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Bu ¢aligmada, Elazig Keban Baraj goliiniin iki farkli bolgesinden elde edilen 627
adet tath su midyesinde (Unio elongatulus eucirrus Bourguignat, 1860) kiiltiir yontemi
ve Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) teknigi yardimuyla Salmonella arandi. Buna gére
baraj golinin Kogkale bolgesinden toplanan 397 midyenin 19’unda (%4.79)
Salmonella izolasyonu ve identifikasyonu yapildigi halde, Pertek bolgesinden temin
edilen 230 midyede bu etkene rastlanilmad:.

Midye dokularindan hazirlanan  homojenizatlar Rappaport  Vasilliadis
buyyonunda o6n zenginlestirmeden gegirildikten sonra, Brilliant Green Phenol Red
Laktoz agar ve Salmonella - Shigella selektif besiyerlerine ekimler yapildi. Ureyen
Salmonella siipheli suslara biyokimyasal testler uygulandi ve bu suslardan DNA izole
edildi. Ekstrakte edilen DNA’ lar Salmonella® mn 16S rRNA geninden tiiretilen bir gift
cins spesifik primer kullanilarak PCR’de amplifikasyona tabi tutuldu. PCR irinleri
agaroz Jel elektroforezde degerlendirildiginde, 19 siipheli susun hepsinde Salmonella
spesifik gen bolgesinin meveut oldugu saptand.

Cahgma bolgelerinden alinan 45 su 6rneginden ise kiiltiir metodu ve PCR teknigi

ile Salmonella izolasyonu yapilamadi.
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Salmonella’ nin insanlarda tifo ve paratifo bagta olmak iizere septisemi ve
gastroenteritis gibi hastaliklara neden oldugu dikkate alindiginda, elde edilen verilerin
isiginda baraj golunin Kogkale bolgesindeki tatlh su midyelerinin 1380 sayili Su
Uriinleri Kanununa gore insan saghg aqsindan  ¢ig  tiketilmeleri  uygun
gorilmemektedir. Salmonella bakterisinin 1siya dayanikli olmamasina ragmen bu yore
midyeleri iyice pigirilse dahi Salm(mella’laﬁn toksikolojik é;zelligi devam edeceéihden
tuketiminde dikkatli olunmalidir. Ayrica, iyi bir iglemden gegirildikten sonra bu
midyelerin hayvan yemi olarak degerlendirilmesinin de ekonomiye biyik katkisi
olacaktir.

Genis bir uygulama alanina sahip PCR’nun bu ¢aligma ile su drinlerinde de

basarili bir sekilde uygulanacag goralmigtiir.

ANAHTAR KELIMELER:Tatli Su Midyesi, Salmonella, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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In this study, Salmonella were investigated in 627 fresh water mussels collected
from two different regions of Keban Dam Lake by means of culture and Polymerase
Chain Reaction (PCR) techniques. From 19 (4.79%) out of 397 mussels collected in
Kogkale Region, Salmonella were isolated and identified, but the agent was not
detected in mussels obtained from Pertek region.

Homogenates prepared from tissue of mussels, after pre-enrichment in
Rappaport Vasilliadis, were inoculated onto Brilliant Green Phenol Red Lactose agar
and Salmonella-Shigella selective mediums. Biochemical tests and DNA extraction
were carried out Salmonella suspicious isolates. DNA extracted from these isolates
were amplified by PCR using a pair of genus-specific primers derived from 16S rRNA
gene of Salmonella. Analysis of PCR products on agarose gel electrophoresis showed
that the Salmonella specific gene was present in all 19 isolates.

Salmonella could not be isolated from 45 water samples with culture technique

and PCR technique.



The fact that, Salmonella causes important diseases in humans such as
septicaemia, gastroenteritis, typhoid and paratyphoid, was taken into consideration, in
the light of the data obtained in this study, fresh water mussels in Kogkale Region of
Keban Dam Lake should not be consumed uncooked according to the water products
law number 1380. Although Salmonella is not resisted to high temperature, their
toxicity continues even mussels area cooked properly, so that they should be consumed
carefully. Moreover, the use of these mussels as animal food will contribute
significantly to the country’s economy.

In this study, it was demonstrated that PCR which has very wide application

could also be used in the field of Aquaculture.

KEY WORDS: Freshwater Mussel, Salmonella, Polymerase Chain Reaction
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Beni bilimsel ¢aligmaya sevk eden, konu secimi ile aragtirmamin planlanmast ve
yﬁrﬁtﬁlmeéinde W her tarli yardm ve kathlanm Veisirgerrrleyén klymetlwir dafixsman
hocalanm saymn ProfDr.Mustafa SARIEYYUPOGLU’ na ve Dog.Dr.Burhan
CETINKAYA’ vya, laboratuvar imkanlarimi saglayan Firat Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dekanligina ve caligmalarimda biyikk desteklerini gordagiim Mikrobiyoloji
Anabilim Dali hocalarima, Aragtirma gorevlisi arkadaglarima ve personeline, serolojik
gruplandirmada yardimeci olan, Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Merkezinde
gorevli Uzman Veteriner Hekim Selahattin SEN’e, materyal temininde yardimcir olan
yore balikgtlarina, Su Uriinleri Yetistiricilik Anabilim dah asistanlarindan Unal ISPIR,
Cebrahil TURK, Onder AKSU ve personelimiz Ahmet BINGOL’ e, ¢alismalarimda
gereken olanaklari saglayan Su Uriinleri Fakiiltesi akademik ve idari personeline, mesai
arkadaglanima, ayrica her zaman manevi destegi ile gii¢ veren ve projenin yaziminda
yardimer olan egim Mehtap SEKER’e ve galigmayr maddi yonden destekleyen Firat
Universitesi Aragtirma Fonu’na (FUNAF) tesekkiir ederim.

Biitlin galigmalarimizda oldugu gibi bu projenin olugmasinda da yakin ilgi ve
destegini gordigim 1999 yiinda rahmetli olan Su Uriinleri Fakiiltesi dekanmuz
merhum hocamiz Prof. Dr. Sitki GULER’i rahmetle anarim.
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1. GIRIS

Son yillarda hizla artan diinya niifusu, plansiz kentlesme, niikleer denemeler,
tanim ilaglari, yapay gibreler, evsel atiklar, deterjanlar ve sanayi kuruluglarimin
aritmadan desarj ettikleri cesitli ”kimyasal maddeler ve ozellikle sehir kanalizasyéﬁ
atiklarinin su kaynaklanna karigmasi, diinyanuzi 6nemli dlgiide kirleterek bugiin oldugu
gibi gelecekte de en biyiik problemlerden birisini olusturacaktir. Hijyen kurallarinin
yeterince uygulanmadigy, atik su sistemlerinin istenilen diizeyde olmadifi iilkelerde
gevre kirliliginin bir pargast olarak; insan ve hayvan digkilanyla atilan bagirsak patojeni
mikroorganizmalar deniz, g6l ve akarsulara kangmakta ve iginde yasayan canlilan da
kontamine edebilmektedir. Ozellikle besin hijyenine iliskin kontrol mekanizmalarmn
az oldugu tlilkemizde kirli sulardan g¢ikarilan midye ve balik gibi su iiriinlerinin birgok
hastalik olusturacak mikroorganizmalar: insanlara bulastirmada onemli rolleri
olabilecegi agiktir.

Diger gida maddelerinde oldugu gibi su iiriinlerinde de hastalik yapici gesitli
mikroorganizmalar  geligebilmektedir. Bunlar genellikle;, Salmonella, Shigella,
Clostridium, Vibrio, Campylobacter ve E. coli gibi bakterilerdir. Salmonella insan ve
baliklarda septisemi ve gastroenteritis olugturmasi nedeniyle zoonoz karaktere sahiptir.
Kanalizasyonlarin bosaltildigs su ortamlarmi kontamine eden bu bakterinin aym
zamanda akuatik canhlan da enfekte etme ihtimali yiiksektir. Kirli sulardaki patojen
etkenler gerek taze ve gerekse dondurularak muhafaza edilen midyelerde uzun siire
canh kalabilmektedir. Salmonella’mn da; iyi pisirilmemis midyeler ve bahklarn
tiiketilmesiyle veya bunlarin islenmesi sirasinda agik yaralardan insanlara bulagmalan
s6z konusudur.

Gerek beseri ve gerekse veteriner hekimlikte bakteriyel hastaliklanin teshisinde
kiiltir metodu ve biyokimyasal analizlerin yan! sira, aglutinasyon, immunodiffiizyon,
immunofloresans, hemaglutinasyon, radioimmun assay, enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), komplement fikzasyon gibi serolojik testler, histopatolojik yontemler ve
molekiiler biyolojide bilyiik énem kazanan Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) teknigi
de kullamilmaktadir (Anderson,1974; Bollock,1989; Kubilay ve Timur, 1997; Plumb
and Bowser, 1983; Tannkul ve dig., 1996).



Su urtinleri igerisinde yer alan ozellikle tath su midyelerinin mikrobiyolojisi
hakkinda kapsamli aragtirmalanin sayist azdir. Bu ¢aligmada da, son yillarda
gelistirilmis en onemli bir metot olan PCR ile Elazi Keban Baraj géliindeki tath su
midyelerinde (Unio elongatulus eucirrus) salmonellozisin prevalansimn saptanmast
amaglanmigtir. Mikrobiyoloji laboratuvarlaninda, insanlar -ile -sicak kaoh hayvanlarda
genis kullamm alanina sahip olan PCR teknigi, bu ¢aligma ile de ilkemizde tath su
midyelerinde ilk kez uygulanmistir. Aynca bu teknik, yillardir kullamlmakta olan ve en
givenilir neticeleri veren kiiltir metodu ile kargilagtinlarak, PCR’nin suda yagayan
canlilarin  bakteriyel hastabiklaninin  teghisinde uygulanabilirlifine iligkin  temel

olusturulmaya ¢aligmugtir,



2. LITERATUR BILGISi

Bu ¢aligmada; tatli su midyesinin tamnmasi, bu canlilarda aranmasi planlanan
Salmonella hakkinda bilgi edinilmesi ve PCR tekniginin tath su midyesinin
mikrobiyolojisine uyarlanmasi amaglandigindan  oncelikle midye olmak iizere

Salmonella ve PCR ile ilgili genel bilgiler verilmeye galigildi.

2.1. Tath Su Midyesinin (Unio elongatulus eucirrus) Genel Ozellikleri

Yumusakgalar yitksek uyum nitelikleriyle, hava ortamu hari¢ diger tiim
ortamlarda yayiiy goOsteren hayvan gruplarindan biridir. Bugiine kadar yapilan
cahsmalarda saptanan tir sayisi yaklagtk 100.000 kadardir. Bunlardan 80.000%
salyangozlar (gastropoda), 10.000’i midyeler (bivalvia) ve geri kalani ise diger gruplara
aittir. Yumugakgalarin kokeni deniz olmasina kargin, tath su ve karasal ortamlarda da
denizlerdekine yakin sayida tir vardir. Yumugakgalann biiyiik kismu bentiktir. Bivalvia
smifinda bulunan midyeler ve istiridyeler genellikle bilateral simetrilidir (Alpbaz, 1993;
Atay, 1984; Bilecik, 1989; Demirsoy, 1999). Bas bolgesi korelmistir. Ayagin arka
kisminda, genellikle, genis bir delikle disani agilan, biiyiik bir bez toplulugu (byssus
bezi) bulunur. Bu bezlerin salgilan, su ile temas edince katilagarak Iif seklini alir.
Byssus lifleri, midyenin gegici yada devamli olarak bir yere tutunmasina yardimci olur,
bazilarinda ise yuva yapiminda kullamlir. Solunum organlan bir ¢ift solungagtir
(ktenidyum). Genellikle besinlerini stizerek alirrlar. Cogu ayn eseyli az bir kismu da
hermofrodittir (Bilgin, 1980; Caglar, 1974; Cetinkaya, 1996; Demirsoy, 1999).

Ulkemizdeki midyeler; denizlerde ve tath sularda olmak iizere iki grupta
bulunurlar. Tath sularda yayilis gosterdigi bilinen midyelerin tiir sayist 17, denizlerde
ise 153°tiir. Bir gok aragtirmada (Anonim, 1984b; Alpbaz, 1993; Atay, 1984; Bilecik,
1989; Eng, 1973; Gogus ve Kolsarci, 1992; Goktan, 1983; Grabow et al, 1991;
Kinacigil, 1994; Uysal, 1970; Unliitiirk, 1984; Viarengo and Canesi, 1991; Yilmaz,
1989); midyelerin sahillere yakin alanlarda ve 60 m derinlige kadar bir yere tutunarak
yasadiklan bildirilmistir. Aynica yer degistirmedikleri i¢in de su hareketleriyle gelen
organik maddelerle beslendikleri, boylece bir midyenin ortalama bir litre suyu bir saat

icinde kabuklari arasindan gegirerek filtre ettigi ifade edilmigtir. Bazi arastinicilar



(Bilgin ve Sesen, 1991; Caglar, 1974; Cetinkaya, 1996; Inal, 1992, Schiitt, 1992); tath
su midyelerinin g6l ve nehir midyesi olmak uzere iki gesidinin bulundugunu ifade
etmislerdir. Ulkemiz tath sulannda, Unio elongatulus eucirrus, Unio crassus
bruquierianus, Unio tigridis, Unio stevenianus, Unio ascanius, Anodonta piscinalis,
Lequminaia wheatleyi, Corbicula fluminalis, Sphaerium- corneum ve Pisidium -
casertanum gibi bazi midyeler bulunmaktadir. Bu aragtirmaya konu teskil eden tatlt su
midyesinin (Unio elongatulus eucirrus BOURGUIGNAT, 1860) sistematikteki yeri
Sekil 2.1.1.°de gosterilmistir (Bilgin,1980; Bilgin ve Sesen, 1991; Caglar, 1974,
Demirsoy, 1999; Haas, 1969, Koral ve Ayval, 1982; Schutt, 1992; Schutt and
Sesen,1993; Soylu, 1990).

Regnum: Animale
Subregnum: Metazoa
Phylum: Mollusca
Classis: Bivalvia
Subclassis: Lamellibranchiata
Ordo: Heterodonta
Familia: Unionidae
Genus: Unio
Species: Unio elongatulus

Sub species:Unio elongatulus eucirrus Bourguignat, 1860

Sekil 2.1.1. Tath Su Midyesinin (Unio elongatulus eucirrus Bourguignat, 1860) sistematikteki yeri.

Midyelerden gollerde yasayanlarin kabuklan ¢ok ince olup ¢abuk kinlirlar.
Nehir midyeleri ise kiiglik kabuklara sahiptir ve daha fazla akarsularda yasarlar ancak
gollerde de bulunabilirler. Tath su midyelerinin kabuklari uzunlamasina yumurta
seklinde, kahverengi siyah goriiniimde, bir yere tutunmak igin byssus ipliklerine sahip
olup, uzerlerinde siyah bantlar halinde yas halkalan vardir (Bilgin ve Sesen, 1991;

Caglar, 1974; Inal, 1992; Ropes and Jearld, 1987; Soylu, 1990).



2.2. Salmonella’larin Genel Ozellikleri ve Tami Yontemleri

Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan Salmonella etkenleri, adlanm, Amerikal
bakteriyolog Salmon’dan almaktadirlar. Enferobacteriaceae familyasmin  genel
ozelliklerini gésteren Salmonella’ lar 0.7 - 1.5 x 2.0 - 5.0 mikrometre-boyutlarinda,
Gram negatif gomak geklinde, aerob ve fakiltatif anaerob, fekal veya oral yollarla
yayilan bakterilerdir. Cogunlukla boyali preparatlarda tek tek gorilen Salmonella
bakterileri sporsuz, kapsiilsiiz olup, S. pullorum ve S. gallinarum hari¢ hareketlidirler.
Optimal iireme sicakhigi 37°C olup, 20 ile 42°C’ler arasinda da geligebilirler. Kolonileri
genellikle 2 - 4 mm ¢apinda olmakla birlikte 1 mm ¢aph kigiik koloniler de gorilebilir.
Biyokimyasal aktiviteleri oldukga yiiksektir. Bu nedenle, Salmonella izolasyonunda
kullanilan besi yerlerinin bilegimi, onemli iki oOzelligin ortaya ¢ikarilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu 6zellikler; H2S olusturmalan (S. cholerae suis’in bazi suglan ve S.
paratyphi A’ nin bir ¢ok susu harig) ve laktozu fermente edememeleri olup, E. coli’ den
ayrimlarinda kullamlan en Gnemli testlerdir. Salmonella bakterilerinin timii Ureaz
enzimine sahip degildir, dolayisiyla direyi aynstiramazlar. Oksidaz, fenilalanin
deaminaz, voges proskauer, indol, malonat kullammi, Ortho- Nitrophenyl-Beta-D-
Galactosidase, jelatin hidrolizi, triptofan deaminaz testleri negatif, metil red, lizin
dekarboksilaz (S. paratyphi A harig), ornitin dekarboksilaz (S. gallinarum ve S. typhi
harig), nitrat rediiksiyonu pozitiftir. Glikoz, mannitol ve sorbitolu fermente ederler.
Salisin, sakkaroz ve inositolii genellikle fermente edemezler (Arda ve dig. 1994; Bekar,
1997, Bilgehan, 1995; Quinn et al., 1994, Merchant and Packer, 1967)

Salmonella aranmasinda 6n zenginlestirme, selektif zenginlestirme, selektif kati
besiyerinde tipik kolonilerin gosterilmesi, siipheli suglanin biyokimyasal tamsi ve
agliitinasyon testleri ile serolojik tiplendirilmesi yapilmaktadir. Bu son iki test paralel
yiritiilebilecegi gibi 6nce serolojik tam, sonra biyokimyasal tamt da yapilabilir.
Salmonella izole ve identifikasyonunda, Rappaport Vassiliadis, Selenit Cystine Broth ve
Tetrathionate Broth gibi zenginlestirilmis besi yerleri kullamlmaktadir. Bununla
birlikte; Endo agar, MacConkey agar, Eosin Metilen Blue agar, Salmonella — Shigella
agar, Christensen agar, Brilliant Green agar, Dezoksikolat sitrat agar, Xylose Lysine
Desoxycholate agar ve Rambach agar gibi selektif besi yerlerinden yararlamlmaktadir.

Salmonella — Shigella agarda, laktoz negatif bakteriler renksiz, pozitif bakteriler ise



kirmizi koloni olustururlar. Eger koloninin ortasinda siyah bir nokta var ise HzS
pozitiftir. Brilliant Green agarda, laktoz pozitif bakteriler yesil, negatifler ise kurmizidir.
Selektif besi yerlerinde gram pozitif bakterilerden bagka koliform bakterilerin ve
Proteus’larin gogu inhibe olur, yalmz Salmonella’lar saf kultur halinde Grer. Bunlar
besiyerinin parlak kirmizi ortami - izerinde - hafif pembemsi renkte opak koloniler
olugtururlar (Anonim, 1994b; Anonim, 1998; Bager and Petersen, 1991; Bekar, 1997,
Bilgehan, 1995; Carter, 1984; Farmer et al., 1987; Fricker et al., 1985; Krieg, 1984,
Quinn et al., 1994; Vassiliadis et al., 1981).

Enterobacteriacea familyasina bagli mikroorganizmalarin identifikasyonunda
cabuk sonuca giden sistemler gelistirilmigtir. Bu metotlardan biri de Lassen’in (1975)
tgli tip sistemidir. Bu sistemde, birinci tiipte; glikoz, laktoz fermentasyonu ve HaS
olusumu incelenir. Ayrica lizin dekarboksilaz, Ortho-Nitrophenyl-Beta-D-Galactosidase
ve fenilalanin deaminaz testleri de yapilir. Ikinci tiipte, mannitol, hareket ve nitrat
rediksiyonu, iiglnci tiipte ise; iireaz, indol wve triptofan deaminaz testleri
uygulanmaktadir.

Salmonella etkenlerinin kesin identifikasyonlari, biyokimyasal ozelliklerinin ve
antijenik yapilarimin incelenmesiyle yapilmaktadir. Biyokimyasal o6zelliklerine gore
Salmonella oldugu anlagilan suglar 6énce polivalan O antiserumu ile lam {izerinde
agliitinasyona tabi tutulur. Daha sonra agliitinasyonun gorildiigti polivalan serumun
grup antiserumlariyla sugun serogrubu tayin edilir. Serolojik grubu tespit edilen susun H
antiserumlariyla aglitinasyonu sonucu serotipi saptamir (Anonim, 1991; Arda, 2000;
Bekar, 1997; Bilgehan, 1995; Carter, 1984; Merchant and Packer, 1967; Quinn et
al.,1994).

Gida maddelerinde, Salmonella belirlenmesinde kultirel ve biyokimyasal
analizlerin yapilmas: yaklagik yedi giinliik bir siireyi gerektirdiginden, lmzli yontemlerin
gelistirilmesine olan gereksinim gegmiste oldugu gibi giinimiizde de devam etmektedir.
Bugiin kiiltirel yontem disinda; kiiltiirel-enzimatik testler, lateks agglutinasyon testleri,
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) testi, PCR ve impedanz yontemleri
kullamlarak da Salmonella belirlenmektedir (Bailey, 1998; Fluit, 1993). Bakteriyel ve
viral etkenlerden ileri gelen bazi enfeksiyonlarda spesifik etkenin her zaman izole ve
identifikasyonu miimkin olmamakta, primer etken yerine sekonder bakteriler izole

edilmekte, hastaliin teshis ve sagaltimi da buna gore yapilmaktadir. Boylece hastalarnn



iyilestirilmesi ¢ok gecikmekte veya miimkin olmamaktadir. Enfeksiyonlarin erken,
kesin ve giivenilir teghislerinde son yillarda pratige konan biyoteknolojik yontemler
olduk¢a yararh olmakta ve konvansiyel tekniklerin bosluklarim doldurmaktadir. Bu
yeni teknolojik metotlar, etkenlerin genetik materyallerinin hibridizasyonu ve
immunojenik substanslarm (protein, glikoprotein,” vs.) saptanmas: seklinde baghca iki
grup altinda toplanir. Hibridizasyon teknikleri, genellikle materyallerde (doku, organ,
hiicre kiiltiirii, ekstrakt, sekret, vs.) bulunabilen patojenlerin veya bu dokulara ait hiicre
DNA’ lanndaki spesifik genlerin igaretli problarla ortaya konmas: ve sayisal olarak
gogaltilmast (amplifikasyonu) amaciyla kullamlmaktadir (Saiki et al., 1988; Steffan and
Atlas, 1991). Simdiye kadar Sdlmonella’lann identifikasyonu amaciyla ¢ok az
calismada PCR teknigi kullamlmakla birlikte, bu teknik spesifitesi ve duyarliig
nedeniyle diger sistemlerden daha avantajlidir (Barrow, 1993; Erlich et al., 1991).

2.3. Salmonella’nin Su Uriinlerindeki Onemi

Su iriinlerinde Salmonella ilk olarak 1934 yilinda Dogu Kanada kiyilarinda
yakalanan bir baliktan izole edilmig, daha sonralan ise tatli ve tuzlu sulardan yakalanan
birgok balikta farkli Salmonella tirleri izole edilmigtir (Morse et al., 1978b; Souther et
al., 1972; Twiddy, 1995; Van Den Heever and Frey, 1994; Wyatt et al., 1979).

Insan ve hayvanlarin Salmonella enfeksiyonuna yakalanmalarinda suyun
enfeksiyon kaynagi olarak rolii biyiiktiir. Prensip olarak temiz sularda Salmonella
bakterileri ¢ogalamazlar. Fakat kirli ve bu baglamda bakteriler igin besin kaynaf
iceren, uygun pH ve sicakhfa sahip sularda Salmonella cinsi bakteriler rahathkla
gogalabilirler (Guthrie, 1992; Martinez et al., 1991). Evlerden ve sanayi tesislerinden
gelen Salmonella ihtiva eden kirli sularin dere, irmak ve gol sularma kangmastyla bu
sular enfekte edilmektedir. Organik maddeleri bolca bulunduran bu sular, hastahk
etkenlerini tagimasi ve mikroorganizmalar igin elverigli bir besiyeri olmas1 bakimindan
biiyiik bir tehlike olugturmaktadir (Anonim, 1988; Sarimehmetoglu ve dig., 1995). Bu
nedenle su iiriinleri yénetmeliginin 17. maddesine gore; atik sulanin dokiildagu sahadaki
ahci sularda su triinlerinin avlanmalan yasaklanmstir (Anonim, 1995).



Her ne kadar midye ve balik gibi su trinleri Salmonella i¢in dogal kaynak
degiliseler de, yasadiklart sulardaki bakterilerle kontamine olabilitler (Bernoth, 1990).
Salmonello’mn yumusakgalarda bulunug orami ile deniz sularimin kirliligi arasinda bir
korrelasyon vardir (Inal ve dig., 1979; Sentiirk, 1994). Organik madde kirliliginin
oldugu sularda yasayan midye ve-baliklarda bakteriyel, viral kontaminasyonlarin oldugu
bildirilmistir (Gonzalez et al., 1993; Jehl - Pietri et al., 1990).

Midye ve istiridyelerin bakteri florast, baliklarnin bakteri florasiyla biiytiik bir
benzerlik gostermektedir. Yeni avlanmig midye ve istiridyelerde mikroorganizma
miktan ¢ok yiiksek olabilir. Midyede bulunabilen Shigella spp., Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus ve Yersinia enterecolitica besin hijyeni agisindan énem tagular. S6z
konusu bu etkenlerin gesitli ilkelerde kitlesel gida zehirlenmelerine yol agtif
bildirilmigtir (Inal, 1992). Midye tiiketimiyle insanlara gegen enfeksiyon etkenlerinin
basinda Salmonella gelmektedir. Midyeleri kontamine eden kirli sulardaki patojen
bagirsak bakterileri, gerek taze midyelerde gerekse dondurularak saklananlarda uzun
stire canh kalarak insanlara bulasabilirler (Martinez et al., 1991; Reda, 1993; Yilmaz,
1989; Youssef et al, 1992). Midyelerin manto kistmlarmin bakteriyolojik
muayenesinde Salmonella’ mn sik bulundugu tespit edilmigtir. Ancak, deniz midyeleri
ekseriyetle pisirilerek yenildiklerinden mikroplarin bu yolla gegme olasiif azdir.
(Nishio et al., 1981).

2.4. Salmonella’ nin Bulasma Yollar: ve Neden Oldugu Hastaliklar

Salmonella dogada ¢ok yaygin bakteri olup, insan ve hayvanlara gesitli yollar ile
bulagir (Sekil 2.4.1). Bulasmada en Onemli enfeksiyon kaynaklar, portér canlilar,
insanlar igin hayvansal koékenli gidalar, hayvanlar igin yemler, insan ve hayvan gaitasi
ile kirlenmis sular ve yabani hayvanlardir. Salmonella serotipleri insanda oldugu gibi,
sigir, koyun, kegi, domuz, kiimes hayvanlari, kemirici hayvanlarda da gesitli hastaliklara
neden olmaktadir. Bu hayvanlarin pek ¢ogu ¢esitli Salmonella tiirleri igin asil
konak¢idir (Anonim., 1984a; Arda ve dig., 1999; Barrow, 1993; Bocek et al., 1992;
Guthrie, 1992).
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Sckil 2.4.1. Salmonella Enfeksiyonlartnin Yayilist (Anonim, 1984a).

Salmonella bakterisi midye, kerevit, istiridye ve balik gibi deniz ve tath su
canlilarinda (Bernoth, 1990; Bocek et al,, 1992; Ertas ve di§.,1999; Meggel, 1992;
Morse et al., 1978a; Morse et al., 1978 b, ; Muz ve dig., 1999, Sarneyyiipoglu, 1987);
kurbaga, kertenkele, kaplumbaga, salyangoz ve solucanlarda (Ozek ve dig., 1965; Ozek
ve dig., 1970; Toreci ve Ang, 1991) tespit edilmistir. Bu canhlar Salmonella’nin
insanlara bulasmasinda direkt veya besin maddelerinin kontaminasyonu suretiyle de
indirekt olarak rol oynarlar. Salmonella bakterisi yemlerle birlikte alndigi zaman
baliklarda enteritise de yol agtig bilinmektedir (Love and Minkler, 1972;
Sarieyyiipoglu, 1984; Saneyyiipoglu, 1987; Taylor, 1968). Gastroenteritis etkenleri
arasinda yer alan basta Salmonella, Shigella, Escherichia coli olmak tizere, Yersinia,
Campylobacter, Vibrio ve Aeromonas gibi bakteri gruplan arasmda Salmonella’lar tim
gastroenteritis olgularimin % 60-90’mndan sorumludur (Guthrie, 1992; Téreci ve Ang,

1991).
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S. typhimurium, S. paratyphi B, S. heidelberg, S. thompson ve S. newport pek
cok uilkede gastroenteritislerde etken olarak en sik izole edilen Salmonella serotipleridir.
Zoonoz olan Salmonellozis son yillarda gerek hayvan gerekse insanlarda Gnemli bir
sorun haline gelmigtir (Hickman-Brenner et al., 1991; Pohl et al., 1991). §. enteritidis
‘enfeksiyonlanimin tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de dramatik bir artig gosterdigi
bildirilmigtir (T6reci ve Ang, 1991; Tuncer ve dig., 1995, Ulutan ve dig.,1995).

Salmonellozis yaygmlik bakimindan solunum sistemi hastaliklarindan sonra

ikinci sirada yer alir ve insanlarda baglica g tip hastalik olugturmaktadir. Bunlar;

a) Genel enfeksiyonlar; S. typhi; S. paratyphi A; S. paratyphi B; S. paratyphi C
ve S. fyphimurium gibi serotiplerin meydana getirdigi tifo ve paratifolar bu tip
enfeksiyonlardir.

b) Sepsis ve lokal organ enfeksiyonlari; Insanlarda genel enfeksiyon ve besin
zehirlenmesi yapabilen ve bir kismu hayvanlar igin patojen olan bazm Salmonella’lar
tarafindan meydana getirilen enfeksiyon tipidir. Bu tip enfeksiyonlarda insanlardan S.
paratiyphi C; S. cholerae suis; S. typhimurium ve S. enteritidis izole edilmigtir.

¢) Enteritis ve enterokolitis enfeksiyonlari; S. paratyphi B; S. paratyphi C; S.
enteritidis; S. typhimurium; S. suipestifer; S. montevideo; S. anatum ve S. newport gibi
serotipleri insanlarda enteritis ve enterokolitise neden olurlar (Bilgehan, 1995; Kalender
ve Muz; 1999; Karagiil ve dig., 1992; Meggel, 1992; Toreci ve Ang, 1989).

2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Salmonella teshisinde rutin olarak kullanilan bakteriyolojik ve serolojik testler,
uzun zaman almalan ve antijenik yakinligt olan diger turlerle kros reaksiyon
vermelerinden dolayr énemli 6lgiide yanhs negatif ve yanlig pozitif sonuglara neden
olabilmektedir. Son yillarda molekiiler biyolojideki gelismeler, 6zellikle PCR teknigi
diger pek gok mikroorganizmada oldugu gibi Salmonella teshisinde de uygulanmaktadir
(Bailey, 1998).
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PCR; aranan etkenlerin genetik materyallerini saptamak amaciyla
gergeklestirilen, nispeten kisa bir zaman iginde hedeflenen niikleik asitin (DNA),
biyokimyasal olarak ¢ogaltiimasini saglayan bir yontemdir (Bej et al., 1991; Mullis,
1990; Saiki et al., 1988; Taylor, 1993).

PCR, 1983 -yihinda gelistirilmis, daha sonra bu teknik insan hemoglobin
genlerinin ortak hicrelerinin ortaya konulmasi amaciyla kullamlmugtir (Coote, 1990;
Erlich et al, 1991; Saiki et al., 1988; Watson et al, 1992). Yapilan bu ilk
aragtirmalardan sonra, givenilir, ¢abuk, spesifik ve sensitif olmasi nedeniyle PCR
tekniginin uygulama alanlani her gegen giin hizla artmaktadir. PCR, mikrobiyolojinin
yam sira, enfeksiyéz hastaliklarin teshisinde, genetik hastaliklann dogum o6ncesi
saptanmasinda, in vitro olarak fertilize edilen insan embriyolarimn cinsiyet tayininde,
sadece bir tel sag, az bir kandan DNA amplifiye edilerek sug¢ aragtirmalan gibi adli tipla
ilgili konularda, ekoloji ve gida kontroliine kadar pek ¢ok alanda uygulanmaktadir. Bu
teknik, hastaliklarin ve genetik bozukluklarin klinik teshisinin yam sira su ve gida
maddeleri gibi ¢evre numunelerinde DNA sekanslannin aragtinlmasinda da
kullanilmaktadir (Cetinkaya, 1998; Arda ve dig., 1994, Steffan and Atlas, 1991; Virella,
1997). PCR ve bazi modifikasyonlan ile, ozellikle son birkag yilda saf ve kangik
kultirlerde (Widjojoatmodjo et al., 1992), yumurta (Woodward and Kirwan, 1996), et
(Aabo et al., 1995) ve gaita (Cohen et al., 1994, Mahon and Lax, 1993) gibi klinik
materyallerde Salmonella’larin teshisi gergeklestirilmigtir.

PCR’in geleneksel metotlara gore pek ¢ok avantajlart vardir. Bu yéntemde;
hedef organizmadan elde edilen genin bir pargast milyonlarca sayida ¢ogaltilarak
kolayca tespit edilebilecek seviyeye getirilmektedir. PCR, halen mevcut diger kiiltiir
tekniklerinden daha duyarhi olup, teshiste 12-48 saat gibi kisa bir siirede sonug
vermektedir. Bu yontem ozellikle mikobakteriler gibi ¢ok yavas ¢ogalan
mikroorganizmalar arastinldigi zaman gok daha uygundur. Ilk zamanlar PCR, spesifik
tek bir organizma igin uygulandigindan, fazla masrafli ve tecriibe gerektirmekteydi.
Simdi ise basit bir PCR laboratuvan daha diigiik maliyetle olusturulmaktadir. Bu teknik
hastalik teshisinde dogrudan pratik uygulamaya sahip oldugu gibi, ayni zamanda nedeni
bilinmeyen hastaliklarda, epidemiyoloji sahasinda patojen etkenin identifikasyonunda
ve mikroorganizmalann siniflandinlmasinda da kullanilmaktadir (Arda, 1995; An,
1999; Coote, 1990; Marx, 1988; Quirke, 1992).
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PCR’nin bu avantajlan olmakla birlikte bazi dezavantajlan da vardir.
Duyarliligs; teknigi kontaminasyona karsi hassas kilmakta ve deneyin sonucunun
degerlendirilmesinde problem olugturmaktadir. PCR’ nin kullammindaki 6nemli bir
sorun da gaita analizidir. Materyal olarak direkt gaitamn kullanimi yanlis negatif
sonuglarin elde - edilmesine (diigik sensitivite) .neden olur. PCR’ nin canh
mikroorganizmalanin DNA’ lant gibi residiiel DNA’lart da tespit etmesi 6nemli bir
dezavantajdir. Ornegin; bir etkenin DNA” sinin pastorize edilmig siitten identifikasyonu,
o etkenin pastérizasyona dayamkli oldugunun kamt: degildir. Bu gibi durumlarda
numunelerden besi yerlerine ekim yapilmasi da zorunlu hale gelir. Yani bireyden elde
edilen numuneden bir organizmanin DNA’simnin elde edilmesi bireyin canlt organizma
tasidigimin delili olamaz (Allard et al., 1990, Arda, 2000; Cohen et al., 1994; Cetinkaya,
1998; Quirke, 1992; Sarkar and Sommer, 1990; Woodward and Kirwan, 1996).

PCR’da kullanilan 6nemli reaksiyon bilegenleri; hedef DNA, Termostabil DNA
polimeraz (Taq Polimeraz), primerler, deoksiniikleotitler (Adenin, Timin, Guanin,
Sitozin) ve Mg iyonlaridir. PCR karigiminda bulunan materyaller arasinda ; 1) Hedef
DNA, 2) Aranan DNA’ya ait iki tiir spesifik oligonukleotid primerleri (15-30 bazlik, tek
iplikcikli), 3) Termostabil DNA polimeraz 4) PCR buffer (KCI, MgCl,, TritonX-100,
Tris-HCl1) ve 5) Dort tir ANTP (niikeotit) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) vardir (Arda,
2000; White et al., 1989). PCR’ da islem goéren primer konsantrasyonu ¢ok énemlidir,
¢ok dugiik primer konsantrasyonu PCR triinlerinin ¢ok az ya da hi¢ olugmamasina
neden olurken, ¢ok yiiksek konsantrasyonu da hedef olmayan (istenmeyen) DNA
dizilerinin gogalmasina veya primerlerin birbirlerine baglanarak “Primer Dimer” ad
verilen spesifik olmayan bantlann olugmasma yol agabilirr. Bu nedenle primer
konsantrasyonunun 0.1-1.0 pl arasinda olmasi 6nerilmistir (Arda, 1995; Coote, 1990;
Sanderson and Hermon-Taylor, 1992; White et al., 1989). Salmonella’larin 16S ve 23S
rRNA genlerinden tiretilen primerler Salmonella’ya spesifiktir ve sadece Salmonella
izolatlarnim saptamaktadir. Boylece Citrobacter, Klebsiella ve Serratia turlerinden
kaynaklanabilecek kros-reaksiyon ihtimali s6z konusu degildir. Salmonella ile yakindan
iligkili olan Enterobacteriacea familyasinin suglarim igeren Salmonella digindaki diger
izolatlarin hi¢biri yanlig pozitif reaksiyon meydana getirmemektedir (Lagatolla et al,,
1996; Lin and Tsen, 1996; Nielsen et al., 1997).
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PCR; denatiirasyon (niikleik asit’in iki iplik¢iginin birbirlerinden aynlarak tek
iplikgik haline gelmesi), hibridizasyon (primerlerin baglanmasi) ve polimerizasyon
(sentez) olarak adlandinlan agamalarin (Sekil 2.5.1) farkh ve kontrollu sicakhk
kosullarinda tekrarlanmasindan ibaret olup, bu {i¢ basamak bir siklusu olusturur. Bu
islem 25-30 kez tekrar-edilerek iizerinde galigilan hedef DNA’min milyonlarca sayida
gogaltilmasim saglar (Sekil 2.5.2 — 2.5.3). PCR reaksiyonu sonucunda belirli uzunlukta
bir veya birden fazla DNA pargaciklan elde edilir. PCR ile amplifiye edilmig tiriinlerin
saptanmasinda en yaygmn olarak kullanilan metot, bu Griinleri Ethidium bromide ile
boyali agaroz jel tzerine yiikleyerek elektroforez islemine tabi tutmak ve sonugta
ayrilan bantlani ultra viyole transilluminator ile gézle goriliir bir hale getirmektir (Arda,
1995; Bej et al., 1991; Caglayan, 1991; Cetinkaya, 1998; Persing, 1991, Saiki et al.,
1988).
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Sckil 2.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) Safhalan (Saiki et al., 1988).
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Sckil 2.5.2. Bir PCR Déngiisii (Saiki et al., 1988).

Sicakhiklar

94-95°C (ayrigma)

72°C (Uzama)

37-65°C (birlesme)

«———— BIR PCR SIKLUSU——»p

ayrisma birlesme

| Denatiirasyon
Polimerizasyon | 30 yada daha fazla Hibridizasyon
dongt
>
Cogaltilan DNA

uzama ayrisma

Sekil 2.5.3. Sicaklik ile bir PCR siklusunun olusumu (Saiki ct al., 1988).




16

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Cahsma Alani ve Arastirma Materyali

Keban Baraji, Elazig ilinin 45 km kuzey batisinda Keban ilgesi yakininda, Firat
nehri izerinde inga edilmigtir. Gol sahasi;, Elazig, Tunceli, Erzincan, Sivas ve Malatya
sinirlan igerisinde olup, 67.500 hektarlik rezervuar alanina sahiptir. Elektrik tretimi,
sulama ve balkgilik amagli kullamlan bir goldir (Anonim, 1994). Midyeler (Urnio
elongatulus eucirrus), Eyliil 1999 — Nisan 2000 tarihleri arasinda Keban Baraj goliiniin,
Kogkale ve Pertek bolgelerinden temin edildi. Kogkale bolgesi, Elazig ilinin giiney
dogusunda olup merkeze 22 km uzakliktadir ve gehir atik sulan antma istasyonundan
gegirildikten sonra bu boélgeden baraj goliine dékiilmektedir. Pertek bolgesi ise; Tunceli
il simirlan igerisinde olup, Elazig iline 25 km uzakliktadir (Sekil 3.1.1.1).

Aragtirma bolgeleri olan, Kogkale” den 397, Pertek’ den ise 230 adet olmak Uzere
toplam 627 tath su midyesi toplandi. Ayrica her iki bolgeden de farkli zamanlarda 45 su
numunesi alindi. Midye ve su Omeklerinin  bakteriyolojik incelemeleri, Firat
Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi ile Veteriner Fakiiltesi laboratuvarlarinda,
Salmonella polivalan serumlan ile lam aglutinasyon testleri Etlik Veteriner Kontrol ve

Aragtirma Enstitiisiinde gergeklestirildi.

3.1.2. Mikrobiyolojik Besiyerleri

Salmonella izolasyonu igin, zenginlestirme besiyeri olarak Rappaport
Vassiliadis pepton broth (Merck), aywrt edici besiyeri olarak MacConkey agar (Difco),
Salmonella-Shigella agar (Difco), Brilliant Green Phenol Red Laktoz agar (Merck) ve
Pepton Water, izole edilen Salmonella suglarimin saf kiltirlerini elde etmek igin ise
Nutrient broth besiyerleri kullamildi (Anonim, 1998; Arda, 1995; Fricker et al., 1985).
Salmonella identifikasyonunda; Lassen (1975)” in Norveg tg¢li tiip yontemi, Simmon’s
citrate agar, Dekarboksilaz besiyeri ve karbonhidrat fermantasyon besiyerlerinden

yararlanildi (Bekar, 1997; Bilgehan, 1995).
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3.1.3. Referans Kiiltiirler ve Salmonella Antiserumlar:

Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) tekniginin herhangi bir agamasinda meydana
gelebilecek muhtemel bir kontaminasyonu tespit etmek ve uygun DNA ekstraksiyon
yontemini belirleyebilmek igin, Salmonella enteritidis ve E. coli bakterileri, Ankara
Etlik Veteriner Kontrol ve Arastima Enstitiisii Mikrobiyoloji laboratuvan kiiltiir
koleksiyonundan saglandi. Salmonella polivalan O (A,B,C,D,E,F,G), grup spesifik
antiserumlari ise, yine Etlik Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitiisii ile piyasadan

temin edildi.

3.1.4. Kullamilan Malzemeler

Laboratuvarda; PCR  sikluslann  igin  gerekli sicaklik ve zamann
programlanabildigi 1sitma bloklarina sahip DNA Thermocycler (Termal Cevirici — PCR
Cihazi, Hybaid, Ingiltere) (Sekil 3.1.4.1), elektroforez ve giig kaynag (Sekil 3.1.4.2),
ultraviyole transilluminat6r (Sekil 3.1.4.3), dipfiriz, otoklav, etiiv, sterilizasyon firm,
mikrosantrifiij, mini galkalayici (Biospec Products, Oklahama, USA) (Sekil 3.1.4.4),
zirkonyum boncuklari, homojenizatér, eppendorf pipetleri, benmari, pH metre, hassas
terazi, binokiiler mikroskop, fotograf makinesi ve kamera sisteminden yararlanildi.

Ayrica midye ve su orneklerinin incelenmesinde, ¢esitli cam malzeme ile steril
bistiiri, pens ve makas kullamldi. Midyelerin gikanlmas: igin, golde baz1 uzak alanlara
balikgi tekneleri ile gidildi. Kasik gizmesi giyilerek midyeler kiyidan ve su igerisinden

toplands, su dolu plastik bidonlarla laboratuvara tasindi.
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Sekil 3.1.4.2. Elcktroforez ve Giig Kaynagi
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