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Derleme / Review

Tavuk diskilarindan Salmonella etkenlerinin konvansiyonel ve molekiiler
yontemlerle teshisi
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Ozet: Salmonella infeksiyonlar1 kanatli hayvan yetistiriciliginde verim diisiikliigii ve 6liimler sonucu ekonomik ka-
yiplara neden olmaktadir. Salmonellozis (paratifo) kanatli hayvanlar ve kanatli hayvan iiriinleri ile bulasan zoonoz bir
infeksiyon olmasi nedeni ile insan saglig1 agisindan da 6nem tagimaktadir. Bu derlemede tavuk diskilarindan Salmonella
etkenlerinin teshisinde kullanilan konvansiyonel ve molekiiler yontemler degerlendirilmistir.

Anahtar sozciikler: Diski, Salmonella, tavuk, teshis.

Detection of Salmonella from chicken faeces by conventional and molecular methods

Summary: In poultry breeding, Salmonella infections cause productivity losses and deaths. Salmonellosis (paratyphi) is
very important disase for human health and zoonoses in humans consumption from poultry and poultry products. In this
review detection of Salmonellae from chicken faeces by conventional and molecular methods were evaluated.
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Giris

Salmonella etkenleri Enterobacteriaceae familyasin-
da yer alan Salmonella genusuna ait tiirlerin i¢erdigi
serotiplerdir. Bu cins i¢inde iki tiir bulunmaktadir ve
bunlar Salmonella enterica ve Salmonella bongori
olarak tanimlanmistir. S.enterica iginde 7 alt grup
bulunmaktadir. Bu gruplar S.enterica subsp. ente-
rica (1), S.enterica subsp. salamae (1), S.enterica
subsp. arizonae (Illa), S.enterica subsp. diarizonae
(11Ib), S.enterica subsp. houtenae (IV), S.enterica
subsp. bongori (V), S.enterica subsp. indica (V1)’dir
Kanatli hayvanlarla iligkili tiim Salmonella etkenle-
ri S.enterica tirl iginde yer almaktadir (15, 19).

Tavuklarda Salmonella infeksiyonlar1 temel
olarak iki boliimde incelenmektedir (12). Bunlar, ta-
vuklar i¢in spesifik olan Salmonella enterica subs-
pecies enterica serovar Pullorum’un neden oldugu
Pullorum Hastalig1, Sa/monella enterica subspecies
enterica serovar Gallinarum’un neden oldugu Ta-
vuk Tifosu ile insanlarda gida kaynakli hastaliklarla
iligkili olan farkli gruplarin serovarlari tarafindan
olusturulan paratifo infeksiyonlaridir (20, 22).

Salmonella infeksiyonlari kanatli hayvan ye-
tistiriciliginde verim diisikliigii ve 6limler sonucu
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. S.Pullorum

ve S.Gallinarum ile infekte damizliklardan elde edi-
len civcivlerde, vertikal bulagsma nedeniyle erken
donem infeksiyonlari sekillenmekte ve ciddi kayip-
lar olugmaktadir (18, 28). S.Gallinarum ile infekte
kanatlilarin, etkeni en az bir ay siire ile diskilariyla
cevreye sactiklari bildirilmistir (18).

Salmonellozis (paratifo) kanathi hayvanlar ve
kanatli hayvan iriinleri ile bulasan zoonoz bir in-
feksiyon olmasi nedeni ile insan sagligi agisindan
da 6nem tasimaktadir (11, 33, 34). Tavuk {irilinlerin-
den insanlara bulagan ve gida kaynakli zehirlenme
vakalarindan en ¢ok izole edilen serovarlar Salmo-
nella enterica subspecies enterica serovar Typhi-
murium ve Salmonella enterica subspecies enterica
serovar Enteritidis’tir (20). Insan, ¢iftlik hayvanlari,
tavuklar, rodentler ve kuslari igceren genis bir konak-
¢1 spekturumuna sahip olan S.Typhimurium, bu ko-
naklarda hastalik olusturabilmektedir (29). Avrupa
Birligi’nde 6zellikle yumurtalarda Salmonella kon-
trolii ve prevalansinin azaltilmas1 amaciyla 2003 y1-
linda 2003/99/EEC adl direktifi yaymlamistir (1).

Kanatli hayvanlar, insanlarda goriilen Salmo-
nella infeksiyonlarmin en 6nemli bulagma kaynagim
olusturmaktadirlar. Buna bagli olarak infeksiyonun
gida ile insanlara ge¢isi ve halk sagligimin 6nemi gi-
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derek artarken, bu infeksiyonlarin 6zellikle kanatl
iiretimde Onlenmesi i¢in caligmalar baslatilmigtir
(20, 28). Ozellikle sadece kanatli hayvanlarda has-
taliga neden olan ve vertikal bulasan S.Pullorum ve
S.Gallinarum infeksiyonunda, damizlik iiretimin-
den baslayan kontrol 6nem tagirken; paratifo infek-
siyonlarinda kontrol programlart tim yetistiricilik
asamalarinda bulagsma kaynaklarma bagli olarak
uygulanmaktadir (16, 20, 23, 35, 36).

Kanatlhi hayvanlarda Salmonella infeksiyonla-
rinin kontrolii, hastalik nedenli kayiplarin 6nlenme-
si ve etkili bir kontrol programlari gerektirmektedir.
(20). Tiirkiye’de kanatli hayvanlar ve kanath {irlin-
leri ile ilgili olarak Salmonella infeksiyonlari igin
yasal diizenlemeler bulunmaktadir. Thbar1 Mecburi
Hayvan Hastaliklar Hakkinda Teblige gore, kanath
tifosu ve pullorum hastaligi ihbari mecburi hasta-
liklardir (4, 5). Kulugkahane ve Damizlik Kanath
Isletmeleri Yonetmeligi Uygulama Talimatima gére,
S.Gallinarum ve S.Pullorum hastaliginin tespiti ha-
linde o kiimeste bulunan hayvanlar bedelsiz olarak
itlafedilmekte ve kulugkahane ve giinliik civcivlerde
rastlanmasi durumunda civciv ve yumurtalar imha
edilmektedir. S.Enteritidis ve S.Typhimurium’un
yumurtada ve damizlik igletmesinde tespiti halinde
bu Talimatin ilgili maddeleri geregince iglem yapilir
(6).

Broiler (Ticari Etlik) ve Ticari Yumurtact Kii-
meslerinde Salmonella Kontrol Programi Uygula-
ma Talimatlarinda, zoonoz karakterdeki Salmonella
etkenlerinin prevalansinin tespit edilmesi ve preva-
lansin Avrupa Birligi seviyesine diisiirmek amag-
lanmaktadir (2, 8). Ayrica Tiirk Gida Kodeksi’nde
yumurta ve yumurta lirlinlerinde ve ¢ig kanatli eti
ve hazirlanmis kanatli eti karisimlarinda salmonel-
la etkenlerinin bulunmamasi ile ilgili hiikiimler yer
almaktadir (9, 10).

Infekte kanatlilarin diskilarinin bulasma kayna-
g1 olmasi, diskiyla kontamine olan yem su, altlik,
calisanlar ve bunlara ait ekipmanlar etkenlerin ka-
natlilara bulagmasini kolaylastirmakta ve 6nemli bir
infeksiyon kaynagi olmaktadir (19, 20). Kesim asa-
masinda diski, karkas kontaminasyonuna da neden
olmakta ve etken karkasta bir aydan fazla siire canli
kalabilmektedir (18, 35).

Bu derlemede tavuk diskilarindan Salmonella
etkenlerinin teshisinde kullanilan konvansiyonel ve
molekiiler yontemler degerlendirilmistir.

Salmonella infeksiyonlarimin Teshisi

Salmonella etkenlerinin kontamine materyallerden
kiiltir yontemi ile izolasyon ve identifikasyonu
yaklasik olarak yedi giin siirmektedir (24). Bu siire
ozellikle gida maddelerinde Salmonella kontami-
nasyonlarmin belirlenmesinde bir problem olus-
turmaktadir. Bu durumun asilmasinda, daha hizli
sonug veren molekiiler tekniklerin kullanimi yarar
saglamaktadir. Molekiiler teknikler arasinda Poli-
meraz Zincir Reaksiyonu (PZR), etkenin saptanma-
sinda hizli, spesifite ve sensitivitenin yiiksek olmasi
ile biiyiik avantaj saglamaktadir. Bu yontemin diski
gibi klinik 6rneklerden ve gidalardan Salmonella et-
kenlerinin saptanmasinda kullanimu siirekli artmak-
tadir. PZR’nin bir diger avantaji ise biyokimyasal
ve fenotipik varyasyonlara ragmen mikroorganiz-
malarin dogru teshis edilebilmesidir (24, 25).

I- Konvansiyonel yontemler

Salmonella etkenlerinin konvansiyonel yontemlerle
teshisinde, 6n zenginlestirme, selektif zenginlestir-
me, ayirict besi yerlerine ekim, biyokimyasal testler
ve serolojik dogrulama asamalar1 bulunmaktadir (4,
7, 20). Konvansiyonel yontemde, uluslararasi dii-
zeyde kabul goren ISO 6579:2002 standard: bulun-
maktadir.

a) On zenginlestirme: Konvansiyonel yéntemin ilk
asamas! on zenginlestirme asamasidir. On zengin-
lestirmenin amaci, Salmonella etkenlerinin zengin
besin maddeleri bulunan besi yerlerinde sayilariin
arttirilmasidir (7). On zenginlestirme asamasinda
25 g diskinin 225 ml 6n zenginlestirme besi yerine
ilavesi onerilmektedir (3). Yapilan ¢alismalarda 25
g disk1 numunesinin Salmonella etkenlerini sapta-
yabilecek diizeyde oldugu belirtilmistir (7).

On zenginlestirme asamasinda farkli besi yer-
leri kullanilabilmektedir. Bu besi yerleri arasinda
Laktoz Broth, Yagsiz Siit Tozu Besi yeri, Nutrient
Broth, Tripticase Soy Broth ve Tamponlanmis Pep-
tonlu Su (TPS)’dur. ISO 6579:2002 standardinda
Onerilen Onzenginlestirme besi yeri TPS’dir ve bu
besi yerinde 37°C’de 16-20 saatlik bir inkiibasyon
onerilmektedir (3). TPS, igerdigi fosfat tampon ne-
deniyle 6rnek ilavesi sonrasi inkiibasyon asamasin-
da pH degerini 6.0 seviyelerinde kontrol etmekte ve
bu pH degerlerinde Salmonella etkenlerinin {ireme-
leri olumsuz etkilenmemektedir (7).

b) Selektif zenginlestirme: Konvansiyonel yon-
temin ikinci asamasi selektif zenginlestirmedir.
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Amaci, flora ve diger bakterilerin inhibe edilmesi-
ni/simirlamasini saglayarak Salmonella etkenlerinin
iiremesini arttirmaktir (7, 20). Bu amagla Rapaport
Vassiliadis Soy Peptone Broth (RVS), Selenit Sistin
Broth ve Tetratiyonat Broth kullanilmaktadir (7).

Selektif zenginlestirme olarak ISO 6579 me-
todu Rapaport Vassiliadis Soy Peptone Broth’ta
42°C de 18-24 saat inkiibasyonunu onermektedir.
TSE ise Tetratiyonat Broth’ta 43°C’de 24 saat in-
kiibasyon onermektedir (3). Genel olarak, yiiksek
sicakliklardaki inkiibasyonlarin daha etkili oldugu
belirtilmektedir (7).

Tetratiyonat Broth icerdigi pepton ve safra gibi
maddelerle salmonella etkenlerinin {iremesini des-
teklerken; yine igerdigi kalsiyum bilesikleri ve iyot
sayesinde E.coli iiremesini inhibe etmektedir (20).
RVS’nin igerdigi soya pepton Salmonella etkenle-
rinin ¢ogalmasini artirmaktadir (7). ISO 6579:2002
standardina gdre onzenginlestirme kiiltiiriinden 0.1
ml, 10’ar ml’lik Rapaport Vassiliadis Soy Peptone
Broth ve Tetratiyonat Broth’a ekimler yapildiktan
sonra belirtilen sicaklik ve siirede inkiibasyona bi-
rakilir (3).

¢) Ayirici besi yerlerine ekim: Selektif zenginles-
tirme asamasindan sonra Salmonella tiremesini goz-
le gorebilmek i¢in cesitli besi yerlerine ekim yapil-
maktadir. Bu besi yerlerinde Salmonella etkenlerine
ait koloniler belirleyici 6zellikleri ile diger etkenler-
den ayrilmaktadir. Ayirici besi yerlerinde kullanilan
bu belirleyici 6zellikler 6zellikle Salmonella etken-
lerini laktoz sekerini fermente edememeleri ve hid-
rojen siilflir tiretimleri esasina dayanmaktadir (20).

Ayirict olarak kullanilan besi yerleri Brillant
Green Phenol Red Agar, XLD Agar, XLT, Agar,
McConkey Agar, Bizmut Siilfid Agar, Salmonella
Shigella Agar, Rambach Agar ve Hectoen Enterik
Agar’dir. (31, 34). XLD Agar, XLT, Agar, Bizmut
Siilfid Agar, Hectoen Enterik Agar hidrojen siilfiir
(H,S) olusturma prensibiyle hazirlanmig besi yer-
leridir (7). Brillant Green Phenol Red Agar, Mac-
Conkey Agar, Salmonella Shigella Agar ise laktoz
icermekte ve laktoz fermentasyonu prensibine da-
yanmaktadir. Rambach Agar’in bilesiminde ise
propilen glikol bulunmaktadir. Salmonella etkenle-
11, besi yeri bilesimindeki propilen glikol’den asit
olustururlar ve koloni renginin kirmizi olmasiyla
diger etkenlerden ayirt edilirler (7).

ISO 6579:2002 standardinda Onerilen agarlar
XLD Agar ve Brillant Green Phenol Red Agardir.
Ekim yapildiktan sonra agarlar 37°C’de 18-24 saat
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda Salmonella et-
kenleri XLD Agar’da siyah merkezli kirmiz1 kolo-
niler halinde, Brillant Green Phenol Red Agar’da
pembe koloniler halinde iireme gosterirler (3).

d) Biyokimyasal Testler: Ayiric1 besi yerlerinde
iiremis olan Salmonella siipheli kolonilerden identi-
fikasyon amaciyla gesitli biyokimyasal testler yapil-
maktadir. Bu testler laktoz, siikroz, glikoz fermen-
tasyon testleri, lizin dekarboksilasyon testi, iire tes-
ti, Metil red/Voges Preskauer testi, hidrojen siilfiir
testi, indol testidir (Tablo 1) (3). Tiim bu testler ISO
6579:2002 standardinda belirtilen testlerdir.

Tablo 1: Salmonella etkenlerinin biyokimyasal 6zellik-
leri (3, 20, 21, 27, 28).

Test Ozellik
Gram Boyama -
Katalaz +
Oksidaz -
Laktoz -
Siikroz -
Glikoz +
O/F Fermentatif
H.,S +
Gaz +
Indol -
Ure -
Lizin Dekarboksilaz +
Sitrat +
Metil Red +

Voges-Proskauer -

e) Serolojik dogrulama: Biyokimyasal testler so-
nucunda Salmonella olarak identifiye edilen suglar
serolojik olarak dogrulanmalidir. Serolojik dogru-
lama i¢in, hiicre duvar1 polisakkait antijenlerinden
hazirlanmis spesifik ‘O’, flagella antijenlerinden ha-
zirlanmis ‘H’, ve ylizey antijenlerinden hazirlanmis
‘Vi’ antiserumlar ile serolojik teste tabi tutulurlar
(20,26). Bunun i¢in, agarda iiretilmis olan etkenlere
antiserumlarla lam agliitinasyon testi uygulanir (14,
20, 26).
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II- Molekiiler Yontemler

Konvansiyonel yontemlerin ¢ok uzun siirmesi ne-
deniyle Salmonella etkenlerinin teshisinde cesitli
molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Molekiiler
yontemler kisa siirede sonu¢ vermeleri yoniinden
avantaj saglamaktadirlar (25). Diski gibi klinik o6r-
neklerden Salmonella etkenlerinin hizli ve giivenilir
teshisi hastalik kontroliine yardimci olmaktadir (30,
32). Bu teknikler erken teshis amaciyla kullanil-
maktadir ve klinik 6rneklerde pozitiflik saptanmasi
durumunda etken izolasyonu gereklidir.

Insan, hayvan ve gida drneklerinden Salmonel-
la teshisi icin PCR metodlart ve DNA ekstraksiyonu
prosediirleri tanimlanmistir (17). PCR yontemleri-
nin Salmonella etkenleri cins ya da alt tiir diizeyin-
de teshisine gore Salmonella etkenlerine ait hedef
genler degismektedir. Genellikle kullanilan genler
arasinda iroB, invA, fliC, ompA, iagAB, agfA, oriC,
16S rRNA ve 16S rDNA bulunmaktadir (13, 24).

InvA, salmonella genusuna spesifik bir &zel-
liktedir. Salmonella etkenlerinin 2 tliri olan
S.enterica ve S.bongori’yi saptamaktadir. [roB ve
iagAB, S.enterica alt tiirlerini saptamaktadirlar.
sefA, S.Enteritidis, S.Pullorum ve S.Gallinarum’u
teshis etmek i¢in kullanilmaktadir. fliC ise
S.Typhimurium’u spesifik olarak teshis etmektedir
(13).

Ayrica prob hibridizasyonu, pulsed field gel
electroforsis (PFGE), polimorfik DNA’nin rastge-
le amplifikasyonu (RAPD-PZR), DNA dizi analizi
(DNA sequencing), AFLP (amplified fragment len-
gth polymorphism), VNTR (variable number tan-
dem repeat), SNP (single nucleotide polymorphism)
ve DNA Mikrodizilimi (DNA Microarray) gibi tek-
nikler Salmonellalarin molekiiler tiplendirilmesi
ve molekiiler epidemiyolojisinde kullanilmaktadir

31).

Sonug¢

Kanatli hayvanlarda &zellikle ekonomik kayipla-
ra neden olan ve insanlarda gida zehirlenmelerine
neden olan Salmonella infeksiyonlariin labora-
tuar teshisi bilylik 6neme sahiptir. Konvansiyonel
yontemlerin etken izolasyonu ve identifikasyonunu
kapsadigindan dolayr giivenilir bir yontemdir ve
standart tekniktir. Molekiiler yontemler, 6zellikle
PCR, izole edilen etkenlerden dogrulama amaciy-
la yapilmasimin yaninda 6zellikle digki gibi klinik

materyallerden de kisa siirede dogru teshis yapabil-
mesi nedeniyle biiyiik avantajlar saglamaktadir. Bu
sebeple, konvansiyonel yontemlerle birlikte PCR
yonteminin bir arada kullanilmasi sonu¢ ve siire
acisindan daha gilivenilir ve kisa olmaktadir.
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