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ÖNSÖZ 

 

 

 Doğada çok yaygın olarak  ulunan Salmonella etkenleri, ülkemizde ve tüm dünyada 

kanatlı yetiĢtiriciliği ve özellikle insan sağlığı açısından son derece önemli zoonozlardır. 

Salmonellozise se ep olan  u etkenler 1930’lu yıılardan iti aren yapılan çalıĢmalarla kanatlı 

tifosu ve pullorum hastalıklarına karĢı önemli  aĢarılar alınmıĢtır. Ancak  u çalıĢmalar 

paratifo etkenleri için yetersiz kalmıĢtır. Paratifo infeksiyonları çok sayıda serotip tarafından 

oluĢturulmasına karĢın en yaygın görülen serotipler arasında S. Enteritidis, S. Typhimurium, 

S. Infantis, S. Hadar, S. Heidel erg   ulunmaktadırlar. 

 Son yıllarda dünyada çapında paratifoid Salmonellalar gıda kaynaklı hastalık 

ajanları arasındadırlar. Bu durumun, yumurta ve tavuk tüketimiyle paralel artıĢ göstermesini 

kanıtlamaktadır. Bu paralel artıĢ içerisinde S. Infantis 2007 yılından iti aren diğer serotipler 

arasından sıyrılmıĢtır. YetiĢtiricilikte ve daha sonrasında ürünün iĢlenmesi sırasında hijyenik 

Ģartlara uyulmayıĢı, etkin  ir izleme programının izlenmemesi, alınan geçici çözümler ve 

çoklu anti iyotik dirençteki artıĢ kanatlılardaki Salmonella infeksiyonlarının kontrolünü 

güçleĢtirmektedir.  

 S. Infantis’in etkin  ir Ģekilde izlene ilmesi için gerekli olan la oratuvar teĢhis 

yöntemleri içerinde izolasyon ve identifikasyon ISO 6579 metodu kullanılmaktadır. Bu 

prosedür hem yoğun iĢgücü gerektirmekte hem de çok zaman almaktadır. Aynı zamanda 

örnek içinde düĢük düzeyde Salmonella  ulunmasıyla yanlıĢ negatif sonuçların elde edilme 

riski de mevcuttur.  Tavuk sürülerinde S. Infantis’i en erken Ģekilde ortaya koya ilecek hızlı 

 ir tanı yönteminin ISO 6579 prosedürünün ön zenginleĢtirme ve/veya zenginleĢtirme 

 asamaklarına uyarlanmasıyla oluĢturulması klinik vakalar için de faydalı olacaktır. Bu 

amaçla, PCR ta anlı testlerle hem hızlı hem de  asit  ir alternatif yöntem oluĢturmak 

hedeflenmiĢtir. 
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1. GİRİŞ 

 

  

 

 

 Soğukkanlı hayvanlardan insana kadar çok geniĢ bir konakçı çeĢitliliği gösteren 

Salmonella serotipleri, dünyada en yaygın gıda kökenli hastalık etkenleridir. Bazı serotipler 

konakçı spesifik özellik göstermekle birlikte büyük çoğunluğu çapraz infeksiyonlara neden 

olmaktadır. Bu özelliklerinden dolayı tüm sıcakkanlı hayvan orijinli Salmonella serotipleri 

insan için potansiyel patojen olarak tanımlanmaktadır (Baird-Parker, 1990; Grimont ve ark., 

2007). 

 

 

 Enterobacteriacea ailesi üyesi olan Salmonella cinsi; Gram negatif çomaktır. Medikal 

olarak önemli bakterilerin en heterojen koleksiyonuna sahiptir (Murray ve ark., 2003; Yan  

ve ark., 2003). Salmonellalar toprak, su ve dünyadaki bitki örtüsünde ve sıklıkla insan ve 

hayvanların bağırsak florasında bulunabilmektedir. Salmonellalar spor oluĢturmayan, 

çoğunlukla hareketli ve fakültatif anaerobturlar (Yan ve ark., 2003).  

 

 

 1940‟lı yıllardan sonra spesifik konakçısı olmayan Salmonella serovarlarının insan 

ve hayvanlardan izolasyonu hızla bir artmakta ve bu serovarlar genç yaĢtaki tavuklarda 

önemli kayıplara neden olmaktadır. Paratifoid salmonellalar gıda kaynaklı hastalık ajanları 

arasında ensık görüleni olup dünya çapında yaygındır, Dünya Sağlık Örgütü (World Health 

Organisation, WHO)‟nün raporuna göre, Amerika, Avrupa ve Afrika‟daki sağlık ajansları 

yumurta ve tavuk tüketimine bağlı hastalıklarda benzer bir artıĢ olduğunu bildirmiĢlerdir 

(Baird-Parker, 1990; ISO 6579, 2002; Ġzgür, 2006). 

 

 Salmonella‟nın doğal habitatı, konak spesifitesi ve klinik olarak ortaya çıkan 

hastalık tablolarının temel alındığı üç kategoriye ayrılmaktadır: birinci kategoride  insanlarda 

tifo ve paratifoya sebep olan Salmonella Typi ve Salmonella Paratyphi A, B ve C, ikinci 

kategoride, ciddi Ģekilde hayvanlara adapte olmuĢ paratifo etkenlerinden Salmonella Dublin 

(sığırlar), Salmonella Cholerasuis (domuzlar), Salmonella Pullorum ve Salmonella 

Gallinarum (kanatlılar), üçüncü kategoride ise hem insanları hem hayvanları infekte eden 

dünya genelinde gıda kaynaklı hastalıklardan sorumlu, zoonotik önemi olan salmonellalar 
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bulunmaktadır (Gantois ve ark., 2009). 

 

 Salmonella cinsine ait ilk bakteri 19. yüzyılda tanımlanmıĢtır. Salmonella Typhi 

patojen olarak ilk defa 1880 yılında insanların lenf nodulü ve dalağında bulunmuĢtur. 

Bununla birlikte ilk izolasyonu ve morfolojik olarak ilk tanımlamayı Gaffky 1884‟de 

yapmıĢtır (Le Minor, 1992). Amerikalı bakteriyolojist D. E. Salmon ve Smith tarafından 

1885 yılında ilk defa domuz bağırsağından Bacterium Suispestifer olarak adlandırılan basil 

izole edilmiĢtir. Daha sonra Salmonella Cholerasuis olarak adı değiĢtirilmiĢtir. 1888 yılında 

Gaetner Salmonella Enteritidis‟i, 1889 yılında Klein yetiĢkin kuĢlarda kanatlı tifosunu ve 

1892 yılında Loefer Salmonella Typhimurium‟u raporlamıĢlardır. Jones (1913), 

agglutinasyon testlerini kullanarak Salmonella Pullorumu‟u identifiye etmiĢtir (Le Minor, 

1992). 

 

 

 

1.1. Salmonella Nomenklatür 

 

Veteriner bilim adamı Danial E. Salmon 1885 yılında ilk Salmonella bakterisini bulmasının 

ardından bilim adamları Salmonella nomenklatürü için birçok farklı sitem kullanmıĢlardır 

(Yan ve ark., 2003).  Salmonella nomenklatürünün birörnek olması için bilimadamları, 

sağlık çalıĢanları ve halk arasında bir iletiĢim olması gerektiğini savunmuĢlardır. Çünkü 

birçok nomeklatür sisteminin Salmonella cinsini tutarsız bir Ģekilde türlere, alttürlere, 

altcinslere, gruplara, altgruplara ve serotiplere (serovarları) bölmüĢ ve bu da karıĢıklığa 

sebep olmuĢtur (Brenner et al., 2000).  

 

 Salmonella cinsi 1925 yılında klasifiye edilmeye baĢlamıĢ ve kullanılan yöntem 

serolojik metotlar olmuĢtur. Salmonella Typhimurium, Loeffler (1892) ve Salmonella 

Paratyphi, Schottimuller (1899) tarafından bulunmuĢ ve Salmonella cinsine eklenmiĢtir. 

Uluslararası Sistematik Bakteriyoloji Enterobacteriaceae Alt Komitesi (Subcommitte of 

Enterobacteriaceae of the Internatıonal Committee on Systematic Bacteriology) 1986 yılında 

XIV. Uluslararası Mikrobiyoloji Kongresi‟nde toplanarak, 1952 yılında Kauffmann ve 
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Edwards tarafından teklif edilen Salmonella enterica tür isminin kullanılmasını önermiĢtir. 

1987 yılında WHO ĠĢbirliği Merkezi (Collabrating Centre)‟nden Le Minor ve Popoff 

Sistematik Bakteriyoloji Uluslararası Komitesi‟nin Adalet Komisyonu‟na „Bir GörüĢ 

Önerisi‟ni resmi olarak sundular. Aynı yıl Salmonellaların 7 altcinsinin, alttür olarak 

adlandırılmasını önerdiler. Altcins III, IIIa ve IIIb olmak üzere hem genomik yakınlıkları 

hem de biyokimyasal özelliklerine göre ayrıldı. Alttür IIIa (S. enterica subsp. arizonae) 

monofazik Arizona serotipini ve alttür IIIb (S. enterica subsp. diarizonae) difazik serotipleri 

içermektedir. Tüm Arizona serotipleri 1979 yılında Rohde tarafından Kauffmann-White 

Ģemasına eklenmiĢtir. Bu öneri 1986 yılında CDC ve Ewing tarafından kabul görerek 

Edward ve Ewing‟in Enterobactericeae Ġdentifikasyonu‟nun 4. baskısında ve diğer 

kaynaklarda yayınlanmıĢtır. Popoff ve ark. (1996) Salmonella genusu için yaptıkları  

klasifikasyonuna göre salmonellaları iki türe ayırmıĢlardır: Salmonella enterica ve 

Salmonella bongori. DNA-DNA hibridizasyonuna göre S. bongori ayrı bir türdür. Bu son 

sınıflandırma Bergey‟s Manual‟de yerini almıĢtır ve tüm Salmonella serovarları bu iki türün 

içine girmiĢtir. Salmonella bongori, en fazla 10 farklı serotipe sahiptir. Salmonella enterica 

ise fenotipik ve genotipik olarak 6 alttüre ayrılmıĢtır. Bunlar; enterica, salamae, arizonae, 

diarizonae, houtenae ve indica‟dır. Öncelikli olarak özellikle amino asit ve karbonhidrat 

metabolizmasını içeren biyokimyasal testlerle ayrımları yapılabilmektedir (Forshell ve ark., 

2006). Türler ve alttürleri takiben Salmonella enterica subsp. enterica (I), 1547; Salmonella 

enterica subsp. salamae (II), 513; Salmonella enterica subsp. arizonae (IIIa), 100; 

Salmonella enterica subsp. diarizonae (IIIb), 341; Salmonella enterica subsp. houtenae (IV), 

73; Salmonella enterica subsp. indica (VI), 13 serovara sahiptir (ISO 6579, 2002). 

Ġnsanlarda Salmonella kaynaklı hastalıklarda sadece 200 adet serovar sıklıkla 

gözlenmektedir (Baird-Parker, 1990). Salmonella enterica subsp. salamae, arizonae ve 

diarizonae reptil ve soğukkanlı hayvanların bağırsaklarında bulunmakla birlkte arizonae 

hindi ve koyunlarda problem oluĢturabilmektedir (Ewing, 1986). Salmonella enterica subsp. 

houtenae ve Salmonella bongori çevrede rastlanır ve tipik olarak insanlarda patojendir. 

Salmonella subterranean üçüncü tür olarak düĢünülmüĢtür fakat DNA temelli çalıĢmalarda 

Salmonella genusuna ait olup olmadığı tam olarak belirlenememiĢtir (Grimont ve ark., 

2007). Sözü edilen tür/alttür ve serotipler çizelge 1.1‟de verilmiĢtir.  

 

 Antijenik klasifikasyonu yapılan salmonellalar White-Kauffmann-Le Minor 

(Kauffmann-White) Ģemasında yer almaktadır. Ġdentifiye edilen yeni serovarlar WHO‟nun  

Paris‟te Pastör Enstitüsü‟nde bulunan “Dünya Sağlık Örgütü (WHO) Salmonella AraĢtırma 
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ve Referans ĠĢbirliği Merkezi (WHO Collaborating Centre)” tarafından bu Ģemaya eklenip 

güncelleĢtirilmektedir. Bu yeni serovarlar Kauffman-White Ģemasında güncellenerek 

listelenmektedir (Brenner ve ark., 2000). 

 

Çizelge 1.1. Salmonella serovarlarının yıllara göre sayıları      

 

 Türler/allttürler                    Yıllar        

 1998                  2001                    2007   

                                                                                  Serovar Sayıları 

  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 serovarları                                     2463               2523                        2610 

( Salmonella cinsi) 

1. Supplement 1998(Popoff ve ark., 2000) 

2. Supplement 2001(Popoff ve ark., 2003) 

 

 

 

 

1.2. Salmonella Bakterisinin Yapısal Özellikleri 

 

 

 Enterobacteriacea ailesi üyesi olan Salmonella cinsi; Gram-negatif, fakültatif 

anaerob, katalaz enzim sistemine sahip, çomak morfolojisinde (0.7-1.5 X 2-5 μm) ve 

genellikle peritrik flagella ile hareket edebilen bakterileri içermektedir. Ancak Salmonella 

Pullorum ve Salmonella Gallinarum gibi bazı serotipler ise hareketsizdir (Akan, 2008, Aydın 

ve ark.,2008;  Ġzgür, 2002; Ġzgür, 2006). Salmonella Pullorum‟un özel besiyeri koĢullarında 

hareketli olduğu, hareketli Salmonella Pullorum kültürlerinin elektron mikrografisinde 
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hücreden çıkan flagellayı andıran uzun fibröz çıkıntılarının görüldüğü ve bu çıkıntıların 

Salmonella Enteritidis flagellasından daha az sayıda ve daha ince olduğu (Holt ve Chaubal, 

1997), Salmonella Pullorum ve Salmonella Gallinarum‟un faz 1 antijenini kodlayan fliC 

genine sahip olduğu tespit edilmiĢtir (Grimont, 1993). 

 

 

 

 
 Şekil 1.1. Enterobactericae ailesine ait Salmonella bakterisinin antijenik  yapıları 

  

 

 Metilen mavisi, karbol fuksin gibi boyalarla kolaylıkla boyanabilme özelliğine 

sahiptirler (Holt ve ark., 1994). Genel olarak katı besiyerinde 1-2 mm çapında, düzgün 

kenarlı, yuvarlak, hafif kubbeli ve parlak koloniler oluĢtururlar. Smooth kolonilerin sıvı 

kültürleri buyyonda homojen bir Ģekilde hafif bulanıklık meydana getirerek ürerler. Rough 

kolonilerin sıvı kültürlerinde yoğun granüler sediment ve üst kısımda berrak süpernatant sıvı 

meydana gelir. Salmonellaların optimal üreme dereceleri 37 °C olmasına rağmen, üreme  ısı 

sınırları oldukça geniĢtir. En uygun pH 7,4‟te ürerler. Hidrojen Sülfür (H2S) pozitif, laktoz 

negatiftirler. Vogues Proskauer (VP), indol, oksidaz testleri negatif olup, metil red (MR) ve 

katalaz pozitiftirler. Jelatini eritirler, nitratlar nitrite indirgerler ve fakültatif anaerobiktirler. 

Sitrat, lizin (LDC) ve ornitin dekarboksilaz (ODC) genellikle pozitiftir. Salmonella 

etkenlerinin tümü üreaz enzimine sahip olmadıkları için üreyi ayrıĢtıramazlar (Holt ve ark., 

1994; Ġzgür, 2002; Ġzgür, 2006). Dulsitol, mukat, sorbitol, ksiloz, arabinaz, ramnoz, mannoz, 

mannitol, maltoz, trehaloz, inositol ve melibiozu asit oluĢturarak fermente ederler. Adonitol, 

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



 6 

Popoff, 1987). Salmonellalar genellikle laktozu kullanmazlar, fakat Arizona gurubunun çoğu 

laktozu yavaĢ ya da hızlı olarak fermente eder. Salmonellaların büyük çoğunluğu gaz 

oluĢtururlar yani aerojeniktirler.  Ancak Salmonella Typhi ve Salmonella Gallinarum gaz 

oluĢturmazlar sadece asit oluĢtururlar. Salmonella Typhi ve Salmonella Paratyphi A‟nın 

dıĢndaki Salmonella serovarları sitrat pozitiftirler. Salmonella Paratyphi A ve Salmonella 

Choleraesuis‟in bazı suĢlar hariç salmonellalar H2S üretmektedirler. Salmonella Paratyphi A 

dıĢındaki salmonellaların çoğu için LDC reaksiyonu pozitiftir. Salmonella Typhi ve 

Salmonella Gallinarum‟un ODC reaksiyonu negatif olmasına karĢın diğer salmonellalar 

genellikle ODC pozitiftir (Holt ve ark., 1994; OIE 2012).  

 

 Salmonellanın ortak 3 kompartmanı bulunmaktadır. Ġlk kompartman sitozol; genetik 

replikasyon ve protein ekspresyonunun gerçekleĢtiği yerdir. Ġkinci kompartman hücre 

duvarını içerir; patojenitenin kritik yapısı ve fonksiyonunu içerir. Diğer kompartman ise 

yüzey yapıları hücre zarfının dıĢına yayılmıĢ yüzey yapılarıdır (kapsüller; K antijenleri, 

flagella; H antijeni)  ve Ģekil 1.1.‟de gösterilmiĢtir (Murray ve ark., 2002). 

 

 

 

1.2.1. Salmonella Serotip Antijenleri  

 

 

 O antijenleri (polisakkarit de denir) karbonhidrat yapısındadır ve lipopolisakkarit 

(LPS) komponentini oluĢturmaktadır. O altünitesinin polimeridir; her O altünitesinin 

varyasyonu karbonhidrat içeriğinin ve altüniteyi oluĢturan  karbonhidratlar arasındaki ve O 

antijen polimerlerin formunu oluĢturan kovalent bağların yapısından kaynaklı olarak 

farklılıklar görülmektedir. O antijenleri sayılarla dizayn edilmiĢtir ve serogruplara ayrılır. 

Serogruplara „O‟grubu adı verilmektedir. O gruplarının çoğu harflerle dizayn edilmiĢtir 

(örneğin, 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 gruplarına ait birden fazla O antijeni 

bulunabilir ve  bu gruba ait tüm serotiplerde de vardır. Çoklu O faktörleri ardıĢık olarak 

listelenmiĢitr ve virgülle ayrılmaktadır. 
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H antijenleri bakteriyal flagellanın filamentöz parçasıdır. Flagellin adı verilen protein 

altünitelerinden meydana gelmiĢtir. Flagellinin sonu sınırlanmıĢtır ve karakteristik yapının 

flamentlerinin oluĢturmaktadır. Antijenik olarak değiĢken olan parçası flagellinin yüzeyde 

bulunmaktadır. Salmonella serotipleri için iki farklı H antijeni eksprese edilebilir ve iki farklı 

gen tarafından kodlanır. Ġki genin ekspresyonu koordinelidir böylelikle sadece bir flagellar 

antijen tek bir bakteride aynı zamanda eksprese olmaktadır. Birbirinden ayrı flagellar 

antijenler Faz 1 ve Faz 2 olarak adlandırılmıĢtır. Monofazik izolatlar tek bir flagellinin 

eksprese olmuĢ halidir. Bazı serotiplerde (örneğin; S. Enteritidis, S. Typhi, çoğu IIIa ve IV 

alttür serotiplerinde) veya Faz 1 veya Faz 2 antijenini kodlayan genin kaybedilmesi veya 

inaktivasyonu sonucunda Ģekillenmektedir. Bazı Salmonella serotiplerinde H antijenleri 

çoklu faz faktörleri içerdiklerinde virgülle ile ayrılırlar (örneğin; ikinci faz antijeni bulunan 

S. Typhimurium gibi).  

 

 Kauffmann-White ġeması‟nda tüm serotipler formülle ifade edilirler.  ġemanın ilk 

sütunu S. enterica subsp. enterica serovarların adlarını içerir, Ģekil 1.2 ‟de gösterilmiĢtir 

(örneğin; Enteritidis, Hadar, Infantis, Typhimurium, v.s.). Salmonella  enterica‟nın alttürleri 

ise Romen rakamlarıyla ifade edilir (örneğin, S.enterica subsp. salamae; II, S. enterica 

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

  

 
   Şekil 1.2. S. Infantis‟in Kauffmann-White ġeması‟na göre formülü 

 

 O ve H faktörlerinin varlığı değiĢkenlik gösterebilir. Bu tarz durumlarda bakteriyofaj 

tarafından kodlanıyorsa serotip formülünde altı çizili olarak bulunur (örneğin, 1) veya antijen 

değiĢken olarak bulunuyorsa kare parantez içerisine alınarak gösterilir (örneğin, 5). Zayıf 

antijenik yapıyla temsil ediliyorsa parantez içine alınmıĢ halde gösterilir (örneğin, (k)). H 

antijeninin bulunmadığı serotipler eksi („-‟) ile ifade edilir (örneğin, S. Enteritidis; 
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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 (örneğin, S. II; 13,23: b: (1,5): z42). 

 

 

1.3. Epidemiyoloji 

1.3.1. Salmonella’nın Konak Aralığı 

 Salmonella serovarları konak prevalansı ve neden oldukları klinik tablolara bağlı 

olarak 3 gruba ayrılmaktadır (Malorny ve ark., 2004). Asemptomatik durumlardan ciddi 

hastalık tablolarına kadar klink bulguları farklılık göstermektedir (Jones ve ark., 2008). Ġlk 

gruptaki serovalar konak bağımlı olarak bilinir, iliĢkili türlerde sınırlı sistemik hastalıklara 

sebep olur. En bilinen temsilcisi insan ve bazı primatlarda Tifo hastalığa sebep olan S. 

enterica serovar Typhi‟dir. S. enterica serovar Gallinarum, kanatlıya adapte olmuĢtur ve 

kanatlı tifosunun sebebidir. Ġkinci gruptaki konak bağımlı serovarlar spesifik hayvanlarda 

sistemik hastalıklara sebep olmakta, fakat nadiren de diğer memelileri infekte etmektedir 

(Kingsley ve Bäumler, 2000). Örneğin, S. enterica serovar Choleraesuis domuzlarda 

sistemik paratifoid hastalıklara sebep olur ancak seyrek olarak da insanları etkilemektedir. 

Benzer olarak, S. enterica serovar Dublin sığırlarla iliĢkilidir ve sistemik hastalık oluĢturur 

fakat invaziv insan infeksiyonları nadir de olsa bildirilmiĢtir (Wollin, 2007). Diğer grupların 

tersine üçüncü gruptaki serovarlar kanatlı ve memeli konaklarında geniĢ çaplı hastalığa 

sebep olmaktadırlar. Bu grubun en bilinen serovarları S. enterica serovar Typhimurium ve 

serovar Enteritidis‟tir. Kuluçkadan yeni çıkmıĢ civcivlerde S. enterica serovarları Enteritidis 

ve Typhimurium gastroenteritlere sebep olmaktadırlar, fakat ileri yaĢtaki tavuklarda 

asemptomatik taĢıyıcı olmaktadırlar. Ġmmun sistemi yeterli  olan insanlarda sınırlı bir diyare 

görülmektedir ancak immun yetmezliği olan insanlar yüksek mortaliteyle seyreden sistemik 

hastalığa yakalanırlar (Kingsley ve ark., 2009; Dougan ve ark., 2011). Serovarın patojenite 

genleriyle konak adaptasyonu kuĢların, memelilerin veya soğuk kanlı omurgalıların immun 

sisteminin spesifik orgaizasyonuyla engellenir (Bäumler ve ark., 1998; Kingsley ve Bäumler, 

2002). 
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1.4. Salmonellozis 

 

 Salmonellalar dünya çapında yaygın olup insan, hayvan ve çevrede farklı sıklıklarda 

görülmektedir. Hayvanlardan insanlara veya insanlardan hayvanlara bulaĢma gösterdiği için 

zoonotiktir. Etkenin doğal habitatı genellikle bağırsaktır. Hayvanlardan insanlara çoğunlukla 

kontamine hayvansal (özellikle kanatlı, domuzlar ve sığırlar) gıdalar aracılığıyla 

bulaĢmaktadır (Thorns, 2000). Diğer salmonella infeksiyonları insandan insana, su kaynağı 

aracılığıyla, çevresel veya hayvansal maruziyet bağlı bulaĢma sebebiyle olmaktadır 

(Bertrand ve ark., 2008). Pet hayvanlar özellikle sürüngenler salmonella rezervuarı olarak 

davranırlar ve direk veya indirek temasla infeksiyonu bulaĢtırırlar (Bertrand ve ark., 2008).  

 

 Salmonella‟nın hastalık oluĢturabilmesi için suĢun infeksiyon dozu ve özellikleri, 

konağın bağıĢıklık durumu, yaĢının uygun olması gerekmektedir. ÇalıĢmalarda hastalık 

oluĢumu için gerekli en düĢük dozun 1x10
5 
cfu 

 
kadar olduğu belirlenmiĢtir (Hornick ve ark., 

1970). 

 

 S. enterica subsp. enterica insan ve hayvanlardaki Salmonella infeksiyonlarının 

yaklaĢık 99%‟undan sorumludur Avrupa‟da, 2010 yılında 99,020 Salmonellozis vakası rapor 

edilmiĢtir. European Food Safety Authority (EFSA) ve European Centre for Disease 

Prevention and Control (ECDC), 2012 rakamlarının 2006-2010 yılları arasındaki vaka 

sayıları istatistiksel olarak kıyaslandığında hastalığın sıklığının düĢüĢ gösterdiğini 

bildirmiĢtir. Avrupa ülkelerinde özellikle Almanya‟da 1990‟ların ortasında, 2006-2007 

yılları dıĢında bu serotipin sebep olduğu vaka sayılarının düĢtüğü bildirilmiĢtir. 2010 yılında 

25,307 insan Salmonella vakası bildirilmesine rağmen 2009 verileriyle kıyaslandığında 

%19‟luk bir azalmanın olduğu tespit edilmiĢtir. Almanya„daki 100,000‟lık populasyonda 

prevelansı % 30.9 olarak tespit edilmiĢ ve son beĢ yıl ortalamasının altında bulunmuĢtur. 

Buna rağmen 2010 yılında tüm Salmonella infeksiyonlarının %47‟nin sebebi hala S. enterica 

serovar Enteritidis‟tir. Bu vakalarda yumurta ve yumurtadan üretilen gıdalar sorumlu 

olmuĢtur. Yeterli ısıl iĢlem görmemiĢ çiğ yumurta içeriği olan gıdalar da ikinci en yüksek (% 

14.4)  Salmonella infeksiyon kaynağı olmuĢtur (EFSA ve ECDC, 2012). Ġkinci en sık 

görülen serovar %41 oranla S. enterica serovar Typhimurium (monofazik Typhimurium da 
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dahil (2009: 33%). Relatif olarak S. enterica serovar Enteritidis vakalarının düĢmesi 

monofazik S. enterica serovar Typhimurium (4,[5],12:i:-) vakalarının artmasını 

desteklemiĢtir. Ġnsanlarda monofazik varyant S. enterica serovar Typhimurium (0.1% 

1999‟da %0.1‟den 2011 yılında %24.9) arttığını rapor etmiĢlerdir (Toboldt ve ark., 2013). 

Avrupa‟daki Salmonella infeksiyonlarının %25.3‟ünü diğer non-tifoidal serovarlar baĢta S. 

enterica serovar Infantis (1.8%), Newport (%0.9), Kentucky (%0.8), Virchow ve Derby 

(herbiri %0.7), Mbandaka ve Agona (herbiri 0.5%) oluĢturmaktadır (EFSA ve ECDC, 2012; 

Hendriksen ve ark., 2011). Buna rağmen bölgesel serovarların görülme sıklığıyla ilgili de 

farklılıklar olmaktadır. Örneğin S. enterica serovar Heidelberg Kuzey Amerika‟da ilk dörtte, 

Avrupa‟da ilk dokuzda, Latin Amerika‟da ilk ondokuzda, Afrika ve Asya bölgelerinde en sık 

görülen yirmi serovar içerisinde bulunmaktadır. 

 

 1.4.1. Salmonella’nın Evcil Hayvanlardaki Durumu 

 

 Hayvanlar Salmonella‟nın asemptomatik taĢıyıcısı olabilirler ve bakteriyi 

bağırsaklarında taĢırlar. Uzun süreler dıĢkılarıyla çok miktarda etkeni saçabilirler. 

Salmonella’yı kontrol ederken insan gıda zincirine Salmonella bulaĢmasını engellemek 

gerekmektedir. Genellikle, geliĢmiĢ ülkelerde patojenin ve serovarların prevelansı düzenli 

olarak kontrol edilir ve bunu üzerine kontrol önlemleri alınır. Evcil hayvalarda Salmonella 

infekte bireylerden vertikal yolla bulaĢabileceği gibi horizontal olarak dıĢkı, gıda, kemirici 

ve kuĢlar aracılığıyla da bulaĢma olabilmektedir (Davies ve ark, 2004; Vandeplas ve ark., 

2010). Evcil hayvanlarda hastalığın görülme sıklığı bakım-besleme, hijyen kuralları ve 

havalandırmayla yakından iliĢkilidir. Salmonella insidensi kuzey ülkelerde daha soğuk iklim 

Ģartlarından dolayı daha az görülmektedir. Salmonella vakaları mevsimsel değiĢimlerde 

özellikle yaz ve ilkbaharda artıĢ göstermesine rağmen kıĢ aylarında azalmaktadır (EFSA 

2011). Kontamine hayvan yemi ve vahĢi hayvanlar çiftlik hayvanlarına hastalığın giriĢi için 

önemli bir kaynaktır (Skov ve ark., 2008). Bunun dıĢında bir diğer kontaminasyon sebebi ise 

hayvanların kesim süreçleridir (Bolton ve ark., 2003).  
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 Kanatlı hayvanlar bir çok serovarla infekte olabilirler. Konak spesifik S. enterica 

serovar Gallinarum ve Pullorum kanatlılarda birçok sistemik hastalığa (sırasıyla kanatlı 

Tifosu ve Pullorum) sebep olmaktadır (Barrow ve Freitas Neto, 2011). Yirminci yüzyılın  

ortalarında aĢılama programlarıyla Kuzey Amerika ve Avrupa‟da eradikasyonu sağlanmıĢtır 

(Barrow ve ark., 2012). 1980‟lerin ortasına kadar S. enterica serovar Enteritidis sıklıkla 

tavuklarda görülen serovardı, dünyanın birçok kısmında ekolojik S. enterica serovar 

Gallinarum ve Pullorum aĢılamasından kaynaklı olarak ekolojik boĢluğu doldurmaktaydı 

(Bäumler ve ark., 2000; Ward ve ark., 2000) S. enterica serovar Enteritidis önemli halk 

sağlığı problemi haline gelmiĢtir (EFSA, 2012). AĢılama programlarına rağmen dünyanın 

birçok yerinde yayılmaya devam etmektedir (Hendriksen ve ark., 2011). Avrupa‟da, 

Salmonella prevalansı üzerine yapılan sörvey çalıĢmalarında %30.7 ticari yumurtacı 

tavuklarda, % 23.7 broylerlerde etken (EFSA, 2007a; EFSA, 2007b) belirlenmiĢtir. Sıklıkla 

S. Enteritidis bunu takiben de S. Infantis dominant olarak tespit edilmiĢtir. Buna rağmen 

prevelans ve dominant serovarların varyasyonları Avrupa ülkeleri arasında farklılık 

göstermektedir. Örneğin, S. Enteritidis yumurtacılarda 0%-79.5%. arasında bir varlığa 

sahiptir. Almanya‟da prevalans diğer Avrupa Birliği ülkelerinden genellikle biraz daha 

aĢağıdadır. Almanya‟daki yumurtacılarda dominant serovarları Avrupa ortalamasından 

farklıdır. Broylerlerde ve karkaslarda monofazik serogrup B serovarları (4,12:d:-) sırasıyla 

%30.7 ve %27.6 prevalansındadır. Bu serovarlar Danimarka ve Ġngiltere‟de sırasıyla %,15.2, 

%2.8 oranında izole edilmektedir. Almanya ulusal zoonozlar izleme programlarını takiben 

2003/99/EC (Anonymous, 2003) Almanya‟da Salmonella prevalansı yumurtacılarda, 

broylerlerde ve hindilerde sırasıyla %6.1, %6.8 ve %2.0 ve toz örneklerinde %3.6, %7.4 ve  

% 1.1 fekal örneklerde görülmektedir (Malorny ve ark.,2004) 

 

 

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

 

 Ġnsanlarda Salmonellozis‟in ana kaynaklarından biri kümes hayvanları ve 

ürünlerinin tüketimidir. Diğer et ürünleri ve gıdalar yanında, kanatlı üretiminde en yaygın 

rastlanılan serotiplerden biri S. Infantis‟dir. Ġnsan ve sığır Salmonellozis‟ine neden olan bu 

serotip, Kauffman-White Ģemasında O antijenleri bakımından C1, Faz 1 H antijenleri 

bakımından “r” ve Faz 2 H antijenleri bakımından “1.5” olarak tanımlanmıĢtır (Popoff ve 

ark., 1998; Popoff ve ark., 2004). Halen S. Typhimurium ve S. Enteritidis insanda 
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Salmonellozis‟e yol açan en yaygın serotiplerdir. Ancak son yirmi yılda özellikle geliĢmiĢ ya 

da geliĢmekte olan ülkelerde yürütülen çalıĢmalarda bu iki serotipin baskınlığının giderek 

azaldığı ve S. Infantis baĢta olmak üzere, baĢka serotiplerin sıklığının arttığı tespit edilmiĢtir 

(Zhao ve ark., 2003; Asai ve ark., 2007, Lublin ve ark., 2015). Ġlk S. Infantis kökenli salgın 

1971 yılında Finlandiya‟da meydana gelmiĢ ve bu salgının kaynağının broyler üretimi 

olduğu saptanmıĢtır. BüyükbaĢ hayvan çiftliklerinde ise 1992 yılında aynı serotipin yol açtığı 

salgınlar belirlenmiĢtir. S. Infantis kökenli diğer bir salgın 1993 yılı ağustos ayında 

Danimarka‟da meydana gelmiĢtir ve bu salgında 500 kiĢi tedavi görmüĢtür. Salgın üzerinde 

yürütülen epidemiyolojik çalıĢmalarda, domuz etlerinden kaynaklandığı saptanmıĢtır 

(Wegener ve Baggesen 1996). 

 

 

 Ġnsanlardaki S. Infantis salgınlarının öncelikli rezervuarı olarak hayvanlar özellikle 

de kanatlı popülasyonu gelmektedir. Bunun üzerine Avrupa‟da European Food Safety 

Authority (EFSA) tarafından yapılan tarama çalıĢmalarında S. Enteritidis ve S. Infantis 

serotiplerinin broyler çiftliklerinden kaynak aldığı ortaya konulmuĢtur. En yüksek oranla 

Macaristan (%87), bunu Polonya (%19) ve Çek Cumhuriyeti (%13) takip etmiĢtir (EFSA 

2007a; 2007b). Almanya‟da ise broyler sürülerinde S. Infantis oranının %8.9 olduğu ortaya 

konmuĢtur. EFSA‟nın yaptığı diğer çalıĢmada S. Infantis (EFSA 2007c), broyler 

karkaslarında Slovenya (%55) ve Avustralya (%44)‟da en önemli serovar olarak 

belirlenmiĢtir. S. Infantis‟in broyler sürülerinde görülme sıklığı yalnızca Macaristan‟da değil 

Ġngiltere, Kanada, Amerika BirleĢik Devletleri ve çok sayıda Afrika ülkesinde Japonya, 

Ġzlanda, Fransa, Hollanda, USA, Türkiye, Suudi Arabistan ve Cezayir gibi ülkelerde de 

tanımlanmıĢtır (Raseta ve ark., 2015). 

 

 S. Infantis‟in Salmonella enfeksiyonlarında etkinliğinin hızlı bir Ģekilde artması, tüm 

çiftlik hayvanlarında yaygın olarak bulunan bir serotip olması yanında, çoklu ilaç dirençlilik 

regülasyonunda içerdiği genetik elastisiteden kaynaklanmaktadır. Günümüzde tüm dünyada 

çoklu ilaç dirençlilik sistemlerinin tespit edildiği serotiplerin baĢında S. Typhimurium ve S. 

Infantis gelmektedir (Tükel ve ark., 2007; Chessa ve ark., 2008b).  
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1.5. Salmonella İzolasyon ve İdentifikasyon Yöntemi 

 

 Salmonella izolasyon ve identifikasyonu uluslararası kabul edilmiĢ prosedür ISO 

6579:2002/Amd 1:2007, Ek D standartıdır. ISO 6579 standartının D eki Salmonella 

spp.‟lerin hayvan dıĢkı kökenli izolasyonunu içermektedir ve prosedürün selektif 

zenginleĢtirme aĢamasında Modifiye Rappaport Vassiliadis yarı katı besiyerinde (MRSV) 

kullanılmaktadır. MSRV hızlı ve sensitif bir Ģekilde hareketli gıda örneklerinden Salmonella 

izolasyonu için geliĢtirilmiĢtir. Daha sonra, dıĢkı örneklerinden de hareketli Salmonella 

izolasyonu için de kullanımı uygun görülmüĢtür (Malorny ve ark., 2004). Standardın 

sensitivitesi 25 g örnekte 1 CFU Salmonella‟nın tespitine dayanmaktadır (ISO, 2007). Bu 

metod dört ardıĢık iĢlemden oluĢmaktadır: (i) 225 ml selektif olmayan TamponlanmıĢ 

Peptonlu Su (TPS) ile 25 g örneğin 18± 2 saat 37°C ± 1°C‟de ön zenginleĢtirmesi (BPW), 

(ii) iki farklı besiyerinde zenginleĢtirme aĢaması , ilk olarak Modifiye Rappaport Vassiliadis 

yarı katı 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 aĢamasında ise XLD ve XLT4 agar 24 h ± 3 h 37°C ± 1°C inkubasyona bırakılması, 

(iv) agar üzerinde üreyen kolonilerin biyokimyasal ve serolojik konfirmasyonu yapılmasıdır. 

Prosedürün tamamı 4-6 iĢ gününde tamamlanmaktadır ( ISO, 2012). 

 

 

1.6. Salmonella Tanısı için Konvansiyonel PCR  

 

 PCR 1980‟lerin ortasında Karry Mullis tarafından klinik ve gıda mikrobiyoloik 

örneklerinin tanısı için çok önemli bir teknik icat edilmiĢ olan önemli bir tanı tekniğidir.  

PCR gıda patojenlerinin tespiti için baĢarılı ve üretken bir araç olmuĢtur (Hoorfar ve ark., 

2004; Malorny ve ark., 2003). En önemlisi ise tanı testleri için internal amplifikasyon 

kontrollerini(IAC) içermesidir. (Hoorfar ve ark., 2004). Bununla birlikte, kontaminasyon 

riski, DNA polimeraz inhibitörleri varlığı ya da farklı cihazların (örneğin thermal cycler) 

performansındaki varyasyonların teĢhis laboratuvarlar arasında tekrarlanabilir sonuçlar 

sağlayabilmesi zor olabilmektedir (Wilson, 1997). 
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 Salmonella DNA „sının spesifik ilk PCR tesbiti oriC genini hedefleyen çalıĢma 

olmuĢtur (Widjojoatmodjo ve ark., 1991). Bir yıl sonra Rahn ve ark. (1992) yüksek ölçüde 

korunmuĢ Salmonella patojenite adası 1‟de bulunan invA genini temel alan PCR çalıĢmasını 

yayınlamıĢtır. Bu test 630 Salmonella ve 142 Salmonella olmayan örnekle test edilmiĢtir. 

Sadece S. enterica serovar Senftenberg ve Lichtfield örnekleri negatif bulunmuĢtur. Ayrıca 

Salmonella serogruplarının ayrımını ortaya koymak için biyosentezden sorumlu aynı 

zamanda O-antijeninin tekrarlayan ünitesini kodlayan genleri içeren rfb gen kümesini temel 

alan PCR dizayn edilmiĢtir (Lee ve ark., 1992; Luk ve ark., 1993). Bunun yanında birçok 

farklı primer setleriyle Salmonella çalıĢmaları yapılmıĢtır (Aabo ve ark., 1993; Kwang ve 

ark., 1996; Cohen ve ark., 1996; Makino ve ark., 1 999; Sareyyüpoğlu ve ark., 2008; Ziemer 

ve Steadham, 2003). PCR metodunun yüksek sensitivite ve spesifitesi ve hızlı sonuca 

ulaĢması avantajları yönünden gıda, su ve çevresel örneklerden  konvansiyonel Salmonella 

teĢhisine alternatif olmaktadır. Bu nedenle Uluslarası Standardizasyon Örgütü (International 

Organization for Standardization, ISO) gıda kaynaklı patojenler için PCR metodunu 

önermiĢtir (Tomás ve ark., 2009). 

 

 PCR çalıĢmalarının yanında günümüzde hala ISO 6579 Salmonella izolasyon ve 

identifikasyon prosedürü altın standarttır. Tüm prosedürün tamamlanması için geçen süre 

yaklaĢık 11 gündür ve yoğun emek ve tecrübeli personel isteyen bu yöntemi kısaltmak için 

dünyadaki birçok laboratuvar serotiplendirmeyi moleküler metotlarla desteklemiĢlerdir. 

Yüksek sensitivite, spesifite ve PCR tabanlı  metotların zamanı kısaltmasından dolayı tercih 

edilen metotlar konvansiyonel PCR ve real-time PCR  teknikleri olmuĢtur (Makino ve ark., 

1999; Ellingson ve ark., 2004; Hein ve ark., 2006; Josefsen ve ark., 2007; Malorny ve ark., 

2004). Tanı ve mikrobiyoloji laboratuvarlarında PCR tabanlı testlerin rutin olarak 

kullanılması için basit, verimli, maliyeti düĢük, hız ve uygunluk durumları açısından yeterli 

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

 Bu tez çalıĢmasında Salmonellozis vakalarında etkinliği hızla artan broyler kaynaklı 

Salmonella Infantis serovarlarının  izolasyon ve identifikasyon  prosedürü olan ISO 6579‟a 

alternatif hızlı bir PCR tabanlı tanı tekniğinin oluĢturulması ve optimizasyonu amaçlandı. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. Gereç 

 

2.1.1. Bakteri Suşları: ÇalıĢmada kullanılan S. Infantis suĢları, Ankara Üniversitesi 

Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Kültür Koleksiyonu‟ndan sağlandı.  

 

2.1.2. Materyal: TeĢhis amacıyla Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji 

Anabilim Dalı Kanatlı TeĢhis Laboratuvarı'na bir broyler entegresinden gönderilen yem 

örnekleri, kloakal svablar, drag svab örnekleri ve kesimhanelerde ölü hayvanlardan 

örneklenen sekal svablar ve bağırsak içeriklerinde Salmonella Infantis araĢtırıldı. Tez 

kapsamında gönderilen materyallerin alındığı kümeslerin sayılarına göre oluĢturulan çizelge 

2.1‟deki gibidir. 

 

 Çizelge 2.1. Materyal bazında örneklenen kümes ve kesimhane sayısı 

 

 

Materyal adı 
Kümes ve kesimhane 

sayısı 
Alınan materyal sayısı 

Altlık 120 120 

Sekal svap 28 240 

Kloakal svap 40 200 

Bağırsak içeriği 38 190 

Yem  41 59 

Toz 19 39 
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2.1.3. ISO 6579 2002: Appendix D İzolasyon Besiyerleri  

 

Tamponlanmış Peptonlu Su 

 

İçerik: 

 Pepton………………………………………………………………….10,0 g 

 Sodyum klorür (NaCl)…………………………………………………5,0 g 

 Disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat (Na2HPO4.12H2O)……………9,0 g 

 Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)…………………………………1,5 g 

 Distile su…………………………………………………………….1 000 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Tüm içerik distile suda çözdürüldükten sonra 225 ml‟lik erlenmayerlere paylaĢtırıldı. 

 121ºC‟de 15 dak. otoklavda sterilize edildi. 

 pH 25 °C „de 7,0 ± 0,2‟e ayarlandı.. 

 

 

Modifiye Rappaport -Vassiliadis Semi Solid Medium(MRSV) 

 

İçerik: 

 Triptoz …………………………………………………………………4,6 g 

 Sodyum klorür (NaCl)…………………………………………………7,3 g 

 Kazein hidrolizat……………………………………………………….4,6 g 

 Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)…………………………….........1,5 g 

Magnezyum klorit……………………………………………………..10,9 g 

MalaĢit yeĢil okzalat…………………………………………………...0,04 g 

Agar…………………………………………………………………….2.7 g 

 Novobiyosin…………………………………………………………..20 mg 

 Distile su…………………………………………………………….1 000 ml 
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Novobiyosin solüsyonu 

 

 Novobiyosin sodyum tuzu……………………………………………..10 mg 

 Distile su…………………………………………………………………2 ml 

 

Hazırlanışı 

 31.6 g MRSV agar 1 litre distile suda çözdürüldü. 

 Homojen karıĢım sağlanana kadar kaynatıldı.  

 Otoklav yapılmaz. 50°C‟ye soğutuldu ve 1 vial Novobiocin Supplement direk olarak 

eklendi. KarıĢtırıldı ve steril petrilere döküldü. 

 Bu besiyeri yarıkatı olduğundan petri ters çevrilmeden kullanıldı.  

 pH 25 °C „de 5.2
 
„ye ayarlandı. 

 

 

Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin Broth (MKTTn)  

 

İçerik: 

 Et ekstraktı………………………………………………………………4,3 g 

 Pepton…………………………………………………………………..8,6 g 

 Sodyum klorür (NaCl)………………………………………………….2,6 g 

 Kalsiyum karbonat (CaCO3)………………………………………. ...38,7 g 

 Sodyum tiosülfat pentahidrat (Na2S2O3⋅ 5H2O)………………… …..47,8 g 

 Safra tuzu………………………………………………………………4,78 g 

 Brillant green……………………………………………………….....9,6 mg 

 Distile su…………………………………………………………….1 000 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Tüm içerik distile suda çözdürüldü ve 5 dak. kaynatıldı. 

 pH 25 °C „de 8,2 ± 0,2‟e ayarlandı.  
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İyot ve Potasum İyodin solüsyonu 

 Ġyot……………………………………………………….........................20 g 

 Potasyum iyodin (KI)…………………………………………………....25 g 

 Distile su………………………………………………………………100 ml 

  

Hazırlanışı: 

 Novobiyosin sodyum tuzu distile suda çözdürüldü ve filtrasyon ile sterilize edildi. 

 

Birleşim Besiyeri 

 Base………………………………………………………………….1000 ml 

 Ġyot-Potasyum iodine solüsyonu……………………………………..100 ml 

 Novobiyosin solüsyonu………………………………………………….5 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Novobiyosin solüsyonu ve diğerleriyle karıĢtırıldıktan sonra iyot solüsyonu eklendi.  

 Tüm içerik karıĢtırıldıktan sonra vida kapaklı tüplere 10 ml olacak Ģekilde 

paylaĢtırıldı. 
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Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD Agar)  

 

İçerik: 

Base 

 Maya ekstraktı………………………………………………………….3,0 g 

Sodyum klorür (NaCl)…………………………………………………..5,0 g 

Ksiloz………………………………………………………………......3,75 g 

Laktoz…………………………………………………………………...7,5 g 

Sukroz…………………………………………………………………..7,5 g 

L-lizin hidroklorid………………………………………………………5,0 g 

Sodyum tiyosülfat……………………………………………………….6,8 g 

Demir (III) amonyum asetat…………………………………………….0,8 g 

Fenol kırmızısı…………………………………………………………0,08 g 

Sodyum deoksikolat……………………………………………….........1,0 g 

Agar……………………………………………………………………9,18 g 

Distile su……………………………………………………………..1000 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Agar eriyinceye kadar kaynar su banyosunda tutuldu.  

 Bu besiyeri otoklavlanmadan sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eriterek 

yapıldı. AĢırı ısıtmadan kaçınıldı. 

 pH'sı 25 ºC'de 7,4±0,2‟e ayarlandı. 
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Xylose Lactose Tergitol 4 Agar (XLT-4 Agar)  

 

İçerik: 

 Base 

 Proteoz pepton………………………………………………………….1,6 g 

 Maya ekstraktı………………………………………………………….3,0 g 

 Lizin…………………………………………………………………….5,0 g 

 Ksiloz…………………………………………………………………3,75 g 

 Laktoz…………………………………………………………………..7,5 g 

 Sukroz ………………………………………………………………….7,5 g 

 Demir amonyum sitrat………………………………………………….0,8 g 

 Sodyum tiyosülfat………………………………………………………6,8 g 

 Sodyum klorid………………………………………………………….5,0 g 

 Fenol red……………………………………………………………….0,08 g 

 Distile su…………………………………………………………….1000 ml 

 Tergitol Suplement 

 Tergitol supplement…………………………………………………..4,6 ml  

 

Hazırlanışı: 

 Tergitol supplement XLT4 besiyerine eklendi. 

 Agar eriyinceye kadar kaynar su banyosunda tutuldu.  

 Besiyeri otoklavlanmadı. Sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eritirken 

yapıldı. AĢırı ısıtmadan kaçınıldı. 

 pH'sı 25 ºC'de 7,4±0,2‟e ayarlandı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 21 

2. 1. 4.  Biyokimyasal Test Besiyerleri 

 

 

Triple Sugar/ Iron Agar (TSI agar) 

 

 

İçerik: 

Et ekstraktı………………………………………………………………3,0 g 

Maya ekstraktı…………………………………………………………..3,0 g 

Pepton………………………………………………………………….20,0 g 

Sodyum klorür (NaCl)……………………………………………..........5,0 g 

Laktoz………………………………………………………………….10,0 g 

Sukroz………………………………………………………………….10,0 g 

Glukoz…………………………………………………………………...1,0 g 

Demir (III) sitrat…………………………………………………………0,3 g 

Sodyum tiyosülfat……………………………………………………….0,3 g 

Fenol kırmızısı………………………………………………………..0,024 g 

Agar……………………………………………………………………9,18 g 

Distile su……………………………………………………………..1000 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Agar vida kapaklı tüplere 10 ml olacak Ģekilde paylaĢtırılıp 121ºC‟de 15 dak. 

otoklavda sterilize edildi. 

 Tüpün dibindeki agar 2,5-5 cm olacak Ģekilde yatık vaziyette donduruldu. 
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Üre Agar (Christensen) 

 

İçerik: 

 Base 

Pepton…………………………………………………………………...1,0 g 

Glukoz…………………………………………………………………..1,0 g 

Sodyum klorür (NaCl)………………………………………………….5,0 g 

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)……………………………..........2,0 g 

Fenol kırmızısı………………………………………………………..0,012 g 

Agar……………………………………………………………………9-18 g 

Distile su……………………………………………………… ……1000 ml  

 

Hazırlanışı: 

 Tüm bileĢenler distile suda çözdürüldü ve 121ºC‟de 15 dak. otoklavda sterilize 

edildi. 

 pH 25 °C‟de 6,8 ± 0,2‟e ayarlandı. 

  

 

Üre solüsyonu 

 Üre………………………………………………………………….......400 g 

Distile su………………………………………………………………1000ml  

 

Hazırlanışı: 

 Üre distile suda çözdürüldü ve filtrasyon ile sterilize edildi. 

 

Birleşim Besiyeri 

 Base……………………………………………………………...........950 ml 

 Üre solüsyonu…………………………………………………..............50 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Base sterilize edildikten sonra 44 °C - 47 °C‟ye soğutuldu ve üre solüsyonu eklendi. 

 Tüplere 10 ml olacak Ģekilde paylaĢtırıldı; yatık vaziyette donduruldu. 
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L-Lizin Dekarboksilaz Besiyeri 

 

İçerik: 

 L-Lizin monohidroklorid……………………………………………….5,0 g 

Maya ekstraktı………………………………………………………….3,0 g 

Glukoz…………………………………………………………………..1,0 g 

Bromkreozol purpur…………………………………………………0,015 g 

Distile su……………………………………………………………..1000 ml 

  

Hazırlanışı: 

 Besiyeri vida kapaklı tüplere 2-5 ml olacak Ģekide paylaĢtırılıp 121ºC‟de 15 dak. 

otoklavda sterilize edildi. 

 pH 25 °C‟de 6,8 ± 0,2‟e ayarlandı. 

 

 

β-Galaktosidaz Test Besiyeri 

 

İçerik: 

Tampon solüsyon 

Sodyum dihidrojen fosfat(NaH2PO4)…………………………………...6,9 g 

Sodyum hidroksit(10 mol/l)…………………………………….….........3 ml 

Distile su……………………………………………………………..…50 ml 

ONPG solüsyonu 

 o-Nitrofenil β-D-galaktopiranozid (ONPG)……………………...……0,08 g 

Distile su……………………………………………………………….15 ml 

 

Birleşim Besiyeri 

Tampon solüsyonu………………………………………………………5 ml 

ONPG solüsyonu……………………………………………………….15 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Tampon solüsyonu ONPG solüsyonuyla karıĢtırıldı. 
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Voges Proskauer Besiyeri 

 

İçerik: 

Pepton…………………………………………………………………..7,0 g 

Glukoz…………………………………………………………..............5,0 g 

Dipotasyum hidrojen fosfat(K2HPO4)………………………………….5,0 g 

Distile su………………………………………………………..........1000 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Vida kapaklı tüplere 3 ml olacak Ģekilde paylaĢtırılıp 121ºC‟de 15 dak. otoklavda 

sterilize edildi. 

 pH 25°C‟de 6,9 ± 0,2‟e ayarlandı. 

 

 

Voges Proskauer Ayıraçları 

 

Kreatin solüsyonu (N-amidinosarcosine) 

Kreatin monohidrat……………………………………………………..0,5 g 

Distile su……………………………………………………………….100 ml 

Naftol etanol solüsyonu 

1-Naftol…………………………………………………………………..6 g 

Etanol( 96 %)………………………………………………………….100 ml 
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Tripton/Triptofan Besiyeri  

 

İçerik: 

Tripton…………………………………………………………………….10 g 

Sodyum klorür (NaCl)…………………………………………………….5 g 

DL-Triptofan……………………………………………………………..1 g 

Distile su……………………………………………………………..1000 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Vida kapaklı tüplere 5 ml olacak Ģekilde paylaĢtırılıp 121ºC‟de 15 dak. otoklavda 

sterilize edildi. 

 pH 25 °C‟de 7,5 ± 0,2‟e ayarlandı. 

 

 

İndol Test Ayıracı 

 

Kovaks  

 4-Dimetilaminobenzadehid………………………………………………5 g 

Hidroklorik asit ………………………………………………………..25 ml 

2-Metilbütan-2-ol………………………………………………………75 ml  
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2. 1. 5. Serotiplendirmede Kullanılan Besiyerleri ve Antiserumlar 

 

Fizyolojik Tuzlu su 

 

İçerik: 

Sodyum klorür (NaCl)………………………………………………….8,5 g 

Distile su……………………………………………………………..1000 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Distile suyun içerisinde sodyum klorür çözdürüldü. 

 121ºC‟de 15 dak. otoklavda sterilize edildi. 

 pH 25 °C „de 7,0 ± 0,2‟e ayarlandı. 

 

 

Nutrient Agar 

 

İçerik: 

 Et ekstraktı…………………………… ……………………………….3,0 g 

Pepton………………………………………………………………….5,0 g 

Agar……………………………………………………………………9-18 g 

Distile su……………………………………………………………..1000 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Agar 121ºC‟de 15 dak. otoklavda sterilize edildi. 

 pH 25 °C‟de 7,0 ± 0,2‟e ayarlandı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 27 

Craigie Tüpleri 

 

İçerik: 

 Nutrient broth……………………………………………………………25 g 

 Agar……………………………………………………………………2,75 g 

 Distile su…………………………………………………………….1000 ml 

 

Hazırlanışı: 

 Distile su içerisine bileĢenler eklendi ve tamamen erimesi için kaynatıldı. 

 Craigie tüpleri içeren test tüplerine 4,5 ml besiyeri dağıtıldı. Besiyerinin miktarı 

craigie tüpünü aĢmamasına dikkat edildi. 

 115ºC‟de 10 dak. otoklavda sterilize edilsi. pH 7,3 ± 0,1‟e ayarlansı. 

 Maksimum oda ısısında 8 hafta muhafaza edildi. 

 

 

Swarm Agar 

 

İçerik:  

 Tripto-kazein Soya Buyyon(TSB)………………………………….1000 ml 

 Sodyum desoksikolat…………………………………………………..0,3 g 

 Agar…………………………………………………….........................5-9 g 

 

Hazırlanışı: 

 Tüm malzemeler TSB içerisinde karıĢtırıldıktan sonra 110ºC‟de 15 dak. sterilize 

edildi. pH 25 °C‟de 7,4 ± 0,2 „ e ayarlandı. 

 Besiyeri otoklavdan çıktıktan sonra 47-50 °C‟ye soğutuldu ve 90 mm çapındaki 

petrilere dağıtıldı. Yarıkatı olması sebebiyle ters çevrilmedi. 

 

 

 

2.1.5. Antiserumlar: ÇalıĢmada Salmonella O, H ve Faz inversiyon için iki antiserum 

markası; Statens Serum Instute (Danimarka) ve Denka Seiken (Japonya) kullanıldı. 

 

 



 28 

2.1.6. Moleküler  Tanıda  Kullanılan Cihaz, Kimyasal ve Tampon Solüsyonlar 

 

PCR Cihazı: ÇalıĢmada Thermocycler T1 96 x 0,2 ml tüp, strip ve pleytleri alabilecek 

Ģekilde dizayn edilmiĢ (Biometra, Gottiengen) PCR makinası kullanıldı. 

 

Pipetler: 0.5-10 μl, 2-20 μl, 10-100 μl, 20-200 μl, 100-1000 μl (Finnpipette F1, Thermo 

Scientific ,USA)‟lik pipetler kullanıldı.  

Vortex: Fine Vortex (FınePCR, Kore) kullanıldı. 

 

Spektrofotometre: DNA ölçümleri için NaNoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA) 

kullanıldı. 

 

Santrifüj: Heraeus Pico 17 (Thermo Scientific, USA) ve Mikro 200 (Hettich, Almanya) 

kullanıldı. 

 

Jel Elektroforez Ünitesi: Gel elektroforez ünitesi 2,3 litre tampon solüsyon haznesi olan 

(Thermo Owl A2 large Gel System, 20 x 25 cm, Thermo Scientific, USA) ve ünitenin 2 adet 

tepsisi (U.V. Transmissible (UVT) Gel Tray, Thermo Scientific, USA) kullanıldı.  

 

Jel Eletroforez Ünitesinin Tarakları: A2-24D  (Thermo Scientific, USA) tarak ile jel 

üzerinde 1.5mm kalınlıkta, 6.5 mm geniĢlikte ve 7μl hacim alabilen 24 adet kuyucuk, A2-

36D (Thermo Scientific, USA) tarak ile 1,5 mm kalınlığında, 3.5 mm geniĢlikte 4 μl hacim 

alabilen 36 adet kuyucuk açıldı.  

 

Güç Kaynağı: Ürünlerin göç etmesi için güç kaynağı (Elite 300 Plus Power 

Supply,Wealtec, USA) kullanıldı. Jel elektroforez aĢaması için 500 A, 180 V, 60 dak 

yürütme yapıldı. 
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10X TBE (Tris-borate-EDTA) 1 litre: Ticari olarak hazırlanmıĢ hali (B52, Thermo 

Scientific, USA) kullanıldı. 

 

1X TBE: 10X‟lik TBE‟den 1X‟lik TBE hazırlandı. 50 ml 10X TBE, 950 ml ddH2O 

içerisine ilave edildi.  

 

Yükleme Solusyonu: 6x Loading Dye ve GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (SM0321 

Thermo Scientific, USA) kullanıldı.  

 

Agaroz: Jel hazırlarken Prona Agarose, Biomax kullanıldı. 

 

Ethidium Bromide Boya Solüsyonu: 100 ml ddH2O içerisine 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 

hazırlandı. Stok karanlıkta  4  C‟de saklandı.  

 

Görüntüleme Cihazı : Jelin boyanmasını takiben ürünler UV transillüminatörlü bilgisayarlı 

görüntüleme sistemi (Gene Genius, Syngene, Bio Imaging System, USA) gözlendi.  

 

Fotoğraf Makinası: UV‟de gözlenen ürünler fotoğraf makinası (Digital Graphic Printer, 

UP-D895, Sony, USA) ile görüntülendi.  

 

Fotoğraf Filmi: High Glossy Printing Paper, UP-110HG, Sony, USA 
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2.2. Yöntem 

 

2.2.1. Salmonella  İzolasyon ve İdentifikasyon Prosedürü 

 

 Bu çalıĢmada, Salmonella Infantis ISO 6579:2002/Amd 1:2007, Ek D Salmonella 

Ġzolasyon ve Ġdentifikasyon standardı uygulanarak izole ve identifiye edildi. 

 

2.2.1.1. Ön Zenginleştirme  

 

Kümeslerden ve kesimhanelerden gönderilmiĢ drag svab (altlık ve toz), bağırsak içeriği, 

sekal tonsil, yem ve kloakal svaplar 225 ml TPS içerisine transfer edildi. Tüm örnekler 37°C 

± 1°C‟de 6., 12., 18., 24. saatlerde PCR için örnekleme yapılacak Ģekilde inkübasyona 

bırakıldı.  

 

2.2.1.2. Selektif Zenginleştirme 

 

Ön zenginleĢtirme sıvısı karıĢtırıldı ve 0.1 ml MRSV besiyerine 3 nokta Ģeklinde damlatıldı. 

Diğer ortam için, 1 ml ön zenginleĢtirme sıvısı 10 ml MKTTn buyyona (Muller-Kauffmann 

Tetrathionate novobiocin broth)‟ a transfer edildi. 

  

 Ġnokülasyonu tamamlanan buyyon 37°C±1°C‟de ve yarıkatı besiyeri 41.5°C ±1°C 

6., 12, 18, 24. saatlerde PCR için örnekleme yapılacak Ģekilde inkübasyona bırakıldı. 
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2.2.1.3. Selektif Besiyerlerine Ekim 

 

Ġnkübasyon süresi tamamlandıktan sonra MRSV besiyerinde üremenin en son noktasından 

öze dolusu, paralel olarak MKTTn buyyondan bir öze dolusu XLD (Xylose lysine 

deoxycholate agar) ve XLT4 (Xylose lysine tergitol agar) besiyerine ekimleri yapıldı. 

Pleytler ters çevrilmiĢ pozisyonda 37 
o
C ±1 „de 24  ± 3 h inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon 

sonrasında pleytlerde tipik Salmonella kolonisinin üreyip üremediği kontrol edildi. 

  

ġüpheli Salmonella kolonilerinin XLD ve XLT4 üzerinde ortası siyah etrafında parlak Ģeffaf 

kırmızımsı renkte zon oluĢturduğu tespit edildi.  

 

2.2.1.4. Biyokimyasal Konfirmasyon  

 

TSI (Triple Sugar Iron) Agar 

 

XLD ve XLT4  agar üzerinde beĢ adet tipik koloni seçildi ve TSI agar yüzeyine öze 

yardımıyla çizelerek ekim yapıldı ve küt bir Ģekilde ekim tamamlandıktan sonra 37°C ± 

1°C‟de 24  ± 3 saat inkübasyona bırakıldı.  

 

Üre Agar 

 

Öze yardımıyla agarın yüzeyine çizerek ekim yapıldı. 37°C±1°C‟de 24 ± 3 saat inkübasyona 

bırakıldı. Salmonella üre negative olduğu için agarda renk değiĢimi olmadı.  
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L-Lizin Dekarboksilaz Testi 

Sıvı besiyerinin alt kısmına inokülasyon yapıldı. 37 °C±1°C‟de 24 ± 3 saat inkübasyona 

bırakıldı. Turbidite ve mor renk inkübasyondan sonra pozitif olduğunu gösterdi.  

 

β-Galaktosidaz (ONPG) Testi  

Laktozlu bir besiyerinde geliĢtirilmiĢ olan kültürden bir öze dolusu alınarak 0,25 ml 

fizyolojik tuzlu su ile süspanse edildi. Bu süspansiyonun üzerine 0,25 ml Ortho Nitrofenol β-

D- Galaktopronosid (ONPG) Peptonlu Su besiyeri ilave edilerek optimum sıcaklıkta 3-4 saat 

inkübasyona bırakıldı. Bu sürenin sonunda tüplerde renk değiĢikliği olmadı. 

 

 

Voges Proskauer Testi 

 

3 ml VP besiyeri bulunan steril tüpe Ģüpheli koloniden öze dolusu süspense edildi. . 37°C±1 

°C‟de  24 ± 3 saat inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyondan sonra ayıraçlar sırasıyla damlatıldı. 

Ayıraçlar damlatıldıktan sonra renk değiĢimi olmadı. 

 

İndol Testi 

Tripton/triptofan içeren besiyerinin içerisine Ģüpheli koloni inokule edildi. . 37°C ± 1 °C‟de 

24  ± 3 saat inkübe edildi. Ġnkübasyondan sonra 1 ml Kovaks ayıracı damlatıldı ve sarı halka 

oluĢumu gözlendi. 
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Çizelge  2.2. Salmonella spp‟nin biyokimyasal testleri 

Biyokimyasal Test        Reaksiyon 

TSI asidik glukoz fermentasyonu ( gaz oluĢumu)                   Pozitif 

TSI asidik laktoz fermentasyonu                                               Negatif 

TSI asidik sukroz fermentasyonu                                              Pozitif 

TSI hidrojen sülfür oluĢumu                                                      Pozitif 

Üre hidrolizi                                                                               Negatif 

Lizin dekarboksilaz                                                                   Pozitif 

β-galaktosidaz reaksiyonu                                                         Negatif 

Ġndol oluĢumu                                                                            Negatif 

Voges –Proskauer reaksiyonu                                                   Negatif 

Testlerde görülen değiĢiklikler çizelge 2.2.‟de gösterilmiĢtir. 

 

2.2.1.5.  Serotiplendirme 

 

ġüpheli Salmonella kolonisinin biyokimyasal konfirmasyonundan sonra Salmonella spp. 

olduğu doğrulandı. Nutrient agar gibi selektif olmayan bir besiyerine ekim yapıldı ve 37 

°C)‟de 18 ± 3 saat inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrasında Salmonella suĢları, yüzey 

(LPS, O-antijenleri) ve flagella antijenlerinin (protein, H-antijenleri) tespiti için 

serotiplendirme iĢlemine tabii tutuldu. Serotipin antijenik kombinasyonu Kauffmann-White 

ġeması doğrultusunda yapıldı. 
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Oto-aglütinasyon tespiti  

 

 Lam üzerine bir damla 0,85 % NaCl‟den 3,5 % NaCl (yüksek konsantrasyon daha 

sensitif) damlatıldı, 

 Bakteri kültüründen 1 μl disposable öze dolusu alındı ve lamın üzerinde konulur ve 

fizyolojik tuzlu su ile karıĢtırıldı,  

 5-60 saniye arasında beklenip sonuç gözlendi, 

 Süspansiyon içerisindeki granüller oto-aglütinasyon varlığını gösterdi. Bu Ģekilde 

reaksiyon veren örnek serotiplendirmeye alınmadı.  

  

O- antiserumları ile aglutinasyon   

 

 Lam üzerindeki iki noktaya öze dolusu fizyolojik tuzlu su konuldu. Salmonella 

Ģüpheli kolonilerde öze dolusu alınıp iki tuzlu su damlasıyla homojen Ģekilde karıĢtırıldı. 

Oto–aglütinasyon test edildikten sonra Poly O antiserumuyla ikinci süspansiyon karıĢtırıldı. 

Aglütinasyonun olması Salmonella olduğunu doğruladı.  

 

Ġkinci defa lam alındı ve öze dolusu tuzlu su lama konulup Salmonella olduğu doğrulanan 

koloniyle karıĢtırıldı. Bu karıĢıma sırasıyla O-pool antiserumları uygulandı. Aglutinasyon 

görülen O-pool antiserum OMB olarak tespit edildi. OMB içindeki monovalan 

antiserumlarla tek tek koloni denendi ve 6,7 ile ifade edilen „O‟ antijenik yapıları pozitif 

bulundu. Kauffman-White Ģeması kontrol edildi ve suĢun serogrubu O:7 ile ifade edilen 

Grup C1 olarak bulundu. Tüm pozitif ve negatif denemeler kayıt altına alındı. Bahsedilen 

durum Ģekil 2.3.‟de gösterilmiĢtir.  
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   Şekil. 2.1. O-antijen tespiti için lam aglutinasyon 

   

 

H – antiserumları ile aglutinasyon 

 

Serolojik grubu tayin edilen suĢun tipini tayin etmek için flagellar antijenin 

kuvvetlendirilmesi gereklidir. Bu amaçla suĢ önce Craigie tüpündeki % 0.2‟lik besi yerine 

ekilerek 37°C‟de 18-24 saat inkubasyona bırakıldı. Yapılan iĢlemler Ģekil 2.4 ve 2.5‟de 

gösterilmiĢtir. 
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     Şekil. 2.2. Craigie besiyerine ekim 

  

 

     Şekil. 2.3. H-faz tespiti için lam aglütinasyon  

 

 

 Ġnkübasyondan sonra Craigie tüpündeki kültürün dıĢ yüzeyinden bir damla 

kültür alındı ve %0,2‟ lik petrideki besiyerinin tam ortasına kenarlarına bulaĢtırmadan ekildi. 

Kültür plak yüzeyine yayılmadan   37°C‟de  18-24 saat inkubasyona bırakıldı. Ġnkubasyon 

süresi sonunda üreyip petriyi kaplayan kültürün petrinin kenar kısmından bir damla alınıp 

1/100 oranında antiserum fizyolojik ile sulandırılmıĢ H-pool  antiserumları ile lamda 

aglütinasyona tabi tutuldu. HMC polivalan antiserumuyla pozitif aglütinasyon verdiği tesbit 

edildikten sonra sırasıyla içeriğindeki monovalan antiserumlar  denendi ve H:r antiserumuyla 

aglütinasyon verdi.Böylelikle suĢun tip tayini yapıldı. 

 

 

Faz inversiyon antiserumları ile aglütinasyon 

 

 

Tip tayininin doğrulaması nötralizasyon testi ile yapıldı. SuĢ H:r antiserum ile aglütinasyon 

verdiği için H:r „yi inaktive eden H:r inversiyon antiserumu 8.3 µl miktarında % 0.2 „lik 5 ml 

agar besiyerine katılıp, çapı 60mm‟lik petrilere 5 ml olarak döküldü. Kontrol için aynı 

besiyeri aynı miktarda antiserumsuz olarak da ikinci petride hazırlandı.  
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%0.2 ‟lik agardaki 18 saatlik flagelleri kuvvetlendirilmiĢ kültürün kenar kısmından alınarak 

bu petrilerdeki besi yerlerinin tam merkezine bir damla ekildi. 37°C‟de 18-24 saat 

inkubasyona bırakıldı. Ġnkubasyon sonunda swarm agardaki üremenin en uç kısmından bir 

damla kültür alındı ve Faz 1 antijenik yapısı belirlenirken yapılan iĢlemler tekrarlandı. 

Bunun sonucunda denenen Faz 2 antiserumları olan  H:1 ve H:5 ile kültür aglütine edildi. 

 

 Tüm aglütinasyon iĢlemleri tamamlandıktan sonra O antijenik yapısı; 6,7,14; H Faz 

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

 

 

 

 

   

        Şekil. 2.4. Faz inversiyon serumlarıyla lam aglütinasyon 

                              

 

                                                                          

2.2.2. Salmonella Infantis’in Moleküler Tanısı 

 

 

Tez kapsamında yapılacak çalıĢmalarda ISO 6579 metodunun farklı aĢamalarında (baĢlangıç, 

ön zenginleĢtirme, selektif zenginleĢtirme) inkubasyonun farklı periyotlarında (6, 12, 18, 24. 

saatlerde) örnekleme yapıldı. DNA izolasyonunun ardından çalıĢmada yeralan primerlerle 

konvansiyonel PCR uygulandı. Tanı ile ilgili akıĢ Ģeması Ģekil 2.7.‟de gösterilmiĢtir. 
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 Şekil 2.5.  S.Infantis‟in tanı metodunun akıĢ Ģeması 

 

 

 

2. 2.2.1. Örnek DNA Ekstraksiyonu 

 

 PCR metodunu geliĢtirmek için 6, 12, 18, 24 saatlik ön zenginleĢtirme sıvısından 

(TPS), 6, 12, 18, 24 saatlik zenginleĢtirme besiyerlerinden (MKTTnB ve MRVS) 1 ml 

olacak Ģekilde, selektif besiyerine ekim aĢamasında XLD ve XLT4‟den Salmonella Ģüpheli 

bir koloni alıp 200 DNAase-RNAse free PCR suyunda süspense edildi. DNA ekstraksiyonu, 

GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, USA) ve QIAamp DNA Stool 

Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) talimatlarına uygun Ģekilde aĢağıda belirtildiği gibi yapıldı. 

Ekstraksiyonu yapılan DNA örnekleri amplifikasyon iĢlemleri yapılana kadar -20°C‟de 

template DNA olarak kullanılmak üzere saklandı. 
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GeneJET Genomic DNA Purification Kit Ekstraksiyonu 

 

 Pelet, 180 µl digestion solüsyonu ile süspanse edildi. Daha sonra 20 µl Proteinaz K 

solüsyonu eklendi ve vortekslendi. Lizis için 56
o
C‟de 30 dk inkube edildi.  

 20 µl RNase A solüsyonu eklendi ve vorteks yapılarak 10 dk oda ısısında 

inkubasyona bırakıldı. 

 200 µl lizis solüsyonu eklendi. Homojen bir karıĢım elde etmek için 15 saniye 

vorteks yapıldı. 

 400 µl %50‟lik etanol eklendi ve vorteks yapıldı. 

 Hazırlanan lizat, spin column tüpüne aktarıldı. 

 6000 g‟de 1 dk santrifüj edildi. Koleksiyon tüpü atılarak yeni 2 ml‟lik koleksiyon 

tüpü takıldı. 

 500 µl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer I solüsyonundan eklendi 8000 g‟de 

1 dk santrifüj edildi. Koleksiyon tüpü atılarak yeni koleksiyon tüpü takıldı. 

 500 µl etanol eklemesi tamamlanan wash buffer II solüsyonundan eklendi 12000 

g‟de 3 dk santrifüj edildi. Koleksiyon tüpü atılarak, spin column 1,5 ml‟lik 

ependorfa takıldı. 

 200 µl elution buffer eklendi ve 2 dk oda ısısında inkubasyonu takiben 8000 g‟de 1 

dk santrifüj edildi.  

 Spin column atılarak 1,5 ml‟lik ependorfa içerisinde saf DNA elde edildi. 

 

 

QIAamp DNA Stool Kit Ekstraksiyonu 

 180-200 mg dıĢkı tartıldı ve 2 ml‟lik ependorfa kondu. 

 Herbir dıĢkı örneği için 1.4 ml ASL buffer eklendi. Örnek 1 dak veya dıĢkı 

 homojenize olana kadar vortekslendi. 

 70 °C‟de 5 dk. ısı ile muamele edildi. 

 15 sn vortekslendi ve 1 dk. son hızda santrifüj yapıldı.  

 Ependorf tüpüne 1.2 ml „lik supernatant aktarıldı ve pellet atıldı.  

 Herbir örneğe 1 adet InhibitEX tablet eklendi ve 1 dk. boyunca tablet süspense olana 

 kadar vortekslendi. Süspansiyon 1 dk. oda ısısında inkübe edilerek InhibitEX 

 matriks tarafından inhibitörlerin emilmesi sağlandı. 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 InhibitEX matriks ile bağlanan pellet inhibitörler 3 dk. son hızda santrifüj edildi. 

 Süpernatant yeni bir 1.5 ml‟lik ependorf tüpüne toplandı ve pellet atıldı. Örnek 3 dk. 

son hızda santrifüj edildi.  

 15 μl proteinaz K, 1.5 ml‟lik ependorf tüpüne eklendi. 

 200 μl AL buffer eklendi ve 15 sn vortekslendi.  

 70°C‟de 10 dak inkübe edildi.  

 Lizata 200 μl etanol (96–100%) eklendi ve vortekslendi.  

 QIAamp spin column 2 ml‟lik koleksiyon tüpüne takıldı. Elde edilen lizat QIAamp 

spin columna aktarıldı ve son hızda 1 dak. santrifüj eildi. Santrifüjden sonra QIAamp 

spin columna yeni bir koleksiyon tüpüne takıldı ve filtrat atıldı.   

 QIAamp spin columna 500 μl AW1 buffer eklendi. Son hızda 1 dak. santrifüj edildi. 

QIAamp spin columna yeni bir koleksiyon tüpü takıldı ve filtrat içeren koleksiyon 

tüpü atıldı. 

 QIAamp spin columna 500 μl AW2 buffer eklendi. Son hızda 3 dk. santrifüj edildi 

ve filtrat içeren koleksiyon tüpü atıldı. 

 QIAamp spin column yeni 1.5 ml ependorf tüpüne transfer edildi. QIAamp spin 

columna 200 μl AE buffer eklendi ve 1 dk. oda ısısında inkübe edildikten sonra son 

hızda 1 dk. santrifüj edildi. Bu Ģekilde ependorf tüpünde DNA toplanmıĢ oldu. 
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2.2.2.3. Primerler 

 

 Yapılan literatür araĢtırmalarında S. Infantis için konvansiyonel PCR ile 

belirlenmesinde kullanılan primerlere ait sekanslar yanında NCBI-BLAST 

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/] (Primer3, http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm) (Rozen 

ve Skaletsky, 2000) web tabanlı programlar kullanılarak yeni primer dizaynı yapıldı. Dizayn 

primerin 18-26 bp (baz çifti) uzunlukta olmasına, primer çiftlerinin erime sıcaklıklarının 

(Tm, melting temperature) 50-65°C arasında değiĢmekle birlikte birbirlerine yakın olmasına, 

primer guanin-sitosin yüzdelerinin (%GC oranı) %40-60 arasında olmasına, primer çiftleri 

arasında ve primerler içerisinde komplementer baz dizilerinin bulunmamasına, primerlerde 

tekrarlayan baz dizilerinin olmamasına, primerlerin 3‟ uçlarında sıralı olmamasına özellikle 

dikkat edildi. ÇalıĢmada kullanılan primerler çizelge 2.3‟de gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 2. 3. PCR tanısı için kullanılan primerler 

 

Primer 

adı 

Hedef gen 5‟- 3‟Primer dizini PCR ürün 

boyutu(bp) 

invA 
STM2896 

 

F-AAACCTAAAACCAGCAAAGG 
605 

R-TGTACCGTGGCATGTCTGAG 

IMP1 3113085/3114152 
F-GGTCATTGTCGGAAACCTGC 

95 
R-ACATTCCCCCTTCCACTGCC 

IMP2 
3711271/3711921 

 

F-CGCGAAGAAGTGCATAAACC 
198 

R-CGCCACTTTCGTTATCTGAG 

IMP3 
4621947/4622627 

 

F-ACCTACTACTATCCCTGATG 
304 

R-GCGAATTTTGCTACTTGAAG 

fliB 

 

faz 2 flagellar 

antijen 

 

F-AACAACGACAGCTTATGCCG 
727 

R-CCACCTGCGCCAACGCT 

F-TTGCTTCAGCAG ATGCTAAG 413 

 R-CCACCTGCGCCAACG CT 

fliC 

 

faz 1 

flagellar antijen 

 

F- GCAGATCAACTCTCAGA 

CCCTGGG 
275 

 

 
R- ACTTCGGTTTTGCCGTCTGC 

GCC 

                 Cyr 
ÇalıĢmada kullanılan primerler S. Infantis‟in sinI geninden (Kabul No. 

J03391.1) dizayn edilmiĢtir. 

  

 

 

 



 42 

2.2.2.4. PCR Optimizasyonu 

 

 

 PCR karıĢımı her bir örnek için 25 µl‟lik final hacim olacak Ģekilde, optimizasyon 

için primer, MgCl2, dNTP, hedef DNA miktarları ve Ta ısı derecesi ve buna göre değiĢen 

PCR ddH2O miktarları ile aĢağıdaki gibi hazırlandı. 

 

 

2.2.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Amplifikasyonları  

 

PCR amplifikasyonları için Carattoli ve ark. (2005) tarafından önerilen yöntem ile optimize 

edildi. Amplifikasyonlar için kullanılan reaksiyon karıĢımı ve amplifikasyon koĢulları 

aĢağıda verilmiĢtir.  

Reaksiyon karışımı:  

Steril ddH2O  14,8 μl 

10xPCR tampon çözeltisi                                              2,5 μl 

dNTP(10mM)        0,5 μl   

Forward primer,10 pmol      1 μl 

Reverse primer,10 pmol       1 μl 

MgCl2 (25 mM)       3 μl   

Taq DNA polimeraz             0,2 μl 

olacak Ģekilde 23 μl‟lik hacime tamamlanarak hazırlandı. 

 

 Bu ana karıĢımdan 23‟er μl dağıtıldı ve her tüpe 2 μl örnek DNA‟s eklenerek toplam 

reaksiyon hacmi 25 μl‟ye tamamlandı. Bu karıĢıma göre hazırlanan örnekler çoğaltma için 

önceden programlanan thermal cycler cihazına yerleĢtirildi. Örneklerin hazırlanması 

sırasındaki hata ve kontaminasyonlar belirlemek için pozitif ve tepkime karıĢımına kalıp 

DNA‟nın yerine distile su negatif kontrol olarak kullanıldı.  
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Amplifikasyon KoĢulları 

 

94 
o
C,   3 dakika 

94 
o
C,   1 dakika      

54
 o

C, 1 dakika                     30 siklus                  

72
  o

C,   1 dakika             

72 
o
C,   7 dakika 

+ 4 
o
C,   ∞ 

Ta (bağlanma sıcaklığı) her bir primer için ayrı ayrı Ta (
o

C) = 2 X (A+T) + 4 X (G+C) 

formülünden hesaplanırken, Tm (uzama süresi) beklenen PCR ürününün baz çifti (bç) 

cinsinden uzunluğuna göre tayin edildi.  

 

2.2.2.6. Agaroz Jel Elektroforez Agaroz Jelin Hazırlanması  

 

Amplifikasyon sonrasında oluĢan ürünlerin değerlendirilmesi için %1,5 luk agaroz jel 

hazırlandı. Agaroz jel hazırlanırken tampon solüsyon olarak 0,5 TBE tamponu kullanıldı. 

Agaroz 200 ml TBE tamponu içerisinde mikrodalga fırında eritildikten sonra, 8 μl ethidium 

bromid ilave edilerek, 20 cm‟lik yatay jel elektroforez tablaına döküldü. 5 mm kalınlığında 

dökülen agaroz üzerine elektroforez tarağı takılarak jelin katılaĢması için 20 dakika 

beklenildi. Bu süre sonunda taraklar jele zarar vermeden çıkartıldı (Sambrook ve ark., 1989).  

Jel elektroforez tablası elektroforez tankına yerleĢtirildikten sonra, elektroforez tankın 

içerisine TBE tampon solüsyonu jelin 1 mm üstüne gelecek kadar ilave edildi. Elde edilen 

amplifikasyon ürünlerinden 10μl alınarak, 2μl 6X loading dye ile karıĢtırıldı. Bu karıĢımın 

hepsi jele yüklendi. DNA örnekleri 180 voltta 60 dakika elektroforez iĢlemine tabi tutuldu 

(Sambrook ve ark., 1989). 
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2.2.2.7. Görüntüleme işlemi  

 

Jeldeki örnekler bilgisayarlı UV transillüminatör kutusu içine yerleĢtirilerek görüntülendi ve 

fotoğraflar çekilerek termal printerden kopyalar alındı. 

 

 

2.2.3. Ribotiplendirme 

 

Ribotiplendirme yöntemi otomatize Riboprinter® (Dupont, USA) cihazı kullanılarak gerçekleĢtirildi. 

S. Infantis  suĢları PvuII restiriksiyon endonükleaz enzimiyle daha küçük fragmentlere parçalandı ve 

bu parçalar jel elektroforeziyle birbirinden ayrıldı. Ayrılan fragmentler jelden membrana transfer 

edilerek, 16S ve 23S rRNA operonuna spesifik kemilüminesans substratla iĢaretli prob yardımıyla 

hibridizasyona tabi tutuldu. Hibridizasyondan sonra bant profilleri elde edildi. Ribopattern adı verilen 

bu bantlar, referans bir veri bankasıyla karĢılaĢtırıldı. 
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3. BULGULAR 

 

 

3.1. İzolasyon ve İdentifikasyon Bulguları 

 

 

 ÇalıĢmada incelenen 878 materyale (120 adet altlık, 240 adet sekal svap, 200 adet 

kloakal svap, 190 adet bağırsak içeriği, 59 adet yem ve 39 adet toz) ISO 6579 Salmonella 

izolasyon ve identifikasyon prosedürü uygulandı. ġekil 3.1‟de izolasyon sırasında kullanılan 

MRSV ve XLD besiyeri örnekleri gösterildi. Ġzolasyon sonunda Salmonella Ģüpheli olarak 

bulunan suĢlara biyokimyasal testler yapıldı. Test sonuçlarına göre glikoz ve sukroz pozitif, 

gaz oluĢturan, laktoz negatif, H2S üreten, LCD pozitif, ONPG negatif, VP negatif, üre 

negatif olan toplam 130 (% 14.8) Salmonella spp. suĢu  identifiye edildi. Ġdentifikasyonu 

tamamlanan 130 suĢa Kauffmann-White Ģemasına göre serotiplendirme yapılmıĢtır. 

Serotiplendirme sonucunda Salmonella suĢunun 118 (% 90.76)‟i S. Infantis, 3 (% 2.3)‟ü 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 formülleri çizelge 3.1‟de; izolasyon ve identifikasyon sonuçları çizelge 3.2‟de 

gösterildi).  
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Şekil 3.1. MRSV besiyerinde inkübasyon sonrası üreme görüntüsü (A); XLD üzerindeki 

Ģüpheli Salmonella kolonisi (B) 

 

 Çizelge 3.1. Ġzole ve identifiye edilen salmonella serotiplerinin antijenik formülleri 

Serotip adı Somatik O antijeni 
Flagellar H antijeni 

Faz 1 Faz 2 

S. Infantis 6, 7, 14 r 1,5 

S. Agona 1, 4, 5, 12 f, g, s 1,2 

S. Kentucky  8, 20 i Z6 

S. Hadar 6, 8 Z10 e, n, x 

S. Tennessee 6, 7, 14 Z29 1,2,7 

S. Mbandaka 6, 7, 14 Z10 e, n, z15 

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, 5, 12 f, g 1,2 
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         Çizelge 3.1. Tüm materyallerin izolasyon ve identifikasyon sonuçları 

 Altlık  

n.120 

Toz  

n.39 

Sekal svap  

n.240 

Kloakal svap 

n.40 

Bağırsak  içeriği 

n.190 

Yem 

n.59 

S. Infantis 47/120  

(%39.16) 

4/39  

(% 10.25) 

12/240 

(% 5) 

21/200 

 (% 10.5) 

13/190 

 (% 6.84) 

21/59 

 (% 35.59) 

S. Kentucky 2/120  

(% 1.66) 
- - - - - 

S. Agona 2/120  

(% 1.66) 
- - - 

1/190 

 (% 0.52) 
- 

S. Montevideo 1/120  

(% 0.83) 
- - - - - 

S. Mbandaka 1/120 

(% 0.83) 
- - - - - 

S. Hadar 
- - 

2/240  

(% 0.83) 
- - - 

S. Tenessee 2/120  

(% 1.66) 
- - - - - 

S. Enteritidis 1/120  

(% 0.83) 
- - - - - 

S. Adelaide 
- - 

1/240 

 (% 0.41) 
- - - 

S. Derby 
- - - - - 

1/59 

 (% 1.69) 

S. Liverpool 
- - - - - 

1/59 

 (% 1.69) 
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3.2. Moleküler Tanı Bulguları  

  

 

 

3.2.1. PCR Bulguları  

 

  

 S. Infantis‟in moleküler tanısında fljB ve fliC PCR (Kardos ve ark., 2007) ile 

IMP1,IMP2, IMP3 genlerine spesifik primerlerin kullanıldığı multiplex-PCR teknikleri 

(Akiba ve ark., 2010) kullanıldı. Bu tekniklerin spesifitesinin ortaya konması için pozitif ve 

negative kontrol suĢları ile gerçekleĢtirilen çalıĢmada fljB primerleri ile S. Infantis suĢlarının 

hiçbirinde spesifik bant tespit edilemediği gibi, S. Liverpool, S. Enteritidis, S. Mbandaka, S. 

Typhimurium ve S. Gallinarum DNA‟ları ile de nonspesifik bant profilleri gözlendi. Akiba 

ve ark. (2010)‟nın önerdiği primerlerle yapılan multipleks PCR sonucunda beĢ S. Infantis ve 

S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Gallinarum, S. Mbandaka ve S. Liverpool nonspesifik bant 

profilleri tespit edildi (ġekil 3.1, ġekil 3.2).  Bu yapılan çalıĢmalardan elde edilen sonuçlar 

etkili ve yeterli olmadığı için yeni bir primer dizaynı yoluna gidildi. Dizayn primerle, altısı 

S.Infantis olmak üzere toplam 21 Salmonella serotipi ile konvansiyonel PCR yapıldı. PCR 

sonucunda tüm S. Infantis‟lerde spesifik bant tespit edilmesinin yanısıra farklı olan serotipler 

negatif bulundu (ġekil 3.3‟de gösterilmiĢtir).  

 

 ÇalıĢma kapsamında daha once Ribotiplendirme yapılmıĢ ve ribopatternleri 

belirlenmiĢ S. Infantis suĢlarına dizayn primeri kullanılarak PCR yapıldı. Ribotiplendirme 

sonucunda farklı serotip olarak isimlendirilen bu suĢlar PCR sonucunda S. Infantis spesifik 

bantlar verdi. Bu suĢların Kauffmann-White Ģemasına göre serotiplendirmesi yapıldı ve  S. 

Infantis olduğu doğrulandı. 
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Şekil 3.2. fljB(A) ve fliC (B) primerleri kullanılarak farklı serotiplerle PCR (M;100bp, 1, 2, 

3, 4, 5, 6, 7 numaralı örnekler S. Infantis; 8 numaralı örnek S. Liverpool; 9 numaralı örnek S. 

Enteritidis; 10 numaralı örnek S. Mbandaka; 11 numaralı örnek S. Typhimurium; 12 

numaralı örnek S. Gallinarum) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Şekil 3.3. Multipleks PCR primerleriyle farklı serotiplere uygulanan PCR (M: 100 bp 

marker, 1, 6, 7, 9 ve 10 numaralı örnekler, S.Infantis; 2 numaralı örnek S.Enteritidis; 3 

numaralı örnek S.Typhimurium; 4 numaralı örnek S.Gallinarum; 5 numaralı örnek 

S.Mbandaka; 8 ve 11 numaralı örnek S.Liverpool) 

 

  

 

 Deteksiyon limitini belirlemek için S. Infantis‟in 10 katlı dilüsyonu yapılarak, 

bakterilerin sayım sonuçları değerlendirildi. Sayım sonuçları çizelge 3.2‟de verilmiĢtir. Tüm 

dilüsyonlar spektrofotometrede ölçüldü. Ölçüm sonuçlarına göre sırasıyla  10
-1
‟lik  dilüsyona 

göre DNA miktarı  388,3 ng/μl, 10
-2 
dilüsyonun DNA miktarı 38,7 ng/μl; 10

-3 
„lük 

dilüsyonun DNA miktarı 3,3 ng/μl olarak bulundu. Tüm dilüsyonlara dizayn primerleriyle 

PCR yapıldı ve deteksiyon limiti 3,3 ng/μl olarak belirlendi.  

 



 50 

Çizelge 3. 3. S. Infantis‟in 10 katlı dilüsyonu ve sayım sonuçları 

Sıra Serotip         Bakteri  

        Sayımı 

 1  S.Infantis 10
-1  

>10
4 
cfu/ml 

2  S.Infantis 10
-2 

              1040 cfu/ml 

3  S.Infantis 10
-3 

              111 cfu/ml 

4  S.Infantis 10
-4 

                 12 cfu/ml 

5  S.Infantis 10
-5   

                1 cfu/ml 

6  S.Infantis 10
-6   

(-) 

7  S.Infantis 10
-7

                  (-) 

8  S.Infantis 10
-8                            

(-)
 

9
      

                     S.Infantis 10
-9                           

(-)
 

10  S.Infantis 10
-10   

(-)  

 

    

Çizelge 3. 4. ISO 6579 metodu aĢamalarında yapılan PCR‟ın sonuçları 

 

 

 

Gün Zaman ISO 6579 aşamaları PCR sonucu 

0. Gün - Direk - 

 6. saat 

TPS 

- 

 12. saat 1 (% 14.28) 

 18. saat 2 (% 28.57) 

1. Gün 24. saat 2 (% 28.57) 

 
6. saat 

MRSV 1 (% 14.28) 

 MKTTn - 

 
12. saat 

MRSV 1 (% 14.28) 

 MKTTn - 

2. Gün 
18. saat 

MRSV 3 (% 42.85) 

 MKTTn 2 (% 28.57) 

 
24. saat 

MRSV 4 (% 57.14) 

 MKTTn 2 (% 28.57) 

3. Gün - XLD agar 7 (% 100) 

 - XLT4 agar 7 (% 100) 

4. Gün - Nutrient agar 7 (% 100) 

11. Gün  Serotip İdentifikasyonu 7 (% 100) 



 51 

 ÇalıĢmada broyler kümeslerden alınan altlık, toz, kloakal svap, sekal svap, yem, 

bağırsak içeriğinden ISO 6579 metodu uygulandı. Prosedür sonunda, iki altlık, üç sekal svap, 

bir kloakal svap ve bir adet yem olmak  üzere yedi adet S. Infantis izole ve identifiye edildi. 

Toplam 11 gün süren ISO 6579 metodu 1. gün; ön zenginleĢtirme (TPS), 2. gün; selektif 

zenginleĢtirme (MRSV ve MKTTn) aĢamasının 6., 12., 18. ve 24. saatlerinde  ve 3. gün; 

selektif besiyerlerine (XLD ve XLT4) ekim aĢamasında örnekleme yapılarak dizayn 

primeriyle PCR gerçekleĢtirildi (çizelge 3.3‟de gösterildi). Ön zenginleĢtirme ve selektif 

zenginleĢtirme aĢamalarında yapılan PCR sonucunda dizayn primerinin 6. 12 ve 18. 

saatlerde tespit ettiği S. Infantis oranları % 0- % 42. 85,  24. saatte yapılan örneklemede ise 

% 28.57- % 57.14 arasında değiĢkenlik gösterdiği belirlendi. Ġzolasyonun 3. gününde XLD 

ve XLT4‟de; 4. günde ise Nutrient agarda üreyen Salmonella Ģüpheli kolonilerin dizayn 

primeriyle yapılan PCR sonucunda %100 oranında S. Infantis olduğu tespit edildi. Böylelikle 

3. ve 4. günde yapılan PCR sonuçları izolasyon ve identifikasyon sonucuyla da doğrulandı 

(ġekil 3.3‟de gösterildi). Bu durum ISO 6579 standardının en erken 3. gününde dizayn 

primeriyle yapılan PCR‟ın kayıp yaĢanmaksızın S. Infantis‟i tespit edebildiğini ortaya koydu. 

ÇalıĢmada ayrıca izole ve identifiye edilen tüm S. Infantis‟lere invA primeri ile de 

bakıldığında %100 oranında invazyon geni taĢıdıkları belirlenmiĢ oldu.  

  

 

 

    

Şekil 3.4. Cyr F/R dizayn primerleriyle farklı Salmonella serotiplerinin ayrımı (M:100bp 

marker; 1,15,16,17,20 ve 21 numaralı örnekler S. Infantis; 2 numaralı örnek S. Heidelberg; 3 

numaralı örnek S. Agona; 4 numaralı örnek S. Newport; 5 numaralı örnek S. Stanleyville; 6 

numaralı örnek S. Hadar, 7 numaralı örnek S. Mbandaka; 8 ve 18 numaralı örnekler S. 

Typhimurium; 9 numaralı örnek S. Colombo; 10 numaralı örnek S. Muenchen; 11 numaralı 

örnek S. Kentucky; 12 numaralı örnek S. Enteritidis; 13 numaralı örnek S.Virchow; 14 

numaralı örnek S. Anatum; 19 numaralı örnek S. Mbandaka; N: Negatif kontrol)  
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Şekil 3.4. XLD ve XLT4‟deki kolonilerin dizayn primeri ile tespiti (M: 100 bp marker; 1, 2, 

4,5,10,13,16 numaralı örnekler S. Infantis; 3,6,7,8,11,12,14,15 numaralı örnekler negatiftir) 

 

 

 

 

                             

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

16 numaralı örnekler S. Infantis; 17 numaralı örnek negatif kontrol) 
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4. TARTIŞMA 

 

 

Salmonella Infantis, son yıllarda Avrupa Birliği‟ndeki ve diğer ülkelerdeki kanatlı 

iĢletmeleri ve çevresel örneklerden izolasyon oranlarının artması nedeniyle giderek önem 

kazanmaktadır. Etkenin Avrupa Birliği 517/2011 yönetmeliği doğrultusunda zoonotik bir 

etken olarak değerlendirilmesi ve Avrupa Birliği‟nde yakın gelecekte özellikle de damızlık 

sürülerindeki prevalanslarının azaltılması yönünde stratejilerin geliĢtiriliyor olması dikkate 

değer bir veri olarak karĢımıza çıkmaktadır. Bu tez çalıĢmasında, salmonellozis vakalarında 

etkinliği hızla artan broyler kaynaklı Salmonella Infantis serovarlarının izolasyon ve 

identifikasyon prosedürü olan ISO 6579‟a alternatif hızlı bir PCR tabanlı tanı tekniğinin 

oluĢturulması ve optimizasyonu amaçlanmıĢtır.   

 

Salmonella izolasyon ve identifikasyonu 

ÇalıĢmada incelenen 878 materyalde (altlık, toz, sekal svap, kloakal svap, bağırsak içeriği ve 

yem) %14.80 oranında Salmonella spp. izole ve identifiye edildi. Salmonella suĢlarının % 

90.76‟i S.Infantis, %2.3‟u S. Agona, %1.53‟ü S. Kentucky, S. Hadar ve S. Tenesee, %0.76‟ı   

S. Mbandaka, S. Montevideo, S. Enteritidis, S. Adelaide, S. Liverpool ve S. Derby bulundu. 

Dünyadaki birçok ülkede de örneğin Belçika (Heyndrickx ve ark., 2007), Litvanya (Pieskus 

ve ark., 2006),  Kore (Kim ve ark., 2007; Lee ve ark.,2007) ve Suudi Arabistan‟da  broyler 

kümeslerde Salmonella varlığı bildirilmiĢtir. Yapılan bu çalıĢmalarla dünyada ve ülkemizde 

broyler üretiminde Salmonella kontaminasyonuna sebep olan kritik noktaların benzer olduğu 

ortaya konuldu. Bu bildirimler arasında; Marin ve ark., (2011) yaptıkları çalıĢmada dıĢkı 

örneklerinden %31.2, toz örneklerinden % 25 ve yem örneklerinden % 16 oranında 

Salmonella izole ve identifiye etmiĢlerdir. Padungtod ve Kaneene (2006), Tayland‟da 425 

adet tavuk kloakal svap örneğinden %4 oranında Salmonella izole etmiĢlerdir. Carraminana 

ve ark. (2004), Ġspanya‟da broyler dıĢkısında %6 oranında Salmonella saptamıĢlardır. 

Wedderkopp ve ark. (2001), Danimarka‟da kloakal svap aldıkları 8911 broyler sürüsünün 

490 (%5,5)‟ ndan Salmonella izole etmeleri çalıĢmada elde edilen Salmonella izolasyon 

oranından daha düĢük kalmıĢtır.  

 

 S. Infantis, kanatlı iĢletmelerinden örneklenen farklı materyallerden farklı oranlarda 

izole edilebilmektedir. Bu çalıĢmada materyal bazında S. Infantis izolasyon sayı ve oranları 

Ģu Ģekilde sıralandı: 47 (% 39.16) altlık örneği; 21 (% 10.5) kloakal svap ve yem örneği; 21 
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(% 35.59), bağırsak içeriği; 13 (% 6.84), 12 (% 5) sekal svap  ve 4 (% 10.25) toz örneği. S. 

Infantis‟in broyler kümeslerde varlığıyla ilgili olarak yapılan çalıĢmalarda; Raseta ve 

ark.(2015); Marin ve ark., (2011); Nogrady ve ark.,(2007) Macaristan‟da S. Infantis‟in 

broylerlerde %64 „lük yüksek prevelansını vurgulayarak, diğer Avrupa ülkelerinden Polonya 

„da %8 ve Çek Cumhuriyeti‟nde %2.5 oranında olduğunu bildirmiĢlerdir. EFSA (2007) 

raporuna göre EU‟da % 22, Almanya‟da %8.9 oranında S. Infantis bulunmaktadır. 

 

 Primer özgünlük ve duyarlılığı moleküler tanı testlerinin etkinliğinde en önde gelen 

faktörlerdendir. Bu çalıĢmada ilk olarak literatürde S. Infantis‟i spesifik olarak saptadığı 

iddia edilen primerler (Kardos ve ark., 2007; Akiba ve ark., 2011) sentezlettirilerek primer 

spesifitelerinin test edilmesi amacıyla S. Infantis‟i de içeren farklı Salmonella serotipleri ile 

PCR gerçekleĢtirildi. Kardos ve ark. (2007)‟nin tasarladığı primerler fliC ve fljB S. 

serotipleri ile non-spesifik bantlar verirken, Akiba ve ark. (2011)‟nın geliĢtirdiği ve S. 

Infantis‟e spesifik 3 farklı genomik bölgesinin eĢ zamanlı amplifikasyonuna dayalı 

multipleks-PCR tekniği ise S. Enteritidis, S.Typhimurium, S. Mbandaka ve S. Liverpool ile 

de ortak bantlar verdiği görüldü. Bunun dıĢında, her iki yöntemin S. Infantis içerdiği bilinen 

farklı saha materyalleri ile yapılan testlerde etkeni doğru ve duyarlı bir Ģekilde saptamada 

baĢarılı olamadığı görüldü. Bu sonuç, tezin altın standart yöntem olan ISO 6579 yöntemine 

alternatif moleküler tanı geliĢtirme hipotezi dikkate alındığında S. Infantis‟e spesifik yeni 

primer tasarımı gereksinimini ortaya koydu. Kardos ve ark. (2007) ve Akiba ve ark. 

(2011)‟nın S. Infantis spesifik primer tasarımındaki baĢarısızlığının nedeni sadece in-silico 

analiz sonuçlarına dayalı ve yeterli sayıda ve farklı Salmonella serotiplerinin kullanıldığı 

özgünlük testlerinin yapılmamasından kaynaklanmıĢ olabileceği düĢünüldü. 

 

PCR ve PCR‟a dayalı teknikler spesifik, duyarlı, güvenilir, hızlı ve kolay olmaları 

nedeniyle son yıllarda tanı ve tiplendirme amacıyla farklı bilimsel alanlarda yaygın olarak 

kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Bu çalıĢmada geliĢtirilen PCR tekniğinin DNA bazında 

deteksiyon limiti 3,3 ng/μl iken, bakteri sayısı olarak deteksiyon limiti 111 cfu/ml
-1

  olarak 

belirlendi. Kardos ve ark. (2007)‟nın geliĢtirdiği teknik S. Infantis‟i 10
5 

cfu/ml
-1

 düzeyinde 

saptarken, Akiba ve ark. (2011)‟nın geliĢtirdiği teknikte ise sensitivite çalıĢması 

yapılmamıĢtır. PCR sensitivitesi primer sensitivitesi ile direkt iliĢkili olup primerlerin çok 

kopya sayılı hedef genlere yönelik tasarlanması, kullanılan DNA ekstraksiyon yöntemi, 
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reaksiyona giren DNA yoğunluğu ve saflığı, tekniğin iyi optimize edilmiĢ olması PCR 

sensitivitesini arttırabilen etmenlerdir. 

 

 

 ÇalıĢmada izole edilen tüm Salmonella suĢlarında invA geni tespit edildi. Ġnvazyon 

geni olan invA, Salmonella virulensi için gereklidir ve birçok araĢtırmacı tarafından da 

çalıĢılmıĢtır (Mezal ve ark., 2013). Nashwa ve ark., (2009) tüm izole ettikleri 

Salmonella‟larda genin amplifiye olduğunu bildirniĢlerdir. Aynı zamanda potansiyel patojen 

Salmonella suĢlarının invA geninin amplifikasyonu Salmonella cinsinin tespiti için 

uluslararası standart prosedür olarak kabul edilmektedir (Amini ve ark., 2010).  

 

Bakterilerin tür düzeyinde tanısına yönelik primer tasarımının en önemli aĢaması 

hedef genin doğru belirlenmesidir. Bu çalıĢmada, S. Infantis‟e spesifik sinI (S. Infantis 

modification methylase) geni hedeflenerek bir çift primer tasarlandı. Primerler ile tüm S. 

Infantis izolat ve suĢları ile gerçekleĢtirilen PCR testleriyle uygun büyüklükte amplikon (200 

bp) tespit edilirken, diğer Salmonella serotiplerinin hiçbirinde aynı serogrupta bulunanlar da 

dahil olmak üzere bu büyüklükte ya da herhangi bir büyüklükte ürün oluĢumu gözlenmedi. 

Kardos ve ark. (2007) çalıĢmalarında primer tasarımı için fljB genini seçerken, Akiba ve ark. 

(2011) ise S. Infantis‟e spesifik 3 farklı genomik bölgeyi (Infantis spesific region; ISR1, 

ISR2 ve ISR3) tercih etmiĢlerdir. Primerlerin hedefe spesifik olduğunu gösteren baĢka bir 

kanıt ise tezde çalıĢılan serotiplerin riboprinter ile tiplendirilmesi sonrasında olmuĢtur. Bu 

tiplendirme sonucunda farklı serotiplere yönelik ribopaternlerde S. Infantis‟e spesifik bantlar 

vermiĢ, bu suĢların ISO 6579 standart yöntemi ile çalıĢılması sonucunda ise aslında S. 

Infantis oldukları ortaya konmuĢtur. Sonuç olarak tez kapsamında gerçekleĢtirilen primer 

tasarımı sonucunda geliĢtirilen tanı tekniğinin literatürde yer alan tekniklerden daha üstün bir 

teknik olduğu düĢünülmektedir.  

 

 

Salmonella serotiplerinin ISO 6579 yöntemi ile identifikasyonu ön zenginleĢtirme, 

selektif zenginleĢtirme, selektif besiyerlerine ekim, üreyen Salmonella Ģüpheli kolonilerin 

nutrient agara ekimi ve bu besiyerinde üretilmesini takiben biyokimyasal testler ve serolojik 

doğrulamasının ardından uygun antiserumlarla  aglütinasyona dayanan ve uzun süren (7-10 

gün) bir yöntemdir. Bu çalıĢmada, farklı yoğunluklardaki S. Infantis ile yapay olarak 
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kontamine edilen materyallerden ISO 6579 metodunun farklı aĢamalarında (baĢlangıç, ön 

zenginleĢtirme, selektif zenginleĢtirme) inkubasyonun farklı periyotlarında (6, 12, 18, 24. 

saatlerde) örnekleme yapıldı. DNA izolasyonunun ardından çalıĢmada yer alan primerlerle 

konvansiyonel PCR uygulandı. GerçekleĢtirilen çalıĢmalar sonucunda nutrient agarda üreyen 

S. Infantis suĢlarının tamamı (%100) geliĢtirilen PCR ile analizin 4. gününde doğru olarak 

saptandı. Bir önceki aĢama olan selektif besiyerlerinde (XLD, XLT4) üreyen S. Infantis 

suĢlarının ise (%100) analizin 3. gününde doğru olarak saptandı. Selektif zenginleĢtirme ve 

ön zenginleĢtirmede ise kayıplar olduğu gözlendi. Kayıpların besiyerleri bileĢiminde yer alan 

ve PCR‟ı inhibe edebilecek maddelerden kaynaklanabileceği düĢünülmektedir. Bu çalıĢmada 

ilk aĢamalarda meydana gelen tanı kayıpları internal kontrol stratejilerinin uygulanması, 

materyallerin ve/veya bunlara ait DNA‟ların 10 katlı sulandırılarak kullanılması, ya da DNA 

konsantrasyonunu artırıcı DNA ekstraksiyon modifikasyonları veya DNA‟yı spesifik olarak 

ortamdan izole edecek manyetik veya immunomanyetik separasyon tekniklerinin kullanımı 

ile çözülebilir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

Tamamlanan tezde Türkiye‟deki farklı broyler iĢletmelerinden örneklenen değiĢik 

materyallerden (yem, bağırsak içeriği, kloakal, sekal ve drag svab örnekleri, vb.) %14,8 

oranında Salmonella izole edildi. Bu izolatlar arasında %90,76 oranıyla S. Infantis‟ in en 

fazla izole edilen serotip olduğu belirlendi.  

 

Tezde elde edilen bir baĢka önemli sonuç ise, S. Infantis‟in teĢhisi yönünden mevcut 

tekniklerle karĢılaĢtığında özellikle de spesifite ve güvenilirlik açısından üstün bir tanı ve 

doğrulama tekniğinin geliĢtirilmiĢ olmasıdır. Bu teknik ile ISO 6579 prosedürü ile 11 gün 

süren identifikasyon süresi %100 doğrulukla 3 güne inmektedir. Teknikte kullanılan 

primerlerin ve tanı tekniğinin patentlenme potansiyeli yüksektir. 

 

Tez kapsamında S. Infantis‟in farklı yoğunluktaki bakteri dilüsyonları hazırlanarak 

farklı saha materyallerine uygulanmasına dayalı yapay olarak kontamine  edilen 

materyallerden ISO 6579 metodunun farklı aĢamalarında (baĢlangıç, ön zenginleĢtirme, 

selektif zenginleĢtirme) inkubasyonun farklı periyotlarında (6, 12, 18, 24. saatlerde) 

örnekleme yapılmıĢtır. DNA izolasyonunun ardından çalıĢmada yer alan primerlerle 

konvansiyonel PCR uygulanarak materyal bazında sensitiviteleri belirlenmiĢtir. Yapılan 

literatür taraması sonrasında gerek incelenen materyal sayısı gerek materyal çeĢitliliği gerek 

analiz stratejisi açısından bu kapsamda baĢka bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Bu sonuç da 

gerçekleĢtirilen çalıĢmanın orjinalliğini ve etki değeri yüksek uluslararası dergilerdeki yayın 

potansiyelini ortaya koymaktadır. 

 

ÇalıĢmada kullanılan tanı tekniklerinin özellikle sensitivite yönünden geliĢtirilmeye 

açık olduğu düĢünülmektedir. Bu geliĢtirme, DNA ekstraksiyon yöntemleri modifiye 

edilerek, DNA‟nın PCR öncesinde saf bir Ģekilde ve kayıpsız elde edilmesine olanak 

sağlayan manyetik veya immunomanyetik separasyonu gibi tekniklerle desteklenmesi 

yanında ekstraksiyon sonrasında ise prob hibridizasyonuna dayalı real-time PCR ve diğer 

yeni PCR tabanlı tekniklerle mümkün olabilecektir. 
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ÖZET 

 

 

 

Tavuklarda Salmonella Infantis İzolasyonu ve PCR Tabanlı Yöntemlerle Tanısı 

Bu araĢtırmada, broyler kümeslere ait 120 adet altlık, 240 adet sekal svap, 200 adet 

kloakal svap, 190 adet bağırsak içeriği, 59 adet yem ve 39 adet toz örneği olmak üzere 

toplam 878 adet örnek Salmonella Infantis varlığı yönünden incelendi.  

 Salmonella izolasyon  ve identifikasyon çalıĢmaları ISO 6579:2002/Amd 1:2007, Ek 

D standardı uygulanarak gerçekleĢtirildi. Prosedür dahilinde ön zenginleĢtirme için 

TamponlanmıĢ Peptonlu Su (TPS), selektif zenginleĢtirme için Modified Rappaport 

Vasilliadis Semi Solid (MRSV) ve Muller Kauffmann Tetrathionat novobiocin Broth 

(MKTTn) ve izolasyon için selektif besiyeri olan , Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) ve 

Xylose Lysine Tergitol 4 (XLT4) agar kullanıldı. Salmonella Ģüpheli bulunan kolonilerinin 

identifikasyonu, biyokimyasal ve serolojik yöntemlerle gerçekleĢtirildi.  

 ÇalıĢmada incelenen 878 materyalde (altlık, toz, sekal svap, kloakal svap, bağırsak 

içeriği ve yem) %14,8 Salmonella spp. izole ve identifiye edildi. Salmonella suĢlarının 

90,76‟i S. Infantis, %2,3‟u S. Agona, %1,53‟ü S. Kentucky, S. Hadar ve S. Tenesee, %0,76‟ı   

S. Mbandaka, S. Montevideo, S. Enteritidis, S. Adelaide, S. Liverpool ve S.Derby bulundu. 

ÇalıĢmadaki tüm materyallere direkt, TPS, MRSV, MKTTn, XLD ve XLT 4 aĢamalarında 

inkübasyonun 6., 12., 18. ve 24. saatlerinde örnekleme yapılarak  invA, fljB , fliC 

konvansiyonel IMP1-IMP2-IMP3 primerleriyle multipleks PCR yapıldı. invA geninin varlığı 

%100 olarak tespit edilirken; tekli PCR ve m-PCR primerlerinin sonuçlarında S.Infantis‟e  

ait spesifik bant elde edilemedi. ISO prosedürünün izolasyon aĢamasını takiben oluĢan 

Ģüpheli kolonilere yeni dizayn primeri CyrF/R ile PCR yapıldı. S. Infantis suĢlarının tamamı 

(%100) geliĢtirilen PCR ile doğru olarak saptandı  

 S.Infantis‟in moleküler tanısı için geliĢtirilen PCR tekniğinin altın standart yöntem 

olan ISO 6579 prosedürü ile karĢılaĢtırılmalı değerlendirmesi sonucunda hızlı, 

tekrarlanabilir, ekonomik bir  alternatif olabileceği düĢünülmektedir. 

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 ISO 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 (XLT4) 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 

XLT4 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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