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OZET

KASAPLIK SIGIRLARDA SALMONELLA TASIYICILIGININ VE
SEROTIP DAGILIMININ BELIRLENMESI

Kasaplik sigirlara ait karkas ve digki 6rneklerinin Salmonella spp. varlig: ve
serotip dagiliminin belirlenmesi amaci ile yapilan calismada, 2013-2014 yillar
arasinda Bursa'da faaliyet gosteren 1 6zel kombina ve 1 belediye mezbahasinda
kesilen 100 adet sigirdan karkas ve digki 6rnekleri olmak iizere toplam 200 6rnek,
sirastyla 1ISO 6579:2002 metodu ve 1SO 6579/A1:2007 metodu ile Salmonella spp.
spesifik r-PCR kullanilarak incelendi. Ayrica izole edilen salmonellalar White-
Kauffmann-Le Minor Semasi’na gore klasik serotiplendirme ile serotiplendirildi.

Izolasyon ve identifikasyon sonucunda analiz edilen 100 karkas 6rneginin
2’sinin (%2) ve 100 digski 6rneginin 2’sinin (%2) Salmonella spp. ile kontamine
oldugu tespit edildi. Elde edilen 39 izolata dogrulama amaci ile yapilan ISO
identifikasyonu ve Salmonella spp. spesifik r-PCR testi sonrasinda, 28 karkas
izolatinin 7’si ISO ile 10°u r-PCR ile, 11 disk1 izolatinin ise her iki yontem ile de 2’si
Salmonella spp. pozitif olarak bulundu. ISO ile r-PCR arasindaki yiksek relatif
dogruluk (%92,30), duyarlilik (%100) ve 0Ozglnlik (%90), iki test arasindaki
uyumun neredeyse miikemmel oldugunu (k=0,81) gosterdi. Izolatlarin geleneksel
serotiplendirilmesi ile karkas Orneklerinde S. Typhimurium (%100) ve diski
orneklerinde S. Enteritidis (%50) ile S. Albany (%50) serovarlari belirlendi.

Calisma sonucunda, iilkemizde sigirlarda da S. Enteritidis’in belirlenmis
olmast ile kirmizi et ve et tiriinlerinin bu serovarin varligina bagl olarak halk saglig
acisindan 6nemi vurgulandi. Ayrica S. Typhimurium’un diger tlkeler ile paralel
olarak karkaslardaki varligmin yani sira S. Albany’nin diskidan ilk defa izole
edilmesinin de epidemiyolojik yonden 6nem tasidigi ortaya konuldu.

Anahtar Sozcukler. Salmonella, sigir, karkas, diski, prevalans, serotip, PCR
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SUMMARY

DETERMINATION OF SALMONELLA CARRIER STAGE AND SEROTYPE
DISTRIBUTION IN SLAUGHTER CATTLE

In this study, a total of 200 samples, collected between 2013-2014, comprised
of carcass and feces samples from 100 cattle slaughtered in 1 private slaughterhouse
and 1 municipality abattoir, were investigated to determine Salmonella spp. by ISO
6579:2002 method and 1SO 6579/A1:2007 method, respectively, and by Salmonella
spp. specific r-PCR. Additionally, Salmonella isolates were serotyped according to
the White-Kauffmann-Le Minor Scheme using conventional serotyping.

Isolation and identification results indicate that 2 out of 100 carcass (2%) and
2 out of 100 feces samples (2%) were contaminated with Salmonella spp.
Confirmation of 39 isolates by ISO identification and Salmonella spp. specific r-PCR
indicate that 7 and 10 out of 28 carcass isolates were positive by ISO and r-PCR,
respectively; while 2 out of 11 feces isolates were positive by both methods. High
relative accuracy (92,30%), sensitivity (100%) and specificity (90%) between I1SO
and r-PCR indicated almost perfect agreement (x = 0,81) between two methods.
Conventional serotyping of Salmonella isolates revealed both carcass isolates as S.
Typhimurium (%2100), while one S. Enteritidis (50%) and one S. Albany (50%)
serotype for 2 feces isolates.

As a result, detection of S. Enteritidis in cattle indicates its importance in red
meat and meat products from public health standpoint. Presence of S. Typhimurium
on carcasses parallel to the findings in other countries as well as isolation of S.
Albany for the first time from feces are all of epidemiological importance.

Key Words. Salmonella, cattle, carcass, feces, prevalence, serotype, PCR
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1. GIRIS

Yeterli ve dengeli beslenmede giinliik diyetin 6nemli bir kisminin
proteinlerden karsilanmasi ve ginlik protein gereksiniminin %50’sinin hayvansal
kokenli olmasi onerilmektedir. Kirmizi et, hayvansal gidalar igerisinde, biyolojik
degeri yiiksek proteinler yoniinden zengin bir besin olmasi, vitamin ve bazi
mineralleri, 6zellikle demir ve B12 vitaminini yapisinda bulundurmasi nedeni ile
beslenmede biiyilk 6nem tasimaktadir (Anar, 2010; Arslan, 2013; Gokalp, 1984;
Saucier, 1999). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)'nun 2015 yili verilerine gore
ulkemizde 1.149,262 ton olan toplam kirmizi et Uretiminde, sigir etinin 1.014,925 ton
ile en bilyilk paya sahip oldugu goriilmektedir (TUIK, 2016). Benzer sekilde,
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgitii (Food and Agricultural Organization-
FAO)’nln 2013 yilina ait istatistiksel bilgilerinde tlkemizde 1.077,735 ton olan
toplam kirmizi et iiretiminde, sigir eti paymin 750,046 ton oldugu bilinmektedir.
Ulkemizde kisi basma diisen yillik toplam et tiiketiminin FAO’ya gore 33,44 kg
oldugu, bunun 14,38 kg’in1 kirmiz1 etin, tiikketilen kirmizi etin de %71,90°lik kismini
(10,34 Kkg) si1gir etinin olusturdugu rapor edilmektedir (FAO, 2016).

Kasaplik sigir etleri, hasta veya portor hayvanlardan ve/veya asgari teknik ve
hijyenik sartlara sahip olmayan mezbahalarda uygun olmayan kosullarda kesildigi
takdirde karaciger, dalak, bobrek gibi yenilebilir i¢ organlar ile safra kesesi ve barsak
igeriginin karkasa bulagmasi ile primer ve sekonder mikrobiyal kontaminasyona
maruz kalmaktadir (Cornell ve Neal, 1998; Ugur ve ark., 2003). Mikrobiyal yuki
fazla olan ve 6zellikle Salmonella gibi enterik patojenleri icerebilen bu etler, yetersiz
pisirilerek tiiketildiginde ya da uygun olmayan kosullarda tiiketicilere sunuldugunda
gida zehirlenmelerine neden olarak halk sagligini tehdit etmekte ayni zamanda
6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Cumbul, 1994; Yicel, 1978). Gida
kaynakli bakteriyel patojenler icerisinde yer alan Salmonella, 8 Mart 2012’de Avrupa
Birligi Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority-EFSA) ve Avrupa



Hastalik Koruma ve Kontrol Merkezi (European Centre for Disease Prevention and
Control-ECDC) tarafindan yayinlanan 2010 yili Avrupa Birligi Zoonozlar, Zoonotik
Ajanlar ve Gida Kaynakli Salginlar Ozet Raporu (ECDC, 2011)’na gére kontamine
gidalarin tiiketimine bagli zoonotik infeksiyon ve salginlarda Campylobacter’den
sonra en sik rapor edilen ajan olarak bildirilmistir. Bu raporda ayni zamanda
Salmonella kontaminasyonunda en 6nemli birincil hayvansal kaynagin kanath eti,
ikincil kaynagin ise kirnmzi et oldugu belirtilmistir. Insanlardaki Salmonella
infeksiyonlarinin ~ sikligimi  minimum  diizeye indirmenin birincil  kosulu,
hayvanlardaki bu infeksiyonlar1 en aza indirgemektir. Bu nedenle, hayvanlarda
Salmonella infeksiyonlarinin diizeyinin ve tipinin belirlenmesi biiyiikk &nem
tasimaktadir. Bu infeksiyonlarin tanis1 amaci ile bir ¢ok serolojik ve genetik tabanl
yontemler gelistirilmesine ragmen, teshiste kiiltiir yontemi ‘Gold Standart’ yéntem
olarak kullanilmaktadir. Genellikle hayvan ve insanlardaki anti-Salmonella
antikorlarin1 saptayan testler ve Polimerase Chain Reaction (PCR) gabuk sonug
vermeleri agisindan talep gormekte ve kiiltiir yontemini tamamlayict nitelik
tasimaktadir.

Ulkemizde 2011 yilinda 5996 sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki Saghigi, Gida
ve Yem Kanununun 4. maddesi, 639 sayili Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin
Teskilat ve Gorevleri Hakkinda Kanun Hiikmiinde Kararnamenin 7. maddesi
hiikiimlerine dayanilarak, ve Zoonozlar ve Zoonotik Etkenlerin Izlenmesine dair
2003/99/EC sayil1 Avrupa Birligi Konsey Direktifi’ne paralel olarak, gida kaynakli
bazi zoonozlarin da i¢inde yer aldigi Tirk Gida Kodeksi (TGK) Zoonozlar ve
Zoonotik Etkenler, ilgili Antimikrobiyal Direng ve Gida Kaynakli Salginlarin
Izlenmesi Yonetmeligi (TGK, 2011a) yayimlanmis ve yaymm tarihinde yiiriirliige
girmistir. Yonetmelik ekinde yer alan ve izlenmesine 2016 yilina kadar baslanacak
olan zoonozlar ve zoonotik etkenler igerisinde ‘Salmonellozis ve etkenleri’ de
bulunmaktadir. Bunun yaninda TGK Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi (TGK,
2011b) Ek 1. Gida Giivenilirligi Kriterleri’ne gore 1.3. Et ve Et Uriinleri (kiyma, ¢ig
kirmizi et ve hazirlanmis kirmizi et karigimlari, mekanik olarak ayrilmis kirmizi et ile
et Uriinleri)’nde, ile Ek 2. Uretim Hijyeni Kriterleri’ne gore ise 2.1. Et ve et driinleri
(2.1.3. Sigir, koyun, kegi ve at karkaslari)’'nde Salmonella varliginin referans metot

olarak gosterilen Avrupa Normu/Uluslararasi Standardizasyon Birligi (European



Norm/International Organization for Standardization) EN/ISO 6579 ile test edilmesi
ve bu driinlerde Salmonella bulunmamasi gerektigi bildirilmektedir.

Serovarlarin belirlenmesi, tim dinyada gida ve hayvan ticareti kapsaminda,
Salmonella infeksiyonlarindan korunma ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesi igin
temel olusturur.  Serotiplendirme c¢aligmalari, uluslararasi epidemiyolojik
aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmakta ve Salmonella izolatlarmin tam
karakterizasyonunda ilk ve en Onemli basamagi olusturmaktadir. Bu nedenle
Salmonella izolatlarinin serotiplendirilmesi halk sagligi, gida hijyeni ve hayvan
saglig1 yoniinden Ulkemizde de kritik bir 6neme sahiptir (Bhan ve ark., 2005). Son 10
yil icerisinde cesitli iilkelerde yapilan ¢alismalarda, sigirlarin Salmonella tastyiciligi
ile serotip dagiliminin arastirildigi pek ¢ok yayimlanmis makale bulunmaktadir
(Alemu ve Zewde, 2012; Brichta-Harhay ve ark., 2011). Bu ¢alismalar igerisinde
sigir karkaslarindan alinan Orneklerde, Amerika Birlesik Devletleri'nde %0,8-6,7
(Brichta-Harhay ve ark., 2011; Ransom ve ark., 2002), Kanada’da %0,1 (Bohaychuk
ve ark., 2011), Ingiltere’de %12,7 (Small ve ark., 2006), Etiyopya’da %2-4,8 (Alemu
ve Zewde, 2012; Sibhat ve ark., 2011), Avusturalya’da %3 (Fegan ve ark., 2005)
oranlarinda Salmonella izole edildigi, ayrica en sik identifiye edilen serotiplerin S.
Typhimurium, S. Newport, S. Uganda, S. Agona, S. Hafia, S. Anatum, S. Reading ve
S. Dublin oldugu bildirilmistir (Alemu ve Zewde, 2012; Brichta-Harhay ve ark.,
2011). Benzer sekilde sigir bagirsak icerigi veya diski orneklerinde farkli iilkelerde
yapilan c¢alismalarda, (Bolton ve ark., 2012; Fegan ve ark., 2005) Salmonella
tastyiciligt %1,4-32,5 araliginda degisen oranlarda saptanmistir. Caligmalarda izole
edilen salmonellalar1 Jimenez ve ark. (2011) S. Oranienburg, Alemu ve ark. (2012)
S. Typhimurium, S. Newport ve S. Hafia, Sibhat ve ark. (2011) S. Newport, S.
Anatum ve S. Eastbourne, Milnes ve ark. (2008) S. Typhimurium, S. Mbandaka, S.
Dublin, S. Derby ve S. London, Akoachere ve ark. (2009) S. Typimurium, Madden
ve ark. (2007) S. Chandans ve S. Liverpool, Bolton ve ark. (2012) S. Dublin, S. Kiel
ve S. Typhimurium olarak tiplendirdiklerini bildirmislerdir.

Ulkemizde bilgimiz dahilinde 1995-2016 yillar1 arasinda Salmonella
tastyiciligr yoniinden riskli gidalara kaynak olabilen kasaplik biiylikbas hayvanlarin
karkaslar ile bagirsak veya digki igeriklerinin incelendigi, kisitli sayida prevalans

ve/veya serogrup/serotip belirleme ¢alismalarimin var oldugu goriilmektedir. Bu



caligmalar igerisinde sigir karkaslarinda Salmonella spp. prevalansi %0-20,8 arasinda
(Alisarli ve ark., 2001; Kiiplilii, 1999) bildirilmis olup sadece Kipluli (1999)
tarafindan serotiplendirme yapilmis ve tespit edilen serotiplerin tiimiiniin S. Anatum
oldugu rapor edilmistir. Aden (2016) tarafindan sigir diskilarinda Salmonella spp.
prevalanst %0,55 oraninda bulunmustur. Ayrica Canpolat (2007) tarafindan sigir
diskilarinda %0,94 oraninda tespit edilen salmonellalarin timunin serogrup B, Geng
(2002) tarafindan sigir ince bagirsak iceriklerinde %21,2 oraninda tespit edilen
salmonellalarin timiiniin S. Enteritidis, Kiplili (1999) tarafindan sigir ince bagirsak
iceriklerinde %14,4 oraninda tespit edilen salmonellalardan %53,8’inin S. Anatum,
%30,8’inin S. Typhimurium ve %15,4’Unin S. Telaviv oldugu bildirilmistir. Sonug
olarak, Ulkemizde yapilan bu c¢alismalarin farkli yillarda, farkli 6rnekleme
yerlerinden, benzer/farkli yontemlerle Orneklendigi, benzer fakat ayni olmayan
izolasyon ve identifikasyon metotlarmin kullanildigt ve elde edilen verilerin
sigirlarda giincel Salmonella tastyiciligr ile serotip dagilimimi yansitmasi ve diger
ilke verileri ile karsilastirilabilmesi agisindan yeterli olmadig goriilmektedir.

Bu nedenle ¢alismada, Bursa'da faaliyet gosteren 1 6zel kombinada ve 1
belediye mezbahasinda kesilen 100 adet sigira ait, karkas drneklerinde 2002 yilinda
yiriirlige girmis ve uluslararasi kabul goérmiis Gold Standart metot olan ISO 6579
(2002) metodu ve diski 6rneklerinde 2007 yilinda ek olarak ¢ikarilan ISO 6579/A1
(2007) metodu ile Salmonella prevalansi saptanacaktir. Ayrica izole edilen
salmonellalarin White-Kauffmann-Le Minor Semas: (Grimont ve Weill, 2007;
Gouibourdenche ve ark., 2010)’na gore klasik serotiplendirme ile serotip dagilimi
belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1.Tarihce

Salmonella ilk kez 1880 yilinda tifodan 6len bir kisinin dalak ve mezenteriyel
lenf yumrusunda Karl Joseph Eberth tarafindan tifo basili olarak bulunmustur
(Agbaje ve ark., 2011). Dort yil sonra Georg Theodor Gaffky, bu patojeni saf kilttr
halinde gelistirerek Eberth’in bulgusunu dogrulamistir (Hardy, 2015). Daniel Elmer
Salmon ile Theobald Smith, 1886 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda domuz
bagirsagindan izole ettikleri domuz vebasina sebep olan ve giliniimiizde
Salmonella’nin tip tiirii S. choleraesuis olarak bilinen bu etkeni ‘yaban domuzu
kolera basili’ (Bacterium suipestifer) olarak isimlendirmislerdir. 1888’de August
Gértner tarafindan sonradan S. enteritidis olarak isimlendirilen Bacterium enteritidis
ise acilen kesilen bir sigira ait etten ve bu etin tiiketimi sonrasinda yasanan 58 gida
zehirlenmesi vakasinda bir hastadan izole edilmistir. izolasyon, yaklasik yarim kilo
kontamine et tiketen hastanin 36 saat sonrasinda Oliimiiniin ardindan ig
organlarindan gergeklestirilmistir. Bu sayede, salmonelloz salgin1 ilk defa
laboratuvarda dogrulanmistir (Bell ve Kyriakides, 2002; Hardy, 2015).

Salmonella cins ismi, ilk kez 1900’de Salmon’a ithafen Joseph Léon
Ligniéres tarafindan onerilmistir. Topley ve Wilson, 1929 yilinda laktozu fermente
edemeyen, dekstroz ve diger sekerlerden asit ve gaz olusturan, ksilozu fermente eden
ve litmus milk’te alkali reaksiyon gosteren bu basilin isimlendirilmesinde
Salmonella’yr kabul etmistir. Ayn1 arastirmacilar ayrica, Salmonella grubundaki bu
organizmalarin (Bacterium enteritidis ve Bacterium aertrycke) ile enfekte gidalarin
tiikketimine bagli olarak sik¢a karsilagilan, aniden ortaya ¢ikan ve nispeten kisa siiren
akut gastroenterit ile karakterize bir hastalik (gida zehirlenmesi) olusturdugunu
belirtmistir. 1990’larin basinda typhosum (sonrasinda typhi olarak adlandirilan),
paratyphosum A ve B (paratyphi A ve B), gallinarum ve typhimurium gibi

salmonellalarin diger bazi 6nemli tiirleri tanimlanmig ve bu tiirlerin insanlar ile



hayvanlardaki hastaliklarin etkenleri oldugu biiyiik oOlgiide tespit edilmistir.
Gunimuzde Salmonella tiirleri, gida zehirlenmesi (gastroenterit), tifo, paratifo,
bakteriyemi, septisemi gibi hastaliklara sebep olan ¢ok dnemli gida ve su kaynakl
organizmalar olarak tanimlanmaktadir (Bell ve Kyriakides, 2002; Brands, 2006).
2.2.Taksonomi ve Nomenklattur

Yirminci ylizyilin ortalarina kadar Salmonella’nin da i¢inde bulundugu Gram
negatif, spor olusturmayan, insan ve hayvan bagirsaklar1 ile bitki ve toprakta
bulunan, saprofit, kommensal veya patojen olabilen bakterilerin isimlendirilmesinde
‘cins’ ile ilgili olarak ‘gubuk’ anlamina gelen Bacterium ve Bacillus kullanilmistur.
1960’11 yillarda Salmonella ismi yaygin bir sekilde kabul gérmiis olup, 1980 yilinda
International Journal of Systematic Bacteriology Dergisi’nde yayinlanan Approved
Lists of Bacterial Names (Bakteri Isimlerinin Onaylanmis Listesi)’de
Enterobacteriaceae familyas: altinda spesifik bir cins olarak yer almistir (Bell ve
Kyriakides, 2002; Skerman ve ark., 1980).

Salmonella cinsi igerisindeki tiyelerin siniflandirilmasinda zaman igerisinde
gelismeler gozlenmistir. Salmonellalar, homolog antiserumlar kullanilarak olusan
aglitinasyon reaksiyonlar1 ile antijenik yonden ayirt edilebilmektedir.
(Guibourdenche ve ark., 2010; Grimont ve Weill, 2007). Etkenin antijenik farklilig
ile ilgili 1920°1i yillarda baslatilan ¢aligsmalar, bakteri hlcresinin Gzerinde bulunan O
(somatik-yiizey) antijenleri ve ¢ogu Salmonella kilturinde 2 farkli antijenik tipi (H1
ve H2) degisen iki fazda eksprese edilen H (flagella) antijenleri ile ¢ok az sayidaki
Salmonella’da Uretilen Vi (kapsil) antijeni temel alinarak gergeklestirilmistir. Bu
antijenlerin kombinasyonu, her bir Salmonella serotipi igin tek olup ‘antijenik
formdl’ olarak bilinmektedir. Serolojik tiplendirme ile salmonellalar serotiplerine
ayrilarak, 1920’lerin sonlarina dogru yaklasik 20 serotip identifiye edilmis ve
genellikle her bir tip (tlr); etkenin konak¢ida olusturdugu hastalik, ilk kez izole
edildigi konakg1 ya da yer ile iliskilendirilerek isimlendirilmistir. Ornegin; S. typhi, S.
gallinarum ya da S. dublin denildiginde; Typhi serovari tifoid ates belirtisiyle
seyreden bir hastaliktan, Gallinarum serovari ilk kez tavuktan ve Dublin serovari ise
ilk kez Dublin’de izole edildigi i¢in bu sekilde isimlendirilmistir. Etkenin ilk izole

edildigi yere gore isimlendirme yaklasimi, yeni ¢ikan Salmonella tiplerinin



isimlendirilmesinde kullanilan geleneksel bir yontem haline gelmistir (Bell ve
Kyriakides, 2002; Brenner ve ark., 2000; Izgiir, 2006).

Ilk defa 1926 yilinda, Phillip Bruce White tarafindan gerceklestirilmis olan
antijenlerin identifikasyonu ve isimlendirilmesi 1930’larin baslarinda Fritz
Kauffmann tarafindan daha da gelistirilerek olusturulan White-Kauffmann
semasinda, her bir Salmonella serotipi ve ilgili antijenik formull listelenmis olup
1934 yilinda ilk defa International Uluslararasi Mikrobiyologlar Birligi (Association
of Microbiologist) 6zel alt komitesince genel kullanima agilmis ve o giinden beri de
kullanilir hale gelmistir (Bell ve Kyriakides, 2002).

Salmonella cinsinin nomenklattriinde, 1966 yilinda ilk olarak Kauffmann
tarafindan Onerilen bir serotip-bir tiir yaklasimi (S. choleraesuis) ile oldukca bulyiik
bir ilerleme gbzlenmistir. Bu tarihten itibaren tim Salmonella serovarlari antijenik
formdlleri ile nitelendirilmisler ve bdylece ayni1 cinsin igerisinde yer alan sayisiz tiir
identifiye edilmistir. Her bir serotipin ayri bir tiir olarak (6r. S. paratyphi A, S.
newport, S. enteritidis) degerlendirildigi bu yaklasimin, ginimizde de devam
etmesinden dolay1 bugiin 2500’ 0n Gzerinde Salmonella serotipi (turd) bulunmaktadir.
Nomenklatiirde daha sonralari susun klinik rolii, biyokimyasal 6zellikleri g6z 6ntinde
bulundurularak serotiplerin alt cinslere ayrilmasmin ve son olarak da genomik
benzerliklerinin arastirilmasinin temel alindigr farkli {ilkelerdeki ¢alisma gruplari
tarafindan alternatif taksonomik yaklasimlar 6nerilmistir (Bell ve Kyriakides, 2002;
Brenner ve ark., 2000).

Sayisiz Salmonella tird oldugu icin yarattigi kompleks nomenklatir
yaklagimi nedeni ile Salmonella cinsinin 3 tiire ayrilmast Onerilmistir: 1. S.
choleraesuis (tip tar), 2. “S. typhosa (S. typhi) ve 3. diger tiim serovarlari igeren S.
kauffmannii. Bunun Uzerine Kauffmann ve Edwards tim salmonellalar1 igerecek
Salmonella enterica adin1 6nermislerdir. 1966’larda Ewing tarafindan bir diger tiglii
tir modeli yeniden 6nerilmis; 1. S. typhi, 2. S. choleraesuis ve bunlarin haricindeki
tiim serovarlar1 temsil eden 3. S. enteritidis olarak bildirilmistir. Ozellikle bu son
nomenklatir yaklasimi Amerika Birlesik Devletleri’nde uzun bir siire kullanilmigtir
(Agbaje ve ark., 2011; Brenner ve ark., 2000).

1970 yilinda alt cinsin tiir olarak diisiiniilmesini oneren diger bir yaklasimda,

ornegin S. kauffmannii’nin “alt cins 17, S. salamae’nin “alt cins 11”, S. arizonae’nin



“alt cins 11" ve S. houtenae’nin “alt cins IV olmasi Onerilmistir. Bu 6neride “S.
kauffmannii” nin serovarlarinin, tiir isimleri ve sonrasinda serovar isimleri ile
anilmalar1 (6rnegin “S. kauffmannii” serovar typhi) ve diger t¢ tiiriin serovarlarinin
ise kendi tiir adlar1 sonrasinda antijenik formiillleri ile adlandirilmalar1 6nerilmistir.
Salmonella taksonomisindeki bu yogun ¢alismalara ragmen nomenklatiirde doniim
noktast 1970’lerin basinda olmus ve DNA-DNA hibridizasyon caligmalar1 ve diger
molekiiler analizler sonrasinda cinsin igerisindeki niikleotid dizi iliskileri ortaya
konulmustur (Agbaje ve ark., 2011; Brenner ve ark., 2000).

1973 yilinda Crosa ve ark. (1973), DNA tabanli c¢aligmalarinda
Salmonella’nin tiim serotipleri ve alt cins I, 1l ve IV ile “Arizona” nin tim
serotiplerinin tur duzeyinde birbirleri ile iliskili ve bu nedenle tek tiire ait oldugunu,
ayrica Onceden alt tir V olarak bilinen S. bongori’nin ise digerlerinden belirgin
olarak farkli nukleotid dizisine sahip olmasi nedeni ile ayr1 bir tiir oldugunu
belirlemistir. S. choleraesuis’in 1980 yilinda Bakteri Isimlerinin Onaylanmus
Listesi’nde Salmonella’nin tip tiirii olarak bulunmasi nedeni ile tiir adinda
onceliginin olmasina neden olmustur. DNA yakinlig1 ve numerik taksonomi bilgileri
dahilinde, 1982 yilinda Le Minor ve ark. (1982), tek bir Salmonella turd igin S.
choleraesuis ismini ve bunun altinda da 6 tiiriin belirlenmesini 6nermistir. Ayrica bu
yazarlar, serovar isimlerinin italik olmadan ve alti ¢izilmeden kullanilmasini
onermislerdir (6rnegin S. choleraesuis subsp. choleraesuis ser. Typhimurium)
Bununla birlikte “choleraesuis” isminin hem tiir hem de serotip adi olmasi, bu
serotipin arabinoz ve trehaloz negatif olmasi ile serotiplerin biiyiik bir bolimini
temsil edecek biyokimyasal 6zelliklere sahip olmamasi nomenklatiirdeki karigikligin
devam etmesine neden olmustur (Brenner ve ark., 2000).

1986°da Uluslararas1 Sistematik Bakteriyoloji Komitesi Enterobacteriaceae
Alt Komitesi’nin XIV. Uluslararas1 Mikrobiyoloji Kongresi’nde Le Minor ve Popoff
(1987) tarafindan Salmonella cinsi igerisinde Salmonella’nin tip-tirt olarak S.
choleraesuis yerine 1952’de Kauffmann ve Edwards (1952) tarafindan verilen ve
hicbir serotipte bulunmayan Salmonella enterica (S. enterica) ismi 6nerilmistir. 2005
yilinda, Yetkili Komisyon tarafindan S. choleraesuis yerine S. enterica’nin
kullanilmast ile S. bongori’nin bir diger tiir oldugu ve S. enterica’nin da 6 alt tiirii

oybirligi ile kabul edilmistir (Crosa ve ark., 1973). Her bir alt tiiriin ismi tip tiiriin adi



kullanilarak tiiretilmistir. Ayn1 yil igerisinde 3. tlr olarak identifiye edilerek S.
subterranean ismi verilen Yetkili Komisyon tarafindan onaylanarak sistem igerisine
alinmas1 beklenen bu tiirin yapilan genetik analizler sonrasinda Escherichia
hermanii’ye olan yakinligi belirlenmistir (Lin-Hui Su, 2006). 1987°de ise Le Minor
ve Popoff (1987)’un oOnerisi ile Salmonella’nin 7 alt cinsi, alt tar (1, I1, Hlla, Hb, IV,
V, ve VI) olarak adlandirilmis ve altcins III, genomik yakinlik ve biyokimyasal
reaksiyonlar1 bazinda Illa ve IIIb olarak ikiye ayrilmistir. Alttiir IIla (S. enterica
subsp. arizonae) monofazik “Arizona” serotiplerini, alttir I1lb (S. enterica subsp.
diarizonae) ise difazik serotipleri icermektedir. Sonug olarak Tablo 1’de belirtildigi
gibi, giiniimiizde de kullanilan White-Kauffmann-Le Minor semasinda; Salmonella
cinsi, S. enterica ve S. bongori olmak tizere 2 tiirden olusmaktadir. S. enterica tlr(
Romen rakami ve ismi ile adlandirilmis 6 alt tir icermekte olup (I S. enterica subsp.
enterica; Il S. enterica subsp. salamae; Illa S. enterica subsp. arizonae; Illb S.
enterica subsp. diarizonae; 1V S. enterica subsp. houtenae; VI S. enterica subsp.
indica); S. bongori tirl ise herhangi bir alt tlr icermemektedir. Bu tabloya gore
giincel serotip sayis1 2610 olarak bildirilmektedir (Bell ve Kyriakides, 2002; Brenner
ve ark., 2000; Guibourdenche ve ark., 2010; Grimont ve Weill, 2007).

Tablo 1. Salmonella taksonomisi ile glincel serotip sayilar1 (Grimont ve Weill, 2007,
Guibourdenche ve ark., 2010)

Tur Alt tir (subsp.) Say1
Salmonalla enterica
enterica (l) 1547
salamae (I1) 513
arizonae (I11a) 100
diarizonae (111b) 341
houtenae (1V) 73
indica (VI) 13
Salmonella bongori* 23
Toplam 2610

*Eskiden alttlr V olarak bilinirdi.

Tum Salmonella serotiplerinin yaklasik %60°1 S. eneterica subs. enterica’ya
aittir. Bu alt tiirdeki en yaygin serogruplar A, B, C1, C2, D ve E’dir. Ayn1 zamanda

bu serogruplarin yaklasik %99’u insanlarda ve sicak kanli hayvanlardaki Salmonella



infeksiyonlarina sebep olmaktadir. Benzer bir sekilde gida giivenligi acisindan da en
6nemli alt tiir S. enterica subsp. enterica’dr.

Salmonella serovarlarinin tanimlanmis tiim antijenik formulleri White-
Kauffmann-Le Minor semasinda listelenmekte ve yeni tanimlanan serovarlar her yil
Research in Microbiology dergisinde rapor edilmektedir. Fransa’da bulunan Pasteur
Enstitiisii ile Diinya Saglik Teskilati Salmonella Referans ve Arastirma Merkezi
(World Health Organization Collaborating Centre for Reference and Research on
Salmonella, WHO-Salm) tarafindan diizenli olarak giincellenmektedir. Son
giincelleme (9" edition) 2007 yimin Ocak ayinda gerceklestirilerek igerisindeki
antijenik formiiller onaylanmistir (Guibourdenche ve ark., 2010).

Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrolii ve Korunma Merkezi (Center
for Disease Control and Prevention, CDC)’nde kullanilan nomenklatiir sistemi,
WHO-Salm’in tavsiyelerini temel almaktadir. Tablo 2’de goriildiigii gibi glincel
nomenklatirde; sadece alt tiir I’deki serotipler adlar ile, alt tir 11, 11, 1V, VI ve S.
bongori’ye ait serotipler antijenik formdalleri ile; Il, 1V, VI ve S. bongori’ye ait
serotiplerden 1966 yilindan 6nce adlandirilanlar ise antijenik formalleri ile birlikte
adlar1 da yazilarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, gereksiz karisikliklardan
kacinmak i¢in serovar ve tiir arasindaki serovar ismi italik olmayip biiyiik harfle

baslamaktadir.

Tablo 2. CDC’de kullanilan giincel Salmonella nomenklaturu (Brenner ve ark.,
2000)

Taksonomi Guncel Nomenklatir
Cins (ltalik) Salmonella

. o enterica (I, Il, llla, 1llb, IV ve VI)
Tr (ltalik)

e bongori (Eskiden alttir V olarak bilinirdi)

Serotip (Bilyiik harf, v’ Serotip metin igerisinde ilk defa kullanilacak ise; serotip ad1 ‘serotip’ ya da ‘ser.”

kisaltmasindan sonra yazilir (Salmonella serotip (ser) Typhimurium)
italik degil)

v’ Alttiir Ie ait serotipler adlar ile; alttiir II, III, IV, VI ve S. bongori’ye ait serotipler
antijenik formulleri ile tanimlanir (Salmonella 11 50:b:z¢, Salmonella I11b 60:k:z)

v Alttdr I, IV, VI ve S. bongori’ye ait serotiplerden 1966 yilindan 6nce adlandirilan varsa
adlar1 da yazilir [Salmonella ser. Marina (IV 48:9,zs::-)]
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Bu yeni nomenklatir sisteminde serotip isimleri, S. enterica subsp.
enterica’nin igerisindeki salmonellalarin ayiriminda kullanilmakta, biyotiplendirme
ve faj tiplendirme ile aynmi seviyede uyum gostermektedir. 2006 yili American
Society for Microbiology (ASM) yayinlarinda, CDC’deki Salmonella nomenklatur(
kullanilmaktadir. Tiirlerin yazilisinda; Ornegin ilk kez yazilirken “Salmonella
enterica” seklinde yazilip sonrasinda “S. enterica” olarak, alt tiirlerin yaziminda ilk
defa “Salmonella enterica subsp. arizonae” yazilirken sonrasinda “S. enterica subsp.
arizonae” ve serovarlarda ise ilk defa “Salmonella enterica serotype Typhimurium”
ve sonrasinda “Salmonella serotype Typhimurium” seklinde olmasi gerektigi
belirtilmistir (Lin-Hui Su, 2006). Bununla birlikte, salmonellalarin uzun isimlerinin
kullaniminin oldukga zor olmasi nedeni ile glinimiizde sadece alt tir I’deki serotipler
icin ornegin; Salmonella enterica subsp. enterica serotype typhimurium, pratik
kullanim amaci ile ya Salmonella Typhimurium ya da S. Typhimurium seklinde
kisaltilmaktadir (Bell ve Kyriakides, 2002; Brenner ve ark., 2000). Gunumuzde,
serotip ve serovar kelimeleri birbirinin yerine kullanilmasina ragmen bilimsel
iletisimde Prokaryot Sistematigi Uluslararasi Komitesi (International Committee on
the Systematics of Prokaryotes)’nin Yetkili Komisyonu tarafindan kurulan Rules of
Bacteriological Code’a gore serovar kelimesi tercih edilmektedir (Agbaje ve ark.,
2011; Lin-Hui Su, 2006).

2.3.Etiyoloji
Salmonellalar, Enterobacteriaceae familyasinda yer alan, Gram negatif, spor

olusturmayan, kapsiilsiz, 0,7-1,5 x 2,0-5,0 pm boyutlarinda g¢ubuklardir.
Salmonellalar Gram negatif olmalarina ragmen, metilen mavisi ve korbol fuksin
boyalar1 ile boyanabilmektedir. Paratifoid suslarin ¢ogu peritrik flagellalar
vasitasiyla hareketli olmasina karsin, tavuklardaki pullorum hastaliginin etkeni S.
Pullorum ve tavuk tifosunun etkeni S. Gallinarum hareketsizdir (Erol, 2010; izgiir,
2006).

Bu organizmalar diger Gram negatif bakterilerden ¢ok sayida Kkiiltiir
ortaminda {reyebilmeleri, kati besi yerlerinde 37°C’de 24 saat igerisinde
gorunebilen, kuclk, yuvarlak, S tipi, yaklasik 2-4 mm ¢apinda ve parlak 6zellikte
koloniler meydana getirmesi ile ayrilabilmektedir. Bu etkenler, ayn1 zamanda sivi
besi yerlerinde homojen bir sekilde hafif bulaniklik meydana getirerek tiremektedir
(Izgiir, 2006; Jay, 2000).
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Salmonellalar, genellikle laktoz, sakkaroz ya da salisini fermente edemezken
glikoz, mannitol, maltoz, dulsitol gibi bazi monosakkaritleri fermente ederek asit ve
gaz olustururlar. Bu organizmanin bazi serovarlarimin laktozu da fermente ettigi
bilinmektedir. Sitrat1 karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. Normal kosullarda
amino asitlerden azot kaynagi olarak faydalanmamalarina ragmen, S. Typhimurium
nitrat, nitrit ve amonyagi da azot kaynagi olarak kullanmaktadir. Salmonellalar
ayrica H,S, katalaz, lizin ve ornitin dekarboksilaz pozitif olup, nitrati nitrite
indirgemekte, oksidaz, indol ve (reaz negatif sonu¢ vermektedir (Holt ve ark, 1994;
Jay, 2000). Salmonellalara ait temel biyokimyasal 0zellikler Tablo 3’te
gosterilmektedir.

Tablo 3. Salmonellalarin temel biyokimyasal 6zellikleri (Bell ve Kyriakides, 2002)

Ozellik Reaksiyon
Katalaz +
Oksidaz

Laktozdan asit Gretimi
Glukozdan gaz uretimi* +
Indol

Ureaz uretimi

Triple Sugar Iron agardan Hidrojen stlfit Gretimi +
Karbon kaynag: olarak sitrat kullanimi™ +
Metil Red +
Voges Proskauer

Lizin dekarboksilasyonu +
Ornitin dekarboksilasyonu +

+ : pozitif reaksiyon; - : negatif reaksiyon
*Bu testlerde S. Typhi negatif reaksiyon gosterir.

Salmonellalar canlilik ve gelisim igin bir takim faktorlere gereksinim
duymaktadir. Bunlardan biri sicakliktir. Salmonella’nin gelismesi igin ihtiyag
duydugu sicaklik 5.0-45°C’ler arasinda degismektedir. Gelismenin en uygun
(optimum) oldugu sicaklik 35-37°C’ler olup bu degerlerin disinda son derece yavas
gelismektedir (Cliver, 1990). Bu bakteriler, 70°C’nin Uzerindeki sicakliklara,
Ozellikle pastorizasyona duyarli iken kurumaya karsi direnglidirler. Ciftlik
kosullarinda, kuru digskida, tozda ve tohum gibi kuru yemlerde uzun sire
canliliklarii siirdiirebildikleri bilinmektedir. Dondurma islemi ile salmonellalarin

sayisinda azalma goriilmesine karsin, bakteri dondurularak muhafaza kosullarinda
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uzun yillar canli kalabilmektedir (Cummings ve ark., 2009; Erol, 2010; Holley ve
ark., 2006).

Gelisimi etkileyen diger bir faktér pH degeridir. Salmonellalar pH 4.0-9.0
araligindaki degerlerde gelisebilirken (Odumeru ve Ledn-Velarde, 2012) optimum
pH araligi 6.6-8.2°dir. pH degerinin 4.0’lin altinda veya 9.0’un iizerinde olmasi
bakteri tizerinde bakterisidal etki gostermektedir. Istisnai olarak bazi elma tiirlerinde
pH’mm 3.7 degerinde bile organizmanin gelisebilecegini gosteren arastirmalar
bulunmakla birlikte bu sonucun dogrulanmasi igin ek c¢aligsmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Organizmanin gelisebilecegi minimum pH degeri; susun c¢esidi,
inkiibasyon sicakligi, ortamdaki asidin tiiriine bagl olarak degismektedir. Bazi suglar
digerlerine gore asidik kosullara daha toleranshidir. Inkiibasyon sicakliginin gelisim
icin en uygun oldugu derecelerde, organizmanin olumsuz pH kosullarina karsi
toleranst artmaktadir. Ortamin pH degerinin hidroklorik asit ve sitrik asit gibi
inorganik asitler kullanilarak ayarlanmasi ile pH 4.0°’de genellikle salmonellalar
gelisebilmektedir. Propiyonik asit, laktik asit, asetik asit ve btirik asit gibi organik
asitler ise mikroorganizmalara kars1 daha bakteriostatik etki gdstermektedir. Ornegin,
mayonez hazirlarken ilave edilen sirke (asetik asit) ile pH degeri ayarlanirken
Salmonella, pH 5.0’in altinda bile gelisememektedir. Ayn1 zamanda, uygun olmayan
pH kosullarinda salmonellalar, flagella ve fimbria gibi baz1 6zelliklerini
kaybetmektedir (Cliver, 1990; Erol, 2000; Jay, 2000).

Salmonellalarin ¢ogu, 0.945-0.999 su aktivitesi (aw) araliginda bulunan
gidalarda gelisebilmektedir. Diger bakterilerde oldugu gibi, salmonellalar icin de
besin igerigi, sicaklik dereceleri, pH ve su aktivitesi degerleri birbirleri ile iligki
icerisindedir. Su aktivitesi, bir organizmanin gelisebilecegi pH araligin1 belirlemede
onemli bir faktordir. Notr pH igeren ortamlarda, 0.94’lin altindaki ay degerlerinde
gelisme gozlenmekte iken pH degeri minimuma dogru diistiikge bakteri gelisimi i¢in
daha yuksek a degerlerine ihtiyag duymaktadir (Cliver, 1990; Jay, 2000).

Gidanin su aktivitesi veya ortamin nemi, Salmonella’nin sicaklik ile inaktive
olmasmi etkilemektedir. Organizma, nemli bir ortama kiyasla kuru bir ortamda
uygulanan 1s1l isleme daha toleranshdir. Kurutulmus yumurta akinda Salmonella, sivi
haldeki yumurta akina kiyasla es deger bir sicaklikta yaklagik 650 kat daha fazla

1siya dayanikli oldugundan, organizmanin inaktivasyonunda kuru isitma ve nemli
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1sitma arasinda ¢ok biiyiik bir fark oldugu bilinmektedir. Bunun disinda Salmonella
suslar1 arasinda da 1stya karsi dayaniklilik agisindan farkliliklar bulunmaktadir. S.
Senftenberg 775W’nin 1s1 uygulamasina diger Salmonella suslarindan yaklasik 10-20
kat daha dayanikli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, yumurta gibi gidalarda
Salmonella inaktivasyonu igin laboratuvarda uygulanacak sicaklik-zaman
kombinasyonlari, bu Salmonella turi gibi atipik organizmalarda guvenli
olmayabilmektedir. Salmonella’nin gidalarda sicaklik ile inaktivasyonunu etkileyen
diger bir faktor, gidanin bilesimidir. Sakkaroz bir gida maddesine eklendiginde,
organizmanin 1stya karsi olan direnci artmaktadir. Butin (ak ve sari birlikte)
yumurtalarin S. Typhimurium ile kontamine olmas1 durumunda, D degeri 60°C’de
yaklasik 0,27 dakika olarak belirtilmekte, bu yumurtalara %10 sakkaroz eklendiginde
ise D degerinin yaklasik 0,6 dakika daha arttig1 belirtilmektedir. Salmonella yiiksek
tuz konsantrasyonlarina karsi tolerans gosterememektedir. Bununla birlikte, %9’un
Uzerindeki tuzlu suda organizmanin canliligini yitirdigi bildirilmektedir (D’Aoust,
2001; Jay, 2000).

Oksidasyon-Reduksiyon potansiyeli gelisim igin bir diger 6nemli faktordir.
Salmonella aerobik kosullarin yani sira anaerobik kosullarda da gelisebilmesine
ragmen, gelisme -30 mV ’nin altindaki potansiyel degerlerde engellenebilmektedir.

Salmonellalar 6zel bir besin maddesine gereksinim duymamakta, basit glikoz-
tuz ortaminda gelisebilmektedir. Bununla birlikte, kompleks besi yerlerinde daha
hizli iireyebilmekte ve diisiik pH degerlerine kars1 daha toleransli olabilmektedir.
Bulundugu ortamdaki Salmonella sayis1 da gelisimini ve remesini etkilemektedir.
Baslangictaki seviyesi 10 adet/g olan Salmonella sayisina gére 10" adet/g sayisinda
bulunmasi Salmonella’nin daha diisiik bir pH degerinde gelisebilmesine olanak
saglamaktadir (Cliver, 1990).

Salmonellalarda genel olarak 3 gesit antijen bulunmaktadir. Bunlar; somatik
‘O’ antijenleri ve flagellar “‘H’ antijenleri ile yuzey Vi’ antijenidir. Salmonellalar O
antijenleri ile serogruplara, H antijenleri ile de serovarlara ayrilmaktadir. O somatik
antijenleri, bakterilerin hiicre duvarindaki lipopolisakkarit katmaninin polisakkarit
kismindan olusmaktadir. Sicaklik uygulamalarina, alkole ve asitlere kars1 direnglidir.
Formol etkisi ile aktiviteleri kaybolmakta veya ¢ok azalmaktadir. Hareketli veya

hareketsiz tiim salmonellalar en az bir O antijeni tasimaktadir. Salmonellalardaki ‘O’
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antijenlerinin bazilar1 Escherichia, Citrobacter, Shigella ve Proteus turleri gibi bagka
bakterilerde de bulunabilmektedir. Somatik O antijenik yapisi, salmonellalarin
60’dan fazla serogruba ayrilmasina neden olan degisik faktorler igermektedir. Bu
faktorler; 1, 2, 3, 4, 5, ... gibi sayilarla ifade edilmekte ve ortak antijenik faktorleri
iceren salmonellalar ayn1 grup igerisinde toplanarak grup adlar alfabetik olarak (A,
B, .....Z) isimlendirilmektedir. Simdiye kadar 67 grup ortaya konulmus olup harfler
yeterli gelmedigi icin sonraki gruplar harf ve rakamla belirtilmistir. Ornegin O
somatik antijeninin 9 ve 12 faktorlerini ortak iceren S. Typhi, S. Enteritidis, S.
Pullorum ve S. Gallinarum bu gruplandirmada D1 serogrubunda yer almislardir
(Izgiir, 2006).

Flagellar ‘H’ antijenleri ise protein yapisinda olup 60°C’nin (zerinde
sicakliklarda, alkol, asit ve proteolitik enzimlerin etkisi ile yikimlanmaktadir. Ancak
formole direng gostermektedir. H antijenleri birbirlerinden ayr1 yapi ve karakterde
degisik komponentlerden olugsmaktadir. Bu antijenlerin bir kismi salmonellalar igin
Ozgiin olup degismemektedir. Bunlara spesifik faz veya Faz-1 antijenleri ad1 verilir.
Bu antijenik faktorler a, b, c’den, z’ye kadar kii¢ik harflerle ve alfabe harfleri yeterli
olmadigindan z1, z2, ..... olarak adlandirilmistir. H antijenlerinin diger bir kism1 ise
kiiltiirde iireme esnasinda degiserek yerlerine yeni yapida antijenler olugsmaktadir. Bu
tdr antijenler birgok Salmonella’da rastlanabildiklerinden bunlara non-spesifik veya
Faz-2 antijenleri ad1 verilmektedir. Bunlar sayilarla (1, 2, 3, ...) ve bazen de harflerle
gosterilmektedir (n, x gibi antijenler hem birinci hem de ikinci fazda
bulunabilmektedir. Salmonellalarin H antijen grubundan sadece bir ¢esit faz antijen
faktorinl icerenler monofazik; hem Faz-1 ve hem de Faz-2 antijenlerini birlikte
tastyanlar ise difazik olarak adlandirilmaktadir (Jay, 2000).

Salmonellalarda bulunan kapsiler Vi’ antijeni, somatik O antijeninin en
disinda glikolipid yapisinda yilizeysel bir antijendir. TUm salmonellalarda
bulunmamaktadir. Bulunmasi halinde bakterilerin O antijenini maskeleyerek O-anti
serumlar1 ile aglltinasyonu onlemektedir. Bu antijen, 60°C’de 1 saat 1s1l islem
uygulamasi ile bakterilerden ayrilarak etkinligini kaybetmektedir.

Bunlarin disinda, Salmonellalarin ylizeysel antijenlerinden polisakkarit
yapida olan M antijeni, nadir olarak mukoid koloni olusturan S. Schottmuelleri
kokenlerinde gorilebilmektedir (Jay, 2000). Ayrica pilus antijenleri (6zellikle “Tip-1
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Fimbria’ antijenleri) baz1 Salmonella turlerinde bulunmakta olup bu antijenlere karsi
antikor iceren aglutinan serumlarla bakterilerin agliitine olmalar1 nedeni ile O, H ve
Vi antijenlerinin arastirilmasim engellemeleri yoniinden énemlidir (Izgiir, 2006).
2.4.Epidemiyoloji

Salmonellalar, yalnizca insanlarda infeksiyon olusturanlar ve yalnizca
hayvanlarda infeksiyon olusturanlar yani konak spesifik olanalar ve konak spesifik
olmayanlar olmak iizere 3 grupta smiflandirilmaktadir. Insanlarda sistemik
infeksiyona neden olan tifo ve paratifo etkenlerinden (S. Typhi, S. Paratyphi A, B ve
C, S. Sendai gibi) tifo etkeni, uzun inkiibasyon siiresine sahip olup yiiksek ates ve
yuksek mortaliteyle seyretmektedir. Paratifo etkeni ise tifo etkeninden daha hafif
seyirli infeksiyon olusturmaktadir. Yalnizca hayvanlarda infeksiyon olusturan
serotipler (tavuklarda S. Gallinarum, sigirlarda S. Dublin, domuzlarda ise S.
Choleraesuis gibi) hayvanlar igin patojendir ve gidalarda da bulunabilmektedir.
Konak spesifik olmayan serovarlar ise hem insan, hem de hayvanlar icin patojen olan
ve gida kaynakli infeksiyonlara neden olan serovarlarin (S. Enteritidis ve S.
Typhimurium gibi) ¢ogunu i¢ermektedir (Agbaje, 2011; Erol, 2010; Jay, 2000).

Salmonella serovarlart diinyada en yaygin gida kaynakli bakteriyel hastalik
etkenleri arasinda yer almaktadir. Insanlarda Non-typhoidal Salmonella kaynakli
akut gastroenterit insidansinin diinya capinda yilda 1,3 milyar vaka oldugu ve bu
etkenin 3 milyon Olime sebep oldugu tahmin edilmektedir (CDC, 2011).
Salmonellalarin gida kaynakli enfeksiyonlar igerisinde tiim diinyada yaygin olarak
bulunmasinin baslica nedenleri arasinda; etkenin zoonotik 6zellikte olmasi, ¢evresel
kosullara direnci ve degisik tip gidalarda uzun siire canliligini koruyabilmesi yer
almaktadir (Brichta-Harhay ve ark., 2011). Salmonellalar igerisinde gida
infeksiyonlarina neden olan en 6nemli alt tiir S. enterica ve bu alt tiire ait baslica
Agona, Choleraesuis, Derby, Enteritidis, Hadar, Heidelberg, Kentucky, Meleagridis,
Newport ve Typhimurium serovarlaridir (Helke ve ark., 2017).

Salmonellalardan kaynaklanan gida infeksiyonlarinin olusum zincirinde
kontamine yemler, ¢iftlik hayvanlari, infekte yabani hayvanlar, kuslar, fare, rodent ve
insektler, kontamine sular ve 6zellikle uygun olmayan kosullarda iiretilen hayvansal
gidalar bulunmaktadir. Salmonelloz vakalarinda birincil kaynagin kanatli hayvan

etleri ve drnleri iken ikincil kaynagin ise semptomatik veya asemptomatik tasiyici
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olabilen biiylikbas ve kiiciikbas kasaplik hayvanlardan elde edilen kirmizi et ve
urunleri oldugu bilinmektedir (ECDC, 2011). Bunlarin disinda yumurta, balik, siit ve
kabuklu deniz Uranleri de infeksiyona sebep olan diger hayvansal gida kaynaklarini
olusturmaktadir (Helke ve ark., 2017). Ozellikle kanatli hayvanlar ve kasaplik
hayvanlar,  kesim  0Oncesi/sirasi/sonrast  asamalarinda  etkenin  yayiliminm
kolaylagtirmaktadir. Bu mikroorganizma sicak ya da sogukkanli hayvanlarin sindirim
sisteminde; safra kesesi ve bagirsaklarda asemptomatik olarak yer almakta ve
cevreye diski ile yayilmaktadir. Ruminantlardan o6zellikle sigir ve koyunlar,
Salmonella tasiyicisi olmalart nedeni ile gida zehirlenmelerinde karsilagilan en
onemli kaynaklardandir (Brichta-Harhay ve ark., 2011). Hayvanlar bu etkeni latent
olarak mezenterial lenf yumrularinda ve tonsillerinde tagimaktadir. Baz1 hayvanlar
Klinik semptom gostermeksizin infekte olabilir ve digskilarinda az miktarda tasidiklar
salmonellalar ile yem ve sular1 kontamine ederek diger hayvanlarin da infekte
olmasina sebep olmaktadir. Hayvan hareketleri 6zellikle de buzag: ticareti, yemlerin
acik alanlarda depolanmasi, giibre alimi, mevsim dis1 buzagilama ve kolostrum
havuzu olusturulmasi gibi durumlar Salmonella enfeksiyonlar1 igin risk faktorii
olusturmaktadir (Cummings ve ark., 2009). Cok geng, gebe veya emziren hayvanlar
klinik olarak en yaygin etkilenen ve duyarli olan gruplari olusturmaktadir (Erol,
2010).

Besi veya sut sigirlarinda Salmonella’ya bagli olan infeksiyon tablosunda en
onemli klinik belirtiler, bulasmadan 6-24 saat sonra gortlen kotl kokulu, mukuslu
veya kanli ishal (6zellikle gen¢ hayvanlarda), 1-7 giin siiren ates, dehidratasyon,
istahsizlik, siit veriminde diisiistiir. Ayrica eklem enfeksiyonlari, kronik zatiirre,
anoreksi ve septisemiden kaynakli ani 6liimler, endotoksemi ve abort gibi bulgular
da gozlenmektedir. Bununla birlikte, Typhimurium, Kentucky, Montevideo, Anatum,
Cerro ve 4,5,12:1 serovarlar1 sigirlarda kolonizasyona egilim gostermekte, her zaman
hastalik olusturmadan asemptomatik olarak Salmonella’yr yaymaktadir. S. enterica
serotype Cerro prevalansinin 6zellikle siit sigirlarinda ve buna bagli olarak insanlarda
gorulen Salmonella infeksiyonlarinda artis oldugu bildirilmektedir. Salmonella
serovarinin patojenite genleri, organizmanin dozu ve konagmn bagisikligr gibi

etkenler hastaligin ortaya ¢ikigini ve seyrini etkilemektedir (Helke, 2017).
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2.5.Salmonella Tam Yontemleri

2.5.1. Geleneksel yontemler
Salmonella’nin geleneksel izolasyon ve identifikasyonu, belirli bir agirlik

veya hacimdeki Ornegin secici olmayan bir 6n zenginlestirme islemini takiben
selektif zenginlestirme basamagina gegisi, selektif kati besi yeri ortamina ekimi ve
burada {iireyen silipheli kolonilerin biyokimyasal ve serolojik olarak dogrulanmasi

asamalarindan olusmaktadir (Sekil 1).

On zenginlestirme
25 g 6rnek, 1:9 6rnek/sivi besi yeri orani

\

Selektif zenginlestirme
Siv1 besi yerine 0.1 ml ya da 1 ml kiiltiir inokulasyonu

V

Selektif kat1 besi yeri inokulasyonu

V

Tipik Salmonella spp. siipheli kolonilerin
secimi ve On biyokimyasal testler
(TSI ile LI) ile dogrulama

y

Biyokimyasal identifikasyon ile dogrulama

Sekil 1. Salmonella spp.’nin geleneksel izolasyon ve identifikasyonunda temel
asamalar

Salmonella izolasyon ve identifikasyonu igin gelistirilen bir¢ok standart metot
esasen dort asamadan olugmaktadir. Birinci asamada yapilan 6n zenginlestirme
sayesinde zarar gormiis Salmonella hicrelerinin kendilerini yenilemesi ve sayica az
ise Ureyerek sayilarinin artmasi saglanmaktadir. Ikinci asamada; selektif
zenginlestirme ile diger bakterilerin iliremesi baskilanirken, Salmonella
popiilasyonunun artmasi hedeflenmektedir.

Salmonellalarin biyokimyasal ve fiziksel oOzelliklerini kullanarak, 1SO,
Association of Official Analytical Chemists (AOAC), United States Department of
Agriculture Food Safety Inspection Service (USDA-FSIS), American Public Health

18



Association (APHA), United States Food and Drug Administration Bacteriological
Analytical Manual (US FDA BAM), Health Protection Branch-Canada (HPB),
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF),
National Academy of Sciences (NAS) gibi ¢esitli kurumlar tarafindan farkli
Salmonella zenginlestirme yontemleri gelistirilmistir (Lee ve ark., 2015).
Glinlimiizde gegerliligini koruyarak iilkemizde referans metot olarak kullanilan ISO
6579:2002 yatay metodu, orneklerin Buffered Peptone Water (BPW) ile 6n
zenginlestirilmesini ve ardindan Rapport-Vassiliadis Soya Peptone (RVS) ile
Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin (MKTTn) sivi besi yerinde selektif
zenginlestirilmesini  igermektedir (ISO, 2002). Diger kuruluglar tarafindan
Salmonella tespiti i¢in yayinlanan standart metotlar da esas olarak ISO 6579:2002’ye
benzemektedir. Temel olarak salmonellalarin tespit edilebilmesi i¢in belirlenen
geleneksel kiltur yontemleri asagidaki 6nemli asamalart igerir:

On zenginlestirme (pre-enrichment) asamasinda, zarar gérmiis Salmonella
hicrelerini  canlandirmak amaci ile selektif olmayan sivi  besi yerleri
kullanilmaktadir. On zenginlestirme basamaginda en c¢ok kullanilan sivi besi yeri
BPW ve laktoz broth’dur.

Inkiibe edilen 6n zenginlestirme sivi besi yeri daha sonra igerisinde safra
tuzlari, brilliant green, thiosulphate, deoxycholate, malachite green, novobiocin,
tetrathionate, cycloheximide, nitrofurantoin ve sulphacetamide gibi iki veya daha
fazla inhibitor madde igeren selektif zenginlestirme (birincil zenginlestirme - primary
enrichment) sivi besi yerine transfer edilmektedir. Birincil zenginlestirmede, besi
yerinde inhibitorlerin kullanilmasi, diger bakterilerin ¢ogalmasini 6nleyip Salmonella
stirekli olarak gelismesini desteklemektedir. Rapport-Vassiliadis (RV) broth ve
Tetrathionate (TT) broth; FDA-BAM ve Food Emergency Response Network
(FERN) Salmonella yontemi gibi onayli standart metotlardaki selektif zenginlestirme
stv1 besi yerleri olarak yer almaktadir. Bu zenginlestirme sivi besi yerlerinin ortam
seciciliginin ve Salmonella gelisiminin artirilmasi amaci ile modifiye edilen
formulleri de bulunmaktadir (Lee ve ark., 2015).

Bir sonraki asama olan kati besi yerinde selektif zenginlestirmede de diger
bakterilerilerin gelismesinin inhibisyonu amaglanmaktadir. Siklikla kullanilan besi

yerleri; Xylose-Lysine-Desoxycholate (XLD) agar, Xylose-Lysine-Tergitol4 (XLT4)
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agar, Salmonella-Shigella agar, Brilliant Green agar, Bismuth-Sulfite agar, Hektoen
Enteric agar’dir. Baz1 besiyerlerinde farkli Salmonella serovarlarina ait koloniler,
koliform bakterilerden besi yeri iizerinde olusan koloni renkleri ile ayirt
edilebilmektedir. Ornegin, SS agar Uzerindeki S. Typhi kolonileri siyah merkezli
renksiz koloniler seklinde goriilmektedir. Laktozu fermente eden S. Arizonae
serovarlar1 XLD {izerinde agik pembe-kirmiz1 etrafi zonlu koloniler olusturabilirken,
S. Montevideo ve S. Virchow gibi diger laktozu fermente edebilen serovarlar bu agar
lizerinde Uremeyebilirler. Bununla birlikte; bazi serotiplerin ayirt edici 6zellikler
gostermedigi hatta XLD {izerinde iiremedigi i¢in yanlis negatif sonuclara sebep
olabildigi bilinmektedir. Bu nedenle, iki veya daha fazla selektif kati1 besiyeri
kullanilarak veya novobiocin, malachite green, thiosulphate ve sulphamethazine gibi
uygun saplemanlarin besi yerine katilmasi ile ortamin Salmonella ydnlnden
seciciliginin ve etkenin spesifik besi Yyerinde {lireyebilme sansinin artirilmasi
saglanmaktadir (Carrique-Mas ve Davies, 2008; Lee ve ark., 2015).

Ekim yapilan kati besi yerinde iireyen 3 veya 5 Salmonella siipheli koloniden
alinan kiiltiirtin, oncelikle tireaz negatif oldugu belirlendikten sonra 6n biyokimyasal
identifikasyonu icin Triple Sugar lIron (TSI) agar ile Lysine Iron (LI) agarda
tiretilerek tliglii seker fermentasyonu, protein deaminasyonu ve H;S olusumu ile lizin
dekarboksilasyon reaksiyonlar1 gézlemlenmektedir. Salmonella igin tipik reaksiyon
veren kiiltiirler son asamada, biyokimyasal ve serolojik identifikasyon testlerine tabi
tutulmaktadir (Lee ve ark., 2015).

Serotiplendirme asamasi, antijenik yapimin tanimlanmas: i¢in agliitinasyon
reaksiyonu kullanilarak kiiltiirlerin  serogruplarmin tanimlanmasidir. Bununla
birlikte, ayn1 Salmonella serovarlarinda, yiizey antijenlerinin degisimi veya kaybina
bagli olarak serolojik yontemlerin hassasiyetinde azalma s6z konusu olabilmektedir.
Salmonella izolatlarinin bu ve benzeri nedenler ile serotiplendirilemedigi kosullarda,
Degisken Alanli Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE) ile
karakterizasyon serolojik testlerin yerine kullanilabilmektedir (Lee ve ark., 2015).

Geleneksel metotlar, yeni molekiiler tabanli teknolojilere kiyasla kullanim
kolayligi, sonuglarin giivenilirligi, yliksek hassasiyet, 6zgilinlik ve diisiik maliyet
ozellikleri ile bircok gida giivenligi ve halk sagligi laboratuvarinda temel analiz

metotlari olarak kullanilmaya devam etmektedir. Bununla birlikte, bu metotlarda tam
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izolasyon ve identifikasyona birkag asama ile 5 gilinden fazla zamanda
gelinebilmekte, ayrica rekabetci floraya bagli olarak yanlis pozitif veya yanlis negatif
sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir. Ornek sayisinin ¢ok fazla oldugu ve yanitin en kisa
stirede alinmasimi gerektiren yuksek verimli tarama ¢alismalarinda ise, zahmetli ve
zaman alict  olan  kiiltire dayali teknikler gereksinimi tek  basina
karsilayamayabilmektedir. Bu durumlarda Salmonella tanisinin daha hizli ve daha az
emek harcanarak yapilabildigi selektif izolasyon, sayim ve spesifik identifikasyonu
birlikte gerceklestirebilen kromojenik ve florojenik besi yerleri kullanilarak
geleneksel yontemlere gore 1 giin daha erken sonug alinabilmektedir (Alakomi ve
Saarela, 2009; Lee et al., 2015).

2.5.2. Hizh yontemler
Gunumuzde molekiler klonlama ve rekombinant DNA teknolojisi

kullanilarak gelistirilmis olan bir¢ok hizli yontem ticari kit olarak piyasada
mevcuttur. Hizli Salmonella tani kitlerinin kullanimi sayesinde alinan yanitin
etkinliginin artmasinin yaninda, geleneksel yontem kullanimu ile sarf edilen malzeme
kaybinin da ontine gecilmektedir. Hizli tani teknikleri Orneklerin Salmonella
yoniinden pozitif ya da negatif oldugunu birkag saat ile bir gln icerisinde
belirleyebilen glvenilir yontemler olarak tanimlanmaktadirlar (Alakomi ve Saarela,
2009; Lee et al., 2015).

Gunumuzde, Salmonella tespiti igin mevcut hizli teknikler, yeni selektif
besiyeri ile modifiye edilmis veya adapte edilmis geleneksel prosediirleri,
immiinoloji tabanl testleri ve niikleik asit bazli testleri igeren birkag farkli kategoride
incelenebilir. Bu yontemler icerisinde Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) ve PCR prosedirleri, geleneksel yontemlerle karsilastirilabilir derecede
0zgunlik ve duyarliliga sahip olanlardandir. Bu metotlarin duyarlilik ve deteksiyon
limitlerinin 6n zenginlestirme ve zenginlestirme besi Yyerlerinin modifikasyonu ve
dilisyonu ya da santrifiigasyon, filtrasyon, kromotografi ve floresan hibridizasyon
gibi teknikler ile gelistirildigi rapor edilmistir (Alakomi ve Saarela, 2009).

I. immunoloji temelli uygulamalar

Cesitli ornek tiplerinde Salmonella tespitinde spesifik mono veya poliklonal
antikorlarin somatik veya flagellar antijenlere baglanmasi prensibi ile ¢alismaktadir.
Bu uygulamalar icerisinde; ELISA (VIDAS, bioMerieux; TECRA Salmonella,

Tecra), lateks aglutinasyon testleri (Bactigen, Wampole Labs; Salmonella Latex
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Test, Oxoid; Serobact, REMEL), immunodifiizyon (Salmonella 1-2 Test,
BioControl) ve immunokromatografi (Tecra Salmonella UNIQUE, Tecra) yer
almaktadir. Rutin analiz teknikleri olarak bu uygulamalar, kiiltiire edilemeyen
Salmonella hiicrelerinin tespit edilebilmesine olanak saglamaktadir. Salmonelalarin
immunolojik tabanli testlerle tanisi i¢in kullanilan en 6nemli metot ELISA olup
otomatize edilmis ELISA temelli hizl test sistemlerinin, ¢ok sayida drnegin bir arada
analiz edilebilmesi ile hizli yanmit elde edilmesi avantajinin  bulundugu
bildirilmektedir. Giiniimiizde ELISA tabanli ticari sistemler olan EIAFoss (Foss
Electronics, Hillorod, Denmark) ve VIDAS (Biomerieux), kanatli endiistrisinde ve
kanatli  etlerinde  bakteriyel = kontaminasyon  varliginin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Salmonella tespitinde antijen-antikor reaksiyonu temeline dayali
bir diger uygulama da Immunomanyetik Separasyon (IMS)’dur. Selektif kati
besiyerine ekimden 6nce IMS kullanimi, yem, kloakal svap, yumurta kabugu, kanatl
eti ve doku Orneklerindeki Salmonella kontaminasyonunu geleneksel selektif
zenginlestirmeden daha yiliksek bir hassasiyetle belirleyebilmektedir. IMS aym
zamanda hem Kkdltir hem de ELISA ile yumurta igerigindeki diisiik sayidaki S.
Enteritidis kontaminasyonunu belirlemek i¢in de kullanilmaktadir (Uyttendaele ve
ark., 2003).
I1. Nukleik asit temelli uygulamalar

Bu uygulamalar, Salmonella’nin spesifik niikleik asit hedef sekansini
kullanarak tespitine dayanmaktadir. Son 10 yil igerisinde gelistirilerek yogun
kullanim alani1 bulan bu uygulamalarin, geleneksel Salmonella tani metodlar ile
karsilastirildiginda, duyarlhilik, 6zgiinliik, saf olmayan kultirlerden dahi hizli
identifikasyon gibi bir¢ok avantajlari bulunmaktadir. Bu uygulamalarda kullanilan 2
onemli temel teknikten ilki direkt hibridizasyon (DNA probu) (Gene-Trak, Neogen;
GeneQuence, Neogen) digeri ise amplifikasyon (Polymerase Chain Reaction, PCR)
(LightCycler, Roche; ABI Prism 7500, Applied Biosystems; BAX Salmonella PCR,
Dupont Qualicon)’dur (Lee ve ark., 2015).
1. Polymerase Chain Reaction (PCR) uygulamalari

Salmonellalarin belirlenmesinde spesifik DNA segmentlerinin yine spesifik
primerler kullanilarak in vitro enzimatik amplifikasyonunu igeren kiiltiirel olmayan

bir metot olarak bilinmektedir. PCR uygulamalar1 sicakliga dayanikli DNA
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polimeraz enzimi kullanilarak 2-3 saat icerisinde spesifik tek bir gen sekansinin bir
milyon kat cogaltilabilmesi esasina dayanmaktadir. Amplifiye edilen iiriin, jel bazl
sistemler ve ger¢ek zamanli (real time-r) PCR gibi g¢esitli sekillerde tespit
edilebilmektedir. Bu teknik, bir 6rnekteki bir molekiil hedef DNA’nin dahi spesifik
olarak tespit edilebilecegi duyarlilik ve 6zgiinliikte olabilmektedir. Bu tiir sistemlerin
etkeni diisiik oranda da olsa tespit edebilme kabiliyeti, zenginlestirme siiresinin diger
uygulamalar ile kiyaslandiginda nispeten daha kisa olmasini saglamaktadir. PCR
uygulamalari, ISO tarafindan belirlenen genel esaslar ve gereklilikler géz oniinde
bulundurularak gelistirilmis, valide ve standardize edilmistir. Ticari kit bazli olarak
gelistirilen PCR teknolojileri, endiistride ve acil cevap alinmasit gereken
laboratuvarlarda rutin Salmonella taramalarinda basari ile kullanilmaktadir. Bu ticari
kit ve sistemlerin farkli duyarlilik ve 6zglinliikte olmalar1 kullanimlar1 sirasinda goz
oniinde bulundurulmalidir (Eyigor ve ark., 2002).
a) Real time PCR (r-PCR) sistemleri

Sistem, icerisinde yer alan floresan dedektoér ve sisteme bagli real time
thermocycler kullanilarak artan floresan 1s1manin izlenmesi ile olusan PCR iiriiniiniin
tespit edilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu sistemlerde meydana gelen {iriiniin kapali
bir ortamda ve olusumu sirasinda tespit ediliyor olmasi amplikon kontaminasyonu
nedeni ile ortaya cikabilecek yanlis pozitif sonuglarin olusumunu engellemektedir.
Yine internal kontrol kullanilarak yanlis pozitif sonu¢ olusumunun ve inhibitore
bagli olasi negatif sonu¢ alinmasinin Oniine gecilmektedir. r-PCR sistemleri,
endustride ve acil yanit alinmasi gereken laboratuvarlarda farkli g¢esitteki ornek
tiplerinden Salmonella identifikasyonunda; DNA ekstraksiyonu, amplifikasyonu ve
tespitinin otomatize bir sekilde yapilmasina imkan saglamaktadir. Hedef Salmonella
sekanslarinin tanisinda maliyeti diisiik ve kullanim1 kolay cesitli floresan teknikler
gelistirilmis ve r-PCR sistemleri ile birlestirilmistir (Maurer, 2011).
I11. MinyatUrize biyokimyasal testler

Geleneksel biyokimyasal testler ile karsilastirildiklarinda kullanilan
solisyonlar, besi yerleri ve malzemelerin minimum diizeyde kullanimi ile daha
ekonomik ve hizli identifikasyona olanak saglamalar1 nedeni ile bu tiir testler (API

20E, bioMeriuex; Vitek 2, bioMeriuex; Tri Panel, DifcoPasca Laboratories)
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geleneksel biyokimyasal yontemlere gore ¢ok daha fazla kullanilmaktadir (Lee ve
ark., 2015).
IV. Biyosensorler

Bu sistemde dncelikle molekiil/molekiil gruplari (reseptor) fizikokimyasal bir
doniistiiriicii yiizeyinde immobilize edilmektedir. Daha sonra bu sistemde, spesifik
bir analit ‘biyolojik tanima elementine’ baglandiginda ‘tanima sinyali’ iiretmekte ve
sinyal kiitlede, oksijen tiiketiminde, potansiyel farkinda, refraktif indekste, pH’ta,
akimda ve diger parametrelerde degisiklik olarak kaydedilebilmektedir.
BiyosensOrdeki ‘biyolojik tanima elementleri’ enzimler, niikleik asitler, antikorlar,
tiim hiicre veya dokulardan olusabilmektedir (Lee ve ark., 2015).
2.6. Salmonellalarda Tiplendirme Metotlari
2.6.1. Fenotipik metodlar
I. Biyotiplendirme

Selektif kat1 besi yerinde 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonrasinda treyen tipik
kolonilerin identifikasyonunda 6ncelikle saf kiltirden Gram boyama ve hareket
muayenesi sonrasinda yapilan bazi biyokimyasal testler dekstroz, laktoz, siikroz,
mannitol, maltoz, dulsitol, malonat, jelatin, {tre, sitrat kullanimi, ornitin
dekarboksilaz, Metil-Red ve Voges-Proskauer, Potasyum siyanir (KCN) ve O-
nitrophenyl-beta-D-galaktopyranoside (ONPG) olusumu, indol, hidrojen siilfiir
testleridir (izgiir, 2006).
I1. Serotiplendirme

Salmonella’nin tipik biyokimyasal Ozelliklerini gdsteren bir izolatinin
serotiplendirilmesi, yapisindaki O ve H antijenlerinin belirlenmesi ile olmaktadir.
Identifikasyonda &ncelikle O grubu antiserumlarin karisimi kabul edilen Salmonella
polivalan antiserumlar ile yapilan lam aglitinasyon testinde pozitif sonuc elde
edilirse, incelenen etkenin Salmonella spp. oldugu kabul edilmektedir. Sonrasinda O-
spesifik Grup antiserumlar1 (A, B, C, D, ....) ile bu etken tekrar aglitinasyona tabi
tutulmaktadir. Hareketli salmonellalarda bu testlere ilaveten Faz 1 ve Faz 2’ye ait
antiserumlar da kullanilarak tlp aglitinasyon testleri ile serovar dizeyinde
identifikasyon gergeklestirilmektedir. Tiplendirme metodlar1 arasinda agliitinasyon
testleri oldukga eski olup, reaksiyonlarda yanlis pozitif, zayif ve nonspesifik sonuglar

gorulebilmektedir. Bunun sonucu olarak, epidemiyolojik 6nemi olan izolatlarin
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tiplendirilememesi  gibi  durumlarla  karsilasilmaktadir.  Serotiplendirme,
fingerprinting ve filogenetik analizler kadar gii¢li bir metot olmayip tiim islemler
icin 150’nin 0zerinde spesifik antiseruma, cok dikkatli ve tecriibeli personele
gereksinim duymaktadir. Tim bunlara ragmen serotiplendirme, alt tiplendirme
amacl temel bilgiyi veren ve yaygin bir sekilde kullanilan ‘referans metot’ olarak
yerini korumaktadir (izgiir, 2006; Wattiau ve ark., 2011) .

I11. Faj tiplendirme

Faj tiplendirme, Salmonella serovarlarinin birbirinden ayrilmasinda kullanilan
diger bir metot olup, ilk olarak S. typhi suslarinin tiplendirilmesinde kullanilmistir.
Faj tipi, secilen bazi bakteriyofajlarin litik aktivitesine duyarli hiicrelerin verdigi
yanit olarak belirlenmektedir. Bu metot, gliniimiizde halk sagligi yoniinden 6nemli
Salmonella serovarlarinda (S. paratyphi B, S. typhimurium, S. enteritidis, S. agona,
S. hadar ve S. virchow) kullanilmaktadir. Faj tiplendirme 6nceleri gegici-provisional
faj tipi (PT) ve kesin-definitive faj tipi (DT)’ni igeren ve isimlendirme durumunu
belirten sekilde yapilmakta iken, 1950-1970°1i yillar arasinda artan faj tipi nedeniyle
buna son verilmis, genel olarak biitiin faj tiplerine bir PT ismi atanarak ve
numaralandirilarak identifikasyonun yapilmasina karar verilmistir. 1970’lerden sonra
ise konunun daha iyi anlasilmasi ve deneyim kazanilmasi ile olusturulan semalar
sayesinde kesin sayisal isimler (definitive numerical designation-DT) kullanilabilir
hale gelmistir. Faj tiplendirme giinimiizde gida kaynakli Salmonella salginlarinin
izlenmesinde ve epidemiyolojik caligmalarda ana metot olarak kullanilmaktadir (Bell
ve Kyriakides, 2002; Malorny ve ark., 2011).

IVV. Multi Locus Enzyme Electrophoresis (MLEE)

Multi Lokus Enzim Elekroforezi, aymi alttiir veya serovar igerisindeki
salmonellalarin evoliisyonlarinin arastirilmasinda kullanilmistir. MLEE, belli bir
sustaki bir enzimin elektromorflarinin (allozymelarinin) belirlenmesi ile 6zellikle
housekeeping genleri gibi genlerde allelik ¢esitliligin ortaya ¢ikarilmasini
saglamaktadir. Belirlenen allel profilleri (multilokus enzim genotipleri) elektroforetik
tipler (ET) olarak isimlendirilmektedir (Bell ve Kyriakides, 2002).
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V. Hizh fenotipik parmak izi teknolojileri
1. Pyrolysis mass spektrometri

Vakum altinda bakteri hiicreleri gibi kompleks sistemlerin termal
degredasyonunu sonrasinda daha kigik ve ucucu fragmanlarin (pirolizat) ayrilmasi
ve kitle spektroskopisinde incelenerek hiicrenin parmak izinin ¢ikarilmasi temeline
dayanmaktadir (Malorny ve ark., 2011).

2. Matrix-assisted laser desorption/ionization Time Of Flight Mass
Spekctromety (MALDI-TOF MS)

Bakteriyolojik identifikasyonda tim hicrenin Matriks Aracili Lazer
Dezorpsiyon Iyonizasyon Ugus Zamani Kiitle Spektrometresi ile parmak izinin
cikarilmasi, hiicrede ¢ok fazla miktarda bulunan diisiik molekiil agirlikli proteomik
bilesenlerin bu sistemle deteksiyonu temeline dayanmaktadir (Malorny ve ark.,
2011).

3. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spekrotoskopi

Fourier transform infrared spekrtoskopi, bakteriyel tiirler ve suslar arasinda
hiicre duvan polisakkaritleri, lipidleri ve proteinleri gibi hiicresel bilesenler bazinda
yapisal ve sayisal farkliliklara bagli olarak her bir bakteri i¢in tipik FT-IR spektrum
ayrimi1 yapilabilmesini saglamaktadir (Malorny ve ark., 2011).

4. Raman spektroskopi

Raman spektroskopi, tek renkli 1s18in bir Ornegin lazer ile uyarilmasi
sonrasinda goriiniir, infrarede yakin veya ultraviyole araliginda esnemez sagilimina
dayal1 bir sistemdir. Tiim hiicre Raman parmak izi, hicrenin tam spektra ya da tam
kimyasal bilesimini vermektedir (Imen ve ark., 2012).

2.6.2. Molekuler metodlar (Genom bazh)
I. Plazmid profili

Plazmid profili, en eski DNA tabanli alt tiplendirmelerden biridir.
Plazmidlerin ¢ogu virulans ve antimikrobiyal direng oOzelliklerini Salmonella’da
tasidigr i¢in bu 6zellikle 6nemlidir. Ayn1 serovar igerisindeki konak¢inin plasmid
igerigi, elde edilen profile gore farklilasmay1 ortaya koymaktadir (plazmidlerin sayisi
ve molekiiler boyutlar1). Bir serovar icerisindeki farkli plazmid profil noktalari,
plazmid kazanarak veya kaybederek lateral transfer yapmaktadir. Salmonella’da

bulunan plazmid, farkli islevselliklere sahip 2-200 kb boyutlarinda farklilik
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gOstermektedir. Saptama yontemi agar jel elektroforez ile izole edilen plazmid
izolasyonuna dayanir. Plazmid profilinde farkli protokoller kullanilabilmektedir.
Plazmid deseni gorintilemek icin, agar jel etidyum bromdir ¢6zeltisi ile boyanmalidir
ve daha sonra UV 15181 altinda gorsellestirilmelidir (Imen ve ark., 2012).

I1. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

PFGE, molekiiler tiplendirme yontemleri arasinda altin standart olarak
bilinmektedir. PFGE’de bakteriyel DNA restriksiyon endonikleazlarla kesilerek
belirli araliklarla polariteyi degistiren darbeli akimlar1 kullanan 6zel elektroforez
ayristirma teknigi ile biiyik DNA fragmanlart 12000 kb’ye kadar ayrilmakta ve
boylece suslara 0zgili paternler elde edilmektedir. Salmonella suslari arasindaki
molekiiler iliskiyi belirlemek i¢in PFGE genellikle segilecek ilk ydntem olarak
diistiniilmektedir. Bu yontem nispeten yavas olup, ¢cogunlukla tamamlanmasi 3 giin
alir ve pahali 6zel ekipman, yiiksek kaliteli kimyasallar ve sistem hazirliginda
deneyimli  personele gereksinim duyulmaktadir. Bu teknik konvansiyonel
serotiplendirme metoduna gore daha ekonomik bir metot olup salginlarda izolatlarin
fingerprinting ile tiplendirilmesi i¢in kullanilmaktadir. PFGE metodunun farkh
serovarlara ait Salmonella infeksiyon kaynaklarinin tespitinde basarili bir sekilde
kullanildigint bildiren arastirmalar bulunmaktadir. Ancak, PFGE’in zaman alic1 ve
farkli serovarlara kars1 ayni hassasiyeti gosteremeyebildigini ortaya koyan ¢aligmalar
da mevcuttur. Bunlara ek olarak analizlerin tekrarlanabilirliginin saglanabilmesi igin
standart bir protokole ihtiya¢ duyulmaktadir. Laboratuvarlar arast PFGE
paternlerinin karsilastirilmast PulseNet network (2016) tarafindan yiiriitiilmektedir
(Wattiau ve ark., 2011).

I11. Ribotiplendirme

Ribotiplendirme, rRNA’y1 kodlayan dizilerin rDNA’ya spesifik problar ile
daha 6nceden kesilmis DNA fragmanlariin hibridizasyonu sonucu ortaya ¢ikarilan
bir fingerprinting yontemidir. RNA operonunun ¢oklu kopyalari Salmonella
kromozomunda bulunmaktadir. RNA genleri, bu kopyalar ve izolatlar arasinda
olduk¢a homolog bir yapida olmalarina ragmen araya giren dizilerin uzunluk ve
niikleotid bilesimlerinde farkliliklar bulunmaktadir. Ribotiplendirme, endonukleazla

kesilmis kromozomal DNA’nin agoroz jelde ayrilmasi sonrasinda DNA’nin
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membrana aktarilmasi, fragmanlarin 16S ve 23S rRNA’y1 tantyan problarla hibridize
edilmesi agsamalarindan olugmaktadir (Imen ve ark., 2012).
IV. Insersiyon dizisi (I1S) tiplendirme

Bircok Eubacteria cinsinde (Salmonella, Escherichia, Shigella, Vibrio,
Enterococcus, Clostridium, Helicobacter, Actinobacillus) bulunan ¢ok kicuk (707-
711 bp) diziler olup tek bir gen iceren 1S200 elementleri nadiren transpoze
olmaktadirlar. Bu dizilerin bakterilerdeki sayilariin sabit kalmasi, 1S200
elementinin epidemiyolojik ve ekolojik calismalarda uygun bir molekiiler marker
olarak kullanilabilirligini saglamaktadir. 1S200 tiplendirmesi, Salmonella izolatlart
arasindaki molekiiler iliskinin belirlenmesi amaci ile kullanilmistir (Imen ve ark.,
2012).

V. Randomly Amplified Polimorphic DNA (RAPD)

RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA) ilk defa 1990°da rastgele
secilmis primerlerin kullanildigi ve PCR’1 temel alan bir teknik olarak ortaya
cikmistir. RAPD yonteminin temel prensibi, ilgili olan tire ait genomik DNA
tizerinde rastgele segilmis tek bir 9-10 bp oligonikleotidin diisiik baglanma
sicakliginda tesadiifi olarak baglanarak PCR ile c¢ogaltma yapmasi olarak
bilinmektedir. Teknigin devaminda elde edilen ¢ogaltma tiriinii radyoaktif olmayan
standart jel elektroforezinde yiiriitiilir ve c¢ogaltma iiriinleri bantlar halinde
gbzlemlenerek incelenmektedir. Bantlarin varligi veya yokluguyla sonuglar
degerlendirilmektedir (Williams ve ark., 1990).

V1. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Cogaltilan par¢a uzunlugu polimorfizmi, nadir kisaltma bolgesi PCR olarak
da tamimlanabilir. AFLP analizi, adaptor spesifik primerlerle yapilan PCR
amplifikasyonunun ardindan genomik restriksiyon fragmanlarina problarin
baglanmasina dayanan bir yontemdir (Imen ve ark., 2012).

VI1I. DNA dizileme tabanl analizler (Multi Locus Sekans Tiplendirmesi-MLST)

Bircok lokusun tiplendirilmesinin bir arada yapildigi, cesitli yapisal
(housekeeping) genlerin 450-500 bp’lik internal parcalarindaki DNA dizilerinin
kullanimi ile gerceklestirilen bir analiz yontemidir. Farkli bakteri tiirlerinde her
yapisal gen igin farkli diziler farkli alellerde bulunmaktadir. Bu nedenle her izolat

icin lokuslardaki aleller, alellik profili ve sekans tipini belirlemektedir.

28



Salmonellalarda ilk MLST semas1 7 housekeeping gen fragmanina 6zgii olarak 2002
yilinda Salmonella Typhi ile S. enterica alt trind birbirlerinden ayirmak igin
olusturulmustur. Bu housekeeping genler (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA ve
thrA) kromozom iizerinde yayilmis pozisyonlarda bulunan ve bakterilerin cesitlilik
profillerini en iyi g0Osteren bolgeler olarak bilinmektedir. MLST semalarina
http://pubmist.org/ databases.shtml (2016) adresinden ulasilabilmekte ve MLST
bilgisi bu internet kaynagina veri girilerek tiplendirme bilgileri edinilebilmektedir.
Tiim gen pargalari i¢in ayn1 allel bilgilerine ait olan izolatlar 6ncelikle yaygin olarak
bulunan sekans tiplerine (ST) atanmaktadir. ST ler ST-bazli klonal kompleks i¢inde
bir veya iki olarak gruplandirilmaktadir (eBurst) (Malorny ve ark., 2011; Turner ve
Feil, 2007).
VI1Il. DNA mikroarray tabanh analizler

Son 10 w1l i¢inde hizli bir gelisme gostermis olan bu analiz sistemlerinde
biyolojik problar minyatiirize gridler iizerinde bir ylizeye baglanmis sekilde
uretilmektedir. Bu sekilde ¢esitli Salmonella DNA dizilerinden elde edilen problarin
kullanimu ile gelistirilerek tiretilmis olan mikroarrayler (tim genom mikroarreyleri)
bulunmaktadir (Bell ve Kyriakides, 2002).
IX. PCR tabanh analizler
1. Multipleks PCR

Multipleks PCR ayn1 reaksiyonda iki ya da daha fazla lokusun ayni anda
amplifiye edildigi bir PCR c¢esididir. 1988’deki ilk tanimlanmasinin ardindan
yontem, delesyon, mutasyon ve polimorfizm analizleri ile kantitatif ve reverse
transkripsiyon PCR’da basari ile kullanilmistir (Imen ve ark., 2012).
2. Luminex teknolojisi

Belirlenmis spektral renge sahip mikro diizeydeki boncuklar olan
mikrokurelerin kullanildig: bir teknoloji olarak bilinmektedir. Bu sistemde 100 farkli
renkte, spektral tanimi olan boncuklar kullanilmaktadir. Bu sayede bir kuyucukta 100
analite kadar multipleks bir ¢alisma tasarlanabilmektedir. Her bir boncuk seti O
antijeni veya H antijenini kodlayan genlere spesifik oligonikleotid prob seti ile

eslestirilebilmektedir (Imen ve ark., 2012; Malorny ve ark., 2011).
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3. Premitest

Bu testin temeli multipleks hale getirilmis baglanma deteksiyonu (ligation
detection reaction-LDR) ile dairesel DNA molekiilleri iireterek bunlarin PCR ile
amplifikasyonuna dayanmaktadir. Amplifiye olan molekiiller daha sonra diisiik
yogunluktaki prob-spesifik komplementer oligontkleotidleri iceren DNA-
mikroarrayleri ile hibridize edilmektedir. Pozitif hibridizasyon fotometrik olarak
detekte edilmektedir (Malorny ve ark., 2011).

4. Repetetive sequence based-PCR (Rep-PCR)

Tekrarli dizi temelli PCR, bakteriyel kromozom Uzerinde tekrar eden ve
kodlama yapmayan bdlgeler arasindaki dizilerin amplifikasyonuna dayali hizli bir
bakteriyel tiplendirme metodudur (Imen ve ark., 2012).

5. Multi Locus Variable-Number Tandem-Repeat Analysis (MLVA)

Cok Lokuslu Degisken Sayili Tekrar Dizisi Analizi (MLVA) bakterilerin alt
tiplendirilmesinde yeni bir yaklagimdir. Tekrar eden dizilerin varlig tiim genomlarin
temel 6zelligidir. Bu yaklasim, tekrar dizilerinin ayni tiirlin farkli suslarindaki kopya
sayisinda farkliliklarin olmasi ile suglar arast ayrimin yiiksek duyarlilikta
yapilabilmesini saglamaktadir. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Typhi, S. Infantis
gibi farkli serovarlarin identifikasyonu amagl bazi karst MLVA tabanli tiplendirme
caligmalar1 bulunmaktadir. Bu metodun yakin genomik iligkili izolatlar1 ayirma
kapasitesi ve ¢ikan salginlarin arastirilmasinda ve belirlenmesinde faydali oldugu

bildirilmektedir (Malorny ve ark., 2011; Ross ve Heuzenroeder, 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Ornekler

Bu ¢aligmada, Nisan 2013-Haziran 2014 tarihleri arasinda, Bursa'da faaliyet
gosteren yiksek kesim kapasitesine sahip 1 6zel kombina ve 1 belediye
mezbahasinda kesilen 100 adet sigirdan rastgele Ornekleme ile 15 aylik siire
icerisinde Ornekler toplandi. Kesilen her bir hayvandan karkas (K) ve diski (D)
ornekleri olmak lzere 2 tip ve toplam 200 adet 6rnek steril 6rnek alma kosullar1 g6z
oniinde bulundurularak alindi.
3.1.2. Standart suslar

Salmonella izolasyon, identifikasyon ve serotiplendirme islemleri ile
Salmonella spp. spesifik r-PCR analizlerinde, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Enteritidis (S. Enteritidis) 64K (M.Y. Popoff, Institut Pasteur, Paris Cedex
15, France) ve Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (S.
Typhimurium) NCTC 12416 (Refik Saydam, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, Ankara)
standart bakteri suslar1 pozitif kontrol olarak kullanildu.
3.1.3. Antiserumlar

Serogruplandirma  (Somatik-O antijenik  yapilarin  belirlenmesi), ve
serotiplendirme (Flagellar-Faz 1 ve Faz 2 antijenik yapilarin belirlenmesi) igin ticari
anti-serumlar:
I. O antiserumlan

1. Polivalan antiserumlar: Salmonella O Antiserum Poly A (Grup A, B, D,
E1, Eo, E3, E4, L); Poly B (Grup C4, C,, F, G, H); Poly C (Grup I, J, K, M, N, O);

2. Grup faktor antiserumlari: Salmonella O Antiserum Grup A Faktor 1, 2,
12; Grup B Faktor 1, 4, 5, 12; Grup B Faktor 1, 4, 12, 27; Grup C, Faktér 6, 7; Grup
C, Faktor 6, 8; Grup C3 Faktor (8), 20; Grup Dy Faktor 1, 9, 12; Grup D, Faktor (9),
46; Grup E Faktor 1, 3, 10, 15, 19, 34; Grup E; Faktor 3, 10; Grup E, Faktor 3, 15;
Grup E3 Faktor (3), (15), 34; Grup E4 Faktor 1, 3, 19; Grup F Faktor 11; Grup G
Faktor 13, 22, 23, (36), (37); Grup G; Faktor 13, 22 (36); Grup G, Faktor 1, 13, 23,
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(36), (37); Grup H Faktor 1, 6, 14, 24, 25; Grup | Faktér 16; Grup J Faktoér 17; Grup
K Faktor 18; Grup L Faktér 21; Grup M Faktoér 28; Grup N Faktér 30; Grup O
Faktor 35;

3. Single faktor antiserumlar1: Salmonella O Antiserum Faktor 2; Faktor 4;
Faktor 4,5; Faktor 5; Faktor 7; Faktor 8; Faktor 9; Faktor 10; Faktor 12; Faktor 14;
Faktor 15; Faktor 19; Faktor 20; Faktor 22; Faktor 23; Faktor 25; Faktor 27; Faktor
34,
Il. Vi antiserumu

Salmonella Vi Antiserum;
I11. H antiserumlari

1. Spicer-Edwards Antiserumlari: Salmonella H Antiserum Spicer-Edwards 1
(@, b, c, d, e, G Kompleks, i); Spicer-Edwards 2 (a, b, ¢, k, r, Yy, zZx); Spicer-
Edwards 3 (a, d, eh, k, z, z4 Kompleks, z,9); Spicer-Edwards 4 (b, d, G Kompleks, k,
r,Z, Z10);

2. Kompleks Antiserumlari: Salmonella H Antiserum EN Kompleks (e, n, x;
e, N, z15); G Kompleks (f, g; f, 9. t; g, m; g, m, g; 9, m, s; g, m, s, t; 9, p; 9, p, U; 9, S,
t; g, t; m, t); L Kompleks (I, v; I, w; I, z13; |, z28; |, Z40); Z4 Kompleks (z4, 223; 24,
Z24; 24, Z32); 1 Kompleks (1, 2; 1, 5; 1, 6; 1, 7);

3. Single Faktor Antiserumlari: Salmonella H Antiserum Single Faktor 2; 5;
6; 7,

4. Diger H Antiserumlari: a; b; c; d; eh; f; h; i; k; m; p; r; s; t; wW; X; Y; Z; Zg;
Z10; Z13; Z15; Z23; Z28; Z29; Z32 kullanildi.
IV. Kalite kontrol antijenleri

1. QC Antijen Salmonella O Grup A; B; C1; Cy; D; Eq; Eo; E4; F; Gy H; I

2. QC Antijen Salmonella Vi pozitif kontrol olarak kullanildi (BD, 2017).
3.1.4. Cihazlar
e Hassas terazi (Precisa, 220 M SCS)
e Deiyonize ve ultra saf su sistemleri (Milipore Mili-Q Q-Gard 1)
e pH metre (inoLab pH720)
e Isiticili manyetik karistirict (lkamag RH)
e Su banyosu (Nive, RT 400)
e Otoklav (Thermo Scientific, 18102A-1CE)
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e Stomacher (Seward, 400 C)

e Vorteks (Stuart, SA8)

e Biyoguvenlik kabineti Tip Il (Esco, AC2-4E1)

e Densimat (Biomerieux, 21250)

e Inkiibatér (Thermo Scientific, Heratherm 1GS100)

e Buzdolab1 (Argelik)

e -20°C’lik derin dondurucu (Arcelik)

e Blok sitic1 (Techne, DB-2D-FDB02DD)

e Nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific, ND-1000)
e Santrifiij (Thermo Scientific, MicroCL 17)

e PCR kabineti (Esco)

e Light Cycler PCR cihaz1 ve sistemi (Roche Diagnostics, 03531414201)

3.2. Yontem
3.2.1. Ornek alma

Ornek alma, TGK Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi (2011b)’nin Ek-2
(Uretim Hijyeni Kriterleri, 2.1. Et ve et iiriinleri, 2.1.3. Sigir, koyun, keci ve at
karkasi: Salmonella) ile Ek-4 (Numune alma kurallart ve analiz numunesinin
hazirlanmasi, 4.2. Kesimhane ve kiyma, hazirlanmis et karisimlari, mekanik olarak
ayrilmis et ve ¢ig etin iiretildigi isletmelerden mikrobiyolojik numune alma kurallari,
4.2.1. Sigir, domuz, koyun, keci ve at karkaslarindan numune alma kurallari, 4.2.4.
Karkas, kiyma, hazirlanmis et karigimlari, mekanik olarak ayrilmig et ve ¢ig kanath
eti icin numune alma sikligi) ilgili bilgileri g6z ©nldnde bulundurularak
gerceklestirildi.

Bu amacla, kesimin yogun oldugu giinler segilereck ayda 2-3 kez gidilen 1
0zel kombina ve 1 belediye mezbahasinda, rastgele ve tarafsiz 6rnekleme igin farkli
stiriilere ait sigirlardan, 3 dénem ve 15 parti halinde karkas ve ayn1 hayvana ait diski
ornekleri olmak tizere 2 tip 6rnek alindu.
3.2.1.1. Karkastan ornek alinmasi

Karkaslardan 6rnek alinmasinda, 1SO 17604:2003 (2003a) Microbiology of
Food and Animal Feeding Stuffs-Carcass Sampling for Microbiological Analysis

(Gida ve Hayvan Yemleri Mikrobiyolojisi-Mikrobiyolojik Analiz igin Karkaslardan
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Ornek Alma) Standart gereklilikleri goz éntnde bulunduruldu. Bu standardin 7.3.
Tahrip Edici Olmayan Metot (Non-Destructive Method) olarak gecen 7.3.2. Slinger
Ornekleme Metodu (Sponge Sampling Method) uygulandi. Buna gore aym
standardin Ek A’sinda en yiiksek sayida mikroorganizma ile sirekli kontamine
‘6rnek alma bélgesi’ olarak bildirilen yerlerden her bir bélgenin alam 100 cm? (10
cmx10 cm) olacak sekilde sirastyla dis yiizeyden; (1) but-nuar, (2) bogiir-pencata, (3)
dos, (4) on kaburga, i¢ yuzeyden ise; (5) kasiktan drnek alind (Sekil 2). Ornek alian
her bir bolge BPW-ISO (Oxoid, CM1049) ile 1slatilmis steril siingerle (Whirl Pak,
BO1351WA) yaklasik 10 kez dikey 10 kez yatay olarak silindi, sonrasinda stinger
steril torbasina geri konularak lzerine 25 ml’ye tamamlanacak sekilde BPW ilave
edildi. Ornekler +4°C’deki saklama kutularinda laboratuvara getirilerek en fazla 1

saat icerisinde Salmonella spp. varlig1 yoniinden incelemeye alindu.

a) s Yiizey by ¢ Yidzey

- But-Muar

. Bogar-Pencata
. Dhis

. Umn Kaburga

. Kasik

LR e i b =
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Sekil 2. Sigir karkastan 6rnek alma bolgeleri (1SO, 2003a)
3.2.1.2. Diskidan 6rnek alinmasi

Diskidan 6rnek alinmasinda, Ransom ve ark. (2002) ile Milnes ve ark.
(2008)’nin bildirdigi sekilde, kolon bdlgesinden itibaren bagirsak rektuma kadar
sagilarak aniisten disar1 akitilip karnstirildiktan sonra yaklasik 25-50 g olarak alinan
ornek, steril drnek alma posetine aktarildi. Ornekler +4°C’deki saklama kutularinda
laboratuvara getirilerek en fazla 1 saat icerisinde Salmonella spp. varlig1 yoniinden
incelemeye alindi.
3.2.2. izolasyon ve identifikasyon
3.2.2.1. Karkas orneklerinden 1SO 6579:2002 ile Salmonella izolasyon ve
identifikasyonu

Sekil 3’de belirtildigi gibi karkastan alinan 25 ml BPW igerisindeki stinger
ornegi, On zenginlestirme i¢in; igerisinde 225 ml BPW bulunan 500 ml’lik steril
stomacher posetine (LP Italiana, L177538) konularak, Stomacher (Seward, 400
C)’de 230 rpm’de 2 dakika homojenize edildikten sonra 37°C’de 18 saat inkibe
edildi. Selektif zenginlestirme igin; (a) BPW’dan 1 ml alinarak icerisine Novobiocin
Supplement (Oxoid, SR0181) ilave edilmis 10 ml MKTTn broth (Oxoid, CM1048)’a
gecildi ve 37°C’de 24 saat inklbe edildi. (b) BPW’dan 0,1 ml alinarak 10 ml RVS
broth (Oxoid, CMO0866)’a gecildi ve 41,5°C’de 24 saat inkiibe edildi. Kati besi
yerinde selektif zenginlestirme amaci ile MKTTn broth ve RVS broth’dan hem XLD
(Oxoid, CM0469) agara hem de Salmonella Selective Supplement (Oxoid, SR0194)
ilave edilmis Brilliance Salmonella (BS) (Oxoid, CM1092) agara 20 ul ekim yapilip
plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda Salmonella siipheli
kolonilerden 1-5 adedi secilerek dogrulama amagli hem Salmonella spp. spesifik r-
PCR uygulanmasi i¢in 6rnekleme hem de biyokimyasal identifikasyon amaci ile Mac
Conkey (MC) agar (Oxoid, CM0115)’da saf olarak dretildi. PCR i¢in MC agarda
tiretilmis olan saf kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak ve eppendorf tupu igerisinde 500
ul steril PCR-grade suda Vorteks (Stuart, SA8) yardimi ile homojenize edildi ve
-20°C derin dondurucuda saklandu.

Biyokimyasal identifikasyon icin MC agarda iiretilmis olan saf kiiltiirden
Brain Heart Infusion (BHI) broth (Oxoid, CM1135)’a transfer edilen ornekler

37°C’de 18-20 saat inkibe edildikten sonra 6ncelikle (ireaz aktivitesi (Urea Agar
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Base, Oxoid, CMO0053), ii¢lii seker fermentasyonu ve H,S tretimi (Triple Sugar Iron
Agar, Oxoid, CMO0277), lizin dekarboksilaz (Lysine Iron Agar, Oxoid, CM0381)
aktivitesi belirlendi ve sonrasinda API 20 E (Biomericux, 20100) yapilarak elde
edilen profil sonuglar1 degerlendirildi. Biyokimyasal identifikasyon sonucunda
Salmonella spp. pozitif ¢ikan 6rneklere ait izolatlar BHI broth ve %50 steril gliserol
(Sigma Aldrich, 15524) iceren stokta -20°C derin dondurucuda saklandi. Tim
izolasyon ve identifikasyon islemleri biyoglvenlik kabineti Tip Il (Esco, AC2-4E1)
icerisinde gergeklestirildi.

Karkas

!

BPW
37°C, 18 saat

MKTTn RVS
37°C, 24 saat 41,5°C, 24 saat
XLD BS XLD BS
37°C, 24 saat 37°C, 24 saat 37°C, 24 saat 37°C, 24 saat

b b b b

MC, 37°C, 24 saat ve Salmonella spp. spesifik PCR i¢in 6rnek alimi

b b b |

Biyokimyasal identifikasyon, API 20 E
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Sekil 3. 1ISO 6579:2002 ile Salmonella izolasyon ve identifikasyonu akis semasi ve
Salmonella spp. spesfik r-PCR i¢in drnekleme (I1SO, 2002)
3.2.2.2. Diski orneklerinden 1SO 6579/A1:2007 ile Salmonella izolasyon ve

identifikasyonu

Sekil 4°te belirtildigi gibi steril 6rnek alma posetinde 25-50 g arasinda alinan
diskidan 500 ml’lik stomacher posetine 25 g tartildiktan sonra tizerine 225 ml BPW
konularak, Stomacher’de 230 rpm’de 2 dakika homojenize edilip 37°C’de 18 saat
inkiibe edildi. On zenginlestirme sonrasinda BPW’daki kiiltiirden 0,1 ml alinarak
Modified Semisolid Rappaport-Vassiliadis (MSRV) (Oxoid, CM1112) agara selektif
zenginlestirme i¢in ekim yapildi ve 41,5°C’de 24 saat inkibe edildi. Zon olusumuna
gore gerekli gorildigli durumlarda inkiibasyon suiresi 24 saat daha uzatildi. Kati besi
yerinde selektif zenginlestirme amaci ile MSRV Medium’dan XLD agara ve
igerisine XLT4 Selective Supplemet (Oxoid, SR0237) ilave edilerek hazirlanan
XLT4 agar (Oxoid, CM1061)’a ayrica Salmonella Selective Supplement ilave
edilmis BS agara 20 ul ekim yapilip plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda Salmonella siipheli kolonilerden 1-5 adedi segilerek
dogrulama amagli hem Salmonella spp. spesifik r-PCR uygulanmasi i¢in drnekleme
hem de biyokimyasal identifikasyon amaci ile MC agarda saf olarak dretildi. PCR
icin MC agarda {iretilmis olan saf kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak ve eppendorf
tlpu icerisinde 500 pl steril PCR-grade suda vorteks yardimi ile homojenize edildi ve
-20°C derin dondurucuda saklandi.

Biyokimyasal identifikasyon icin MC agarda iiretilmis olan saf kiiltiirden BHI
broth’a transfer edilen 6rnekler 37°C’de 18-20 saat inkube edildikten sonra éncelikle
tireaz aktivitesi, t¢li seker fermentasyonu ve H,S Uretimi, lizin dekarboksilaz
aktivitesi belirlendi ve sonrasinda API 20 E yapilarak elde edilen profil sonuglari
degerlendirildi. Biyokimyasal identifikasyon sonucunda Salmonella spp. pozitif
cikan Orneklere ait izolatlar BHI broth ve %50 steril gliserol iceren stokta -20°C
derin dondurucuda saklandi. Tiim izolasyon ve identifikasyon islemleri biyoguvenlik

kabineti Tip II igerisinde gergeklestirildi.
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Diski

|

BPW
37°C, 18 saat

\l/ 0,1ml

MSRV
41,5°C, 24-48 saat

R A

XLD XLT4 BS
37°C, 24 saat 37°C, 24 saat 37°C, 24 saat

’ | b

MC, 37°C, 24 saat ve Salmonella spp. spesifik PCR i¢in 6rnek alimi

| l |

Biyokimyasal identifikasyon, API 20 E

Sekil 4. ISO 6579/A1:2007 ile Salmonella izolasyon ve identifikasyonu akis semasi
ve Salmonella spp. spesfik r-PCR i¢in drnekleme (1SO, 2007)

38



3.2.3. Salmonella spp. spesifik r-PCR i¢in templeyt hazirlama
Templeyt hazirlama amaci ile Carli ve ark. (2001) nin hiicre patlatma metodu
modifiye edilerek uygulandi. Eppendorf tipleri icerisinde -20°C derin dondurucuda
saklanan izolatlar, oda sicakliginda eritilerek vorteksle homojenize edildikten sonra
95°C blok 1siticida (Techne, DB-2D - FDB02DD) 10 dakika inkibe edildi ve
sonrasinda 18,000 x g’de 3 dakika santrifuje (Thermo Scientific, MicroCL 17)
edildi. Tipte iistte kalan sivi r-PCR’da templeyt olarak kullanilmak tizere steril DNaz
icermeyen bir eppendorf tiipiine ayrildi. Izole edilen DNA’nmn safligi ve
konsantrasyonu Nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific, ND-1000)
kullanilarak o6l¢iildii. Miktar1 20 ng/pl, ABS260/ABS280 degeri 1,6-2,0 araliginda
olan DNA izolatlar1 analizlerde kullanildi.
3.2.4. Salmonella spp. spesifik r-PCR
Dogrulama amagli olarak yapilacak Salmonella spp. spesifik r-PCR igin
Malorny ve ark. (2004) ile Malorny ve ark. (2007) tarafindan gelistirilmis olan r-
PCR temel alindi. Salmonella patojenite adasi1 2 sentrizom 30,5 yakininda yer alan
ttrRSBCA lokusu-spesifik olarak tasarlanmis olan primerler ve prob dizi bilgileri ile
r-PCR’da kullanilan Internal Amplifikasyon Kontrol (IAC) dizisi, buna ait primerler
ile prob dizi bilgileri sirasiyla:
o ttr-6 (forward) 5 - CTCACCAGGAGATTACAACATGG - 37,
e ttr-4 (reverse) 5 - AGCTCAGACCAAAAGTGACCATC - 37,
e ttr-5 (hedef prob) 5 - FAM-CACCGACGGCGAGACCGACTTT-TAMRA - 3.
¢ IAC dizisi (Escherichia coli Lambda faj spesifik)
CGTCAGTGTGAAGCGGTTATAAATCTGCTCTTTCGCGGTATCCGTACCG
ATTTCGGTAAGGTAAACCCCGTTTTTGTTTCGCTTACGTGGCAT,
¢ |AC (forward) 5’- CGTCAGTGTGAAGCGGTTATAA - 3’,
¢ |AC (reverse) 5° - ATGCCACGTAAGCGAAACA -3,
¢ IAC (hedef prob) 5 - HEX-TGCTCTTTCGCGGTATCCGTACCGAT-TAMRA - 3’
olarak belirlendi (Way2Gene, BN 15-0001-01, Genmar, Turkiye).
PCR Kkabineti (Esco) igerisinde hazirlanan r-PCR reaksiyon karigimi
(Way2Gene, BN 15-0001-01, Genmar, Turkiye) toplam 10 pl olup; 2,5 ul
Salmonella detection mix (primerler ve problari iceren parametre-spesifik reaktifler),

1ul IAC DNA’s1, 2 ul PCR-grade su, 2 pl enzim karigimi (enzim, dNTP mix,
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reaksiyon tampon solusyonu) ve 2,5 ul templeyt DNA (pozitif kontrol ve 6rnekler
icin DNA, negatif kontrol i¢in PCR grade su)’dan olustu. LightCycler 2.0 (Roche
Diagnostics, 03531414201) cihazinda gergeklestirilen reaksiyonun parametreleri 11
dakika 95°C’de 0©n denaturasyon sonrasinda, 40 siklus 95°C’de 10 saniye
denaturasyon, 58°C’de 30 saniye baglanma ve 72°C’de 5 saniye uzama olarak
belirlendi. Salmonella hedef DNA’s1 floresan sinyali 530 nm kanalinda, IAC floresan
sinyali ise 560 nm kanalinda tespit edilerek okundu.
3.2.5. Serolojik tiplendirme

Izolasyon, identifikasyon ve Salmonella spp. spesifik r-PCR ile Salmonella
oldugu dogrulanan izolatlara serolojik tiplendirme yapildi. Bu amagla, White-
Kauffmann-Le Minor Semasi (Grimont ve Weill, 2007) ve Guibourdenche ve ark.
(2010) temel alinarak, serogruplandirma (Somatik-O antijenik yapilarinin
belirlenmesi) ve serotiplendirme (Flagellar-Faz 1 ve Faz 2 antijenik yapilarin
belirlenmesi) islemleri, ticari antiserumlar kullanilarak gerceklestirildi. Somatik
antijen analizleri icin lam aglitinasyon testi, flagellar faz antijen analizleri icin ise
tiip agliitinasyon testi uygulandi.
3.2.5.1. Agliitinasyon reaksiyonlarinin degerlendirilmesi

Lam ve tiip agliitinasyon islemleri iiretici firma protokoliine uygun sekilde;
+4 (%100 agliitinasyon; zemin agik veya yok denecek kadar puslu), +3 (%75
aglitinasyon; zemin ¢ok az puslu), +2 (%50 aglUtinasyon; zemin orta dereceli puslu),
+1 (%25 agliitinasyon; zemin tam puslu) ve agliitinasyon negatif seklinde
degerlendirilerek degerlendirme yapildi. Pozitif kontrolde kullanilan standart bakteri
suslart ile Kalite Kontrol Antijenleri +3 ve (izeri derecede aglitinasyon verdi. Negatif
kontrolde agliitinasyon goriilmedi. Test edilen izolatlarin +3 ve (izeri agliitinasyonlar1
pozitif, +2 ve alt1 aglitinasyonlari ile aglltinasyon suresi 1 dakikay1 gegenler negatif
olarak degerlendirildi.
3.2.5.2. izolatlarn otoagliitinasyon 6zelliginin test edilmesi

Serogruplandirma  islemlerinden  Once  izolatlarin  otoagliitinasyon
Ozelliklerinin test edilmesi amaci ile, Nutrient Agar (Oxoid, CM0003)’da saf olarak
tiretilen izolattan bir 6ze dolusu alinarak lam iizerine daha dnceden damlatilmis olan
1 damla %0,85’lik NaCl (Merck, K25659900.925) icerisinde emulsifiye edildi. Lam

1 dakika dairesel hareketlerle cevrildikten sonra, aglitinasyon olup olmadigi
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incelendi. Aglutinasyon meydana geldiginde (otoagliitinasyon), bu izolatin kiiltiirii
‘Rough’ (R) olarak kabul edildi ve serogruplandirmaya gecilmeyerek, test tekrar
edildi. Tekrar sonrasinda agliitinasyon olusmasi durumunda, Kiltlr saflastirilarak
identifikasyon islemleri tekrarlandi. Otoaglitinasyon gostermeyen izolatlar ise direkt
serogruplandirmada kullanild:.

3.2.5.3. Serogruplandirma

Serogruplandirma islemleri ve Vi antijen tespiti lam aglutinasyon testi ile
yapildi. Bir lam (zerine 1 damla antiserum konulduktan sonra Nutrient Agar
tizerinde lireyen izole koloniden bir 6ze dolusu alindi ve antiserum ile karistirildu.
Negatif kontrolde bir damla antiserum, 1 damla %0,85’lik NaCl ile; pozitif kontrolde
1 damla antiserum 1 damla uygun Kalite Kontrol Antijeni ile karigtirildi. Lamlar 1
dakika dairesel hareketlerle cevrildikten sonra agliitinasyon olup olmadigi incelendi
ve 1 dakika icerisinde goriilen agliitinasyonlar pozitif olarak degerlendirildi.

Serogruplandirmada ilk olarak izolatin Salmonella Polivalan O Antiserumlar
ile aglitinasyonu test edildi. Oncelikle Poly A ve Poly B Antiserumlari ile test edilen
izolat, eger bunlardan biri ile aglitinasyon verdiyse, pozitif aglitinasyon veren
Polivalan Antiserumun kapsadigi Grup Faktor Antiserumlar: ile tek tek test edildi.
Gerektigi durumlarda ilgili gruplarin altinda yer alan Faktér Antiserumlari
kullanilarak serogruplandirma islemi tamamlandi.

Salmonella Poly A ve Poly B Antiserumlar1 ile test edilen izolat, bu 2
Polivalan Antiserum ile agliitinasyon vermedigi zaman Salmonella Vi Antijeninin
Somatik Antijen aktivitesini maskeledigi g6z 6niinde bulundurularak Salmonella Vi
Antiserumu ile test edildi. Test sonrasinda pozitif aglitinasyon gézlenmesi halinde
1stya duyarli olan Salmonella Vi Antijenini (zarf antijeni) yitkimlamak igin izolat 1s1l
islem uygulandiktan sonra yeniden aymi antiserum ile test edildi. izolatin 1s1l islem
sonrasinda Salmonella Vi Antiserumu ile aglitinasyon vermemesi beklendi.
Sonrasinda Poly A ve Poly B Antiserumlari ile test tekrar edildi. Bu asamada yine
negatif sonug¢ gbzlendigi taktirde Poly C Antiserumu ile test edildi. Bu sonuclardaki
pozitiflige goére Grup Faktér Antiserumlari ve Faktér Antiserumlar1 ile de test
edilerek izolatin hangi serogruba ait oldugu belirlendi (Grimont ve Weill, 2007;
Guibourdenche ve ark., 2010).
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3.2.5.4. Serotiplendirme

Serogruplandirmasi tamalanan izolatlarin Faz 1 ve Faz 2 antijenlerinin
belirlenmesi amaci ile yapilacak olan serotiplendirme islemleri tiip aglutinasyon testi
ile yapild1. Serotiplendirmede ilk olarak izolatin Faz 1 antijenlerinin belirlenmesi igin
en sik izole edilen Salmonella serotiplerinin tespitine yonelik olarak Salmonella H
Antiserum Spicer-Edwards ile aglitinasyonu test edildi.

Salmonella H Antiserum Spicer-Edwards aglitinasyon testi Oncesinde,
Nutrient Agar’da saf olarak liretilen izolattan bir 6ze dolusu alinarak, icerisinde
Craigie tiipli yerlestirilen ve Motility GI Medium (Becton Dickinson, 286910)
bulunan tipe (Craigie tlpunin i¢c kismina ve Ust yiizeyine) inokule edildi. Tupler
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. izolatlarin hareketliliginin artirilmasi amaci
ile bir kag kez pasajlama islemi gerceklestirildi. Hareketliligi g6ézlenen tlplerden
(Craige tiipiiniin dig kismindan ve iist yiizeyinden) bir 6ze dolusu alinan izolat, BHI
Broth’da 35°C’de 4-6 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi igerisinde %0,6
formalinize %0,85’lik NaCl bulunan tiipe BHI broth’da Ureyen kultiir aktarilarak
turbiditesi McFarland No.3 olacak sekilde densimat (Biomerieux, 21250) ile
Olculerek suspanse edildi.

Salmonella H Antiserum Spicer-Edwards aglUtinasyon testi icin, dretici firma
protokoliine uygun sekilde dilue edilmis (1:1000) ve 4 farkli tiipte hazirlanmis olan
0,5’er ml antiserumlar (Spicer-Edwards 1, 2, 3 ve 4) Uzerine test edilecek izolatin
tirbiditesi ayarlanmis olan kdltlirtinden her bir tip icerisine 0,5’er ml ilave edilerek
50£2°C’deki su banyosunda 1 saat inkube edildi. Tuplerin su banyosu igerisinde
veya su banyosundan ¢ikarilma esnasinda ve okunmadan 6nce sallanmamasina veya
calkalanmamasina dikkat edildi. Inkiibasyon sonunda tiplerde gézlenen pozitif ve
negatif aglltinasyon sonuglari, Uretici firma protokoliinde belirtilen tablo g6z 6nlinde
bulundurularak degerlendirildi (Tablo 4). Degerlendirme sonucunda Faz 1 antijenleri
belirlenen izolatlara gerektigi durumlarda (G Kompleks ve z4 Kompleks antijenleri
ise) ilgili Salmonella H Kompleks Antiserumlar1 ve diger Salmonella H
Antiserumlar1 kullanilarak tiip agliitinasyon testi yapildi ve serotiplendirmenin ilk

asamasi tamamlandi.

42



Tablo 4. Salmonella H Antiserum Spicer-Edwards ile agliitinasyon tanimlamasi
(BD, 2017)

H Salmonella H Antiserum Salmonella H Antiserum
Spicer-Edwards H Antijen(ler) Spicer-Edwards

Antijen(ler) 1 2 3 7 I 5 3 7

a + + + - k _ + + I

b + + - + r _ T - -

c + + - - y N 7

d + - + + z - - + +

eh + - + - 2, Kompleks™* - - +

G Kompleks* + - - + Z10 - - N ¥

i + - - - Z3 - + +

*Salmonella H Antiserum Spicer-Edwards 1 ve 4’n G Kompleks bileseni, f, g; f, 9, s; f, g, t; g, m; g,
m,q;9,ms; g mstgmtagpa9ps g p Yy gagstagtmpt uvem, tantijenleriile
reaksiyon verir.
** Salmonella H Antiserum Spicer-Edwards 3’iin z, Kompleks bileseni, z4, Z23; Z4, Zo4 V€ Z4, Z3, ile
reaksiyon verir.

Faz 2 antijenlerinin belirlenmesi igin gerekli olan faz dondiirme isleminde,
belirlenen Faz 1 antijenine ait antiserumun 1:10’luk dilisyonundan 1 ml alinarak
steril petri kabina aktarildi. Uzerine faz déniisiimii icin hazirlanan Motility Gl
Medium’dan 25 ml ilave edildi ve iyice karistirildi. Hazirlanan besi yerinin orta
kismina Nutrient Agar’da saf olarak iiretilen izolattan bir 6ze dolusu alinarak inokule
edildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Ornegin, S. Typhimurium’un Faz 1 antijeni
[i] oldugu igin icerisinde [i] antiserumu olan besi yerine S. Typhimurium inokule
edilerek Faz 2 antijenlerinin [1,2] Uremesi ve yayilmasi saglandi. Gerektiginde
izolatin hareketliliginin artirllmas1 amaci ile bir ka¢ kez pasajlama islemi
gerceklestirildi. Hareketliligi gozlenen izolatin besi yeri Uzerinde inokiile edildigi
bolgeye en uzak olan kisimdaki {iremeden bir 6ze dolusu alinarak BHI broth’a ekim
yapildi ve 35°C’de 4-6 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi icerisinde %0,6
formalinize %0,85’lik NaCl bulunan tiipe BHI broth’da Ureyen kultir aktarilarak
turbiditesi McFarland No.3 olacak sekilde densimat (Biomerieux, 21250) ile
Olcilerek suspanse edildi.

Salmonella H Kompleks Antiserumlari, Salmonella H Single Faktor
Antiserumlar1 ve diger Salmonella H Antiserumlar1 kullanilarak tiip agliitinasyon
testleri yapildi. TUp aglitinasyon testinde, tiretici firma protokoliine uygun sekilde
dilue edilmis (Salmonella H Kompleks Antiserumlari, Salmonella H Single Faktor

Antiserumlart ve Diger Salmonella H Antiserum X, Z33, Z15 Ve Zpg disinda kalan
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Salmonella H Antiserumlar i¢in 1:1000; Diger Salmonella H Antiserumlar1 X, z13,
Z15 Ve Zpg icin ise 1:500) ve 0,5%er ml tiiplere aktarilmig antiserumlar (izerine test
edilecek izolatin tlrbiditesi ayarlanmis olan kiiltiirtinden her bir tup igerisine 0,5’er
ml ilave edilerek 50+£2°C’deki su banyosunda 1 saat inklbe edildi. Tlplerin su
banyosu icerisinde veya su banyosundan g¢ikarilma esnasinda ve okunmadan 6nce
sallanmamasina veya ¢alkalanmamasia dikkat edildi. inkiibasyon sonunda tiiplerde
gozlenen pozitif ve negatif aglltinasyon sonuglar1 degerlendirildi. Degerlendirme
sonucunda Faz 2 antijenleri belirlenerek izolatin serotiplendirme islemi tamamlandi
(Grimont ve Weill, 2007; Guibourdenche ve ark., 2010).
3.2.6. istatistiksel analiz

Karkas ve digki 6rneklerinde 1SO ve r-PCR yoOntemleri kullanilarak elde
edilen sonuglarin relatif dogruluk, duyarlilik, 6zgiinliik degerleri ISO 16140 (2003b)
protokoliinde belirtildigi sekilde hesaplandi. Karsilastirilan analizler arasindaki

uyumun giivenirligi Cohen’in kappa (k) testi ile belirlendi (Landis ve Koch, 1977).
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmada, Nisan 2013-Haziran 2014 tarihleri arasinda, Bursa'da faaliyet
gosteren 1 0zel kombina ve 1 belediye mezbahasinda kesilen 100 adet sigira ait
karkas ve diski ornekleri Salmonella prevalansi yonlinden ve serotip dagiliminin
belirlenmesi amaci ile analiz edilmistir.
4.1. Ornekleme Sonuclari

Alman 6rneklere ait bilgiler Tablo 5’de verilmistir.
4.2. Karkas Orneklerinde Salmonella spp. izolasyon ve identifikasyon Sonuclari

Alman ornekler oncelikle uluslararasi ‘Gold Standart” olan 1SO ydntemleri
ile Salmonella spp. varligi yoniinden analiz edilmistir. Tablo 6’da goriildigii gibi
ISO 6579:2002 (2002) yontemi ile 100 adet karkas Orneginin 2 (K53 ve K61)
tanesinin (%2) Salmonella spp. yoniinden pozitif oldugu saptanmustir.
4.3. Diski Orneklerinde Salmonella spp. izolasyon ve Identifikasyon Sonuclari

ISO 6579/A1:2007 (2007) yontemi kullanilarak analiz edilen 100 adet diski
orneginin 2 (D73 ve D97) tanesinin (%2) Salmonella spp. yoninden pozitif oldugu
saptanmistir (Tablo 7). Salmonella pozitif olarak sonug veren karkas ve diski
ornekleri incelendiginde ayn1 hayvana ait olmadiklar1 goriilmiistiir.
4.4.1S0O ve Salmonella spp. Spesifik r-PCR Yontemlerine Ait Sonuclar

ISO yontemi ile izolasyonda kullanilan farkli selektif besi yerlerinden izole
edilen karkas orneklerinde 28 adet ve diski 6rneklerinde 11 adet Salmonella spp.
stipheli izolata dogrulama amaci ile yapilan identifikasyon (ISO) ve Salmonella spp.
spesifik r-PCR yontemlerine ait sonuglar Tablo 8’de verilmistir. Karkas izolatlarinin
ISO yoOntemi ile 7 tanesinin, spesifik r-PCR ile 10 tanesinin, diski izolatlarinin ise
her iki yontemle de 2 tanesinin Salmonella spp. pozitif oldugu belirlenmistir. Analiz
edilen toplam 39 izolatin 9’u ve 12’si sirasiyla ISO ve r-PCR ile Salmonella spp.
pozitif olarak dogrulanmistir. Ayrica 9 izolatin her iki yontemle de pozitif
bulunurken, 27 izolatin her iki yontemle de negatif sonug verdigi, 3 izolat (K73-MX,
K73-MB, K81-MX) disinda ISO ve r-PCR yontemlerinin sonuglar1 arasinda tam bir
uyum oldugu gorilmiistiir. r-PCR ile Salmonella spp. pozitif olarak dogrulanan 4
karkas (K53, K61, K73 ve K81) ve 2 digskit (D73 ve D97) 6rneginden elde edilen
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toplam 9 adet izolata ait amplifikasyon egrilerini iceren spesifik r-PCR grafikleri
Sekil 5 ve Sekil 6’da sunulmustur.
4.5. Salmonella spp.’lerin Serolojik Tiplendirme Sonuglari

Salmonella  spp. izolatlarin  serolojik tiplendirilmesi amact ile
gerceklestirilen serogruplandirma ve serotiplendirme islemlerine ait asamalar ve
sonuglar Tablo 9°da sunulmustur. Karkas 6rneklerinden, K53 6rnegine ait 3 izolat ve
K61 6rnegine ait 4 izolat olmak tizere toplam 7 adet Salmonella spp. izolatinin 7’si
de S. Typhimurium olarak tiplendirilmistir. Digk1 6rneklerinden, D73 6rnegine ait 1
izolatin S. Enteritidis iken D97 oOrnegine ait 1 izolatin ise S. Albany oldugu
belirlenmistir. Calismada incelenen 6rnek tipine gore Salmonella serovar dagilimi; 7
adet karkas izolatinin tiimii (%100) S. Typhimurium, 2 adet disk1 izolatinin 1 tanesi
S. Enteritidis (%50), digeri ise S. Albany (%50) olarak bulunmustur.
4.6. Istatistiksel Analiz Sonuclar

ISO 16140 (2003b)’a gore yapilan istatistiksel analizler sonrasinda karkas ve
diski Orneklerinde dogrulama amaci ile yapilan r-PCR ile ISO yontemleri
karsilastirildiginda yontemler arasindaki relatif dogruluk 992,30, duyarlilik %100 ve
ozgunlik %90 degerlerinde bulundu. Iki yéntem arasindaki uyumun giivenirligini
6lcen Cohen’in kappa (x) katsayist 0,81 olarak belirlendi. Bu sonug, her iki test
arasindaki uyumun neredeyse miikemmel (0,81-1,00) oldugu seklinde yorumlandi
(Tablo 10).
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Tablo 5. Karkas ve diskilardan alinan 6rneklere ait bilgi tablosu

Ornekleme

Dénemi Parti No Tarih Kesim Yeri Hayvan Sayisi Ornek Tiri Ornek Sayist
1. D6nem
1 15.04.2013 Kombina 5 Karkas ve disk1 10
2 29.04.2013 Kombina 5 Karkas ve disk1 10
3 06.05.2013 Kombina 7 Karkas ve disk1 14
4 13.05.2013 Kombina 10 Karkas ve digki 20
5 20.05.2013 Kombina 10 Karkas ve digki 20
6 03.06.2013 Mezbaha 4 Karkas ve digki 8
7 17.06.2013 Kombina 10 Karkas ve disk1 20
Ara Toplam 51 102
2. Donem
8 15.07.2013 Kombina 10 Karkas ve digki 20
9 18.11.2013 Kombina 5 Karkas ve digki 10
10 25.11.2013 Kombina 5 Karkas ve digki 10
11 20.01.2014 Kombina 7 Karkas ve disk1 14
Ara Toplam 27 54
3. Donem
12 17.03.2014 Mezbaha 4 Karkas ve digk1 8
13 24.03.2014 Mezbaha 3 Karkas ve digki 6
14 19.05.2014 Mezbaha 5 Karkas ve disk1 10
15 09.06.2014 Mezbaha 10 Karkas ve disk1 20
Ara Toplam 22 44
Toplam 100 200
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Tablo 6. Karkas 6rneklerinde 1SO 6579 yontemi ile Salmonella spp. izolasyon ve identifikasyonuna ait sonuclar

1SO 6579
izolasyon identifikasyon
Ornek Ornek izolat
MK-XLD MK-BS RV-XLD RV-BS MC Biyokimyasal API 20E Sonug
No Adi Adi/Nosu
1 K1 + + - - MX -
MB + K1-MB/1 - - -
2 K2 + - - - MX + K2-MX/2 + - -
3 K3 - + + + MB + K3-MB/3 - - -
RX + K3-RX/4 - - -
RB -
4 K4 - + + + MB -
RX + K4-RX/5 - - -
RB + K4-RB/6 - - -
5 K5 - + - - MB -
6 K6 - - + - RX -
7 K7 + + - + MX -
MB -
RB -
8 K8 + + - - MX -
MB -
9 K9 + + + - MX -
MB -
RX + K9-RX/7 - - -
10 K10 - - - + RB + K10-RB/8 - - -
11 K11 - + - - MB + K11-MB/9 - - -
12 K12 - - - -
13 K13 - - - -
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1SO 6579

izolasyon identifikasyon
Ornek Ornek Izolat o
MK-XLD  MK-BS RV-XLD RV-BS MC Biyokimyasal API 20E Sonug

No Adi Adi/Nosu
14 K14 - - - -
15 K15 - + - - MB =
16 K16 + - - - MX -
17 K17 - - - -
18 K18 - - - -
19 K19 - + - + MB -

RB -
20 K20 - - - -
21 K21 - - - -
22 K22 - - - -
23 K23 - - - -
24 K24 - + - - MB -
25 K25 - - - -
26 K26 - - - -
27 K27 - + - - MB -
28 K28 + - - + MX -

RB -
29 K29 - - - -
30 K30 - - - -
31 K31 - - - -
32 K32 - - - + RB + K32-RB/10 - - -
33 K33 - - - -
34 K34 - - - -
35 K35 - - - + RB -
36 K36 - - - -
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1SO 6579

izolasyon identifikasyon
Ornek Ornek izolat o
No e MK-XLD  MK-BS  RV-XLD RV-BS MC Adi/Nosu Biyokimyasal API 20E Sonug
37 K37 + - - - MX B
38 K38 - = = -
39 K39 - - - + RB -
40 K40 - - - -
41 K41 - - - .
42 K42 - - - -
43 K43 - + - - MB N
44 K44 - - - -
45 K45 - - - .
46 K46 - - - -
a7 K47 + - - - MX -
48 K48 - - - -
49 K49 - - - .
50 K50 - - - -
51 K51 - - - -
52 K52 + + - - MX + K52-MX/11 - - -
MB1 + K52-MB1/12 - - -
MB2 + K52-MB2/13 - - -
53 K53 + - + + MX + K53-MX/14 + + +
RX + K53-RX/15 + +
RB + K53-RB/16 + +
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1SO 6579

izolasyon identifikasyon
Ornek Ornek Izolat o
No ., MK-XLD  MK-BS RV-XLD RV-BS MC AdyNosu Biyokimyasal API 20E Sonug
54 K54 - - - - + - -
55 K55 - = = -
56 K56 - + - - MB K56-MB/17
57 K57 - + - - MB K57-MB/18 + - -
58 K58 - - - -
59 K59 - - - -
60 K60 - - - -
61 K61 - + + + RX K61-RX/19 + + +
RX2 K61-RX2/20 + +
RB K61-RB/21 + +
RB2 K61-RB2/22 + +
62 K62 - - - -
63 K63 - - - -
64 K64 - - - + RB
65 K65 - - - -
66 K66 + - - - MX
67 K67 - - - -
68 K68 - - - -
69 K69 - - - -
70 K70 - - - -
71 K71 - - - -
72 K72 - - - -
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1SO 6579

izolasyon identifikasyon
Ornek Ornek Izolat o

No al MK-XLD  MK-BS RV-XLD RV-BS MC AdyNosu Biyokimyasal API 20E Sonug

73 K73 + + - - MX + K73-MX/23 - - -
MB + K73-MB/24 - - -

74 K74 - + - + MB + K74-MB/25 - - -
RB + K74-RB/26 - - -

75 K75 - - - -

76 K76 - - - -

77 K77 - - - -

78 K78 - - - -

79 K79 - - - -

80 K80 - - - -

81 K81 + - + - MX + K81-MX/27 - - -
RX + K81-RX/28 - - -

82 K82 - - - -

83 K83 - - - -

84 K84 - + - - MB -

85 K85 - - - -

86 K86 - - - -

87 K87 - - - -

88 K88 - - - -

89 K89 - - - -

90 K90 - - - -

91 K91 - - - -
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1SO 6579

izolasyon identifikasyon
Ornek Ornek izolat o
No al MK-XLD MK-BS RV-XLD RV-BS MC AdyNosu Biyokimyasal API 20E Sonug
92 K92 - - - -
93 K93 - - - -
94 K94 - - - -
95 K95 - - - -
96 K96 - - - -
97 K97 - - - -
98 K98 - - - -
99 K99 - - - -
100 K100 - - - -
Toplam 100 2 pozitif
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Tablo 7. Diski 6rneklerinde ISO 6579/A1 yontemi ile Salmonella spp. izolasyon ve identifikasyonuna ait sonuclar

1SO 6579/A1
izolasyon Identifikasyon
Ornek  Ornek Izolat o
. Ads MsR-XLD  MsR-XLT4  MsR-BS MC W o Biyokimyasal API 20E Sonug
1 D1 - - -
2 D2 - - + MsRB + D2-MsRB/29 - - -
3 D3 - - -
4 D4 - - + MsRB -
5 D5 - - + MsRB + D5-MsRB/30 - - -
6 D6 + - - MsRX -
7 D7 + - - MsRX -
8 D8 - - -
9 D9 - - -
10 D10 - - -
11 D11 - - -
12 D12 - - -
13 D13 - - -
14 D14 - - -
15 D15 - - -
16 D16 - - -
17 D17 - - -
18 D18 - - -
19 D19 - - -
20 D20 + - - MsRX -
21 D21 - - -
22 D22 - - -
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1SO 6579/A1

izolasyon identifikasyon
Ornek  Ornek Izolat o

No o MsR-XLD  MsR-XLT4  MsR-BS MC AdyNosu Biyokimyasal API 20E Sonug

23 D23 - - -

24 D24 - 2 F

25 D25 - - -

26 D26 - - -

27 D27 - - -

28 D28 - - -

29 D29 - - -

30 D30 - - -

31 D31 - - -

32 D32 - - -

33 D33 - - -

34 D34 - - -

35 D35 - + - MsRXT D35-MsRXT/31 - - -

36 D36 + - - MsRX1 D36-MsRX1/32 - - -
MsRX2 D36-MsRX2/33 - - -
MsRX3 D36-MsRX3/34 - - -

37 D37 + - - MsRX D37-MsRX/35 - - -

38 D38 - - -

39 D39 - - -

40 D40 - - + MsRB

41 D41 - - -

42 D42 - - -

43 D43 - - -

44 D44 - - -

45 D45 - - -
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1SO 6579/A1

izolasyon identifikasyon
Ornek  Ornek Izolat o
MsR-XLD  MsR-XLT4  MsR-BS MC Biyokimyasal API 20E Sonug
No Ad1 Adi/Nosu
46 D46 - - -
47 D47 - 2 F
48 D48 - - -
49 D49 - - -
50 D50 - - -
51 D51 - - -
52 D52 - - -
53 D53 - - + MsRB + D53-MsRB/36 + - -
54 D54 - - + MsRB -
55 D55 + - - MsRX + D55-MsRX/37 - - -
56 D56 - - -
57 D57 - - -
58 D58 - - -
59 D59 - - + MsRB -
60 D60 - - -
61 D61 - - -
62 D62 - - -
63 D63 - - -
64 D64 - - -
65 D65 - - -
66 D66 - - -
67 D67 - - -
68 D68 - - -
69 D69 - - -
70 D70 - - -
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1SO 6579/A1

izolasyon identifikasyon
Ornek  Ornek Izolat o

No o MsR-XLD  MsR-XLT4  MsR-BS MC AdyNosu Biyokimyasal API 20E Sonug
71 D71 - - -

72 D72 - 2 F

73 D73 - - + MsRB + D73-MsRB/38 + + s
74 D74 - - -

75 D75 - - -

76 D76 - - -

77 D77 - - -

78 D78 - - -

79 D79 - - -

80 D80 - - -

81 D81 - - -

82 D82 - - -

83 D83 - - -

84 D84 - - -

85 D85 - - -

86 D86 - - -

87 D87 - - -

88 D88 - - -

89 D89 - - -

90 D90 - - -

91 D91 - - -

92 D92 - - -

93 D93 - - -

94 D94 - - -

95 D95 - - -
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1SO 6579/A1

izolasyon identifikasyon
Ornek  Ornek Izolat o
No o MsR-XLD  MsR-XLT4  MsR-BS MC Adi/Nosu Biyokimyasal API| 20E Sonug
96 D96 - - -
97 D97 - - + MsRB + D97-MsRB/39 + + +
98 D98 - - -
99 D99 - - -
100 D100 - - -
Toplam 100 2 pozitif
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Tablo 8. Karkas ve diski 6rneklerinden elde edilen Salmonella spp. siipheli izolatlara
ait ISO ve r-PCR sonuglari

Ornek Tipi izolat No izolat Adi 1SO r-PCR
1 K1-MB - -
2 K2-MX - -
3 K3-MB - -
4 K3-RX - -
5 K4-RX - -
6 K4-RB - -
7 K9-RX - -
8 K10-RB - -
9 K11-MB - -
10 K32-RB - -
11 K52-MX - -
12 K52-MB1 - -
13 K52-MB2 - -
14 K53-MX + +
15 K53-RX + +
16 K53-RB + +
17 K56-MB - -
18 K57-MB - -
19 K61-RX + +
20 K61-RX2 + +
21 K61-RB + +
22 K61-RB2 + +
23 K73-MX - +
24 K73-MB - +
25 K74-MB - -
26 K74-RB - -
27 K81-MX - +
28 K81-RX - -

Karkas 28 Ara toplam 7 pozitif 10 pozitif
29 D2-MsRB - -
30 D5-MsRB - -
31 D35-MsRXT - -
32 D36-MsRX1 - -
33 D36-MsRX2 - -
34 D36-MsRX3 - -
35 D37-MsRX - -
36 D53-MsRB - -
37 D55-MsRX - -
38 D73-MsRB + +
39 D97-MsRB A A
Diski 11 Ara toplam 2 pozitif 2 pozitif
39 TOPLAM 9 pozitif 12 pozitif
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User Developed or Modified Test Method

Amplification Curves

—— 1. Negatif kontrol su 2: Poztit kontrol kit 3. Pozttif kontrol biz —— 4: 147 5:148
——6:149 —7:150 8 151 9:152 10153
11:154 12:155 ——13:156 14:157
16159 ——17:160 —18: 161 19:162 20 163
21:164 22167 23 168 |~ 24189 25:170
27:172 28177 29174 —
31:176
35
32 S
29 - g -
a 28 -
e >
2. 283 ’
¢ 2
P
g 14
S 11
“ 08
05
0.2 e \._..a\_""_»_‘j.—'- <% — ———. e —
.01 T ———— p— ]

12 345 6 7 8 910112131415161718192021 22 232425 2627 28293031 32333435 3637383940
Cycles

158: K53-MX 167: K53-RX 168: K53-RB  169: K61-RX  170: K61-RX2 171: K61-RB  172: K61-RB2

Sekil 5. Pozitif K53 ve K61 nolu karkas 6rneklerinin amplifikasyon egrilerini igeren Salmonella spp. spesifik r-PCR grafigi
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User Developed or Modified Test Method

Amplification Curves

1: Megadit kontrol su 2 Pozif kontrol kit 2 Pozfit kordrol iz —— 40 35 S B3
& 197 — 7 202 g 203 9 205 10: 206
11: 207 122 12 13 216 14: 222 15: 223
— 17: 227| 19,238 200 240
M 243 22: 244 23 245 24 247 25: 248
26: 251 27 253 28 256 2% 267 — 30: 258
M 259 32 260
41
37 a
33 -
g 29 i
¥
E 25
B2y
E 1.7
2 123
0.9 P
05 4
04 __ e ———— I

1 2 345678 910M12131415161718192021 22232425 2627 26 293031 323334 35 36 37 38 39 40
Cycles

222: K73-MX  223: K73-MB  225: K81-MX 227: D73-MsRB  229: D97-MsRB

Sekil 6. Pozitif K73, K81, D73, D97 nolu karkas ve digki orneklerinin amplifikasyon egrilerini igeren Salmonella spp. spesifik r-PCR
grafigi
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Tablo 9. Karkas ve diski 6rneklerinden elde edilen Salmonella spp. izolatlarina ait serogruplandirma ve serotiplendirme asamalari ve

sonuglari
Serogruplandirma Serotiplendirme
Flagellar
Ornek izolat Polivalan Grup Faktor Somatik Spicer-Edwards Flagef!ar Kompleks Single Faktor (H)
Tipi Adi/Nosu Antiserum Antiserum (O) Antijen Antiserum (H) Antijen Antiserum Antiserum Antijen Serovar
Faz 1 Faz 2
K53-MX/14 Poly A B 1,4,1[5],12 1 i 1 Kompleks 2 1,2 Typhimurium O:4
" K53-RX/15 Poly A B 1,4,1[5],12 1 i 1 Kompleks 2 1,2 Typhimurium O:4
—% K53-RB/16 Poly A B 1,4,1[5],12 1 i 1 Kompleks 2 1,2 Typhimurium O:4
X K61-RX/19 Poly A B 1,4,1[5],12 1 i 1 Kompleks 2 1,2 Typhimurium O:4
K61-RX2/20 Poly A B 1,4,1[5],12 1 i 1 Kompleks 2 1,2 Typhimurium O:4
K61-RB/21 Poly A B 1,4,1[5],12 1 i 1 Kompleks 2 1,2 Typhimurium O:4
K61-RB2/22 Poly A B 1,4,1[5],12 1 i 1 Kompleks 2 1,2 Typhimurium O:4
Serogruplandirma Serotiplendirme
izolat Polivalan Grup Faktor Somatik Spicer-Edwards Kompleks Diger H .
Flagellar (H) Antijen
Adi/Nosu Antiserum Antiserum (O) Antijen Antiserum Antiserum Antiserum
~ Faz 1 Faz 2 Serovar
g* D73-MsRB/38 Poly A D1 1,912 lved G Kompleks m g,m - Enteritidis O:9
Serogruplandirma Serotiplendirme
izolat Polivalan Grup Faktor Somatik Spicer-Edwards Kompleks Diger H Flagellar (H) Antijen
Adi/Nosu Antiserum Antiserum (O) Antijen Antiserum Antiserum Antiserum
Fazl Faz 2 Serovar
D97-MsRB/39 Poly B C,-Cs 8, [20] 3 Z, Kompleks Zu 24,2 - Albany O:8
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Tablo 10. Salmonella spp. spesifik r-PCR yonteminin relatif dogruluk, duyarlilik ve
0zgunlik sonuglar

Referans Metot Alternatif Metot
1ISO r-PCR
Pozitif  Negatif Yanli§ negait Yanlis positit Dogruluk (%) Duyarlilik (%) Ozgiinliik (%) K
9 27 0 3 92,30 100 90 0,81

k: Cohen kappa katsayisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Cesitli tilkelerde ve iilkemizde kasaplik sigirlardaki Salmonella prevalanst ile
serotip dagiliminin arastirildigi ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan
elde edilen karkas ve digki prevalans oranlari1 ve serotip dagilimlar ile ¢alismamizda
elde ettigimiz bulgular karsilastirilarak tartisilmistir.

5.1. Karkas Orneklerinde Bulunan Salmonella spp. Prevalansi ve Serotipleri

Calismamizda Tablo 5°de sunuldugu sekilde aliman ve Salmonella spp.
yoniinden incelenen 100 karkas 6rneginin 2’sinin (%?2) pozitif oldugu belirlenmistir
(Tablo 6). Bunlardan K53 6rneginin izolasyonunda kullanilan farkli besi yerlerinden
elde edilen 3 ayn izolatin (K53-MX, K53-RX, K53-RB) yapilan geleneksel
serotiplendirme sonrasinda S. Typhimurium oldugu bulunmustur. Diger Salmonella
pozitif olan K61 6rnegine ait 4 izolatin da (K61-RX, K61-RX2, K61-RB, K61-RB2)
benzer bir sekilde S. Typhimurium oldugu tespit edilmistir (Tablo 9).

Fegan ve ark. (2005), Avusturalya’da kesimhanelerde sogutma Oncesi ve
sogutma sonrasi sigir karkaslarindaki Salmonella varliginin IMS ile giiglendirilmis
geleneksel kiiltiir yontemi kullanilarak karsilastirilmasi amaci ile yaptiklari ¢alisma
sonucunda, 100 adet sogutma Oncesi karkas orneginin 2 adedinde (%2), 100 adet
sogutma sonrasi karkas 6rneginin ise 3 (%3)’tinde Salmonella spp. izole etmislerdir.
Geleneksel serotiplendirme, faj tipendirme ve PFGE ile yapilan serotiplendirme
sorasinda, S. Bredeney, S. Give, S. Mbandaka ve S. Muenchen serovarlarini
belirlemislerdir.

Bohaychuck ve ark. (2011)’nin Kanada’da sigir karkaslarinda Salmonella
prevalansini inceledikleri ¢aligmalarinda, USDA/FSIS metodu kullanilarak yapilan
izolasyon sonrasinda, inceledikleri 1036 adet karkas Orneginin 1 (%0,1) tanesinde
Salmonella spp. izole ettiklerini rapor etmislerdir.

Ayn1 y1l, Brichta-Harhay ve ark. (2011)’nin Amerika Birlesik Devletleri’nde
de yaptiklar1 ¢aligmada, i¢ organ g¢ikarma Oncesi ve sonrasi asamalarindan alinan
karkas orneklerinde Salmonella prevalansi (IMS ve selektif zenginlestirme sonrasi
PCR ile) sirastyla %50,2 ve %0,8 olarak bulunmustur. izole edilen salmonellalarin

PFGE ile tiplendirilmesi sonucunda, Salmonella enterica serovarlarin1 S. Newport
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(%53,1), S. Typhimurium (%16,6), S. Uganda (%10,9), S. Agona (%5,9), S. Anatum
(%4,2), S. Reading (%3,3) ve S. Dublin (%1,4) olarak identifiye etmislerdir.

Sibhat ve ark. (2011) benzer amagla yaptiklar1 ¢alismalarinda, svap yontemi
ile topladiklar1 100 karkas ornegini ISO konvansiyonel kiiltiir metodu kullanarak
analiz etmislerdir. Bu ¢aligma sonucunda, pozitif olarak bulduklar1 2 6rnekten (%2)
izole edilen salmonellalarin serotiplerini S. Eastbourne ve S. Urbane olarak
bildirmislerdir.

Alemu ve Zewde (2012) tarafindan gergeklestirilen bir diger arastirmada, 186
karkas ornegi 1ISO 6579 metodu kullanilarak test edilmis ve Salmonella prevalansi
%¢4,8 olarak belirlenmistir.

Polonya’da 2013 yilinda yapilan ¢alismada ISO 6579 metodu kullanilarak
incelenen 406 adet sigir karkasinin 5’inde %1,2 oraninda Salmonella bulmuslardir.
Bulunan Salmonella spp.’lerin PFGE ile serotiplendirilmeleri sonrasinda, S.
Schleissheim (%4), S. Enteritidis (%4) ve S. Typhimurium (%2)  olarak
belirlemislerdir (Wieczorek ve Osek, 2013).

Irlanda’da 2014 yilinda, sigirlardaki Salmonella prevalansi ve 6zelliklerinin
incelendigi ¢alismada, 400 karkas Orneginin 1’inde (%0,25) Salmonella tespit
edilmis olup bu izolatin tiplendirilmesi sonrasinda S. Dublin oldugu rapor edilmistir
(Khen ve ark., 2014).

Dong ve ark. (2014), Cin’de 4 kesimhaneden topladiklari sigir karkaslarinda
Salmonella prevalansi ve profilini IMS ile giiclendirilmis geleneksel kiltir yontemi
kullanilarak arastirdiklar1 caligsmalarinda, %1,3 oraninda izole edilen salmonellalarin
konvansiyonel serotiplendirilmesi ile timunun S. Agona oldugunu bildirmislerdir.

Aymi wyil icerisinde Pacheco da Silva ve ark. (2014), Brezilya’da
kesimhanelerden alinan sigir karkaslarinda Salmonella varligin1 arastirmiglar ve
Salmonella izolasyon oranini I1ISO 6579 ile %3,3 olarak tespit etmislerdir. Bu
izolatlarin geleneksel yontem ile serotiplendirilmesi sonucunda S. Newport (%50), S.
Saintpaul (%33,3) ve S. Anatum (%16,7) serovarlarini saptamiglardir.

2016°’da Amerika Birlesik Devletleri’nde Stipetic ve ark., (2016) gida
patojenlerinin hayvanlardaki tasiyicilig: ile ilgili yapilan diger bir ¢aligmada, sigir
karkaslarinda %?2 oraninda BAX sistemi ile tespit ettikleri salmonellalarin geleneksel

serotiplendirme kullanilarak S. Typhimurium oldugu belirlenmistir.
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Ulkemizdeki mezbahalarda kesilen sigir  karkaslarindaki ~ Salmonella
kontaminasyonu ve serotip dagilimini belirlemek tizere Klpluli (1999)’nin yaptigi
caligmada, Ankara ve ¢evresinde 3 ayr1 mezbahadaki 180 sigir karkas 6rnegi (3 farkh
bélgeden olmak (zere toplam 540 svap 6rnegi) Salmonella spp. yoninden analiz
edilmistir. Sonug olarak drneklerin 9’u (%5) Salmonella pozitif olarak bulunmustur.
Ayrica karkaslardan elde edilen tim izolatlardan S. Anatum serotipi identifiye
edilmistir.

Ulkemizdeki sigir kesimhanelerinde karkas kalitesinin ve Salmonella spp.
varliginin arastirildign ¢aligmalardan Alisarli ve ark., (2001) Van bolgesindeki
mezbahalardan elde edilen sigir karkaslarindan %2 oraninda Salmonella spp. izole
etmistir.

Calicioglu ve ark. (2005)’nin Elazig’da karkas yizey kontaminasyonunun
belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 calismada, sigir karkaslarindan eksizyon yontemi ile
aldiklar1 toplam 44 adet 6rnegi Salmonella varligi yoniinden analiz etmisler ve sonug
olarak érneklerin hic birinde (%0) Salmonella izole edilmedigini bildirmislerdir.

Benzer sekilde Salmonella prevalansinin nispeten daha yiiksek bulundugu
calismalardan birinde, 2002 yilinda Ransom ve ark. (2002), Amerika Birlesik
Devletleri’nde stinger metodu ile elde ettikleri 120 karkas ornegini FDA-BAM
metodu kullanarak Salmonella spp. ydniinden analiz etmislerdir. Incelenen
drneklerin 2 tanesinde (%6,7) Salmonella spp. izole edildigini bildirmislerdir.

Ayni iilkede bir baska arastirmaci grubu tarafindan 2007 yilinda, FDA-BAM
metodu kullanilarak karkastan svap ile alinan orneklerden Salmonella spp. analizi
sonucunda orneklerin % 8,3’0nun Salmonella yoniinden pozitif oldugu bulunmustur.
Geleneksel serotiplendirme sonrasinda bulunan serovarlar en yuksek orandan en
diisiik orana dogru S. Munster (%27,4), S. Cerro (%18,6), S. Montevideo (%13,7), S.
Kentucky (%12,7), S. Anatum (%4,9), S. Mbdanka (%2,9), S. Muenchen (%1)
seklinde belirtilmistir (Fluckey ve ark., 2007).

Meksikada yapilan Perez-Montano ve ark. (2012)’nin ¢alismasinda ise
USDAV/FSIS protokolii kullanarak test edilen 505 sigir karkas orneginin %15,4
oraninda Salmonella spp. tasidigi ve geleneksel serotiplendirme ile izolatlarin S.
Give (%24,4), S. Typhimurium (%17,9) oldugu, kalan izolatlarin ise (%14,1) B

serogrubu icerisinde yer aldig1 rapor edilmistir.
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Ayni iilkede bir yil sonra, Varela-Guerrero ve ark. (2013)’nin izolasyon ve
identifikasyonunda Mexican Official Standart NOM-114-SSA1-1994’1 ve ayrica
hizli tanida multipleks PCR’1 kullanarak yaptiklar1 arastirmalarinda, 327 sigir
karkasinin 27’sinde (%8,3) Salmonella spp. tespit edilmistir.

Prevalans ¢aligmalar1 icerisinde karkas Salmonella oraninin oldukg¢a yiiksek
bulundugu ¢alismalardan 2013 yilinda Meksika’da baska bir arastirmaci grubu
tarafindan kesimhanelerdeki sigirlara ait 6rneklerdeki salmonellalarin bulunusu ve
serotip dagilimimin incelenmesi amaci ile, 68 sigir karkas 6rneginin 18 adedinin
(%26,5) Salmonella spp. ile kontamine oldugu tespit edilmistir. Karkas
orneklerinden elde edilen izolatlarin molekiiler tiplendirmesinin PFGE ile yapildigi
bu calismada, 18 izolatin 12 adedinin S. Kentucky (%66), 3 adedinin S. Anatum
(%16), 1 adedinin S. Reading (%5), 1 adedinin ise S. Meleagridis (%5) olarak
tiplendirildigi, 1 izolatin da tiplendirilemedigi rapor edilmistir (Gragg ve ark., 2013).

Maradiga ve ark. (2015), Honduras’da sigir karkaslarinda Salmonella
prevalansini kapali platform PCR sistemi kullanarak %7,8 oraninda bulmuslar ve en
yaygin serovar olarak S. Typhimurium ve bunu takiben S. Derby’nin oldugunu rapor
etmislerdir.

2016 yilinda Madoraba ve ark. (2016), Giiney Afrika’da kasaplik sigirlarda
Salmonella kontaminasyonu ve serovarlarini arastirdiklari ¢aligmada, 100 karkas
orneginin 30’unda (%30) Salmonella’y1 pozitif olarak bulmuslardir. Salmonella
pozitif izolatlara yapilan geleneksel serotiplendirme ile her biri %1 oraninda olmak
uzere S. Enteritidis, S. Cardoner, S. Mbandaka, S. Nigeria ve S. Seftenberg
serovarlari saptanmistir.

Ulkemizde Ege bolgesi mezbahalarinda 1995’te svap kullanarak alinan 139
adet karkas orneginde, Salmonella prevalans1 %20,8 olarak belirlenmistir (Altug ve
ark., 1995).

Sigir karkaslarinda Salmonella varligr ile ilgili iilkemizde ve diger iilkelerde
yapilan prevalans ¢alismalari igerisinde Fegan ve ark. (2005), Sibhat ve ark. (2011),
Stipetic ve ark. (2016) ile Alisarl1 ve ark. (2001) tarafindan bildirilen sonuglar (%2)
calismamizda elde edilen bulgu (Tablo 6) ile tam bir uyum géstermektedir. Bununla
birlikte bulgularimizdan farkli olarak en az %0 ve en ¢ok %30 araliginda degisen

oranlarda Salmonella bulundugunu bildiren birgok ¢alisma ile de bulgumuz uyum

67



gostermemektedir (Alemu ve Zewde, (2012); Altug ve ark., 1995; Bohaychuck ve
ark., 2011; Brichta-Harhay ve ark., 2011; Calicioglu ve ark., 2005; Dong ve ark.,
2014; Fluckey ve ark., 2007; Gragg ve ark., 2013; Khen ve ark., 2014; Kdipluld,
1999; Madoraba ve ark., 2016; Maradiga ve ark., 2015; Pacheco da Silva, 2014;
Perez-Montano ve ark., 2012; Ransom ve ark., 2002; Wieczorek ve Osek, 2013;
Varela-Guerrero ve ark., 2013). Yapilan c¢aligmalar incelendiginde prevalans
oranlarindaki bu farkliliklarin temel olarak; oOrnek sayisi, Ornekleme yapilan
kesimhanelerdeki  hijyen uygulamalarimin  etkinligi, Salmonella’nin  sigir
karkaslarindan elde edilmesinde kullanilan 6rnek alma, izolasyon ve identifikasyon
metotlarindaki degiskenlik (geleneksel kiltir yontemlerinin kendi iglerindeki
farkliliklar veya hizli tan1 yontemlerinin kullanimi) ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

Calismamizda 2 Salmonella spp. pozitif karkas ornegine (K53 ve K61) ait
farkli besi yerlerinden elde edilen 7 izolatin geleneksel serotiplendirme sonrasinda
timinin S. Typhimurium oldugu bulunmustur (Tablo 9). Diger arastirmacilar
tarafindan yapilan Salmonella serotip/serovarlarinin incelendigi  galismalar
degerlendirildiginde, S. Typimurium’u en prevalan serotiplerden biri olarak rapor
eden Brichta-Harhay ve ark. (2011), Montano ve ark. (2012), Perez- Maradiga ve
ark. (2015), Stipetic ve ark. (2016) ve Wieczorek ve Osek (2013)’in bulgulari ile
uyum gostermektedir. Bulgularimizdan farkli olarak, sigir karkaslarinda S.
Typhimurium disinda en yaygin olarak rapor edilen serovarlar; S. Anatum, Mbdanka,
Give, Muenchen, Newport, Agona, Reading, Dublin, Enteritidis, Kentucky olup
bunlardan daha az olarak; Bredeney, Uganda, Eastbourne, Urbane, Saintpaul,
Muenster, Cerro, Montevideo, Derby, Meleagridis, Cardoner, Schleissheim, Nigeria
ve Seftenberg seklinde belirtilmistir (Dong ve ark., 2014; Fegan ve ark., 2005;
Fluckey ve ark, 2007; Gragg ve ark., 2013; Khen ve ark., 2014; Kdipluli, 1999;
Madaroba ve ark., 2016; Pacheco da Silva, 2015; Sibhat ve ark., 2011). Calismalarda
rapor edilen serovar farkliliklarinin; 6zellikle 6rnek olarak kullanilan canli hayvana
ait kontrol edilemeyen parametrelere (irk, yas, yetistirme yontemi, besleme, asilama,
tastyicilik gibi), ornek sayisina, 6rneklemenin yapildigi cografi bolgelere, uygulanan
Salmonella izolasyon ve identifikasyon metotlar1 ile Dbirlikte serovar

identifikasyonunda kullanilan yontemlerdeki farkliliklara (fenotipik ve genotipik
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identifikasyon), testlerin o6zgilinlik ile duyarliligina bagli olarak gdzlendigi
distiniilmektedir.
5.2. Disk1 Orneklerinde Bulunan Salmonella spp. Prevalansi ve Serotipleri

Calismamizda Tablo 5°de sunuldugu sekilde aliman ve Salmonella spp.
yonunden incelenen 100 adet digki 6rneginin 2 adedinin (%2) (D73, D97) pozitif
oldugu belirlenmistir (Tablo 7). Bunlardan D73 6rnegine ait bir izolatin (D73-MsRB)
S. Enteritidis, D97 6rnegine ait diger izolatin (D97-MsRB) ise S. Albany oldugu
tespit edilmistir (Tablo 9).

Madden ve ark. (2007)’nin Kuzey irlanda’da sigir diskilarinda Salmonella
prevalansini inceledikleri ¢alismalarinda, BS EN 12824:1998 ile ISO 6579
yontemlerini kullanarak 220 adet sigir disk1 6rneginin 16 (%3)’sinda Salmonella spp.
izole etmislerdir. Calismada elde edilen Salmonella izolatlarinin 5’ini S. Chandans
(%83,3) ve 1’ini S. Liverpool (%16,7) olarak konvansiyonel serotiplendirme ile
tiplendirmislerdir.

Biiyiik Britanya’da bir y1l sonra Milnes ve ark. (2008), sigir diskilarinda 1SO
6579 metodu kullanarak %1,4 oraninda Salmonella spp. izole etmisler ve
konvansiyonel serotiplendirme ile belirlenen serovarlari S. Typhimurium, S.
Mbandaka, S. Dublin, S. Derby ve S. London olarak bildirmislerdir.

Sibhat ve ark. (2011) Etiyopya’da gerceklestirdikleri ¢alismalarinda, 100 adet
sigir sekal ornegini ISO 6579 yontemini kullanarak analiz etmislerdir. Yapilan
analizler sonucunda 6rneklerin 6’sinda (%6) Salmonella spp. tespit etmislerdir. izole
edilen salmonellalar konvansiyonel serotiplendirme ile 2 adet S. Anatum (%33,3), 2
adet S. Newport (%33,3), 1 adet S. Typhimurium (%16,7), 1 adet S. Il 40:B:-
(%16,7) olarak tiplendirilmistir.

2012 yilinda Alemu ve Zewde (2012), 1ISO 6579 metodu kullanarak yaptiklari
calismada, Salmonella prevalansini %5,9 olarak bildirmislerdir. Bagirsak ig¢eriginden
elde edilen izolatlardan konvansiyonel serotiplendirme ile 3 adedinin S. Newport
(%27,3), 2 adedinin (%18,2) S. Infantis, 1’er adedinin S. Typhimurium (%09), S.
Haifa (%9), S. Heidelberg (%9), S. Mishmarhaemek (%9) oldugunu ve 2 tanesinin
ise tiplendirilemedigini (%18,2) belirlemislerdir.

Avrupa ve ABD’deki arastirmacilarin ortak bir sekilde ayni yil igerisinde
yaptiklar1 c¢alismada, saglikli hayvanlardan alinan 1624 sigir bagirsak igerigi
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orneginde, Salmonella prevalansinit %2 olarak bulmuslardir (Anno de Jong ve ark.
2012).

Isve¢’te yapilan Salmonella ile enfekte sigir siiriilerinin cografi dagiliminin
konvansiyonel serotiplendirme ile arastirildigi bir diger c¢alismada, 200 diski
ornegindeki en yaygin Salmonella serovarini S. Dublin (%62), ikinci yaygin serovari
ise S. Typhimurium (%22,5) olarak bildirmislerdir. (Lewerin ve ark., 2011).

Benzer bir sekilde Jiménez ve ark. (2011) Meksika’da, 120 tane
asemptomatik sigirdan aldiklar1 taze diski Orneklerinde konvansiyonel kiltir
yontemi ile %325 oraninda Salmonella spp. izole etmislerdir. Bu izolatlarin
serotiplendirilmesi ile en yaygin 3 serovarin S. Give (%17,9), S. Minnesota (%15,4)
ve S. Oranienburg (%13) oldugunu rapor etmislerdir.

Bir yil sonra Navarro-Gonzalez ve ark. (2012)’nin Ispanya’da sigir
diskilarinda ISO 6579/A1:2007 metodu kullanarak yaptiklari izolasyon sonucunda
Salmonella prevalansint %21,9 bulduklarin1 bildirmislerdir. Elde edilen izolatlarin
tiplendirilmesinde geleneksel ve faj tiplendirme kullanarak 10 izolat: S. Anatum, 4
izolat1 S. Meleagridis, 1 izolat1 S. Othmarschen olarak bulmuslardir.

Gragg ve ark. (2013) kasaplik sigirlarda Salmonella ¢esitliligini aragtirmak
Uzere 68 hayvana ait bagirsagin rektum-kolon kismindan digki 6rnekleri toplamiglar
ve konvansiyonel kiltir yontemi ile Salmonella prevalansint %94,1 olarak tespit
etmislerdir. Elde edilen 18 adet Salmonella spp. izolatlarinin geleneksel ve PFGE ile
serotiplendirilmesi sonucunda, 12’si S. Kenucky, 3’t S. Anatum, 1’i S. Reading, 1’i
S. Meleagridis olarak tiplendirilirken, 1 izolat tiplendirilememistir.

Cin’de 2014’de kesimhane hattinda Salmonella prevalansi ve profilinin
belirlenmesine yonelik calismalarinda, diski Orneklerindeki (70 adet) IMS ile
giiclendirilmis konvansiyonel kiiltiir yontemi ile Salmonella prevalansi %18,6 ve en
dominant serovar konvansiyonel serotiplendirme kullanilarak S. Agona olarak
bulunmustur (Dong ve ark., 2014).

Bosilevac ve ark. (2015)’nin Suudi Arabistan’daki bir kesimhanede sigir
digkilarindan aldiklari 206 ornekte Salmonella prevalansimi % 11,2 olarak
bildirmislerdir.

Amerika Birlesik Devletleri'nde 2011 yilinda sigir  diskilarindaki

konvansiyonel kualtir yontemi kullanarak belirledikleri Salmonella prevalansini 2016
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yilinda yayinladiklar1 arastirmalarinda, Dargatz ve ark. (2016) %9,1 olarak ve
geleneksel serotiplendirme ile en yaygin serovarlari (%18,1) S. Anatum, (%17,2) S.
Montevideo, (%15,2) S. Kentucky, (%6,7) S. Idikan, (%6,1) S. Cerro ve daha az
oranda olmak tizere S. Mbandaka, S. Meleagridis, S. Typhimurium, S. Muenster, S.
Newport seklinde rapor etmislerdir.

2016 yilinda Madoraba ve ark. (2016), Giiney Afrika’da kasaplik sigirlarda
Salmonella kontaminasyonu ve serovarlarini arastirdiklar1 ¢alismada, 400 diski ve
62 bagirsak igerigi orneginde sirasiyla %2,75 ve %17,74 oranlarinda Salmonella’yi
pozitif bulmuslardir. Salmonella pozitif izolatlara yapilan geleneksel serotiplendirme
ile serotiplendirilebilen digki izolatlarinin tiimiiniin S. Enteritidis, bagirsak igerigine
ait izolatlarin ise en dominant S. Enteritidis (%36,4) daha az siklikta olmak tizere S.
Aberdeen, S. Hayindongo, S. Heidelberg ve S. Ottmarchen serovarlar1 saptanmustir.

Ulkemizde konu ile ilgili yapilan calismalardan birinde, Akbarut (1997)
sigirlardan aldigr 119 adet digki ve 75 adet rektal svap orneginde, Salmonella spp.
izole edilmedigini bildirmistir.

Kaplali (1996)’niin Ankara ve cevresinde 3 ayr1 mezbahadaki 180 sigir
bagirsak igerigi Ornegini Salmonella kontaminasyonu ve serotip dagilimini
belirlemek lzere yaptigi geleneksel kultlr yontemini kullandigi ¢alismada,
orneklerin 26’sin1 (%14,4) Salmonella pozitif olarak bulmustur. Konvansiyonel
serotiplendirme ile bu izolatlarin 14’0 (%53,8) S. Anatum, 8’i (%30,8) S.
Typhimurium ve 4’0 (%15,4) S. Telaviv oldugu bulunmustur.

Geng (2002) tarafindan Kars’ta yapilan ¢aligmada; 250 adet sigir diskisinin 3
adetinde (%1,2) Salmonella spp. izole edilmistir. Izole edilen suslarin S. Enteritidis
olduklar1 rapor edilmistir.

2007 yilinda Canpolat (2007) tarafindan ¢esitli hayvan diskilarinda
Salmonella etkenlerinin konvansiyonel ve molekiiler ydntemlerle saptanmasi
amaciyla yapilan ¢alismada, Ankara bolgesine ait mezbahalardan aldiklar1 106 adet
sigir digkt 6rneginden 1 adet 6rnegin (%0,94) Salmonella yonunden pozitif ve bu
izolatin B serogrubuna ait oldugu bildirilmistir.

2016 yilinda Aden (2016) tarafindan farkli illerdeki sigir ve koyunlarda

Salmonella serotiplerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmada, mezbahalardan
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aldiklar1 196 adet sigir digki 6rneginden 11 adet ornegin (%0,55) Salmonella spp.
yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir.

Sigir diskilarinda Salmonella varlig ile ilgili tilkemizde ve diger iilkelerde
yapilan prevalans calismalari igerisinde Anno de Jong ve ark. (2012) tarafindan
bildirilen sonug (%2) ile ¢alismamizda elde edilen bulgu (Tablo 7) tam bir uyum
gostermektedir. Bununla birlikte bulgularimizdan farkli olarak en az %0 ve en ¢ok
%94,1 araliginda degisen oranlarda Salmonella bulundugunu bildiren birgok ¢alisma
ile de bulgumuz uyum gostermemektedir (Aden, 2016; Alemu ve Zewde, 2012;
Bosilevac ve ark., 2015; Canpolat, 2007; Dargatz ve ark., 2016; Dong ve ark., 2014;
Geng, 2002; Gragg ve ark., 2013; Jiménez ve ark., 2011; Kipluli, 1996; Lewerin ve
ark., 2011; Madden ve ark., 2007; Madoraba ve ark., 2016; Milnes ve ark., 2008;
Navarro-Gonzalez ve ark., 2012; Sibhat ve ark., 2011).

Yapilan ¢aligsmalar incelendiginde digki 6rneklerindeki prevalans oranlarinda
goriilen genis araligin temel olarak; ornek tipi (ileal, sekal, rektal igerik ve diski),
miktar1 ve sayisi, Salmonella’nin izolasyon ve identifikasyon metotlarindaki
farkliliklar ayrica 6rnekleme yapilan g¢iftliklerdeki biyogiivenlik ile kesimhanelerdeki
hijyen uygulamalarinin da etkili oldugu diistiniilmektedir.

Salmonella spp. pozitif olarak belirledigimiz 2 digki 6rnegine (D73 ve D97)
ait elde edilen 2 izolatin geleneksel serotiplendirme sonrasinda birinin S. Enteritidis,
digerinin ise S. Albany oldugu saptanmistir (Tablo 9). Benzer amag ile Salmonella
serotip/serovarlarinin arastirildigi calismalar igerisinde, S. Enteritidis bulgumuza
paralel olarak Gen¢ (2002) ve Madoraba ve ark. (2016)’nin bulgulari uyum
gostermektedir. Calismamizda diger diski serovari olarak belirledigimiz S. Albany
serovarina bulgumuzun aksine, bilgimiz dahilinde yapilan benzer arastirmalarda
identifiye edilen serovarlar igerisinde rastlanilmamistir. Bulgumuzun bu ydnden
orijinal oldugu diislintilmektedir.

Ayrica, bulgularimizdan farkli olarak, sigir diski Orneklerinde en yaygin
olarak bildirilen serovarlar; S. Typhimurium, Anatum, Mbdanka, Newport,
Kentucky, Meleagridis, Dublin, Heidelberg, Give, Muenchen, Muenster, Cerro,
Montevideo, Otthmarchen olup bunlardan daha az yaygmn olarak; Candans,
Liverpool, Derby, London, Infantis, Haifa, Mishmarhaemek, Orion, Seftenberg,

Zanzibar, Minnesota, Oranienburg, Reading, ldican, Aberdeeen, Hayindonga ve
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Telaviv seklinde belirtilmistir (Alemu ve Zewde, 2012; Dargatz ve ark., 2016; Dong
ve ark., 2014; Gragg ve ark., 2013; Jiménez ve ark., 2011; Kipluli, 1996; Lewerin
ve ark., 2011; Madden ve ark., 2007; Milnes ve ark., 2008; Navarro-Gonzalez ve
ark., 2012; Sibhat ve ark., 2011).

Giinlimiize dek bilgimiz dahilinde yapilan ¢alismalarda, karkas ve digkidan
izole edildigi bildirilen ortak Salmonella serovar/serotiplerin olmasimnin yani sira
calismamizda oldugu gibi sadece karkas ya da sadece diskidan izole edildigi rapor
edilenlerin de bulundugu goriilmektedir. Ayrica, diski 6rneklerinde ¢alismamizda
bulunan ve diger arastirmacilarin belirttikleri serovarlar arasindaki farkliliklar ile
ilgili olarak, daha o6nce karkas orneklerindeki serovarlarin farkliliginda belirttigimiz
nedenlere bagl olarak gozlendigi diisiiniilmektedir.

5.3. ISO ve Salmonella spp. Spesifik r-PCR Sonuglarimin Karsilastirilmasi

Calismamizda serotiplendirme asamasindan once ISO yontemi ile farkli
selektif besi yerlerinden izole edilen 39 izolata dogrulama amaci ile ISO yonteminde
belirtilen sekilde identifikasyon yapilmis ve Salmonella spp. spesifik r-PCR ile test
edilmistir. Yirmi sekiz karkas izolatimin 10’u ISO ile 7’si r-PCR ile, 11 diski
izolatinin ise her iki yontemle de 2’si Salmonella spp. pozitif olarak bulunmustur.
Incelenen toplam 39 izolat igerisinde 9 izolat her iki yontemle de pozitif bulunurken,
27 izolatin her iki yontemle de negatif sonug verdigi, 3 izolatin (K73-MX, K73-MB
ve K81-MX) ise ISO ile negatif r-PCR ile pozitif oldugu belirlenmistir (Tablo 8).
Kiltir negatif/PCR pozitif olarak belirlenen bu durumun agiklanmasinda
calismamizda izolasyon ve identifikasyonun hangi asamasindan r-PCR i¢in 6rnek
alindiginin  Uzerinde durulmas1 gerekmektedir. Bu c¢alismada, ISO tarafindan
belirlenmis selektif besi yerleri Uzerinde Ureyen tipik koloniler secilerek MC agara
saflagtirllmak tizere pasaji yapilmistir. MC agarda saf iireyen koloniler ayni anda
hem biyokimyasal identifikasyon hem de r-PCR ¢aligmasi i¢in DNA izolasyonunda
kullanilmistir. Bu 3 izolat kati besi Yyeri (zerinde tipik koloni morfolojisi
gostermelerine ragmen biyokimyasal test sonuglarinda Salmonella tirlerine ait bir
profil olusturmamus, serotiplendirme isleminde de istenilen yanit alinamamuistir.
Bunun yaninda, bu izolatlar biyokimyasal ve serolojik yonden atipik Salmonella spp.
olma olasiliklart nedeni ile PCR’da pozitif olmalarina ragmen kiiltiir ile Salmonella

olarak identifiye edilememislerdir. Bulgumuza paralel olarak Hoorfar ve ark. (1999)
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ve Sgrensen ve ark. (2004)’nin ¢aligmalarinda da benzer sonuglar elde edilmistir. Bu
durumda, izolatlarin daha detayli olarak karakterizasyonunun yapilmasi gerektigi
distiniilmektedir. Bununla birlikte, 1SO ve r-PCR yontemleri arasindaki yiiksek
relatif dogruluk %92,30, duyarlilik %100 ve 6zgiinliik %90 degerleri ile iki yontem
arasindaki neredeyse mikemmel olan uyum, r-PCR’1in ISO kiiltiir yontemi yaninda
Salmonella’nin hizli tanisinda giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir
(Temelli ve ark., 2012) (Tablo 10).

Bu calismada, Bursa’da faaliyet gosteren kombina ve mezbahalarda kesilen
sigir karkas ve digki orneklerinin %2 oraninda Salmonella ile kontamine oldugu
belirlenmistir. Bilgimiz dahilinde Ulkemizde yapilan c¢alismalarin ¢ogu kanath
hayvanlar ile ilgili olup semptomatik veya asemptomatik tasiyici olabilen biiyiikbas
kasaplik hayvanlarda Salmonella varliginin arastirildigi galismalar yetersiz sayida
bulunmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda 6rnekleme, izolasyon ve identifikasyonda
uluslararasi kabul gormiis Gold Standart kiilttr yontemleri (karkas 6rnekleri igin 1ISO
6579:2002 ve diski 6rnekleri icin 1SO 6579/A1:2007) ve valide bir r-PCR ile elde
edilen bulgular, var olan bu eksikligin giderilmesi ag¢isindan guncel bir veri
olusturmaktadir.

Calismamizda, kasaplik sigirlardaki Salmonella serovarlari karkaslarda S.
Typhimurium (%100) ve digkida S. Enteritidis (%50) ile S. Albany (%50) olarak
bulunmustur. Bu veriler oncelikle Ulkemizdeki sigirlarda bulunan Salmonella
serovarlar1 agisindan giincel bir veri olusturulmasina temel saglamistir. Bununla
birlikte, kanatli hayvanlarda sik rastlanilan Salmonella serovarlarindan biri olan S.
Enteritidis’in Glkemizde sigirlarda da belirlenmis olmasi bu serovar agisindan kirmizi
et ve et drlnlerinin de halk saghigr yoniinden degerlendirilmesi gerektigini
gostermektedir. Ayrica sigirlarda S. Typhimurium’un diger tilkeler ile paralel olarak
karkaslardaki varligi yani sira S. Albany’nin digkidan ilk defa izole edilmis olmasi da
epidemiyolojik yonden 6nem tasimaktadir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

A : Adenin

aw . Su aktivitesi

BHI : Brain Heart Infusion

BPW : Buffered Peptone Water

BS : Brilliance Salmonella

C : Sitozin

CDC : Center for Disease Control and Prevention
DNA : Deoksiribo Nikleik asit

dNTp : Deoksi Nukleotit Trifosfat

ECDC : European Centre for Disease Prevention and Control
ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay

G : Guanin

g : Gram

H,S : Hidrojen Sulfiir

IAC - Internal Amplification Control

IMS : Immunomagnetic Seperation

ISO . International Organization for Standardization
kb : Kilobase

Kg : Kilogram

LI : Lysine Iron

MC : Mac Conkey

ml : Mililitre

ul : Mikrolitre

MKTTn : Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin
MSRV : Modified Semisolid Rappaport-Vassiliadis
ng : Nanogram

PCR : Polimerase Chain Reaction

PFGE : Pulsed Field Gel Electrophoresis

r-PCR : Real time PCR

rpm : Dakikadaki Devir Sayis1

RNA : Ribo Nukleik Asit

RVS : Rapport-Vassiliadis

T : Timin

TT : Tetrathionate

TGK : Tiirk Gida Kodeksi

TSI : Triple Sugar Iron

US FDA BAM : United States Food and Drug Administration Bacteriological
Analytical Manual

WHO-Salm : World Health Organization Collaborating Centre for Reference
and Research on Salmonella

XLD : Xylose Lysine Deoxycholate

XLT4 : Xylose Lysine Tergitol-4
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Serotip Dagiliminin Belirlenmesi” isimli tez ¢aligmas: ile ilgili olarak ihtiya¢ duyulan sigir
karkas ve digkilarindan 6rnek alma iglemlerinin isletmemizde gerceklestirilmesi tarafimizca
uygun bulunmaktadir.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Veteriner Hekim Umran Senkal
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TESEKKUR

Doktora egitimim siiresinde bilgi ve deneyimlerini paylasmaktan
kaginmayan, her konuda yardim ve desteklerini esirgemeden sabirla yanimda olan,
akademik yoOnden yetistirilmem hususunda gosterdigi biiyiikk 6zveri ve sonsuz
katkilar1 i¢in ¢cok degerli danisman hocam Prof. Dr. Seran TEMELLI’ye basta olmak
Uzere, her zaman danisman hocam ile birlikte calismalarimda ve her trll
problemimde maddi ve manevi yanimda olan Prof. Dr. Aysegiil EYIGOR hocama,
laboratuvar g¢aligmalarimda yardimci olan arkadaslarim Doktora 6grencisi Evren
ERKOSE ve Doktora 6grencisi Talha SERBETCIOGLU’na, egitimim siiresince her
konuda destegini esirgemeden, gosterdikleri sabir ve verdikleri manevi gii¢ i¢in
hocam, abim Dog. Dr. Artun YIBAR ve ¢alisma arkadasim, kiymetli ablam Nedret
GUCLU’ye, Anabilim Dalimizin saygideger hocalarina, tez ¢alismamin finansman
destegini saglayan U.U. Bilimsel Arastirmalar ve Projeler Birimine, yogun
calismalarim sirasinda her konuda gonulden destek olan hayat arkadasim, sevgili
esim Aras. Gor. Ismail CETIN’e, varlig1 ve sabri ile her zaman huzur veren biricik
kizim Ece Zeynep’e, tiim hayatim boyunca oldugu gibi, doktora egitimim siiresince
de kizzimin bakim ve yetistirilmesinde gosterdigi 6zeni, olaganiistli sabr1 ve manevi
destegi ile yanimda olan ¢ok kiymetli annem Kadriye DURMAZ’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Ece CETIN
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OZGECMIS

1987 yilinda Urgilp Nevsehir’de diinyaya gelen Ece CETIN, ilk &gretimini
Haci1 Mustafa Gazioglu ilk Ogretim Okulu’nda, orta 6gretimini 50. Y1l Dedeman
Ortaokulu’nda, lise 6grenimini Kayseri Lisesi’nde tamamlamistir. Lisans egitimini
Uludag Universitesi Veteriner Fakiltesi’nde yapmis olup, 2010 yilinda Veteriner
Hekim olarak mezun olmustur. 2011 yilinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali’nda doktora egitimine baslamis, 2013
yilinin Aralik ayinda Arastirma Gorevli’ligine atanmistir. Halen ayni Anabilim

Dali’'nda Arastirma Gérevlisi olarak calisan Ece CETIN evli ve kiz cocugu annesidir.
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