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Arastirma Makalesi/Research Article

Adapazar Bolgesi Bazi Broiler Tipi Tavukc¢uluk
Isletmelerinden Salmonella Izolasyonu ve Tiplendirilmesi

Isolation and Typing of Salmonella from Some Broiler Chicken
Companies in Adapazar1 Region

Ismail Poyraz'", Satiye Oren?

Ozet: Salmonella, tiim diinyada gida sektérii i¢in 6nemli bir patojen mikroorganizmadir. Ozellikle kanath hayvan eti
iiretiminin her asamasinda takip ve kontrol edilmesi gereken bir kriterdir. Bu nedenle, iiretim ciftliklerinde
karsilasilan Salmonella’larin, tespiti ve tiplendirilmesi de 6nem kazanmaktadir. Bu ¢calismada, Adapazari bolgesinde
bulunan broiler tipi tavuk ciftliklerinden Salmonella izolasyonu ve tiplendirilmesi ama¢lanmstir. 46 farkh isletmeye
ait 130 adet drag svap ornegi Salmonella bakimindan Dupont BAX Q7 rPCR-BAXrPCR sistemi ile test edilmistir.
Salmonella izolasyonu yapilan 6rneklerin otomatize Riboprinter sistemi (Dupont Qualicon, Wilmington, DE, USA) ile
ribotiplendirilmesi gerceklestirilmis ve incelenen érneklerden pozitif sonuclular kaydedilmistir. Calisma sonucunda,
Adapazan bolgesindeki kiimeslerin %29.23’iinde Salmonella varhg tespit edilmistir. Pozitif 6rnekler icinde en fazla
olan serotipin %52.6 oranla Salmonella ser. Enteritidis oldugu goriilmiistiir. Bu serotip disinda alt1 farkh serotipin de
var oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella, rPCR, Ribotiplendirme, Broiler, Tavuk.

Abstract: Salmonella is an important pathogen microorganism for food industries in the all world. Especially, it’s a
criteria that should be controlled at every stages of poultry meat production. Therefore, detection and typing of
Salmonella encountering in production farms also come into prominence. In this study, it was aimed isolation and
typing of Salmonella from broiler-type chicken farms in Adapazar1 Region. 130 drag swap samples from 46 different
businesses were tested with Dupont BAX Q7 rPCR-BAXrPCR system for Salmonella. Isolated Salmonella samples
were ribotyped with automated Riboprinter System (Dupont Qualicon, Wilmington, DE, USA) and positive results
from analyzed samples were saved. Finally, we determined that there is Salmonella in 29.23% of coops in Adapazari
Region. We observed that maximum rated serotype among positive samples is Salmonella ser. Enteritidis (52.6%6). We
determined that there are six different serotypes besides of this serotype.

Keywords: Salmonella, rPCR, Ribotyping, Broiler, Chicken.

I. GIRIS

Salmonella’lar Tiirkiye’de ve Diinya’da onemli bakteriyel patojenler arasindadir [1]. Salmonella
enfeksiyonlarii 6nlemek hem gida endiistrisi bakimindan hem de kanatli hayvanlarin sagligi agisindan
onemlidir [2]. Gida kaynakli Salmonella enfeksiyonlari, ABD, Almanya, Fransa, Ispanya, Isvec ve Polonya gibi
iilkelerde tiim gida enfeksiyon ve intoksikasyonlari arasinda ilk siray1 alirken; Ingiltere, Galler ve Hollanda’da
Campylobacter ile yine ilk siray1 paylagmaktadir [3]. Salmonella etmenleri, Enterobactericeae familyasinda yer
alan Salmonella tiirlerine ait bakteri serotipleridir [4]. Salmonella cinsi, yaklasik 2500°den fazla serotip
icermekte olup son simiflandirmaya gore iki tiirii bulunmaktadir. Bunlar S. enterica ve S. bongori’dir. Gida
kaynakli enfeksiyonlar, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde insanlar i¢in hayat1 tehdit edicidir ve ekonomik
olarak da 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Salmonella; diinyada en sik rastlanan patojen olup gida kaynakli
enfeksiyonlarin ana sebebidir [5-7].

Insanlarda gida kaynakli enfeksiyonlarin saglik ve ekonomik etkilerini azaltmak igin, dogal kontamine
yiyeceklerin tespitinde kullanilacak testlerin standardize, iz, spesifik ve duyarli olmalar1 gerekmektedir [8-9].
Gidalarda ve tiretim merkezlerinde Salmonella varliginin standart kiiltiir metotlar1 ile tespit edilmesi yaklagik 5-
11 giin siirmektedir [10]. Bu nedenle etkenin 6zellikle yetistirme donemlerinde erken belirlenebilmesi ve gerekli
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Onlemlerin alinabilmesi i¢in; daha kisa siirede sonu¢ veren ve ekonomik olan, farkli saptama sistemlerinin de
kullanildigr goriilmektedir [11-14]. Dupont BAX Q7 sistemi (BAX rPCR), Salmonella tespitinde gergek zamanl
PCR sistemi olarak DNA’ya baglanan boyalara alternatif bir sistem ile kullanima hazir hedef-spesifik problu
tabletleri icermektedir. Bu sistemin su ornekleri, ¢esitli gida ve gevresel 6rneklerin yaninda fekal 6rneklerde de
basariyla kullanildigi rapor edilmektedir [13, 15-20].

Salmonella tiplendirilmesinde kullanilan ribotiplendirme analizi, rRNA genlerinin genetik ¢esitliligi
temelli bir yontem olup, 6zellikle kontrol onlemlerinin alinabilmesi agisindan 6nemlidir. Ayn1 anda bir¢cok
ornegin calisilmasina imkan verdigi icin, epidomiyolojik caligmalarda alternatif bir yontem oldugu igin
onemlidir [21-22].

Bu caligmada, Adapazari Bolgesi broiler tipi tavuk isletmelerinden alinan drag svap 6rneklerinde
BAXrPCR sistemi yardimiyla Salmonella taramasi yapilmis ve elde edilen izolatlar ribotiplendirme ydntemi
kullanilarak tiplendirilmistir.

Il. MATERYAL ve METOT
A. Orneklerin Toplanmasi
2013-2014 yillar1 arasinda Adapazari ve Diizce’de bulunan 46 farkli isletmeden, bu isletmelere ait farkl
65 kiimesten her birinden ikiser adet olmak tizere toplam 130 adet drag svap 6rnegi alinmig ve soguk zincir
kosullarinda laboratuvara getirilerek analiz islemlerinde kullanilmustir. Isletmelerin adi ve konumlari kayitl:
olup, ticari haklarindan dolay1 verilmemektedir.

B. Bakteriyolojik Kiiltiir

Her bir kiimese ait ortalama agirligi 300 g olan iki drag svap Ornegi, steril polietilen bir poset igerisinde
digaridan elle ezilerek homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rneklerden 25 g alinmig ve 6n-zenginlestirme
islemi i¢in 225 ml Buffered Peptone Water 1SO (BPW-1SO, Oxoid, CM1049B) bulunan steril polietilen
posetlerde 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir.

C. rPCR Analizi

Inkiibe edilen 6rnekler, Salmonella’ya spesifik Dupont BAX System PCR Deney Kiti kullanilarak, Kite
ait deney protokoliindeki BAX rPCR parametreleri uygulanarak (Part D14368501, Dupont, USA) rPCR
analizleri gerceklestirilmistir. 12 ml litik tampona 150 pl proteaz ilave edilmis, bu karisimdan cluster tiiplere 200
ul konularak her birinin iizerine 5’er ul numune eklenmistir. Ornekler 37°C’de 20 dakika, 95°C’de 10 dakika
bekletildikten sonra, sogutucu bloklara (2-8°C) alinmis ve burada da 5 dakika bekletilmistir. 2-8°C arasinda
bekletilen PCR tiiplerindeki kit karigimma 50 ul lizat Ornegi eklenmis ve Bax Q7 sistem cihazina
yerlestirilmistir. Analiz islemi yaklagik 3 saat 30 dakika siirmekte olup; PCR mix ve dongii bilgileri, firmanin
ticari haklarindan dolayi sakli tutulmaktadir. Analiz sonucunda pozitif ¢ikan 6rnekler ribotiplendirme analizi i¢in
ayrilmistir.

D. Ribotiplendirme Analizi

Ribotiplendirme islemi, Otomotize Riboprinter Sistemi (Dupont Qualicon, Wilmington, DE, USA)
kullanilarak yapilmistir. Tiim asamalar, kit protokolii ve cihaz igin belirtilen kullanim talimatlarina uygulanarak
gerceklestirilmistir. Pozitif 6rneklere ait pepton petrilerinden bakteri kiiltiirleri kazinarak alinmig ve kite ait
tampon ile dilie edilmistir. Diliie 6rnekler sekizli kuyucuklara yiiklenmistir. Cihazda, otomatize olarak o6n
agamada yiiksek 1s1 ve litik ajanlar kullanilarak bakteri hiicreleri parcalanmakta, deproteinizasyon ve DNA
restriksiyonu asamalarindan sonra DNA fragmentleri jel elektroforezi ile ayrilarak naylon membrana
aktarilmaktadir.  Cihaz, chemiluminesce olarak isaretlenmis problar ile hibridizasyon islemini
gergeklegtirmektedir. Cihazdan elde edilen hibridizasyon verilerine gore bakteri 6rneklerinin tanimlamasi ve
karakterizasyon analizi gergeklestirilmistir [23].

Il. BULGULAR

A. rPCR Analiz Bulgular:

Incelenen toplam 46 farkli isletmeye ait 65 kiimesten her seferinde ikiser drnek olmak {izere alnan
toplam 130 drag svap orneginden BAX-rPCR sonucu toplam 19 kiimes 6rneginin (7, 12, 15, 17, 20, 25, 27, 28,
34, 36, 37, 42, 45, 46, 54, 55, 57, 60 ve 63) Salmonella pozitif oldugu (%29.23) goriilmiistiir. Analizi yapilan
ornekler arasinda Salmonella igin tespit edilen pozitif ve negatif sonuglarimi gosteren cihaz verileri
kaydedilmistir (Sekil 1). Elde edilen veriler dogrultusunda tespit edilen 19 pozitif 6rnek, ribotiplendirme analizi
icin ayrilmgtir.
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Sample IT} Fesult Target Control Positive Contr
SAMPLE 1 MNezative Szlmonella Infermal Positive
SAMPLE 2 MNegatnve Salmonella Infermal Posiive
SAMPLE 3 HNegative Salmonella Infernal Poszitive
SAMPLE 4 MNegatuve Szalmonella Infermal Positive
SAMPLE 5 MNegative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 6 MNegative Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 7 Positive Szalmonella Infermal Positive
SAMPLE B MNegative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 9 MNegative Szlmonella Infermal Positive
SAMPLE 10 MNegative Szalmonella Infermal Positive
SAMPLE 11 HNegative Salmonella Infernal Poszitive
SAMPLE 12 Positive Salmonella Internal Positive
SAMPLE 13 MNegatnve Salmonella Infermal Posiive
SAMPLE 14 MNegative Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 15 Positive Salmonella Internal Positive
SAMPLE 18 MNegative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 17 Positive Salmonella Internal Positive
SAMPLE 18 MNezative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 19 MNegative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 20 Positive Salmonella Internal Positive
SAMPLE 21 MNezative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 22 MNegative Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 23 MNegatuve Szalmonella Infermal Positive
SAMPLE 24 MNegative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 25 Positive Salmonella Internal Positive
SAMPLE 28 MNezative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 27 Positive Salmonslla Internal Posttive
SAMPLE 28 Positive Salmonella Internal Positive
SAMPLE 29 MNezative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 30 HNegative Salmonella Infernal Poszitive
SAMPLE 31 MNezative Szlmonella Infermal Positive
SAMPLE 32 MNegatnve Salmonella Infermal Posiive
SAMPLE 33 MNegative Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 34 Positive Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 35 MNegative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 36 Positive Salmonella Internal Positive
SAMPLE 37 Positive Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 38 HNegative Salmonella Infernal Poszitive
SAMPLE 39 MNezative Szlmonella Infermal Positive
SAMPLE 40 MNegatve Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 41 MNegative Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 42 Positive Salmonella Internal Positive
SAMPLE 43 MNegatnve Salmonella Infermal Posiive
SAMPLE 44 MNegative Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 45 Positive Salmonella Internal Positive
SAMPLE 45 Positve Salmonella Infermal Posiive
SAMPLE 47 MNegative Szlmonella Infermal Positive
SAMPLE 48 MNegatuve Szalmonella Infermal Positive
SAMPLE 49 MNegative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 50 Me=zative Salmonella Internal Positive
SAMPLE 51 MNegatnve Salmonella Infermal Posiive
SAMPLE 52 MNegative Salmonella Infermal Positive
SAMPLE 53 MNezative Szlmonella Infermal Positive
SAMPLE 54 Posihve Salmonella Intermal Megative
SAMPLE 55 Positive Szlmonella Infermal HMegative
SAMPLE 56 MNegatuve Szalmonella Infermal Positive
SAMPLE 57 Positive Salmonella Internal Fositive
SAMPLE 58 MNegatuve Szalmonella Infermal Positive
SAMPLE 59 MNegatnve Salmonella Infermal Posiive
SAMPLE 60 Positive Salmonella Infermal Megative
SAMPLE 61 MNezative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 62 MNegative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 63 Positive Szlmonella Infermal HMegative
SAMPLE 64 MNezative Salmonella Intermal Positive
SAMPLE 65 HNegative Salmonella Infernal Poszitive

Sekil 1. Taranan 130 6rnegin 1-65. aras1 ornekler i¢in BAX rPCR analizi sonucu.

B. Ribotiplendirme Analiz Bulgular:

rPCR analizi sonucu elde edilen 19 adet Salmonella izolatinin her biri i¢in ribotiplendirme analizi
gerceklestirilmis (Sekil 2). Bu orneklerden 10 tanesinin Salmonella ser. Enteritidis (%52.6), 3 tanesinin
Salmonella ser. Lille (%15.8), 2 tanesinin Salmonella ser. Infantis (%10.5), ve birer tanesinin de Salmonella ser.
Hadar (%5.3), Salmonella ser. Give (%5.3), Salmonella ser. Typhimurium (%5.3) ve Salmonella ser.
Avrizonae/lll (%5.3) olduklar tespit edilmistir (Tablo 1).
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Process KHE Process KHE
Enzyme Puull Enzyme Pull
Label SAMFPLE 7 Label SAMPLE 15
1kp 5 10 15 51 1 kbp 5 10 15 50
| T T T | T T | LI | | | T T T | T T T T | TT | |
Process KHE Process KHE
Enzyme Puull Enzyme Puull
Label SAMPLE 17 Label SAMPLE 24
1kp 5 10 15 50 1 kop 5 10 15 50
| T T T | T T T LI | | | T T T | T T | LI | |
Process KHE Process KHE
Enzyms Pwull Enzyms Pl
Label SAMPLE 37 Label SAMPLE 42
1 kp 5 0 15 5 1 kip 5 10 15 51
| T T T | T T | T 1T | | | T T T | T T | T 1T | |
Process KHE Process KHE
Enzyms Pwull Enzyms Pl
Label SAMPLE 45 Label SAMPLE 48
1 kp 5 0 15 5 1 kip 5 0 15 50
| T T T | T T | T 1T | | | T T T | T T | T 1T | |
Process KHBE Process KHE
Enzyms Pwull Enzyms Pl
Label SAMPLE 54 Label SAMPLE 55
1 kp 5 0 15 51 1 kip 5 0 15 50
| T T T | T T | T 1T | | | T T T | T T | T 1T | |

Sekil 2. Salmonella pozitif 6rneklerinden segilen 10 6rnegin ribotiplendirme analiz bant bulgular.

64



Bilecik Seyh Edebali Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, Cilt: 2, Say:: 1, 2015
ISSN: 2148-2330 (http://edergi.bilecik.edu.tr/index.php/fbd)

Tablo 1. Pozitif 6rneklerde tespit edilen Salmonella Tipleri

Pozitif Ornek Numarasi Salmonella Tipi
Ornek 7 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 12 Salmonella ser. Infantis
Ornek 15 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 17 Salmonella ser. Lille

Ornek 20 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 25 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 27 Salmonella ser. Infantis
Ornek 28 Salmonella ser. Lille

Ornek 34 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 36 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 37 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 42 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 45 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 46 Salmonella ser. Hadar
Ornek 54 Salmonella ser. Give

Ornek 55 Salmonella ser. Arizonae/lll
Ornek 57 Salmonella ser. Lille

Ornek 60 Salmonella ser. Enteritidis
Ornek 63 Salmonella ser. Typhimurium

I1l. TARTISMA ve SONUC

Salmonella; enfeksiyonlari, diinyada en yaygin goériilen gida kaynakli hastaliklarin basinda gelmektedir
[1, 2, 6, 7]. Bu nedenle, gida sektoriindeki Ozellikle beyaz et isletmelerinde, kiimesten kesim ve paketleme
stirecine kadar {iretimin her asamasinda kontrol sistemlerinin hizli, spesifik ve hassas olmasi gerekmektedir [8,
9]. Standart kiiltiir metotlar1 ile gidalarda ve tiretim merkezlerindeki Salmonella varhiginin tespit edilmesi
yaklagik 11 giinii bulmaktadir [10]. 2000 yilinda Abouzeed ve ark. [25] tarafindan Prens Edward Adalarinda
serotiplerin viriilans genlerine 6zgli primerler ile klasik PCR metodu kullanilarak yapilan bir ¢aligmada;
Salmonella’nin sigir isletmelerinde goriilme orant %4.6 iken, broiler tipi tavuklarda goriilme oranimin %32.5
oldugu bildirilmistir. Yapilan tiplendirme analizlerinde, tavuklarda S. heidelberg’in %43.6 ile ilk sirada oldugu,
bunu %28.2 ile S. schwarzengrund’un takip ettigi gorilmiistiir [25]. Wedderkopp ve ark. [29] tarafindan 2001
yilinda Danimarka’da yapilan benzer bir ¢alismada, broiler tipi tavuklarda %42.5 oraninda Campylobacter’in,
%3.5 oraninda da Salmonella’min goriildiigii rapor edilmistir. Tiplendirme analizleri, S. enteritidis’in %19.8
oraniyla ilk sirada, onu takiben S. typhimurium %17.9, S. infantis %17.5, S. 4.12:b:y serotipi %14.4 ve S.
indiana’nin %-13.2 oldugunu goéstermistir [29]. Kuzey Carolina’da 2013 yilinda broilerlerde yapilan bir
arastirmada, alinan numunelerde %29.5 oraninda fekal kaynakli, %0.8 oraninda da gevresel kaynakli
Campylobacter’in bulundugu goriilmiis; aym ¢aligmada %8.8 fekal ve %8.4 cevresel kaynakli Salmonella’nin
varlhigi tespit edilmistir. Tiplendirme sonuglarina gére baskin olarak S. typhimurium’un bulundugu bildirilmistir
[30]. Ozellikle, yetistirme donemlerinde erken tespit ve gerekli énlemlerin almabilmesi igin; daha kisa siirede
sonu¢ alinan ve ekonomik saptama sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Caligmamizda kullanilan BAX rPCR
sistemi de, Salmonella teshisinde ger¢cek zamanli PCR sistemi olup, hedefe 6zgii problara sahip tabletleri
kullanmaktadir [13, 15-20]. Ribotiplendirme analizi ise rRNA genlerinin genetik gesitliligi temelli bir yontemdir.
Bu yontemin alternatifi olan PFGE testi, genotiplendirmede altin standart yontem olarak kabul edilmektedir.
Ancak ribotiplendirme, bazi ¢aligmalarda PFGE kadar duyarli bulunamasa da, PFGE testinden ¢ok daha kisa
siirede sonu¢ vermesi, uzman personel ve laboratuar sartlarina gereksinim gostermeyen kapali otomotize bir
sistem olmasindan dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir [21-22].

Bu c¢alismada broiler tipi tavukgulugun yogun goriildiigii Adapazar1 Bolgesi’nden yetistirme stirecindeki
kiimeslerden alinan 6rnekler BAX rPCR yontemi ile test edilmis, Salmonella serotipleri ribotiplendirme analizi
ile tespit edilmistir. Tiirkiye’de kanath yetistiriciliginde 6nde gelen bolgelerden olan Adapazari bdlgesine ait
Salmonella yogunlugu gergek zamanli rPCR yOntemiyle tespit edilmis ve Riboprinter Analiz ydntemiyle
tiplendirilme analizleri gerceklestirilmistir. Caligmanin sonuglarina gore; Adapazari bolgesindeki kiimeslerin
%29.23’tinde Salmonella varlig1 tespit edilmis, pozitif 6rnekler i¢inde en fazla olan serotipin %52.6 oranla
Salmonella ser. Enteritidis oldugu goriilmiistiir. Bu serotip disinda 6 farkli serotipin; Salmonella ser. Lille
(%15.8), Salmonella ser. Infantis (%10.5), Salmonella ser. Hadar (%5.3) , Salmonella ser. Give (%5.3),
Salmonella ser. Typhimurium (%5.3) ve Salmonella ser. Arizonae/lll(%5.3) de varligina rastlanilmustir.
Calismanin sonuglari, benzer c¢alismalarin sonuglar1 ile karsilagtinldiginda; iilkemizdeki broilerlerde
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kontaminasyon oraninin daha az oldugu ve Salmonella kontaminasyonunda en sik goriilen serotipin S.enteritidis
oldugu tespit edilmistir. Calisma sonuglarimizin, tlkemiz [12,14, 24,26] ve diinyada [27-28] yapilan diger
benzer arastirmalarin sonuglartyla da paralellik gosterdigi goriilmiistir.
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