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Vi

ONSOZ

Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan Salmonella etkenleri, iilkemizde ve tiim diinyada
kanatl yetistiriciligi ve 6zellikle insan sagligi agisindan son derece onemli zoonozlardir.
Salmonellozise sebep olan bu etkenler 1930’1u yulardan itibaren yapilan ¢alismalarla kanath
tifosu ve pullorum hastaliklarina kargt 6nemli bagarilar alinmigtir. Ancak bu c¢aligmalar
paratifo etkenleri igin yetersiz kalmistir. Paratifo infeksiyonlar1 ¢ok sayida serotip tarafindan
olusturulmasina kargin en yaygin goriilen serotipler arasinda S. Enteritidis, S. Typhimurium,
S. Infantis, S. Hadar, S. Heidelberg bulunmaktadirlar.

Son yillarda diinyada c¢apinda paratifoid Salmonellalar gida kaynakli hastalik
ajanlar1 arasindadirlar. Bu durumun, yumurta ve tavuk tiiketimiyle paralel artis gostermesini
kanitlamaktadir. Bu paralel artis igerisinde S. Infantis 2007 yilindan itibaren diger serotipler
arasindan siyrilmistir. Yetistiricilikte ve daha sonrasinda iiriiniin islenmesi sirasinda hijyenik
sartlara uyulmayisi, etkin bir izleme programinin izlenmemesi, alinan gegici ¢ézliimler ve
coklu antibiyotik direngteki artis kanatlhilardaki Salmonella infeksiyonlarinin kontroliinii

giiclestirmektedir.

S. Infantis’in etkin bir sekilde izlenebilmesi igin gerekli olan laboratuvar teshis
yontemleri igerinde izolasyon ve identifikasyon ISO 6579 metodu kullanilmaktadir. Bu
prosediir hem yogun isgiicii gerektirmekte hem de ¢ok zaman almaktadir. Ayni zamanda
ornek iginde diisiik diizeyde Salmonella bulunmasiyla yanlis negatif sonuglarin elde edilme
riski de mevcuttur. Tavuk siiriilerinde S. Infantis’i en erken sekilde ortaya koyabilecek hizl
bir tan1 yonteminin ISO 6579 prosediiriiniin 6n zenginlestirme ve/veya zenginlestirme
basamaklarina uyarlanmasiyla olusturulmas: klinik vakalar i¢cin de faydali olacaktir. Bu
amagla, PCR tabanli testlerle hem hizli hem de basit bir alternatif yontem olusturmak

hedeflenmistir.

Tez konumun belirlenmesinde bana yol gosteren, yardim ve ilgilerini esirgemeyen
danisman hocam Prof. Dr. Baris SAREYYUPOGLU basta olmak iizere Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. K. Serdar DIKER ve dgretim iiyeleri Prof. Dr. Miijgan
IZGUR, Prof. Dr. Hakan YARDIMCI, Prof. Dr. Mehmet AKAN ve Yard. Dog. Dr. H.Kaan
MUSTAK ’a, tiim doktora ve yiikseklisans yapan arkadaslarima, Tez izleme Komitesi iiyesi
Dog. Dr. Muammer GONCUOGLU’na, annem Fatma SAHAN, babam Halil SAHAN,
kardesim Ozgiir SAHAN’a ve degerli esim Emrah YAPICIER’e yamimda olduklari ve
desteklerini esirgemedikleri i¢in ¢ok tesekkiir ediyorum.
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1. GIRIS

Sogukkanli hayvanlardan insana kadar ¢ok genis bir konakgi cesitliligi gosteren
Salmonella serotipleri, diinyada en yaygin gida kékenli hastalik etkenleridir. Baz1 serotipler
konake1 spesifik 6zellik gostermekle birlikte biiylik ¢ogunlugu ¢apraz infeksiyonlara neden
olmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay: tiim sicakkanli hayvan orijinli Salmonella serotipleri
insan i¢in potansiyel patojen olarak tanimlanmaktadir (Baird-Parker, 1990; Grimont ve ark.,
2007).

Enterobacteriacea ailesi iiyesi olan Salmonella cinsi; Gram negatif comaktir. Medikal
olarak onemli bakterilerin en heterojen koleksiyonuna sahiptir (Murray ve ark., 2003; Yan
ve ark., 2003). Salmonellalar toprak, su ve diinyadaki bitki ortiistinde ve siklikla insan ve
hayvanlarin bagirsak florasinda bulunabilmektedir. Salmonellalar spor olusturmayan,

cogunlukla hareketli ve fakiiltatif anaerobturlar (Yan ve ark., 2003).

1940’11 yillardan sonra spesifik konakgisi olmayan Salmonella serovarlarinin insan
ve hayvanlardan izolasyonu hizla bir artmakta ve bu serovarlar gen¢ yastaki tavuklarda
onemli kayiplara neden olmaktadir. Paratifoid salmonellalar gida kaynakli hastalik ajanlart
arasinda ensik goriileni olup diinya ¢apinda yaygindir, Diinya Saglik Orgiitii (World Health
Organisation, WHO)’niin raporuna goére, Amerika, Avrupa ve Afrika’daki saglik ajanslari
yumurta ve tavuk tiikketimine bagli hastaliklarda benzer bir artis oldugunu bildirmislerdir

(Baird-Parker, 1990; 1SO 6579, 2002; Izgiir, 2006).

Salmonella’nin dogal habitati, konak spesifitesi ve klinik olarak ortaya g¢ikan
hastalik tablolarinin temel alindig ii¢ kategoriye ayrilmaktadir: birinci kategoride insanlarda
tifo ve paratifoya sebep olan Salmonella Typi ve Salmonella Paratyphi A, B ve C, ikinci
kategoride, ciddi sekilde hayvanlara adapte olmus paratifo etkenlerinden Salmonella Dublin
(sigirlar), Salmonella Cholerasuis (domuzlar), Salmonella Pullorum ve Salmonella
Gallinarum (kanatlilar), {iglincii kategoride ise hem insanlart hem hayvanlar infekte eden

diinya genelinde gida kaynakli hastaliklardan sorumlu, zoonotik 6énemi olan salmonellalar



bulunmaktadir (Gantois ve ark., 2009).

Salmonella cinsine ait ilk bakteri 19. yiizyilda tanmimlanmstir. Salmonella Typhi
patojen olarak ilk defa 1880 yilinda insanlarin lenf nodulii ve dalaginda bulunmustur.
Bununla birlikte ilk izolasyonu ve morfolojik olarak ilk tanimlamayir Gaffky 1884’de
yapmustir (Le Minor, 1992). Amerikali bakteriyolojist D. E. Salmon ve Smith tarafindan
1885 yilinda ilk defa domuz bagirsagindan Bacterium Suispestifer olarak adlandirilan basil
izole edilmistir. Daha sonra Salmonella Cholerasuis olarak adi degistirilmistir. 1888 yilinda
Gaetner Salmonella Enteritidis’i, 1889 yilinda Klein yetiskin kuslarda kanatli tifosunu ve
1892 yilinda Loefer Salmonella Typhimurium’u raporlamiglardir. Jones (1913),
agglutinasyon testlerini kullanarak Salmonella Pullorumu’u identifiye etmistir (Le Minor,
1992).

1.1. Salmonella Nomenklatiir

Veteriner bilim adami Danial E. Salmon 1885 yilinda ilk Salmonella bakterisini bulmasinin
ardindan bilim adamlar1 Salmonella homenklatiirii i¢in birgok farkli sitem kullanmuslardir
(Yan ve ark., 2003). Salmonella nomenklatiiriiniin birérnek olmasi i¢in bilimadamlari,
saglik calisanlar1 ve halk arasinda bir iletisim olmasi gerektigini savunmuslardir. Cilinkii
bircok nomeklatiir sisteminin Salmonella cinsini tutarsiz bir sekilde tiirlere, alttiirlere,
altcinslere, gruplara, altgruplara ve serotiplere (serovarlari) bolmiis ve bu da karisikhiga

sebep olmustur (Brenner et al., 2000).

Salmonella cinsi 1925 yilinda klasifiye edilmeye baslamis ve kullanilan yontem
serolojik metotlar olmustur. Salmonella Typhimurium, Loeffler (1892) ve Salmonella
Paratyphi, Schottimuller (1899) tarafindan bulunmus ve Salmonella cinsine eklenmistir.
Uluslararas1 Sistematik Bakteriyoloji Enterobacteriaceae Alt Komitesi (Subcommitte of
Enterobacteriaceae of the International Committee on Systematic Bacteriology) 1986 yilinda

XIV. Uluslararas1 Mikrobiyoloji Kongresi’nde toplanarak, 1952 yilinda Kauffmann ve



Edwards tarafindan teklif edilen Salmonella enterica tiir isminin kullanilmasini énermistir.
1987 yilinda WHO Isbirligi Merkezi (Collabrating Centre)’nden Le Minor ve Popoff
Sistematik Bakteriyoloji Uluslararas1 Komitesi’nin Adalet Komisyonu’na ‘Bir Goriis
Onerisi’ni resmi olarak sundular. Aym yil Salmonellalarin 7 altcinsinin, alttiir olarak
adlandirilmasini onerdiler. Altcins III, IIla ve IIIb olmak {izere hem genomik yakinliklar
hem de biyokimyasal 6zelliklerine gore ayrildi. Alttiir IIla (S. enterica subsp. arizonae)
monofazik Arizona serotipini ve alttiir IIIb (S. enterica subsp. diarizonae) difazik serotipleri
icermektedir. Tiim Arizona serotipleri 1979 yilinda Rohde tarafindan Kauffmann-White
semasina eklenmistir. Bu Oneri 1986 yilinda CDC ve Ewing tarafindan kabul gorerek
Edward ve Ewing’in Enterobactericeae Identifikasyonu’nun 4. baskisinda ve diger
kaynaklarda yaymlanmigtir. Popoff ve ark. (1996) Salmonella genusu i¢in yaptiklart
klasifikasyonuna gore salmonellalar1 iki tire aywrmuglardir: Salmonella enterica ve
Salmonella bongori. DNA-DNA hibridizasyonuna gére S. bongori ayri bir tiirdiir. Bu son
siiflandirma Bergey’s Manual’de yerini almistir ve tiim Salmonella serovarlari bu iki tiiriin
icine girmistir. Salmonella bongori, en fazla 10 farkli serotipe sahiptir. Salmonella enterica
ise fenotipik ve genotipik olarak 6 alttiire ayrilmigtir. Bunlar; enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae ve indica’dir. Oncelikli olarak 6zellikle amino asit ve karbonhidrat
metabolizmasini igeren biyokimyasal testlerle ayrimlari yapilabilmektedir (Forshell ve ark.,
2006). Tirler ve alttiirleri takiben Salmonella enterica subsp. enterica (I), 1547; Salmonella
enterica subsp. salamae (Il), 513; Salmonella enterica subsp. arizonae (llla), 100;
Salmonella enterica subsp. diarizonae (I11b), 341; Salmonella enterica subsp. houtenae (1V),
73; Salmonella enterica subsp. indica (VI), 13 serovara sahiptir (ISO 6579, 2002).
Insanlarda Salmonella kaynakli hastaliklarda sadece 200 adet serovar siklikla
gbzlenmektedir (Baird-Parker, 1990). Salmonella enterica subsp. salamae, arizonae ve
diarizonae reptil ve sogukkanli hayvanlarin bagirsaklarinda bulunmakla birlkte arizonae
hindi ve koyunlarda problem olusturabilmektedir (Ewing, 1986). Salmonella enterica subsp.
houtenae ve Salmonella bongori ¢evrede rastlanir ve tipik olarak insanlarda patojendir.
Salmonella subterranean ticiincii tiir olarak diisiiniilmiistiir fakat DNA temelli ¢alismalarda
Salmonella genusuna ait olup olmadigi tam olarak belirlenememistir (Grimont ve ark.,

2007). Sozii edilen tir/alttiir ve serotipler ¢izelge 1.1°de verilmistir.

Antijenik klasifikasyonu yapilan salmonellalar White-Kauffmann-Le Minor
(Kauffmann-White) semasinda yer almaktadir. Identifiye edilen yeni serovarlar WHO nun

Paris’te Pastor Enstitiisii’nde bulunan “Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Salmonella Arastirma



ve Referans Isbirligi Merkezi (WHO Collaborating Centre)” tarafindan bu semaya eklenip
giincellestirilmektedir. Bu yeni serovarlar Kauffman-White semasinda giincellenerek

listelenmektedir (Brenner ve ark., 2000).

Cizelge 1.1. Salmonella serovarlarinin yillara gore sayilar

Tiirler/allttlirler Yillar
1998 2001 2007
Serovar Sayilar
Salmonella enterica 2443 2502 2587
subsp. enterica 1454 1492 1547
subsp. salamae 489 500 513
subsp. arizonae 94 95 100
subsp. diarizonae 324 331 34
subsp. houtane 70 71 73
subsp. indica 12 13 13
Salmonella bongori 20 21 23
Toplam serovarlart 2463 2523 2610

(' Salmonella cinsi)

1. Supplement 1998(Popoff ve ark., 2000)
2. Supplement 2001(Popoff ve ark., 2003)

1.2. Salmonella Bakterisinin Yapisal Ozellikleri

Enterobacteriacea ailesi iiyesi olan Salmonella cinsi; Gram-negatif, fakiiltatif
anaerob, katalaz enzim sistemine sahip, ¢comak morfolojisinde (0.7-1.5 X 2-5 pum) ve
genellikle peritrik flagella ile hareket edebilen bakterileri igermektedir. Ancak Salmonella
Pullorum ve Salmonella Gallinarum gibi baz1 serotipler ise hareketsizdir (Akan, 2008, Aydin
ve ark.,2008; Izgiir, 2002; izgiir, 2006). Salmonella Pullorum’un &zel besiyeri kosullarinda

hareketli oldugu, hareketli Salmonella Pullorum kiiltiirlerinin elektron mikrografisinde



hiicreden ¢ikan flagellay1 andiran uzun fibréz c¢ikintilarmin goriildiigii ve bu c¢ikintilarin
Salmonella 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 (Grimont, 1993).

—— Flagella (H antigen)
- Capsule (K or Vi antigen)

— Lipopolysaccharide (LPS) or
endotoxin

Common antigen

Outer membrane
Periplasmic space
Lipoprotein
Peptidoglycan

— Inner membrane

Cytoplasm

— O polysacchande
é— Polysaccharide core (common antigen)
Lipid A (endotoxin)

Sekil 1.1. Enterobactericae ailesine ait Salmonella bakterisinin antijenik yapilari

Metilen mavisi, karbol fuksin gibi boyalarla kolaylikla boyanabilme o6zelligine
sahiptirler (Holt ve ark., 1994). Genel olarak kati besiyerinde 1-2 mm ¢apinda, diizgiin
kenarli, yuvarlak, hafif kubbeli ve parlak koloniler olustururlar. Smooth kolonilerin sivi
kiiltiirleri buyyonda homojen bir sekilde hafif bulaniklik meydana getirerek iirerler. Rough
kolonilerin s1vi1 kiiltiirlerinde yogun graniiler sediment ve iist kisimda berrak siipernatant sivi
meydana gelir. Salmonellalarin optimal tireme dereceleri 37 °C olmasina ragmen, ilireme 1s1

sinirlar oldukga genistir. En uygun pH 7,4’te tirerler. Hidrojen Siilfiir (H2S) pozitif, laktoz

negatiftirler. Vogues Proskauer (VVP), indol, oksidaz testleri negatif olup, metil red (MR) ve
katalaz pozitiftirler. Jelatini eritirler, nitratlar nitrite indirgerler ve fakiiltatif anaerobiktirler.
Sitrat, lizin (LDC) ve ornitin dekarboksilaz (ODC) genellikle pozitiftir. Salmonella
etkenlerinin tiimii tireaz enzimine sahip olmadiklart i¢in tireyi ayrigtiramazlar (Holt ve ark.,
1994, 1zg1'ir, 2002; 1zgﬂr, 2006). Dulsitol, mukat, sorbitol, ksiloz, arabinaz, ramnoz, mannoz,
mannitol, maltoz, trehaloz, inositol ve melibiozu asit olusturarak fermente ederler. Adonitol,

laktoz, salisin, sukroz, rafinoz, sellobioz ve galakturonat fermente etmezler (Le Minor ve



Popoff, 1987). Salmonellalar genellikle laktozu kullanmazlar, fakat Arizona gurubunun ¢ogu
laktozu yavas ya da hizli olarak fermente eder. Salmonellalarin biiyiik ¢ogunlugu gaz
olustururlar yani aerojeniktirler. Ancak Salmonella Typhi ve Salmonella Gallinarum gaz
olusturmazlar sadece asit olustururlar. Salmonella Typhi ve Salmonella Paratyphi A’nin
digndaki Salmonella serovarlari sitrat pozitiftirler. Salmonella Paratyphi A ve Salmonella

Choleraesuis’in bazi suslar hari¢ salmonellalar H»S iiretmektedirler. Salmonella Paratyphi A

digindaki salmonellalarin ¢ogu igin LDC reaksiyonu pozitiftir. Salmonella Typhi ve
Salmonella Gallinarum’un ODC reaksiyonu negatif olmasina karsin diger salmonellalar
genellikle ODC pozitiftir (Holt ve ark., 1994; OIE 2012).

Salmonellanin ortak 3 kompartmani bulunmaktadir. Ik kompartman sitozol; genetik
replikasyon ve protein ekspresyonunun gergeklestigi yerdir. Ikinci kompartman hiicre
duvarini igerir; patojenitenin kritik yapis1 ve fonksiyonunu igerir. Diger kompartman ise
yiizey yapilar hiicre zarfinin digina yayilmis ylizey yapilandir (kapsiiller; K antijenleri,

flagella; H antijeni) ve sekil 1.1.’de gosterilmistir (Murray ve ark., 2002).

1.2.1. Salmonella Serotip Antijenleri

O antijenleri (polisakkarit de denir) karbonhidrat yapisindadir ve lipopolisakkarit
(LPS) komponentini olusturmaktadir. O altiinitesinin polimeridir; her O altiinitesinin
varyasyonu karbonhidrat iceriginin ve altiiniteyi olusturan Kkarbonhidratlar arasindaki ve O
antijen polimerlerin formunu olusturan kovalent baglarin yapisindan kaynakli olarak
farkliliklar gériilmektedir. O antijenleri sayilarla dizayn edilmistir ve serogruplara ayrilir.
Serogruplara ‘O’grubu adi verilmektedir. O gruplarinin ¢ogu harflerle dizayn edilmistir
(6rnegin, S. Typhimurium Grup B ile ifade edilen Grup O: 4’e aittir, S. Enteritidis Grup D1
ile ifade edilen Grup O: 9’a aittir.) Salmonella O gruplarina ait birden fazla O antijeni
bulunabilir ve bu gruba ait tiim serotiplerde de vardir. Coklu O faktorleri ardisik olarak

listelenmisitr ve virgiille ayrilmaktadir.



H antijenleri bakteriyal flagellanin filament6z parcasidir. Flagellin adi verilen protein
altlinitelerinden meydana gelmistir. Flagellinin sonu siirlanmistir ve karakteristik yapinin
flamentlerinin olugturmaktadir. Antijenik olarak degisken olan pargasi flagellinin yiizeyde
bulunmaktadir. Salmonella serotipleri i¢in iki farkli H antijeni eksprese edilebilir ve iki farkli
gen tarafindan kodlanir. Iki genin ekspresyonu koordinelidir bdylelikle sadece bir flagellar
antijen tek bir bakteride ayn1 zamanda eksprese olmaktadir. Birbirinden ayri flagellar
antijenler Faz 1 ve Faz 2 olarak adlandirilmigtir. Monofazik izolatlar tek bir flagellinin
eksprese olmus halidir. Baz1 serotiplerde (6rnegin; S. Enteritidis, S. Typhi, ¢ogu Illa ve IV
alttiir serotiplerinde) veya Faz 1 veya Faz 2 antijenini kodlayan genin kaybedilmesi veya
inaktivasyonu sonucunda sekillenmektedir. Bazi Salmonella serotiplerinde H antijenleri
coklu faz faktorleri igerdiklerinde virgiille ile ayrilirlar (6rnegin; ikinci faz antijeni bulunan

S. Typhimurium gibi).

Kauffmann-White Semasi’nda tiim serotipler formiille ifade edilirler. Semanin ilk
stitunu S. enterica subsp. enterica serovarlarin adlarini igerir, sekil 1.2 ’de gosterilmistir
(6rnegin; Enteritidis, Hadar, Infantis, Typhimurium, v.s.). Salmonella enterica’nin alttiirleri
ise Romen rakamlariyla ifade edilir (6rnegin, S.enterica subsp. salamae; Il, S. enterica

subsp. arizonae ; llla, v.s.) (Popof 1998).

Serovar ad: () antijeni Faz | H Faz 2 H
: antijeni : antijeni
Infantis 6,714 r 1,5
bosluk

Sekil 1.2. S. Infantis’in Kauffmann-White Semasi’na gore formiilii

O ve H faktorlerinin varligi degiskenlik gosterebilir. Bu tarz durumlarda bakteriyofaj
tarafindan kodlaniyorsa serotip formiiliinde alt1 ¢izili olarak bulunur (6rnegin, 1) veya antijen
degisken olarak bulunuyorsa kare parantez igerisine alinarak gosterilir (6rnegin, [5]). Zayif
antijenik yapiyla temsil ediliyorsa parantez ig¢ine alinmis halde gosterilir (6rnegin, (k)). H

antijeninin bulunmadig1 serotipler eksi (‘-’) ile ifade edilir (6rnegin, S. Enteritidis;



1,9,12:g,m:- ). Serotipler nadiren de olsa 3. H antijenini de eksprese edebilirler, bu gibi
durumlarda Faz 2 H antijenini takiben ifade edilir (6rnegin, S. 1l; 13,23: b: (1,5): z4,).

1.3. Epidemiyoloji

1.3.1. Salmonella’nmn Konak Arahgi

Salmonella serovarlar1 konak prevalansi ve neden olduklar1 klinik tablolara bagl
olarak 3 gruba ayrilmaktadir (Malorny ve ark., 2004). Asemptomatik durumlardan ciddi
hastalik tablolarina kadar klink bulgulari farklilik gostermektedir (Jones ve ark., 2008). Ilk
gruptaki serovalar konak bagiml olarak bilinir, iliskili tiirlerde sinirli sistemik hastaliklara
sebep olur. En bilinen temsilcisi insan ve bazi primatlarda Tifo hastaliga sebep olan S.
enterica serovar Typhi’dir. S. enterica serovar Gallinarum, kanatliya adapte olmustur ve
kanatl tifosunun sebebidir. Ikinci gruptaki konak bagimli serovarlar spesifik hayvanlarda
sistemik hastaliklara sebep olmakta, fakat nadiren de diger memelileri infekte etmektedir
(Kingsley ve Biumler, 2000). Ornegin, S. enterica serovar Choleraesuis domuzlarda
sistemik paratifoid hastaliklara sebep olur ancak seyrek olarak da insanlar1 etkilemektedir.
Benzer olarak, S. enterica serovar Dublin sigirlarla iliskilidir ve sistemik hastalik olusturur
fakat invaziv insan infeksiyonlari nadir de olsa bildirilmistir (Wollin, 2007). Diger gruplarin
tersine iciincii gruptaki serovarlar kanatli ve memeli konaklarinda genis capli hastaliga
sebep olmaktadirlar. Bu grubun en bilinen serovarlar1 S. enterica serovar Typhimurium ve
serovar Enteritidis’tir. Kulugkadan yeni ¢ikmis civecivlerde S. enterica serovarlari Enteritidis
ve Typhimurium gastroenteritlere sebep olmaktadirlar, fakat ileri yastaki tavuklarda
asemptomatik tastyici olmaktadirlar. Immun sistemi yeterli olan insanlarda sinirh bir diyare
goriilmektedir ancak immun yetmezligi olan insanlar yiiksek mortaliteyle seyreden sistemik
hastaliga yakalanirlar (Kingsley ve ark., 2009; Dougan ve ark., 2011). Serovarin patojenite
genleriyle konak adaptasyonu kuslarin, memelilerin veya soguk kanli omurgalilarin immun
sisteminin spesifik orgaizasyonuyla engellenir (Bdumler ve ark., 1998; Kingsley ve Baumler,
2002).



1.4. Salmonellozis

Salmonellalar diinya ¢apinda yaygin olup insan, hayvan ve ¢evrede farkli sikliklarda
goriilmektedir. Hayvanlardan insanlara veya insanlardan hayvanlara bulagsma gosterdigi i¢in
zoonotiktir. Etkenin dogal habitati genellikle bagirsaktir. Hayvanlardan insanlara ¢ogunlukla
kontamine hayvansal (0zellikle kanatli, domuzlar ve sigirlar) gidalar araciligiyla
bulagmaktadir (Thorns, 2000). Diger salmonella infeksiyonlari insandan insana, su kaynagi
araciligryla, cevresel veya hayvansal maruziyet bagli bulasma sebebiyle olmaktadir
(Bertrand ve ark., 2008). Pet hayvanlar ozellikle siiringenler salmonella rezervuari olarak

davranirlar ve direk veya indirek temasla infeksiyonu bulastirirlar (Bertrand ve ark., 2008).

Salmonella’nin hastalik olusturabilmesi igin susun infeksiyon dozu ve ozellikleri,
konagin bagisiklik durumu, yasinin uygun olmasi gerekmektedir. Caligmalarda hastalik
olusumu igin gerekli en diisiik dozun 1x10° cfu kadar oldugu belirlenmistir (Hornick ve ark.,
1970).

S. enterica subsp. enterica insan ve hayvanlardaki Salmonella infeksiyonlarinin
yaklasik 99%’undan sorumludur Avrupa’da, 2010 yilinda 99,020 Salmonellozis vakasi rapor
edilmistir. European Food Safety Authority (EFSA) ve European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC), 2012 rakamlarinin 2006-2010 yillar1 arasindaki vaka
sayilar1 istatistiksel olarak kiyaslandiginda hastaligin sikhigmin diistis gosterdigini
bildirmistir. Avrupa llkelerinde o6zellikle Almanya’da 1990’larin ortasinda, 2006-2007
yillart disinda bu serotipin sebep oldugu vaka sayilarmin diistiigi bildirilmistir. 2010 yilinda
25,307 insan Salmonella vakasi bildirilmesine ragmen 2009 verileriyle kiyaslandiginda
%19’luk bir azalmanin oldugu tespit edilmistir. Almanya‘daki 100,000°lik populasyonda
prevelans1 % 30.9 olarak tespit edilmis ve son bes yil ortalamasiin altinda bulunmustur.
Buna ragmen 2010 yilinda tim Salmonella infeksiyonlarinin %47 nin sebebi hala S. enterica
serovar Enteritidis’tir. Bu vakalarda yumurta ve yumurtadan iretilen gidalar sorumlu
olmustur. Yeterli 1s1l islem gérmemis ¢ig yumurta igerigi olan gidalar da ikinci en yiiksek (%
14.4) Salmonella infeksiyon kaynagi olmustur (EFSA ve ECDC, 2012). ikinci en sik

goriilen serovar %41 oranla S. enterica serovar Typhimurium (monofazik Typhimurium da



dahil (2009: 33%). Relatif olarak S. enterica serovar Enteritidis vakalarmin diigmesi
monofazik S. enterica serovar Typhimurium (4,[5],12:i:-) vakalarimin artmasini
desteklemistir. Insanlarda monofazik varyant S. enterica serovar Typhimurium (0.1%
1999°da %0.1°den 2011 yilinda %24.9) arttigin1 rapor etmislerdir (Toboldt ve ark., 2013).
Avrupa’daki Salmonella infeksiyonlarinin %25.3’linii diger non-tifoidal serovarlar basta S.
enterica serovar Infantis (1.8%), Newport (%0.9), Kentucky (%0.8), Virchow ve Derby
(herbiri %0.7), Mbandaka ve Agona (herbiri 0.5%) olusturmaktadir (EFSA ve ECDC, 2012;
Hendriksen ve ark., 2011). Buna ragmen bolgesel serovarlarin goriillme sikligiyla ilgili de
farkliliklar olmaktadir. Ornegin S. enterica serovar Heidelberg Kuzey Amerika’da ilk dortte,
Avrupa’da ilk dokuzda, Latin Amerika’da ilk ondokuzda, Afrika ve Asya bolgelerinde en sik

goriilen yirmi serovar igerisinde bulunmaktadir.

1.4.1. Salmonella’nin Evcil Hayvanlardaki Durumu

Hayvanlar Salmonella’nin  asemptomatik tasiyicist olabilirler ve bakteriyi
bagirsaklarinda tasirlar. Uzun sireler diskilariyla ¢ok miktarda etkeni sagabilirler.
Salmonella’y1 kontrol ederken insan gida zincirine Salmonella bulagmasini engellemek
gerekmektedir. Genellikle, gelismis iilkelerde patojenin ve serovarlarin prevelansi diizenli
olarak kontrol edilir ve bunu iizerine kontrol 6nlemleri alinir. Evcil hayvalarda Salmonella
infekte bireylerden vertikal yolla bulasabilecegi gibi horizontal olarak diski, gida, kemirici
ve kuslar aracihigiyla da bulagsma olabilmektedir (Davies ve ark, 2004; Vandeplas ve ark.,
2010). Evcil hayvanlarda hastaligin goriilme sikligi bakim-besleme, hijyen kurallar1 ve
havalandirmayla yakindan iligkilidir. Salmonella insidensi kuzey iilkelerde daha soguk iklim
sartlarindan dolay1 daha az goriilmektedir. Salmonella vakalart mevsimsel degisimlerde
ozellikle yaz ve ilkbaharda artis gostermesine ragmen kis aylarinda azalmaktadir (EFSA
2011). Kontamine hayvan yemi ve vahsi hayvanlar ¢iftlik hayvanlarina hastaligin girisi i¢in
onemli bir kaynaktir (Skov ve ark., 2008). Bunun disinda bir diger kontaminasyon sebebi ise

hayvanlarin kesim siiregleridir (Bolton ve ark., 2003).
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Kanatli hayvanlar bir ¢ok serovarla infekte olabilirler. Konak spesifik S. enterica
serovar Gallinarum ve Pullorum kanatlilarda bir¢ok sistemik hastaliga (sirasiyla kanatl
Tifosu ve Pullorum) sebep olmaktadir (Barrow ve Freitas Neto, 2011). Yirminci yiizyilin
ortalarinda asilama programlariyla Kuzey Amerika ve Avrupa’da eradikasyonu saglanmistir
(Barrow ve ark., 2012). 1980’lerin ortasina kadar S. enterica serovar Enteritidis siklikla
tavuklarda goriilen serovardi, diinyanin birgok kisminda ekolojik S. enterica serovar
Gallinarum ve Pullorum asilamasindan kaynakli olarak ekolojik boslugu doldurmaktaydi
(Biumler ve ark., 2000; Ward ve ark., 2000) S. enterica serovar Enteritidis 6nemli halk
sagligi problemi haline gelmistir (EFSA, 2012). Asilama programlarina ragmen diinyanin
birgok yerinde yayillmaya devam etmektedir (Hendriksen ve ark., 2011). Avrupa’da,
Salmonella prevalansi iizerine yapilan sorvey calismalarinda %30.7 ticari yumurtact
tavuklarda, % 23.7 broylerlerde etken (EFSA, 2007a; EFSA, 2007b) belirlenmistir. Siklikla
S. Enteritidis bunu takiben de S. Infantis dominant olarak tespit edilmistir. Buna ragmen
prevelans ve dominant serovarlarin varyasyonlari Avrupa filkeleri arasinda farklilik
gostermektedir. Ornegin, S. Enteritidis yumurtacilarda 0%-79.5%. arasinda bir varliga
sahiptir. Almanya’da prevalans diger Avrupa Birligi tlkelerinden genellikle biraz daha
asagidadir. Almanya’daki yumurtacilarda dominant serovarlari Avrupa ortalamasindan
farklidir. Broylerlerde ve karkaslarda monofazik serogrup B serovarlari (4,12:d:-) sirasiyla
%30.7 ve %27.6 prevalansindadir. Bu serovarlar Danimarka ve Ingiltere’de sirastyla %,15.2,
%2.8 oraninda izole edilmektedir. Almanya ulusal zoonozlar izleme programlarini takiben
2003/99/EC (Anonymous, 2003) Almanya’da Salmonella prevalansi yumurtacilarda,
broylerlerde ve hindilerde sirasiyla %6.1, %6.8 ve %2.0 ve toz 6rneklerinde %3.6, %7.4 ve
% 1.1 fekal 6rneklerde goriilmektedir (Malorny ve ark.,2004)

1. 4. 2. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis’in Salmonellozis’teki Onemi

Insanlarda Salmonellozis’in ana kaynaklarindan biri kiimes hayvanlar1 ve
iriinlerinin titketimidir. Diger et tirlinleri ve gidalar yaninda, kanath iiretiminde en yaygin
rastlanilan serotiplerden biri S. Infantis’dir. Insan ve sigir Salmonellozis’ine neden olan bu

serotip, Kauffman-White semasinda O antijenleri bakimindan Cq, Faz 1 H antijenleri

bakimindan “r” ve Faz 2 H antijenleri bakimindan “1.5” olarak tanimlanmistir (Popoff ve

ark., 1998; Popoff ve ark., 2004). Halen S. Typhimurium ve S. Enteritidis insanda
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Salmonellozis’e yol agan en yaygin serotiplerdir. Ancak son yirmi yilda 6zellikle gelismis ya
da gelismekte olan iilkelerde yiiriitiillen ¢alismalarda bu iki serotipin baskinliginin giderek
azaldig1 ve S. Infantis basta olmak tizere, bagka serotiplerin sikliginin arttig1 tespit edilmistir
(Zhao ve ark., 2003; Asai ve ark., 2007, Lublin ve ark., 2015). ilk S. Infantis kokenli salgin
1971 yilinda Finlandiya’da meydana gelmis ve bu salginin kaynaginin broyler iiretimi
oldugu saptanmistir. Biiylikbas hayvan ciftliklerinde ise 1992 yilinda ayni serotipin yol agtig1
salginlar belirlenmistir. S. Infantis kdkenli diger bir salgin 1993 yili agustos ayinda
Danimarka’da meydana gelmistir ve bu salginda 500 kisi tedavi gérmiistiir. Salgin iizerinde
yiiriitilen epidemiyolojik calismalarda, domuz etlerinden kaynaklandigr saptanmistir

(Wegener ve Baggesen 1996).

Insanlardaki S. Infantis salgimlarinin 6ncelikli rezervuari olarak hayvanlar dzellikle
de kanath popiilasyonu gelmektedir. Bunun {izerine Avrupa’da European Food Safety
Authority (EFSA) tarafindan yapilan tarama caligmalarinda S. Enteritidis ve S. Infantis
serotiplerinin broyler ciftliklerinden kaynak aldigi ortaya konulmustur. En yiiksek oranla
Macaristan (%87), bunu Polonya (%19) ve Cek Cumhuriyeti (%13) takip etmistir (EFSA
2007a; 2007b). Almanya’da ise broyler siiriilerinde S. Infantis oraninin %8.9 oldugu ortaya
konmustur. EFSA’nin yaptigi diger calismada S. Infantis (EFSA 2007c), broyler
karkaslarinda Slovenya (%55) ve Avustralya (%44)’da en o6nemli serovar olarak
belirlenmistir. S. Infantis’in broyler siiriilerinde goriilme siklig1 yalnizca Macaristan’da degil
Ingiltere, Kanada, Amerika Birlesik Devletleri ve ¢ok sayida Afrika iilkesinde Japonya,
Izlanda, Fransa, Hollanda, USA, Tiirkiye, Suudi Arabistan ve Cezayir gibi iilkelerde de

tanimlanmustir (Raseta ve ark., 2015).

S. Infantis’in Salmonella enfeksiyonlarinda etkinliginin hizli bir sekilde artmasi, tiim
ciftlik hayvanlarinda yaygin olarak bulunan bir serotip olmasi yaninda, ¢oklu ilag direnglilik
regililasyonunda igerdigi genetik elastisiteden kaynaklanmaktadir. Giiniimiizde tiim diinyada
coklu ilag direnglilik sistemlerinin tespit edildigi serotiplerin baginda S. Typhimurium ve S.
Infantis gelmektedir (Tiikel ve ark., 2007; Chessa ve ark., 2008b).
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1.5. Salmonella izolasyon ve Identifikasyon Yontemi

Salmonella izolasyon ve identifikasyonu uluslararasi kabul edilmis prosediir 1SO
6579:2002/Amd 1:2007, Ek D standartidir. ISO 6579 standartinin D eki Salmonella
spp.’lerin hayvan diski kokenli izolasyonunu ig¢ermektedir ve prosediirin selektif
zenginlestirme asamasinda Modifiye Rappaport Vassiliadis yar1 kat1 besiyerinde (MRSV)
kullanilmaktadir. MSRV hizli ve sensitif bir sekilde hareketli gida 6rneklerinden Salmonella
izolasyonu igin gelistirilmistir. Daha sonra, diski 6rneklerinden de hareketli Salmonella
izolasyonu i¢in de kullanimi uygun gorilmiistir (Malorny ve ark., 2004). Standardin
sensitivitesi 25 g ornekte 1 CFU Salmonella’nin tespitine dayanmaktadir (ISO, 2007). Bu
metod dort ardisik islemden olugmaktadir: (i) 225 ml selektif olmayan Tamponlanmis
Peptonlu Su (TPS) ile 25 g 6rnegin 18+ 2 saat 37°C £ 1°C’de 6n zenginlestirmesi (BPW),
(i) iki farkli besiyerinde zenginlestirme asamasi , ilk olarak Modifiye Rappaport Vassiliadis
yar1 kat1 besiyerinde (MRSV) 24 h + 3 h at 41.5°C £ 1°C ve ikinci Mueller Kauffmann
Tetrathionate-novobiocin broth (MKTTnB) 24 h = 3 h at 37°C + 1°C, (iii) selektif besiyerine
ekim asamasinda ise XLD ve XLT, agar 24 h + 3 h 37°C £ 1°C inkubasyona birakilmas,
(iv) agar tizerinde iireyen kolonilerin biyokimyasal ve serolojik konfirmasyonu yapilmasidir.

Prosediiriin tamami 4-6 is gliniinde tamamlanmaktadir ( 1SO, 2012).

1.6. Salmonella Tams1 i¢in Konvansiyonel PCR

PCR 1980’lerin ortasinda Karry Mullis tarafindan klinik ve gida mikrobiyoloik
orneklerinin tanist i¢in ¢ok Onemli bir teknik icat edilmis olan Gnemli bir tani teknigidir.
PCR gida patojenlerinin tespiti i¢in basarili ve iiretken bir ara¢ olmustur (Hoorfar ve ark.,
2004; Malorny ve ark., 2003). En o6nemlisi ise tani testleri i¢in internal amplifikasyon
kontrollerini(IAC) igermesidir. (Hoorfar ve ark., 2004). Bununla birlikte, kontaminasyon
riski, DNA polimeraz inhibitorleri varligi ya da farkli cihazlarin (6rnegin thermal cycler)
performansindaki varyasyonlarin teshis laboratuvarlar arasinda tekrarlanabilir sonuglar

saglayabilmesi zor olabilmektedir (Wilson, 1997).
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Salmonella DNA ‘simin spesifik ilk PCR tesbiti oriC genini hedefleyen ¢alisma
olmustur (Widjojoatmodjo ve ark., 1991). Bir yil sonra Rahn ve ark. (1992) yiiksek olgiide
korunmus Salmonella patojenite adast 1°de bulunan invA genini temel alan PCR ¢aligmasini
yayimlamigtir. Bu test 630 Salmonella ve 142 Salmonella olmayan ornekle test edilmistir.
Sadece S. enterica serovar Senftenberg ve Lichtfield 6rnekleri negatif bulunmustur. Ayrica
Salmonella serogruplarimin ayrimmi ortaya koymak igin biyosentezden sorumlu ayni
zamanda O-antijeninin tekrarlayan tinitesini kodlayan genleri iceren rfb gen kiimesini temel
alan PCR dizayn edilmistir (Lee ve ark., 1992; Luk ve ark., 1993). Bunun yaninda bir¢ok
farkli primer setleriyle Salmonella calismalari yapilmistir (Aabo ve ark., 1993; Kwang ve
ark., 1996; Cohen ve ark., 1996; Makino ve ark., 1 999; Sareyyiipoglu ve ark., 2008; Ziemer
ve Steadham, 2003). PCR metodunun yiiksek sensitivite ve spesifitesi ve hizli sonuca
ulasmasi avantajlar1 yoniinden gida, su ve gevresel orneklerden konvansiyonel Salmonella
teshisine alternatif olmaktadir. Bu nedenle Uluslaras1 Standardizasyon Orgiitii (International
Organization for Standardization, ISO) gida kaynakli patojenler i¢in PCR metodunu

Onermistir (Tomas ve ark., 2009).

PCR c¢aligmalarinin yaninda giliniimiizde hala 1SO 6579 Salmonella izolasyon ve
identifikasyon prosediirii altin standarttir. Tiim prosediiriin tamamlanmasi i¢in gecgen siire
yaklasik 11 giindiir ve yogun emek ve tecriibeli personel isteyen bu yontemi kisaltmak igin
diinyadaki birgok laboratuvar serotiplendirmeyi molekiiler metotlarla desteklemislerdir.
Yiiksek sensitivite, spesifite ve PCR tabanli metotlarin zamani kisaltmasindan dolay: tercih
edilen metotlar konvansiyonel PCR ve real-time PCR teknikleri olmustur (Makino ve ark.,
1999; Ellingson ve ark., 2004; Hein ve ark., 2006; Josefsen ve ark., 2007; Malorny ve ark.,
2004). Tam ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinda PCR tabanli testlerin rutin olarak
kullanilmasi i¢in basit, verimli, maliyeti disiik, hiz ve uygunluk durumlari agisindan yeterli

olmalidir (Sanchez, 2006; Mertes ve ark., 2010).

Bu tez calismasinda Salmonellozis vakalarinda etkinligi hizla artan broyler kaynakli
Salmonella Infantis serovarlariin izolasyon ve identifikasyon prosediirii olan ISO 6579’a

alternatif hizli bir PCR tabanli tam1 tekniginin olusturulmasi ve optimizasyonu amaglandi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Bakteri Suslari: Calismada kullamilan S. Infantis suslari, Ankara Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Kiiltiir Koleksiyonu’ndan saglandi.

2.1.2. Materyal: Teshis amaciyla Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Kanatli Teshis Laboratuvari'na bir broyler entegresinden gonderilen yem
ornekleri, Kkloakal svablar, drag svab oOrnekleri ve kesimhanelerde o6lii hayvanlardan
orneklenen sekal svablar ve bagirsak igeriklerinde Salmonella Infantis arastirildi. Tez
kapsaminda génderilen materyallerin alindig1 kiimeslerin sayilarina gore olusturulan gizelge

2.1°deki gibidir.

Cizelge 2.1. Materyal bazinda 6rneklenen kiimes ve kesimhane sayisi

Materyal ad1 IKlimes ve kesimhane Alinan materyal sayisi
sayisi

Altlhik 120 120

Sekal svap 28 240

Kloakal svap 40 200

Bagirsak igerigi 38 190

Yem 41 59

Toz 19 39
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2.1.3. 1SO 6579 2002: Appendix D Izolasyon Besiyerleri

Tamponlanmis Peptonlu Su

Icerik:
PO PtON. . 10,0¢g
Sodyum Klorir (NaCl)......o.vviiiiiiiiiiiei e e ea 509
Disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat (Na,HPO4.12H,0)............... 909¢
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POg)....o.ovvviiii 159
DASHILE SU. .ttt el 1 000 ml

Hazirlanisi:

o

Tiim icerik distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra 225 ml’lik erlenmayerlere paylastirildi.
121°C’de 15 dak. otoklavda sterilize edildi.
pH 25 °C ‘de 7,0 £ 0,2’¢ ayarlandi..

Modifiye Rappaport -Vassiliadis Semi Solid Medium(MRSV)

Icerik:

THIPIOZ et 464
Sodyum Klorlir (NaCl).......cciviiiiiiiiii e 7,39
Kazein hidrolizat............oooiniiiiiii e, 464
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2POg).....ovvvviiiiie, 159
Magnezyum KIOFit. .. ... 1099
Malagit yesil 0Kzalat...........covivriviiiiii e 0,049
N 274
NOVODIYOSIN. . ettt et ee 20 mg

Distile su
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Novobiyosin soliisyonu

NOVODLIYOSIN SOAYUM tUZU. . ...vieieiii et 10 mg
DISHHE SU. ...t 2ml
Hazirlanisi

e 31.6 g MRSV agar 1 litre distile suda ¢ozdiirtildii.

e Homojen karisim saglanana kadar kaynatildi.

e Otoklav yapilmaz. 50°C’ye sogutuldu ve 1 vial Novobiocin Supplement direk olarak
eklendi. Karigtirildi ve steril petrilere dokiildii.

e Bu besiyeri yarikati oldugundan petri ters ¢cevrilmeden kullanildi.

e pH 25 °C ‘de 5.2 ‘ye ayarland:.

Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin Broth (MKTTn)

Icerik:
Bt eRStrakte. ..ot 43¢
PO PtON. .. 8,649
Sodyum Klorlir (NaCl)......o.ovuiiiiii e e 2649
Kalsiyum karbonat (CaCO3).........ccvviririniiiiiieieeeeeees e 38,7¢
Sodyum tiosiilfat pentahidrat (Na2S203: 5H20)..........c..ccevvvene one 478 ¢
SafTa tUZU. ..ot e 478 g
Brillant green. ... ..o 9,6 mg
DISHLE SU. ..ttt e 1 000 ml

Hazirlamisi:

o Tiim igerik distile suda ¢ozdiiriildii ve 5 dak. kaynatildi.
e pH25°C ‘de 8,2 +0,2’¢ ayarland..
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Iyot ve Potasum Iyodin soliisyonu

L Ot e e ——————— 209

Potasyum iyodin (KI)...........ooviiiiiiii e e, 25¢

DISHIE SU. .. e ettt 100 ml
Hazirlanis:

¢ Novobiyosin sodyum tuzu distile suda ¢6zdiirtildii ve filtrasyon ile sterilize edildi.

Birlesim Besiyeri

BaaS . ittt 1000 ml

[yot-Potasyum iodine SOIiSYONU. ... ............vivueiieeiieeiieennnn, 100 ml

NOVODIYOSIN SOIISYONU. .. .uvieiitiieiiet i, 5ml
Hazirlanmis:

e Novobiyosin soliisyonu ve digerleriyle karistirildiktan sonra iyot soliisyonu eklendi.
e Tiim igerik karstirildiktan sonra vida kapakli tiiplere 10 ml olacak sekilde
paylastirildi.

18



Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD Agar)

Icerik:
Base
Maya €KSEraKtl. .. .oueee e 3040
Sodyum Klorlir (NaCl)......c.ovuiiniie e 509
KTz, ettt e 3,759
a0z, . oot 7549
SUKIOZ. ..ot 7549
L-1izin hidroKIlorid. . ....oooneeeieee e 5090
Sodyum tiyostlfat. .........o.oiuiiii e 6,89
Demir (III) amonyum asetat............ccooeiiiiiiiiniiiiiiiieieieiiiannnn. 08¢
Fenol KITMIZIST. .. .unee e 0,08 ¢
Sodyum deoksikolat............coooiiiiiiiii e, 10¢9
N 9,18¢
DS SU. . ettt 1000 mi

Hazirlanisi:

e Agar eriyinceye kadar kaynar su banyosunda tutuldu.

o Bu besiyeri otoklavlanmadan sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eriterek
yapildi. Asir1 1sitmadan kagimildi.

e pH's125 °C'de 7,4+0,2’e ayarlandi.
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Xylose Lactose Tergitol 4 Agar (XLT-4 Agar)

Icerik:
Base
(0 C=T0 Y28 3T o) o VA 169
Maya eKStraktl. ... ...ouuieiiiit i 3049
5572 3 o 509
KSTLOZ. . e e e e 3,759
a0z, . e 7549
SUKIOZ ..\t 754
Demir amonyUM SItrat..........o.ouiiiriniiiiii e 08¢
Sodyum tiyostilfat..........oooiiiiii 6,89
Sodyum KIorid. .....oeeei 5049
Fenolred. ....ooeee 0,08 g
L) () B 1000 ml
Tergitol Suplement
Tergitol supplement. ... ....coevviiiriiiiiii e, 4,6 ml
Hazirlanisi:

o Tergitol supplement XLT4 besiyerine eklendi.

e Agar eriyinceye kadar kaynar su banyosunda tutuldu.

e Besiyeri otoklavlanmadi. Sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eritirken
yapildi. Asir1 1sitmadan kaginildi.

e pH's1 25 °C'de 7,4+0,2 ¢ ayarlandi.
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2.1. 4.

Biyokimyasal Test Besiyerleri

Triple Sugar/ Iron Agar (TSI agar)

Icerik:
T T ) 5 3,040
Maya eKStraKtl. ...oeet it 3040
PePtON. .., 20,09
Sodyum Klortir (NaCl).........oiiiiiii e, 504
LK OZ. oot 10,09
SUKIOZ. ..ot s 10,0g
GIUKOZ. ... e 10g
Demir (II1) STErat. ......oiineie i aaaeas 03¢
Sodyum tiyostlfat. .........o.ovuiiii e 0349
Fenol KITmMIZISI. . ..unee e, 0,024 g
N 9,18¢
DSt SU. ..ottt 1000 ml
Hazirlans:
e Agar vida kapakli tiiplere 10 ml olacak sekilde paylastirilip 121°C’de 15 dak.
otoklavda sterilize edildi.
e Tiipiin dibindeki agar 2,5-5 cm olacak sekilde yatik vaziyette donduruldu.
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Ure Agar (Christensen)

Icerik:
Base
o] 07 ) 1049
GIUKOZ. ...t e e 1049
Sodyum Klorliir (NaCl)......c.ovviiiiiiii e 5040
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POg).....oovivviniiii e, 209
Fenol KITMIZISI. ... vttt e e e, 0,012 ¢
N . 9-18¢
DS SU. . .e ettt s 1000 ml
Hazirlanisi:

e Tiim bilesenler distile suda ¢ozdiiriildii ve 121°C’de 15 dak. otoklavda sterilize
edildi.
e pH25°C’de 6,8 +£0,2’¢ ayarlandi.

Ure soliisyonu

L P 400 ¢
DISHIE SUL .ttt 1000ml
Hazirlanisi:

e Ure distile suda ¢ozdiiriildii ve filtrasyon ile sterilize edildi.

Birlesim Besiyeri

BaS . .ttt 950 ml
Ure SOISYONU. . ...t e e 50 ml
Hazirlamis:

e Base sterilize edildikten sonra 44 °C - 47 °C’ye sogutuldu ve iire soliisyonu eklendi.

e Tiiplere 10 ml olacak sekilde paylastirildi; yatik vaziyette donduruldu.

22



L-Lizin Dekarboksilaz Besiyeri

Icerik:
L-Lizin monohidroKlorid..............cooviiiiiii e 5040
Maya eKStraktl. ....o.otitit e 309
GIUKOZ. ...t e e 1049
Bromkreozol purpur.........ccoiviiiiiiii 0,015 ¢
DS SU. ..ottt 1000 ml
Hazirlanisi:

e Besiyeri vida kapakli tiiplere 2-5 ml olacak sekide paylastirthip 121°C’de 15 dak.
otoklavda sterilize edildi.
e pH 25 °C’de 6,8 £0,2’¢ ayarlandi.

B-Galaktosidaz Test Besiyeri

icerik:
Tampon soliisyon
Sodyum dihidrojen fosfat(NaHPOg).......c.oovviiii i, 6,99
Sodyum hidroksit(10 mol/1)........ccoooieiiiii e 3mil
DISHHE SU. ...ttt 50 ml
ONPG soliisyonu
o-Nitrofenil B-D-galaktopiranozid (ONPG)............cccoovviiiiiieennnn. 0,08¢
DHSHILE SU. vttt 15 mi

Birlesim Besiyeri

Tampon SOIISYONU. ......oviitiet ettt e 5ml
ONPG SOIUSYONU. ...ttt ettt ettt et ee e, 15 mi
Hazirlanis:

e Tampon soliisyonu ONPG soliisyonuyla karistirildi.
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Voges Proskauer Besiyeri

Icerik:
PoPtON. .. 7040
GIUKOZ. ...t e 500
Dipotasyum hidrojen fosfat(K;HPOg)..ovvevieiiiii, 5040
DISHE SU. ..ottt 1000 mi
Hazirlanisi:

e Vida kapakl tiiplere 3 ml olacak sekilde paylastirilip 121°C’de 15 dak. otoklavda

sterilize edildi.

e pH25°C’de 6,9 = 0,2’¢ ayarlandi.

Voges Proskauer Ayiraglari

Kreatin soliisyonu (N-amidinosarcosine)

Kreatin monohidrat........co..uunnnn e 0549
DS SU. ..ottt 100 ml
Naftol etanol soliisyonu

L-NaftO]. o 69
Etanol( 96 20).....ouvriniiiie e 100 ml
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Tripton/Triptofan Besiyeri

icerik:
5510170 o VA 10¢g
Sodyum Klorlir (NaCl)......ooiriiiii e, 50
DL-Triptofan. . ... e 1lg
DISHLE SU. .ttt 1000 ml
Hazirlanisi:

e Vida kapakl tiiplere 5 ml olacak sekilde paylastirthip 121°C’de 15 dak. otoklavda
sterilize edildi.

e pH25°C’de 7,5 £0,2’¢ ayarlandi.

indol Test Ayirac
Kovaks
4-Dimetilaminobenzadehid. ... 5¢
HidroKIorik @sit ........c.ouineiriiii e 25 ml
2-Metilblitan-2-0l........oooii 75 ml
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2.1. 5. Serotiplendirmede Kullanilan Besiyerleri ve Antiserumlar

Fizyolojik Tuzlu su

Icerik:
Sodyum Klorlr (NaCI).....ouieiiii e 8,50
DISHLE SU. .ttt 1000 ml
Hazirlanisi:

e Distile suyun igerisinde sodyum kloriir ¢ézdiirtildii.
e 121°C’de 15 dak. otoklavda sterilize edildi.
e pH25°C ‘de 7,0 + 0,2’¢ ayarland:.

Nutrient Agar

icerik:
Bt eRStrakt. . .ooveee e 304¢
PoPtON. .. 509
N 9-18 g
DHSHILE SU. .ttt e 1000 ml

Hazirlans:

e Agar 121°C’de 15 dak. otoklavda sterilize edildi.
e pH25°C’de 7,0 £ 0,2’e ayarlandu.
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Craigie Tiipleri

Icerik:
Nutrient broth...........ooiiii e 25¢
N ) 2,759
DISHIE SU. .ttt e 1000 ml
Hazirlansi:

e Distile su icerisine bilesenler eklendi ve tamamen erimesi i¢in kaynatildi.

e Craigie tiipleri iceren test tiiplerine 4,5 ml besiyeri dagitildi. Besiyerinin miktari
craigie tiiptinii asmamasina dikkat edildi.

e 115°C’de 10 dak. otoklavda sterilize edilsi. pH 7,3 = 0,1’¢ ayarlansi.

e Maksimum oda 1sisinda 8 hafta muhafaza edildi.

Swarm Agar

Icerik:
Tripto-kazein Soya Buyyon(TSB)........ccoviviiiiiiiiiiiiiiinnn. 1000 ml
Sodyum desoksikKolat.........c.ovviiiiiriiiiii 0,39
AGAT. 5-9¢

Hazirlanisi:

e Tiim malzemeler TSB igerisinde karistirildiktan sonra 110°C’de 15 dak. sterilize
edildi. pH 25 °C’de 7,4 + 0,2 e ayarlandi.
e Besiyeri otoklavdan ¢iktiktan sonra 47-50 °C’ye sogutuldu ve 90 mm c¢apindaki

petrilere dagitildi. Yarikati olmasi sebebiyle ters ¢evrilmedi.

2.1.5. Antiserumlar: Calismada Salmonella O, H ve Faz inversiyon igin iki antiserum

markasi; Statens Serum Instute (Danimarka) ve Denka Seiken (Japonya) kullanild.
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2.1.6. Molekiiler Tanida Kullanilan Cihaz, Kimyasal ve Tampon Soliisyonlar

PCR Cihazi: Calismada Thermocycler T1 96 x 0,2 ml tiip, strip ve pleytleri alabilecek
sekilde dizayn edilmis (Biometra, Gottiengen) PCR makinasi kullanildi.

Pipetler: 0.5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 ul, 20-200 ul, 100-1000 wl (Finnpipette F1, Thermo
Scientific ,USA)’lik pipetler kullanildi.

Vortex: Fine Vortex (FinePCR, Kore) kullanildu.

Spektrofotometre: DNA o6lgiimleri igin NaNoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA)
kullanild.

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

Jel Elektroforez Unitesi: Gel elektroforez iinitesi 2,3 litre tampon soliisyon haznesi olan
(Thermo Owl A2 large Gel System, 20 x 25 cm, Thermo Scientific, USA) ve {initenin 2 adet
tepsisi (U.V. Transmissible (UVT) Gel Tray, Thermo Scientific, USA) kullanildi.

Jel Eletroforez Unitesinin Taraklar: A2-24D (Thermo Scientific, USA) tarak ile jel
tizerinde 1.5mm kalinlikta, 6.5 mm genislikte ve 7ul hacim alabilen 24 adet kuyucuk, A2-
36D (Thermo Scientific, USA) tarak ile 1,5 mm kalinliginda, 3.5 mm genislikte 4 pl hacim
alabilen 36 adet kuyucuk agildi.

Giic Kaynag: Uriinlerin gd¢ etmesi igin gii¢ kaynagi (Elite 300 Plus Power
Supply,Wealtec, USA) kullanildi. Jel elektroforez asamasi i¢in 500 A, 180 V, 60 dak
yiiriitme yapildi.
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10X TBE (Tris-borate-EDTA) 1 litre: Ticari olarak hazirlanmis hali (B52, Thermo

Scientific, USA) kullanildi.

1X TBE: 10X’lik TBE’den 1X’lik TBE hazirlandi. 50 ml 10X TBE, 950 ml ddH20

icerisine ilave edildi.

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

Agaroz: Jel hazirlarken Prona Agarose, Biomax kullanildi.

Ethidium Bromide Boya Soliisyonu: 100 ml ddH20 igerisine 1 gr ethidium bromide
(Sigma, E-8751, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) (2, 7- Diamino-10
ethyl-9phenyl-phenanthridinium bromide) ilave edilerek 10 mg/ml’lik stok solusyon
hazirlandi. Stok karanlikta +4 C’de saklandi.

Goriintiileme Cihaz : Jelin boyanmasin takiben iiriinler UV transilliiminatorlii bilgisayarl

goriintiileme sistemi (Gene Genius, Syngene, Bio Imaging System, USA) gozlendi.

Fotograf Makinasi: UV’de gozlenen iriinler fotograf makinasi (Digital Graphic Printer,
UP-D895, Sony, USA) ile goriintiilendi.

Fotograf Filmi: High Glossy Printing Paper, UP-110HG, Sony, USA
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2.2. Yontem

2.2.1. Salmonella izolasyon ve identifikasyon Prosediirii

Bu c¢alismada, Salmonella Infantis 1SO 6579:2002/Amd 1:2007, Ek D Salmonella

Izolasyon ve identifikasyon standardi uygulanarak izole ve identifiye edildi.

2.2.1.1. On Zenginlestirme

Kiimeslerden ve kesimhanelerden gonderilmis drag svab (altlik ve toz), bagirsak igerigi,
sekal tonsil, yem ve kloakal svaplar 225 ml TPS igerisine transfer edildi. Tiim érnekler 37°C
+ 1°C’de 6., 12., 18., 24. saatlerde PCR i¢in ornekleme yapilacak sekilde inkiibasyona
birakildi.

2.2.1.2. Selektif Zenginlestirme

On zenginlestirme s1vis1 karistirildi ve 0.1 ml MRSV besiyerine 3 nokta seklinde damlatildi.
Diger ortam i¢in, 1 ml 6n zenginlestirme sivist 10 ml MKTTn buyyona (Muller-Kauffmann

Tetrathionate novobiocin broth)’ a transfer edildi.

Inokiilasyonu tamamlanan buyyon 37°C+1°C’de ve yarikati besiyeri 41.5°C £1°C
6., 12, 18, 24. saatlerde PCR i¢in 6rnekleme yapilacak sekilde inkiibasyona birakildi.
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2.2.1.3. Selektif Besiyerlerine EKim

Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra MRSV besiyerinde iiremenin en son noktasindan
0ze dolusu, paralel olarak MKTTn buyyondan bir 6ze dolusu XLD (Xylose lysine
deoxycholate agar) ve XLT, (Xylose lysine tergitol agar) besiyerine ekimleri yapildi.
Pleytler ters ¢evrilmis pozisyonda 37 °C +1 ‘de 24 + 3 h inkiibasyona birakild. inkiibasyon

sonrasinda pleytlerde tipik Salmonella kolonisinin tireyip tiremedigi kontrol edildi.

Stipheli Salmonella kolonilerinin XLD ve XLT, tizerinde ortasi siyah etrafinda parlak seffaf

kirmizimsi renkte zon olusturdugu tespit edildi.

2.2.1.4. Biyokimyasal Konfirmasyon

TSI (Triple Sugar Iron) Agar

XLD ve XLT,; agar iizerinde bes adet tipik koloni segildi ve TSI agar yiizeyine &ze
yardimiyla ¢izelerek ekim yapildi ve kiit bir sekilde ekim tamamlandiktan sonra 37°C =+

1°C’de 24 + 3 saat inkiibasyona birakildi.

Ure Agar

Oze yardimiyla agarin yiizeyine gizerek ekim yapildi. 37°C+1°C’de 24 + 3 saat inkiibasyona

birakildi. Salmonella iire negative oldugu icin agarda renk degisimi olmadi.
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L-Lizin Dekarboksilaz Testi

S1v1 besiyerinin alt kismina inokiilasyon yapildi. 37 °C+1°C’de 24 + 3 saat inkiibasyona

birakildi. Turbidite ve mor renk inkiibasyondan sonra pozitif oldugunu gosterdi.

B-Galaktosidaz (ONPG) Testi

Laktozlu bir besiyerinde gelistirilmis olan kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak 0,25 ml
fizyolojik tuzlu su ile siispanse edildi. Bu siispansiyonun iizerine 0,25 ml Ortho Nitrofenol f3-
D- Galaktopronosid (ONPG) Peptonlu Su besiyeri ilave edilerek optimum sicaklikta 3-4 saat

inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda tiiplerde renk degisikligi olmadi.

Voges Proskauer Testi

3 ml VP besiyeri bulunan steril tiipe siipheli koloniden 6ze dolusu siispense edildi. . 37°C=1
°C’de 24 + 3 saat inkiibasyona birakild. inkiibasyondan sonra ayiraglar sirastyla damlatildi.

Ayiraglar damlatildiktan sonra renk degisimi olmadi.

indol Testi

Tripton/triptofan igeren besiyerinin igerisine siipheli koloni inokule edildi. . 37°C £ 1 °C’de
24 + 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 1 ml Kovaks ayiract damlatildi ve sar1 halka

olusumu go6zlendi.
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Cizelge 2.2. Salmonella spp’nin biyokimyasal testleri

Biyokimyasal Test Reaksiyon
TSI asidik glukoz fermentasyonu (+gaz olusumu) Pozitif
TSI asidik laktoz fermentasyonu Negatif
TSI asidik sukroz fermentasyonu Pozitif
TSI hidrojen siilfiir olusumu Pozitif
Ure hidrolizi Negatif
Lizin dekarboksilaz Pozitif
B-galaktosidaz reaksiyonu Negatif
Indol olusumu Negatif
Voges —Proskauer reaksiyonu Negatif

Testlerde goriilen degisiklikler cizelge 2.2.’de gdsterilmistir.

2.2.1.5. Serotiplendirme

Stipheli Salmonella kolonisinin biyokimyasal konfirmasyonundan sonra Salmonella spp.
oldugu dogrulandi. Nutrient agar gibi selektif olmayan bir besiyerine ekim yapildi ve 37
°C)’de 18 = 3 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda Salmonella suslari, yiizey
(LPS, O-antijenleri) ve flagella antijenlerinin (protein, H-antijenleri) tespiti i¢in
serotiplendirme islemine tabii tutuldu. Serotipin antijenik kombinasyonu Kauffmann-White

Semasi1 dogrultusunda yapildi.
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Oto-agliitinasyon tespiti

e Lam iizerine bir damla 0,85 % NaCl’den 3,5 % NaCl (yliksek konsantrasyon daha
sensitif) damlatildi,

e Bakteri kiiltiiriinden 1 pl disposable 6ze dolusu alind1 ve lamin iizerinde konulur ve
fizyolojik tuzlu su ile karistirilda,

e 5-60 saniye arasinda beklenip sonu¢ gozlendi,

e Siispansiyon icerisindeki graniiller oto-agliitinasyon varligin1 gosterdi. Bu sekilde

reaksiyon veren 6rnek serotiplendirmeye alinmadi.

O- antiserumlar ile aglutinasyon

Lam {izerindeki iki noktaya 6ze dolusu fizyolojik tuzlu su konuldu. Salmonella
siipheli kolonilerde 6ze dolusu alinip iki tuzlu su damlasiyla homojen sekilde karigtirildi.
Oto—agliitinasyon test edildikten sonra Poly O antiserumuyla ikinci siispansiyon karistirildi.

Agliitinasyonun olmasi Salmonella oldugunu dogrulad.

Ikinci defa lam alindi ve 6ze dolusu tuzlu su lama konulup Salmonella oldugu dogrulanan
koloniyle karigtirildi. Bu karisima sirasiyla O-pool antiserumlari uygulandi. Aglutinasyon
goriilen O-pool antiserum OMB olarak tespit edildi. OMB i¢indeki monovalan
antiserumlarla tek tek koloni denendi ve 6,7 ile ifade edilen ‘O’ antijenik yapilar1 pozitif
bulundu. Kauffman-White semasi kontrol edildi ve susun serogrubu O:7 ile ifade edilen
Grup C1 olarak bulundu. Tiim pozitif ve negatif denemeler kayit altina alindi. Bahsedilen

durum sekil 2.3.’de gosterilmistir.
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F.T.S. + kiiltir

(aglutinasyon -}

Lanﬂ aglutinasyonu

Antiserum + kiiltiir

(agliitinasyon +)

Sekil. 2.1. O-antijen tespiti i¢in lam aglutinasyon

H — antiserumlar ile aglutinasyon

Serolojik  grubu

tayin edilen

susun tipini

tayin etmek

icin flagellar

antijenin

kuvvetlendirilmesi gereklidir. Bu amagla sus once Craigie tlipiindeki % 0.2°lik besi yerine

ekilerek 37°C’de 18-24 saat inkubasyona birakildi. Yapilan islemler sekil 2.4 ve 2.5’de

gosterilmistir.
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Craigie tiipti Craigie tipii Craigic besiyerinde

ekilmemig besiyeri besiyerine ekim fireme

Sekil. 2.2. Craigie besiyerine ekim

Ekim Ureme

Antiserum + kiiltir

(agliitinasyon +)

Sekil. 2.3. H-faz tespiti i¢in lam agliitinasyon

Inkiibasyondan sonra Craigie tiipiindeki kiiltiiriin dis yiizeyinden bir damla
kiiltiir alind1 ve %0,2’ lik petrideki besiyerinin tam ortasina kenarlaria bulastirmadan ekildi.
Kiiltiir plak yiizeyine yayilmadan 37°C’de 18-24 saat inkubasyona birakildi. inkubasyon
stiresi sonunda tiireyip petriyi kaplayan kiiltiiriin petrinin kenar kismindan bir damla alinip
1/100 oraninda antiserum fizyolojik ile sulandirilmis H-pool antiserumlar: ile lamda
agliitinasyona tabi tutuldu. HMC polivalan antiserumuyla pozitif agliitinasyon verdigi tesbit
edildikten sonra sirasiyla igerigindeki monovalan antiserumlar denendi ve H:r antiserumuyla

agliitinasyon verdi.Boylelikle susun tip tayini yapildi.

Faz inversiyon antiserumlar ile agliitinasyon

Tip tayininin dogrulamasi nétralizasyon testi ile yapildi. Sug H:r antiserum ile agliitinasyon
verdigi i¢in H:r “yi inaktive eden H:r inversiyon antiserumu 8.3 pl miktarinda % 0.2 ‘lik 5 ml
agar besiyerine katilip, ¢apt 60mm’lik petrilere 5 ml olarak dokiildii. Kontrol i¢in ayni

besiyeri ayn1 miktarda antiserumsuz olarak da ikinci petride hazirlandi.
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%0.2 ’lik agardaki 18 saatlik flagelleri kuvvetlendirilmis kiiltiiriin kenar kismindan alinarak
bu petrilerdeki besi yerlerinin tam merkezine bir damla ekildi. 37°C’de 18-24 saat
inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda swarm agardaki iiremenin en u¢ kismindan bir
damla kiiltiir alind1 ve Faz 1 antijenik yapist belirlenirken yapilan islemler tekrarlandi.

Bunun sonucunda denenen Faz 2 antiserumlari olan H:1 ve H:5 ile kiiltiir agliitine edildi.

Tilim agliitinasyon iglemleri tamamlandiktan sonra O antijenik yapisi; 6,7,14; H Faz

1 antijenik yapisi r; Faz 2 antijenik yapis1 1,5; olan serotip S. Infantis olarak identifiye edildi.

% 0.2°lik sywvarm agarda H-antijeni

kuvvetlendirilmig kiiltir

% 0.27lik antiserumsuz swarm % 0.2'lik swarm agar + H
agar besiyerinde lireme antiserumlu agar

besiyerinde nétralizasyon

Sekil. 2.4. Faz inversiyon serumlariyla lam agliitinasyon

2.2.2. Salmonella Infantis’in Molekiiler Tanisi

Tez kapsaminda yapilacak ¢aligmalarda ISO 6579 metodunun farkli asamalarinda (baslangig,
on zenginlestirme, selektif zenginlestirme) inkubasyonun farkli periyotlarinda (6, 12, 18, 24.
saatlerde) ornekleme yapildi. DNA izolasyonunun ardindan ¢alismada yeralan primerlerle

konvansiyonel PCR uygulandi. Tani ile ilgili akis semast sekil 2.7.’de gosterilmistir.
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Salmonella Infantis Tanisi

Yem  Bagirsak icerigi Kloakal Svab  Sekal Svab Drag Svab - PCR |

\ \ l l (althik/toz)

25g érnek / 225

” i ml PBW - PCR !
On Zenginlesti -12-18-
n cenginiestirme |-........-i 18-24 saat 37°C'de inkubasyon (46 12 t1)8 2
. saa

i i \ Alternatif besiyerleri
Zenginlestirme Ll j \ 0.1 ml Y

MKTTnB MRVS PCR!
37°C 24 saat 41.5°C 24 saat ) (61218
24. saat)
Selektif Besiyerlerine
Ekim Alternatif besiyerleri
XLD XLT, XLD XLT, =) PCR!
35°C 24 saat 35°C 24 saat 35°C 24 saat 35°C 24 saat
Biyokimyasal ‘ Serolojik
@ = Testler Konfirmasyon

Sekil 2.5. S.Infantis’in tan1 metodunun akis semasi

2.2.2.1. Ornek DNA Ekstraksiyonu

PCR metodunu gelistirmek i¢in 6, 12, 18, 24 saatlik 6n zenginlestirme sivisindan
(TPS), 6, 12, 18, 24 saatlik zenginlestirme besiyerlerinden (MKTTnB ve MRVS) 1 ml
olacak sekilde, selektif besiyerine ekim asamasinda XLD ve XLT,’den Salmonella siipheli
bir koloni alip 200 DNAase-RNAse free PCR suyunda siispense edildi. DNA ekstraksiyonu,
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, USA) ve QlAamp DNA Stool
Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) talimatlarina uygun sekilde asagida belirtildigi gibi yapildi.
Ekstraksiyonu yapilan DNA Ornekleri amplifikasyon islemleri yapilana kadar -20°C’de
template DNA olarak kullanilmak {izere saklandi.
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GeneJET Genomic DNA Purification Kit Ekstraksiyonu

Pelet, 180 ul digestion soliisyonu ile siispanse edildi. Daha sonra 20 pl Proteinaz K
soliisyonu eklendi ve vortekslendi. Lizis igin 56°C’de 30 dk inkube edildi.

20 pl RNase A soliisyonu eklendi ve vorteks yapilarak 10 dk oda 1sisinda
inkubasyona birakildi.

200 pl lizis soliisyonu eklendi. Homojen bir karigim elde etmek igin 15 saniye
vorteks yapildi.

400 pl %50’lik etanol eklendi ve vorteks yapildi.

Hazirlanan lizat, spin column tiipiine aktarildi.

6000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii atilarak yeni 2 ml’lik koleksiyon
tiipii takildi.

500 pl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer I soliisyonundan eklendi 8000 g’de
1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii atilarak yeni koleksiyon tiipii takildi.

500 pl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer II soliisyonundan eklendi 12000
g’de 3 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipi atilarak, spin column 1,5 ml’lik
ependorfa takildi.

200 pl elution buffer eklendi ve 2 dk oda 1sisinda inkubasyonu takiben 8000 g’de 1
dk santrifiij edildi.

Spin column atilarak 1,5 ml’lik ependorfa igerisinde saf DNA elde edildi.

QlAamp DNA Stool Kit Ekstraksiyonu

180-200 mg diski tartildi ve 2 ml’lik ependorfa kondu.

Herbir diski 6rnegi i¢in 1.4 ml ASL buffer eklendi. Orek 1 dak veya diski
homojenize olana kadar vortekslendi.

70 °C’de 5 dk. 1s1 ile muamele edildi.

15 sn vortekslendi ve 1 dk. son hizda santrifiij yapildi.

Ependorf tiipiine 1.2 ml ‘lik supernatant aktarildi ve pellet atildi.

Herbir drnege 1 adet InhibitEX tablet eklendi ve 1 dk. boyunca tablet siispense olana
kadar vortekslendi. Siispansiyon 1 dk. oda isisinda inkiibe edilerek InhibitEX

matriks tarafindan inhibitorlerin emilmesi saglandi.
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InhibitEX matriks ile baglanan pellet inhibitorler 3 dK. son hizda santrifiij edildi.
Siipernatant yeni bir 1.5 mlI’lik ependorf tiipiine topland ve pellet atildi. Ornek 3 dk.
son hizda santrifiij edildi.

15 wl proteinaz K, 1.5 ml’lik ependorf tiipline eklendi.

200 ul AL buffer eklendi ve 15 sn vortekslendi.

70°C’de 10 dak inkiibe edildi.

Lizata 200 pl etanol (96-100%) eklendi ve vortekslendi.

QIlAamp spin column 2 ml’lik koleksiyon tiipiine takildi. Elde edilen lizat QlAamp
spin columna aktarildi ve son hizda 1 dak. santrifiij eildi. Santrifiijden sonra QlAamp
spin columna yeni bir koleksiyon tiipiine takild ve filtrat atild.

QIlAamp spin columna 500 ul AW1 buffer eklendi. Son hizda 1 dak. santrifiij edildi.
QIAamp spin columna yeni bir koleksiyon tiipii takildi ve filtrat igeren koleksiyon
tiipii atildu.

QlAamp spin columna 500 ul AW2 buffer eklendi. Son hizda 3 dk. santrifiij edildi
ve filtrat i¢eren koleksiyon tiipii atildi.

QlAamp spin column yeni 1.5 ml ependorf tiipiine transfer edildi. QIAamp spin
columna 200 pl AE buffer eklendi ve 1 dk. oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra son

hizda 1 dk. santrifiij edildi. Bu sekilde ependorf tiipiinde DNA toplanmis oldu.
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2.2.2.3. Primerler

Yapilan literatlir aragtirmalarinda S. Infantis i¢in konvansiyonel PCR ile
belirlenmesinde  kullanilan ~ primerlere  ait  sekanslar yaninda ~ NCBI-BLAST
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/] (Primer3, http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.ntm) (Rozen
ve Skaletsky, 2000) web tabanli programlar kullanilarak yeni primer dizayni yapildi. Dizayn
primerin 18-26 bp (baz ¢ifti) uzunlukta olmasina, primer ¢iftlerinin erime sicakliklarmin
(Tm, melting temperature) 50-65°C arasinda degismekle birlikte birbirlerine yakin olmasina,
primer guanin-sitosin yiizdelerinin (%GC orani) %40-60 arasinda olmasina, primer giftleri
arasinda ve primerler igerisinde komplementer baz dizilerinin bulunmamasina, primerlerde
tekrarlayan baz dizilerinin olmamasina, primerlerin 3’ uglarinda sirali olmamasina 6zellikle

dikkat edildi. Calismada kullanilan primerler ¢izelge 2.3’de gosterilmistir.

Cizelge 2. 3. PCR tanisi i¢in kullanilan primerler

Primer Hedef gen 5’- 3’Primer dizini PCR iiriin
adi boyutu(bp)
invA STM2896 F-AAACCTAAAACCAGCAAAGG 605

R-TGTACCGTGGCATGTCTGAG

F-GGTCATTGTCGGAAACCTGC
IMP1 | 3113085/3114152 [ A CATTCCCCCTTCCACTGCC |

IMP2 3711271/3711921 | F-CGCGAAGAAGTGCATAAACC 198
R-CGCCACTTTCGTTATCTGAG

IMP3 4621947/4622627 | F-ACCTACTACTATCCCTGATG 304
R-GCGAATTTTGCTACTTGAAG

F-AACAACGACAGCTTATGCCG

faz 2 flagellar | R-CCACCTGCGCCAACGCT 72t

fliB antijen F-TTGCTTCAGCAG ATGCTAAG 413
R-CCACCTGCGCCAACG CT
F- GCAGATCAACTCTCAGA 975

flic faz 1 CCCTGGG

flagellar antijen R- ACTTCGGTTTTGCCGTCTGC

GCC

c Calismada kullanilan primerler S. Infantis’in sinl geninden (Kabul No.

yr

J03391.1) dizayn edilmistir.
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2.2.2.4. PCR Optimizasyonu

PCR karisimi her bir 6rnek igin 25 pl’lik final hacim olacak sekilde, optimizasyon
icin primer, MgCl,, dNTP, hedef DNA miktarlar1 ve Ta 1s1 derecesi ve buna gore degisen
PCR ddH,O miktarlar: ile agagidaki gibi hazirlandi.

2.2.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Amplifikasyonlar:

PCR amplifikasyonlari i¢in Carattoli ve ark. (2005) tarafindan onerilen yontem ile optimize
edildi. Amplifikasyonlar i¢in kullanilan reaksiyon karisimi ve amplifikasyon kosullari

asagida verilmistir.

Reaksiyon karisimi:

Steril ddH,0O 14,8 ul
10xPCR tampon ¢ozeltisi 2,5 ul
dNTP(10mM) 0,5 ul
Forward primer,10 pmol 1wl
Reverse primer,10 pmol 1l
MgCl, (25 mM) 3ul
Taq DNA polimeraz 0,2 ul

olacak sekilde 23 ul’lik hacime tamamlanarak hazirlandi.

Bu ana karigimdan 23’er pl dagitildi ve her tiipe 2 pl drnek DNA’s eklenerek toplam
reaksiyon hacmi 25 pl’ye tamamlandi. Bu karisima gore hazirlanan 6rnekler ¢ogaltma igin
onceden programlanan thermal cycler cihazina yerlestirildi. Orneklerin hazirlanmasi
sirasindaki hata ve kontaminasyonlar belirlemek icin pozitif ve tepkime karigimina kalip

DNA’nin yerine distile su negatif kontrol olarak kullanildi.
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Amplifikasyon Kosullar

94 °C, 3 dakika

94 °C, 1 dakika

54 °C, 1 dakika 30 siklus
72 °C, 1dakika

72 °C, 7 dakika

+4°C, o

(0}
T, (baglanma sicakligi) her bir primer igin ayr1 ayr1 Tq ( C) = 2 X (A+T) + 4 X (G+C)

formiiliinden hesaplanirken, Tm (uzama siiresi) beklenen PCR iiriiniiniin baz ¢ifti (bg)

cinsinden uzunluguna gore tayin edildi.

2.2.2.6. 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 kullanild:.
Agaroz 200 ml TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda eritildikten sonra, 8 ul ethidium
bromid ilave edilerek, 20 cm’lik yatay jel elektroforez tablaina dokiildii. 5 mm kalinhginda
dokiilen agaroz Tlizerine elektroforez taragi takilarak jelin katilasmasi icin 20 dakika

beklenildi. Bu siire sonunda taraklar jele zarar vermeden ¢ikartildi (Sambrook ve ark., 1989).

Jel elektroforez tablasi elektroforez tankina yerlestirildikten sonra, elektroforez tankin
icerisine TBE tampon soliisyonu jelin 1 mm istiine gelecek kadar ilave edildi. Elde edilen
amplifikasyon tirtinlerinden 10ul alinarak, 2ul 6X loading dye ile karistirildi. Bu karigimin
hepsi jele yiiklendi. DNA ornekleri 180 voltta 60 dakika elektroforez islemine tabi tutuldu
(Sambrook ve ark., 1989).
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2.2.2.7. Goriintiileme islemi

Jeldeki ornekler bilgisayarli UV transilliiminator kutusu igine yerlestirilerek goriintiilendi ve

fotograflar ¢ekilerek termal printerden kopyalar alindi.

2.2.3. Ribotiplendirme

Ribotiplendirme yontemi otomatize Riboprinter® (Dupont, USA) cihazi kullanilarak gergeklestirildi.
S. Infantis suslar1 Pvull restiriksiyon endoniikleaz enzimiyle daha kiigiik fragmentlere parcalandi ve
bu pargalar jel elektroforeziyle birbirinden ayrildi. Ayrilan fragmentler jelden membrana transfer
edilerek, 16S ve 23S rRNA operonuna spesifik kemiliiminesans substratla igaretli prob yardimiyla
hibridizasyona tabi tutuldu. Hibridizasyondan sonra bant profilleri elde edildi. Ribopattern ad1 verilen

bu bantlar, referans bir veri bankasiyla karsilastirildi.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Calismada incelenen 878 materyale (120 adet altlik, 240 adet sekal svap, 200 adet
kloakal svap, 190 adet bagirsak icerigi, 59 adet yem ve 39 adet toz) ISO 6579 Salmonella
izolasyon ve identifikasyon prosediirii uygulandi. Sekil 3.1°de izolasyon sirasinda kullanilan
MRSV ve XLD besiyeri érnekleri gosterildi. Izolasyon sonunda Salmonella siipheli olarak
bulunan suslara biyokimyasal testler yapildi. Test sonuglarina gore glikoz ve sukroz pozitif,
gaz olusturan, laktoz negatif, H,S iireten, LCD pozitif, ONPG negatif, VP negatif, iire
negatif olan toplam 130 (% 14.8) Salmonella spp. susu identifiye edildi. identifikasyonu
tamamlanan 130 susa Kauffmann-White semasma gore serotiplendirme yapilmistir.
Serotiplendirme sonucunda Salmonella susunun 118 (% 90.76)’i S. Infantis, 3 (% 2.3)’i S.
Agona, 2 (% 1.53)’si S. Kentucky, S. Hadar ve S. Tennessee, 1 (% 0.76)’i S. Mbandaka, S.
Montevideo, S. Enteritidis, S. Adelaide, S. Liverpool ve S. Derby olarak bulundu(Serotiplerin
antijenik formiilleri ¢izelge 3.1°de; izolasyon ve identifikasyon sonuglar ¢izelge 3.2°de

gosterildi).
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Sekil 3.1. MRSV besiyerinde inkiibasyon sonrasi ilireme goriintiisii (A); XLD {izerindeki

stipheli Salmonella kolonisi (B)

Cizelge 3.1. izole ve identifiye edilen salmonella serotiplerinin antijenik formiilleri

Flagellar H antijeni

Serotip adi Somatik O antijeni Faz 1 Faz 2
S. Infantis 6,7, 14 r 15
S. Agona 1,4,[5],12 f,0,s [1,2]
S. Kentucky 8, 20 i Zs
S. Hadar 6, 8 Zio e, n, X
S. Tennessee 6,7, 14 Zyg [1,2,7]
S. Mbandaka 6,7,14 Zio e, N, Zss
S. Montavideo 6,7, 14 g, m, [p], s [1,2,7]
S. Enteritidis 1,9, 12 g.m -
S. Adelaide 35 f, g -
S. Liverpool 1,3,19 d e, N, Z15
S. Derby 1,4,1[5],12 f.g [1,2]
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Cizelge 3.1. Tiim materyallerin izolasyon ve identifikasyon sonuglari

Althk Toz Sekal svap Kloakal svap Bagirsak icerigi Yem
n.120 n.39 n.240 n.40 n.190 n.59
S. Infantis 47/120 4/39 12/240 21/200 13/190 21/59
(%39.16) (% 10.25) (% 5) (% 10.5) (% 6.84) (% 35.59)
S. Kentucky 2/120
(% 1.66) i i i i i
S. Agona 2/120 1/190
(% 1.66) i i i (% 0.52) i
S. Montevideo 1/120
(% 0.83) i i i i i
S. Mbandaka 1/120
(% 0.83) j i i i i
S. Hadar 2240
i i (% 0.83) i i i
S. Tenessee 2/120
(% 1.66) i i i i i
S. Enteritidis 1/120
(% 0.83) i i i i i
S. Adelaide 1/240
] j (% 0.41) i i i
S. Derby i ) ) ) 1/59
i (% 1.69)
S. Liverpool i 1/59
i i i i (% 1.69)
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3.2. Molekiiler Tan1 Bulgular

3.2.1. PCR Bulgulari

S. Infantis’in molekiiler tanisinda fljB ve fliC PCR (Kardos ve ark., 2007) ile
IMPL1,IMP2, IMP3 genlerine spesifik primerlerin kullanildigi multiplex-PCR teknikleri
(Akiba ve ark., 2010) kullanildi. Bu tekniklerin spesifitesinin ortaya konmasi i¢in pozitif ve
negative kontrol suslari ile gergeklestirilen ¢alismada fljB primerleri ile S. Infantis suslarinin
higbirinde spesifik bant tespit edilemedigi gibi, S. Liverpool, S. Enteritidis, S. Mbandaka, S.
Typhimurium ve S. Gallinarum DNA’lar1 ile de nonspesifik bant profilleri gozlendi. Akiba
ve ark. (2010)’nin 6nerdigi primerlerle yapilan multipleks PCR sonucunda bes S. Infantis ve
S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Gallinarum, S. Mbandaka ve S. Liverpool nonspesifik bant
profilleri tespit edildi (Sekil 3.1, Sekil 3.2). Bu yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar
etkili ve yeterli olmadigi i¢in yeni bir primer dizayni yoluna gidildi. Dizayn primerle, altist
S.Infantis olmak iizere toplam 21 Salmonella serotipi ile konvansiyonel PCR yapildi. PCR
sonucunda tiim S. Infantis’lerde spesifik bant tespit edilmesinin yanisira farkli olan serotipler

negatif bulundu (Sekil 3.3’de gosterilmistir).

Calisma kapsaminda daha once Ribotiplendirme yapilmis ve ribopatternleri
belirlenmis S. Infantis suslarma dizayn primeri kullanilarak PCR yapildi. Ribotiplendirme
sonucunda farkli serotip olarak isimlendirilen bu suslar PCR sonucunda S. Infantis spesifik
bantlar verdi. Bu suslarin Kauffmann-White semasina gore serotiplendirmesi yapildi ve S.

Infantis oldugu dogrulanda.
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Sekil 3.2. fljB(A) ve fliC (B) primerleri kullanilarak farkli serotiplerle PCR (M;100bp, 1, 2,
3,4, 5, 6,7 numarali 6rnekler S. Infantis; 8 numarali 6rnek S. Liverpool; 9 numarali 6rnek S.
Enteritidis; 10 numarali 6rnek S. Mbandaka; 11 numarali 6rnek S. Typhimurium; 12
numarali 6rnek S. Gallinarum)

45 6 78 91011M

-

.-
it
‘-

-

Sekil 3.3. Multipleks PCR primerleriyle farkli serotiplere uygulanan PCR (M: 100 bp
marker, 1, 6, 7, 9 ve 10 numarali 6rnekler, S.Infantis; 2 numarali 6rnek S.Enteritidis; 3
numarali Ornek S.Typhimurium; 4 numarali ornek S.Gallinarum; 5 numarali 6rnek
S.Mbandaka; 8 ve 11 numarali 6rnek S.Liverpool)

Deteksiyon limitini belirlemek i¢in S. Infantis’in 10 katli diliisyonu yapilarak,
bakterilerin sayim sonuglar1 degerlendirildi. Sayim sonuglari ¢izelge 3.2°de verilmistir. Tiim
diliisyonlar spektrofotometrede 6l¢iildii. Olgiim sonuglaria gore sirastyla 10™%lik diliisyona
gore DNA miktart  388,3 ng/ul, 107 diliisyonun DNA miktar1 38,7 ng/ul; 10 ‘lik
diliisyonun DNA miktar1 3,3 ng/ul olarak bulundu. Tiim diliisyonlara dizayn primerleriyle
PCR yapildi ve deteksiyon limiti 3,3 ng/ul olarak belirlendi.
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Cizelge 3. 3. S. Infantis’in 10 katli diliisyonu ve sayim sonuglar1

Sira Serotip Bakteri
Sayimi

1 S.Infantis 10" >10* cfu/ml

2 S.Infantis 107 1040 cfu/ml

3 S.Infantis 107 111 cfu/ml

4 S.Infantis 10 12 cfu/ml

5 S.Infantis 10° 1 cfu/ml

6 S.Infantis 10°® )

7 S.Infantis 10”7 )

8 S.Infantis 10°® )

9 S.Infantis 10 )

10 S.Infantis 10 )

Cizelge 3. 4. I1SO 6579 metodu asamalarinda yapilan PCR’1n sonuglari

Giin Zaman ISO 6579 asamalari PCR sonucu
0. Giin - Direk -
6. saat -
12. saat 1 (% 14.28)
18, saat TPS 2 (% 28.57)
1. Gln 24. saat 2 (% 28.57)
MRSV 1(% 14.28)
6. saat MKTTn -
MRSV 1(% 14.28)
12. saat MKTTN .
2. Giin MRSV 3 (% 42.85)
18. saat MKTTn 2 (% 28.57)
MRSV 4 (% 57.14)
24. saat MKTTn 2 (% 28.57)
3. Giin - XLD agar 7 (% 100)
- XLT4 agar 7 (% 100)
4. Gilin - Nutrient agar 7 (% 100)
11. Giin Serotip Identifikasyonu 7 (% 100)
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Calismada broyler kiimeslerden alinan altlik, toz, kloakal svap, sekal svap, yem,
bagirsak igeriginden ISO 6579 metodu uygulandi. Prosediir sonunda, iki altlik, ii¢ sekal svap,
bir kloakal svap ve bir adet yem olmak {izere yedi adet S. Infantis izole ve identifiye edildi.
Toplam 11 giin siiren 1SO 6579 metodu 1. giin; 6n zenginlestirme (TPS), 2. giin; selektif
zenginlestirme (MRSV ve MKTTn) asamasinin 6., 12., 18. ve 24. saatlerinde ve 3. giin;
selektif besiyerlerine (XLD ve XLT4) ekim asamasinda Ornekleme yapilarak dizayn
primeriyle PCR gerceklestirildi (gizelge 3.3’de gosterildi). On zenginlestirme ve selektif
Zenginlestirme asamalarinda yapilan PCR sonucunda dizayn primerinin 6. 12 ve 18.
saatlerde tespit ettigi S. Infantis oranlar1 % 0- % 42. 85, 24. saatte yapilan 6rneklemede ise
% 28.57- % 57.14 arasinda degiskenlik gosterdigi belirlendi. Izolasyonun 3. giiniinde XLD
ve XLT4’de; 4. giinde ise Nutrient agarda tireyen Salmonella siipheli kolonilerin dizayn
primeriyle yapilan PCR sonucunda %100 oraninda S. Infantis oldugu tespit edildi. Boylelikle
3. ve 4. giinde yapilan PCR sonuglari izolasyon ve identifikasyon sonucuyla da dogrulandi
(Sekil 3.3’de gosterildi). Bu durum ISO 6579 standardinin en erken 3. giiniinde dizayn
primeriyle yapilan PCR’1n kayip yasanmaksizin S. Infantis’i tespit edebildigini ortaya koydu.
Calismada ayrica izole ve identifiye edilen tim S. Infantis’lere invA primeri ile de

bakildiginda %100 oraninda invazyon geni tagidiklari belirlenmis oldu.

M12 345678 910111213 14151617 18 19 2021 N

Sekil 3.4. Cyr F/R dizayn primerleriyle farkli Salmonella serotiplerinin ayrimi (M:100bp
marker; 1,15,16,17,20 ve 21 numarali 6rnekler S. Infantis; 2 numarali 6rnek S. Heidelberg; 3
numarali 6rnek S. Agona; 4 numarali 6rnek S. Newport; 5 numarali 6rnek S. Stanleyville; 6
numarali 6rnek S. Hadar, 7 numarali 6rnek S. Mbandaka; 8 ve 18 numarali 6rnekler S.
Typhimurium; 9 numarali érnek S. Colombo; 10 numarali 6rnek S. Muenchen; 11 numaral
ornek S. Kentucky; 12 numarali 6érnek S. Enteritidis; 13 numarali 6rnek S.Virchow; 14
numarali 6rnek S. Anatum; 19 numarali 6rnek S. Mbandaka; N: Negatif kontrol)
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M123456 78 910111213141516M 1 23 4 56 78 9101112 13141516 M

Sekil 3.4. XLD ve XLT, deki kolonilerin dizayn primeri ile tespiti (M: 100 bp marker; 1, 2,
4,5,10,13,16 numarali 6rnekler S. Infantis; 3,6,7,8,11,12,14,15 numarali 6rnekler negatiftir)

E 910 11213 141549617

—
-

Sekil 3.5. Nutrient agarda tiremis kolonilerin dizayn primeri ile tespiti (M: 100 bp marker; 1-

16 numarali 6rnekler S. Infantis; 17 numarali 6rnek negatif kontrol)
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4. TARTISMA

Salmonella Infantis, son yillarda Avrupa Birligi’ndeki ve diger iilkelerdeki kanath
isletmeleri ve ¢evresel orneklerden izolasyon oranlarinin artmasi nedeniyle giderek 6nem
kazanmaktadir. Etkenin Avrupa Birligi 517/2011 yonetmeligi dogrultusunda zoonotik bir
etken olarak degerlendirilmesi ve Avrupa Birligi’nde yakin gelecekte 6zellikle de damizlik
stiriilerindeki prevalanslarinin azaltilmasi yoniinde stratejilerin gelistiriliyor olmas1 dikkate
deger bir veri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, salmonellozis vakalarinda
etkinligi hizla artan broyler kaynakli Salmonella Infantis serovarlarinin izolasyon ve
identifikasyon prosediirii olan ISO 6579’a alternatif hizli bir PCR tabanli tan1 tekniginin

olusturulmasi ve optimizasyonu amaglanmustir.

Salmonella izolasyon ve identifikasyonu

Calismada incelenen 878 materyalde (altlik, toz, sekal svap, kloakal svap, bagirsak icerigi ve
yem) %14.80 oraninda Salmonella spp. izole ve identifiye edildi. Salmonella suslarinin %
90.76’1 S.Infantis, %2.3’u S. Agona, %1.53’1 S. Kentucky, S. Hadar ve S. Tenesee, %0.76’1
S. Mbandaka, S. Montevideo, S. Enteritidis, S. Adelaide, S. Liverpool ve S. Derby bulundu.
Diinyadaki birgok tilkede de ornegin Belgika (Heyndrickx ve ark., 2007), Litvanya (Pieskus
ve ark., 2006), Kore (Kim ve ark., 2007; Lee ve ark.,2007) ve Suudi Arabistan’da broyler
kiimeslerde Salmonella varligi bildirilmistir. Yapilan bu galigmalarla diinyada ve tilkemizde
broyler iiretiminde Salmonella kontaminasyonuna sebep olan kritik noktalarin benzer oldugu
ortaya konuldu. Bu bildirimler arasinda; Marin ve ark., (2011) yaptiklar1 ¢alismada digki
orneklerinden %31.2, toz Orneklerinden % 25 ve yem Orneklerinden % 16 oraninda
Salmonella izole ve identifiye etmislerdir. Padungtod ve Kaneene (2006), Tayland’da 425
adet tavuk kloakal svap orneginden %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 siiriisiiniin
490 (%5,5)’ ndan Salmonella izole etmeleri ¢alismada elde edilen Salmonella izolasyon

oranindan daha diisiik kalmastir.

S. Infantis, kanatl isletmelerinden 6rneklenen farkli materyallerden farkli oranlarda
izole edilebilmektedir. Bu ¢alismada materyal bazinda S. Infantis izolasyon say1 ve oranlari

su sekilde siralandi: 47 (% 39.16) altlik 6rnegi; 21 (% 10.5) kloakal svap ve yem ornegi; 21
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(% 35.59), bagirsak igerigi; 13 (% 6.84), 12 (% 5) sekal svap ve 4 (% 10.25) toz 6rnegi. S.
Infantis’in broyler kiimeslerde varligiyla ilgili olarak yapilan c¢aligmalarda; Raseta ve
ark.(2015); Marin ve ark., (2011); Nogrady ve ark.,(2007) Macaristan’da S. Infantis’in
broylerlerde %64 ‘liik yiiksek prevelansini vurgulayarak, diger Avrupa iilkelerinden Polonya
‘da %8 ve Cek Cumhuriyeti’nde %2.5 oraninda oldugunu bildirmislerdir. EFSA (2007)

raporuna gore EU’da % 22, Almanya’da %8.9 oraninda S. Infantis bulunmaktadir.

Primer 6zgiinliik ve duyarliligi molekiiler tan1 testlerinin etkinliginde en 6nde gelen
faktorlerdendir. Bu calismada ilk olarak literatiirde S. Infantis’i spesifik olarak saptadig
iddia edilen primerler (Kardos ve ark., 2007; Akiba ve ark., 2011) sentezlettirilerek primer
spesifitelerinin test edilmesi amaciyla S. Infantis’i de igeren farkli Salmonella serotipleri ile
PCR gerceklestirildi. Kardos ve ark. (2007)’nin tasarladigi primerler fliC ve fljB S.
serotipleri ile non-spesifik bantlar verirken, Akiba ve ark. (2011)’nin gelistirdigi ve S.
Infantis’e spesifik 3 farkli genomik bolgesinin es zamanli amplifikasyonuna dayal
multipleks-PCR teknigi ise S. Enteritidis, S.Typhimurium, S. Mbandaka ve S. Liverpool ile
de ortak bantlar verdigi goriildii. Bunun diginda, her iki yontemin S. Infantis igerdigi bilinen
farkli saha materyalleri ile yapilan testlerde etkeni dogru ve duyarl bir sekilde saptamada
basarili olamadig1 goriildii. Bu sonug, tezin altin standart yontem olan ISO 6579 yontemine
alternatif molekiiler tan1 gelistirme hipotezi dikkate alindiginda S. Infantis’e spesifik yeni
primer tasarimi gereksinimini ortaya koydu. Kardos ve ark. (2007) ve Akiba ve ark.
(2011)’min S. Infantis spesifik primer tasarimindaki basarisizliginin nedeni sadece in-silico
analiz sonuglarina dayali ve yeterli sayida ve farkli Salmonella serotiplerinin kullanildigi

Ozgiinliik testlerinin yapilmamasindan kaynaklanmig olabilecegi diistiniildii.

PCR ve PCR’a dayali teknikler spesifik, duyarli, giivenilir, hizl1 ve kolay olmalari
nedeniyle son yillarda tani ve tiplendirme amaciyla farkli bilimsel alanlarda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bu c¢alismada gelistirilen PCR tekniginin DNA bazinda
deteksiyon limiti 3,3 ng/ul iken, bakteri sayist olarak deteksiyon limiti 111 cfu/ml™ olarak
belirlendi. Kardos ve ark. (2007)’mn gelistirdigi teknik S. Infantis’i 10° cfu/ml™ diizeyinde
saptarken, Akiba ve ark. (2011)’nin gelistirdigi teknikte ise sensitivite ¢alismasi
yapilmamistir. PCR sensitivitesi primer sensitivitesi ile direkt iliskili olup primerlerin ¢ok

kopya sayili hedef genlere yonelik tasarlanmasi, kullanilan DNA ekstraksiyon yontemi,
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reaksiyona giren DNA yogunlugu ve safligi, teknigin iyi optimize edilmis olmasi PCR

sensitivitesini arttirabilen etmenlerdir.

Calismada izole edilen tiim Salmonella suslarinda invA geni tespit edildi. Invazyon
geni olan invA, Salmonella virulensi igin gereklidir ve bircok arasgtirmaci tarafindan da
calisgtlmistir (Mezal ve ark.,, 2013). Nashwa ve ark., (2009) tiim izole ettikleri
Salmonella’larda genin amplifiye oldugunu bildirniglerdir. Ayn1 zamanda potansiyel patojen
Salmonella suslarmin invA geninin amplifikasyonu Salmonella cinsinin tespiti igin

uluslararasi standart prosediir olarak kabul edilmektedir (Amini ve ark., 2010).

Bakterilerin tiir diizeyinde tanisina yonelik primer tasariminin en 6nemli asamasi
hedef genin dogru belirlenmesidir. Bu ¢alismada, S. Infantis’e spesifik sinl (S. Infantis
modification methylase) geni hedeflenerek bir ¢ift primer tasarlandi. Primerler ile tim S.
Infantis izolat ve suslar ile gerceklestirilen PCR testleriyle uygun biiytikliikte amplikon (200
bp) tespit edilirken, diger Salmonella serotiplerinin hi¢birinde ayn1 serogrupta bulunanlar da
dahil olmak {izere bu biiyiikliikte ya da herhangi bir biiyiikliikte iiriin olusumu gézlenmedi.
Kardos ve ark. (2007) ¢alismalarinda primer tasarimi igin fljB genini segerken, Akiba ve ark.
(2011) ise S. Infantis’e spesifik 3 farkli genomik bolgeyi (Infantis spesific region; ISR1,
ISR2 ve ISR3) tercih etmiglerdir. Primerlerin hedefe spesifik oldugunu gdsteren bagka bir
kanit ise tezde ¢aligilan serotiplerin riboprinter ile tiplendirilmesi sonrasinda olmustur. Bu
tiplendirme sonucunda farkli serotiplere yonelik ribopaternlerde S. Infantis’e spesifik bantlar
vermis, bu suslarin ISO 6579 standart yontemi ile ¢aligilmasi sonucunda ise aslinda S.
Infantis olduklar1 ortaya konmustur. Sonug olarak tez kapsaminda gerceklestirilen primer
tasarimi sonucunda gelistirilen tani tekniginin literatiirde yer alan tekniklerden daha iistiin bir

teknik oldugu diistiniilmektedir.

Salmonella serotiplerinin ISO 6579 yontemi ile identifikasyonu 6n zenginlestirme,
selektif zenginlestirme, selektif besiyerlerine ekim, tireyen Salmonella siipheli kolonilerin
nutrient agara ekimi ve bu besiyerinde iiretilmesini takiben biyokimyasal testler ve serolojik
dogrulamasinin ardindan uygun antiserumlarla agliitinasyona dayanan ve uzun siiren (7-10

giin) bir yontemdir. Bu ¢alismada, farkli yogunluklardaki S. Infantis ile yapay olarak
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kontamine edilen materyallerden ISO 6579 metodunun farkli asamalarinda (baslangig, 6n
zenginlestirme, selektif zenginlestirme) inkubasyonun farkli periyotlarinda (6, 12, 18, 24.
saatlerde) ornekleme yapildi. DNA izolasyonunun ardindan ¢alismada yer alan primerlerle
konvansiyonel PCR uygulandi. Gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda nutrient agarda iireyen
S. Infantis suglarinin tamam (%100) gelistirilen PCR ile analizin 4. giiniinde dogru olarak
saptand1. Bir onceki asama olan selektif besiyerlerinde (XLD, XLT,) iireyen S. Infantis
suslarinin ise (%100) analizin 3. giiniinde dogru olarak saptandi. Selektif zenginlestirme ve
on zenginlestirmede ise kayiplar oldugu gozlendi. Kayiplarin besiyerleri bilesiminde yer alan
ve PCR’1 inhibe edebilecek maddelerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu calismada
ilk agsamalarda meydana gelen tani1 kayiplari internal kontrol stratejilerinin uygulanmasi,
materyallerin ve/veya bunlara ait DNA’larin 10 katli sulandirilarak kullanilmasi, ya da DNA
konsantrasyonunu artirict DNA ekstraksiyon modifikasyonlari veya DNA’y1 spesifik olarak
ortamdan izole edecek manyetik veya immunomanyetik separasyon tekniklerinin kullanimi

ile ¢oziilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tamamlanan tezde Tirkiye’deki farkli broyler isletmelerinden Orneklenen degisik
materyallerden (yem, bagirsak igerigi, kloakal, sekal ve drag svab ornekleri, vb.) %14,8
oraninda Salmonella izole edildi. Bu izolatlar arasinda %90,76 oraniyla S. Infantis’ in en

fazla izole edilen serotip oldugu belirlendi.

Tezde elde edilen bir bagka 6nemli sonug ise, S. Infantis’in teshisi yoniinden mevcut
tekniklerle karsilagtiginda ozellikle de spesifite ve giivenilirlik acisindan {istiin bir tan1 ve
dogrulama tekniginin gelistirilmis olmasidir. Bu teknik ile ISO 6579 prosediirii ile 11 giin
stiren identifikasyon siiresi %100 dogrulukla 3 giine inmektedir. Teknikte kullanilan

primerlerin ve tani tekniginin patentlenme potansiyeli ytiksektir.

Tez kapsaminda S. Infantis’in farkli yogunluktaki bakteri diliisyonlar1 hazirlanarak
farkli saha materyallerine uygulanmasina dayali yapay olarak kontamine  edilen
materyallerden ISO 6579 metodunun farkli asamalarinda (baslangig, 6n zenginlestirme,
selektif zenginlestirme) inkubasyonun farkli periyotlarinda (6, 12, 18, 24. saatlerde)
ornekleme yapilmigtir. DNA izolasyonunun ardindan ¢alismada yer alan primerlerle
konvansiyonel PCR uygulanarak materyal bazinda sensitiviteleri belirlenmistir. Yapilan
literatiir taramasi sonrasinda gerek incelenen materyal sayisi gerek materyal gesitliligi gerek
analiz stratejisi agisindan bu kapsamda bagka bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu sonug da
gerceklestirilen calismanin orjinalligini ve etki degeri yiiksek uluslararasi dergilerdeki yaym

potansiyelini ortaya koymaktadir.

Calismada kullanilan tanmi tekniklerinin 6zellikle sensitivite yoniinden gelistirilmeye
acik oldugu diisiiniilmektedir. Bu gelistirme, DNA ekstraksiyon yontemleri modifiye
edilerek, DNA’nin PCR 0Oncesinde saf bir sekilde ve kayipsiz elde edilmesine olanak
saglayan manyetik veya immunomanyetik separasyonu gibi tekniklerle desteklenmesi
yaninda ekstraksiyon sonrasinda ise prob hibridizasyonuna dayali real-time PCR ve diger

yeni PCR tabanl tekniklerle miimkiin olabilecektir.
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OZET

Tavuklarda Salmonella Infantis izolasyonu ve PCR Tabanh Yontemlerle Tanisi

Bu arastirmada, broyler kiimeslere ait 120 adet altlik, 240 adet sekal svap, 200 adet
kloakal svap, 190 adet bagirsak icerigi, 59 adet yem ve 39 adet toz O6rnegi olmak {izere
toplam 878 adet 6rnek Salmonella Infantis varligi yoniinden incelendi.

Salmonella izolasyon ve identifikasyon ¢alismalar1 ISO 6579:2002/Amd 1:2007, Ek
D standardi uygulanarak gergeklestirildi. Prosediir dahilinde 6n zenginlestirme igin
Tamponlanmig  Peptonlu Su (TPS), selektif zenginlestirme icin Modified Rappaport
Vasilliadis Semi Solid (MRSV) ve Muller Kauffmann Tetrathionat novobiocin Broth
(MKTTn) ve izolasyon i¢in selektif besiyeri olan , Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) ve
Xylose Lysine Tergitol 4 (XLT,) agar kullanildi. Salmonella siipheli bulunan kolonilerinin
identifikasyonu, biyokimyasal ve serolojik yontemlerle gergeklestirildi.

Calismada incelenen 878 materyalde (altlik, toz, sekal svap, kloakal svap, bagirsak
icerigi ve yem) %14,8 Salmonella spp. izole ve identifiye edildi. Salmonella suslarinin
90,761 S. Infantis, %2,3’u S. Agona, %1,53’1 S. Kentucky, S. Hadar ve S. Tenesee, %0,76’1
S. Mbandaka, S. Montevideo, S. Enteritidis, S. Adelaide, S. Liverpool ve S.Derby bulundu.
Calismadaki tiim materyallere direkt, TPS, MRSV, MKTTn, XLD ve XLT , asamalarinda
inkiibasyonun 6., 12., 18. ve 24. saatlerinde Ornekleme yapilarak invA, fljB , fliC
konvansiyonel IMP1-IMP2-IMP3 primerleriyle multipleks PCR yapildi. invA geninin varligi
%100 olarak tespit edilirken; tekli PCR ve m-PCR primerlerinin sonuglarinda S.Infantis’e
ait spesifik bant elde edilemedi. ISO prosediiriiniin izolasyon asamasini takiben olusan
stipheli kolonilere yeni dizayn primeri CyrF/R ile PCR yapildi. S. Infantis suslarinin tamami
(%100) gelistirilen PCR ile dogru olarak saptandi

S.Infantis’in molekiiler tanisi i¢in gelistirilen PCR tekniginin altin standart yontem
olan 1SO 6579 prosedirii ile Kkarsilastirilmali degerlendirmesi sonucunda hizl,

tekrarlanabilir, ekonomik bir alternatif olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Broyler, ISO 6579, PCR, Salmonella Infantis
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SUMMARY

Isolation of Salmonella Infantis in Chickens and its Detection by PCR Based Methods

In this research, Salmonella Infantis was examined from 120 litter, 240 ceacal
swabs, 200 cloacal swabs, 190 intestinal contents, 59 feed and 39 dust samples. Total of 878
samples were collected from poultry house.

Salmonella isolation and identification procedure 1ISO 6579: 2002 / Amd 1: 2007,
Annex D was performed. Pre-enrichment procedure within Buffered Peptone Water,
selective enrichment with Modified Rappaport Vasilliadis Semi Solid (MRSV) and Mueller
Kauffmann Tetrathionat novobiocin Broth and selective medium for the isolation of , Xylose
Lysine Deoxycholate(XLD) and Xylose Lysine Tergitol 4 (XLT,) agar was used. The
identification of suspect Salmonella colonies which were performed by biochemical and
serological methods.

The study examined that total of 878 material’s (litter, ceacal swabs, cloacal swabs,
intestinal contents and feed) Salmonella isolate rate is 14.8%. It was identified that % 90,76
S. Infantis, %2,3 S. Agona, %1,53 S. Kentucky, S. Hadar ve S. Tenesee, %0,76 S. Mbandaka,
S. Montevideo, S. Enteritidis, S. Adelaide, S. Liverpool and S. Derby of the isolated
Salmonella strains. Materials was collected stage of the BPW, MRSV, MKTTn, XLD and
XLT, agar incubation period of 6., 12., 18., 24 hours. Then conventional and multiplex PCR
was performed with primer of invA, fljB , fliC and IMP1-IMP2-IMP3. Primer of invA was
detected %100 Salmonella strains but the other primers couldn’t detect the S.Infantis strains.
Hence, a new primer was designed. All strains of S. Infantis was detected with developed
PCR analysis.

PCR technique for S. Infantis molecular diagnosis was developed that compared
with the gold standard method ISO 6579 assessment procedure is thought to be an rapid,
repeatable and economical alternative.

Key Words: Broiler, ISO 6579, PCR, Salmonella Infantis
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