toplam 12 adet Salmonella
spp. identifiye edilmistir. Sigirlardan ise toplanan 106 adet digki 6rneginden yapilan
ekimler sonucu 1 (%0,94) adet Salmonella izolasyonu yapilirken, 27 siiriiye ait 107
adet koyun disgkist 6rneginin hi¢ birinden Sa/monella izolasyonu yapilamamistir. Bu
calisma bulgulan degerlendirildiginde, asagidaki sonucglara ulasilmis ve Oneriler

sunulmustur.

* Broyler siiriilerinin kloakal svap oOrneklerinde siirii bazinda elde edilen
%10,09’luk oran oldukg¢a 6nemlidir. Bu sonug, kesimhane islemleri sirasinda
karkaslardaki pozitiflik oranini artirarak insanlar i¢in potansiyel bir saglik
problemi olusturabilecegini diisiindiirdii. Bu nedenle entegrasyon diizeyinde
Salmonella varligimin devamli olarak izlenerek, isletmeler i¢in Salmonella
kontrol programinin uygulanmasi yararli olacaktir. Ayrica, konu ile ilgili
genis capli calismalar yapilmasi, konunun degerlendirilmesi ve kontrol
onlemlerinin diizenlenmesi bakimindan da 6nem arz etmektedir.

 Izole edilen Salmonella etkenlerinin ¢ogunun B grubu ve diger béliimiiniin de
D grubunda olmasi, insanlardaki enfeksiyonlardan izole edilen Salmonella
serogruplart ile benzerligi dikkati ¢ekti.

* Sigirlardan elde edilen diisiik diizeydeki pozitiflik, konu ile ilgili caligmalarin
arttirilmas1 ve oOzellikle klinik olarak siipheli hayvanlarda Salmonella
varliginin arastirilmasi agisindan dnemlidir.

* Koyunlardan saglanan 6rneklerde Sa/monella izolasyonu yapilamamistir. Bu
sonug, her ne kadar bu grup etkenlerin dagilimi ile ilgili bilgi vermesine
karsin, daha detayli caligmalarin yapilmasinda yarar vardir.

* Diskilarda Salmonella varliginin kiiltiir yontemi ile arastirilmasi onemli
bilgiler saglamaktadir. Ancak, bu yontemin zaman alict oldugu da bir

gergektir. Bu nedenle, bu calismada ve diger calismalarda elde edilen
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bulgular birlikte degerlendirildiginde, zenginlestirme basamaginda PCR
yonteminin uygulanmasi hem is giicii hem de maliyet acisindan bir avantaj
saglamaktadir. Cok sayida Ornegin islendigi c¢alismalarda/laboratuvarlarda
PCR isleminin oncelikle uygulanmasi ve pozitif bulunan orneklere kiiltiir

isleminin yapilmasi standart yontem olarak degerlendirilebilir.
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OZET

Hayvan Diskilarinda Salmonella Etkenlerinin Konvansiyonel ve Molekiiler
Yontemlerle Saptanmasi

Bu calismada, 109 tavuk siiriisiine ait 388 adet kloakal svap 6rnegi (Afyon, Ankara,
Bolu, Cankiri, Eskisehir ve Konya yorelerinden toplam 3880 kloakal svap), 27 koyun
siiriisiinden 107 adet (Kazan mezbahasi, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
uygulama ¢iftligi ve 3 kdyden) ve sigirlardan ise 106 adet diski (Kazan mezbahasi,
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi uygulama ¢iftligi ve 3 kdyden) olmak iizere
toplam 601 adet 6rnek Salmonella varlig1 yoniinden incelenmistir.

Izolasyon calismalarinda, &n zenginlestirme i¢in Tamponlanmis Peptonlu Su
(TPS), selektif zenginlestirme i¢in Tetrathionat broth (TTB) ve izolasyon i¢in selektif
besiyeri olan Xylose Lysine Tergitol 4 (XLT4) agar kullanilmistir. Salmonella
stipheli bulunan kolonilerin identifikasyonu, biyokimyasal ve serolojik yontemlerle
gergeklestirilmistir.

Calismada, incelenen 109 broyler siiriintin 11 (%10,09)’inden Salmonella
izolasyonu yapilmistir. 3880 klokal svaptan hazirlanan 388 (10 kloakal svap 1 6rnek)
adet ornekten identifiye edilen 12 (%3,09) adet Salmonella izolatinin 9 (%75)’u B
serogrubu, 3 (%25)’ti de D serogrubu olarak tespit edilmistir. Sigirlardan toplanan
106 adet disk1 6rneginden yapilan ekimler sonucu 1 (%0,94) adet B serogrubuna ait
Salmonella izolasyonu yapilmistir. 27 koyun siirlisiine ait 107 adet koyun diski
orneginden yapilan incelemede Sa/monella tespit edilememistir.

Biyokimyasal ve serolojik testler sonucunda Salmonella izole edilen
orneklerin tetratiyonat buyyon Kkiiltiirleri ile /roB gen spesifik primerlerle PCR
gerceklestirilmis ve sonugta kiiltiir ile pozitif elde edilen tiim 6rneklerde Salmonella
cinsine 6zgiin 606 bp biiylikliiglinde PCR f{iriinleri saptanmustir.

Sonu¢ olarak bu caligmada, hayvan diskilarindan ve kloakal svaplardan
Salmonella etkenlerinin kiiltiir ile prevalansi1 saptanmistir. Ayrica, Salmonella izole
edilen tim oOrneklerin PCR yontemi ile de benzer sonu¢ vermesi, PCR’nun
Salmonella  etkenlerinin  digkilarda arastirllmasinda rutin teshis amaciyla
uygulanabilirligini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Izolasyon, digk1, hayvan, PCR, Salmonella.
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SUMMARY

Detection of Salmonella strains from animal faeces by conventional and
molecular methods

In this study, 388 cloacal swab samples (prepared from totally 3880 cloacal swabs)
were collected from 109 poultry flocks from the region of Afyon, Ankara, Bolu,
Cankiri, Eskisehir and Konya; 107 faecal samples were collected from 27 sheep
herds from three villages and the Application Farm of Ankara University of Faculty
of Veterinary Medicine; 106 bovine faecal samples were collected from the Kazan
Slaughterhouse, three villages and the Application Farm of Univercity of Ankara,
Faculty of Veterinary Medicine. Total of 601 faecal samples of different animals
were examined for the existence of Sa/monella spp. in this study.

For the isolation of Salmonella, nonselective preenrichment by TPS was
followed by selective enrichment by TTB and plating on selective agar XLT4.
Suspect colonies were confirmed biochemically and serologically.

Salmonella was isolated in 11(10.09 %) of the 109 broiler flocks tested. Of
the 12 (3.09 %) Salmonella strain identified from 388 (10 swabs/sample) poultry
cloacal swap samples, 9 (75 %) were detected as serogroup B, and 3(25 %) were
detected as serogroup D. From the total of 106 bovine faecal samples, 1 (0.94 %)
was isolated as Salmonella serogroup B. Salmonella was not isolated from 107 sheep
feacal samples collected from 27 sheep herds.

Isolates taken from tetrathionate cultures and determined as Salmonella spp.
after biochemical and serological tests were also tested by PCR with primers
specifically amplifying 606 bp portion of iroB gene. In all of the Salmonella positive
cultures Salmonella spp. specific PCR products were detected.

In this study, prevalence of Salmonella strains in animal feacal and cloacal
swab samples was determined by using conventional technique. As a result, PCR
technique 1s found to be useful for routine examinations of Salmonella in animal
faecal samples since all Sa/monella spp. isolated samples were confirmed by PCR.

Key Words: Animal, isolation, faeces, PCR, Salmonella.
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