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OZET

Bu caligmada, farkl yaslardaki yumurtaci tavuk kiimeslerine ait digk1
orneklerinden Salmonella tespiti i¢in, Uluslararasi Standartlar Orgiitii’ne ait kiiltiir metodu
(ISO 6579:2002/Amd 1:2007) ve BAX® Q7 PCR (rPCR) sistemi sonuglarinin
karsilastirilmast amaglanmistir. Calisilan 6rneklerde 174 6rnegin 11°1 (% 6.3), kiimes temel
alinarak degerlendirildiginde ise 58 kiimesten 4’1 (% 6.9) BAX® Q7 PCR ve kiiltiir
yontemi ile Salmonella yoniinden pozitif olarak bulundu. Kiiltiir sonucu elde dilen 11 adet
Salmonella izolat1, Riboprinter® sisteminde (Dupont Qualicon, Wilmington, DE, USA)
ribotiplendirildi. Sonuglar 11° inin de Salmonella enterica subsp. enterica olup 4 adedinin
serovar Enteritidis (%36.4), 5 adedinin serovar Infantis (%45.5), 1 adedinin serovar
Colombo (%9.1), 1 adedinin serovar Spartel (9.1), olarak 4 farkli serovar1 oldugu
belirlendi. Calisma sonucunda disk1 rneklerinden rutin Salmonella tespitinde BAX® Q7
PCR sisteminin kiiltiir metodu (ISO) kadar duyarli oldugu, yumurtaci tavuklarda
Salmonella’nin hizli deteksiyonunda BAX® Q7 PCR sisteminin ISO metodunu

destekleyici olarak kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar Sozciikler: Salmonella, yumurtaci tavuk, BAX® Q7 PCR, ISO 6579, diski

Ornegi



SUMMARY
Comparison of Dupont BAX® Q7 PCR and ISO 6579 methods on detection
of Salmonella spp. from Layer Flocks

The purposes of this study were to compare BAX® Q7 PCR system method with
a culture method described by International Organization for Standardization Method
6579:2002/Amd 1:2007 (ISO) for detection of Salmonella in layer flock faecal samples in
Turkey. Salmonella was detected by ISO 6579 and DuPont BAX Q7 rPCR method from
11 out of 174 (6.3 %) faecal samples. Four out of 58 (6.9 %) flocks were found to be
positive. Isolates ribotyped with Riboprinter® system (Dupont Qualicon, Wilmington, DE,
USA). Ribotyping results showed all 11 isolates were Salmonella enterica subsp. enterica
including serovars of 4 Enteritidis (%36.4), 5 Infantis (%45.5), 1 Colombo (%9.1), 1
Spartel (9.1). As a result, DuPont BAX Q7 system in faecal samples for Salmonella
detection is sensitive as much as ISO 6579 and BAX® Q7 PCR system can be used to
complement ISO method in rapid detection of Sal/monella.

Key Words: Salmonella, layer chicken, BAX Q7 rPCR, ISO 6579, faecal sample



GIRIS

Tiirkiye’de kanatli hayvan yetistiriciligi 6nemli diizeyde artmistir. Kanath
hayvanlarin artan popiilasyonlar1 ve beslenmedeki 6nemleri bu hayvanlara ait zoonotik
nitelikteki birgok enfeksiyonu giindeme getirmistir. Dogada yaygin olarak bulunan
salmonellalar, insan ve hayvanlarda enfeksiyonlara neden olabildikleri gibi gida
zehirlenmelerinin de sorumlusu olarak bilinmektedir. Salmonella enterica subsp. enterica
serovarlar1 diinyada ve Tiirkiye’de kanatlilarin (1-8) en 6nemli bakteriyel
enfeksiyonlarindan birkagini olusturur. Insanlar i¢in ise, gida kokenli bakteriyel
enfeksiyonlarin en 6nemlilerinden biridir (9-13). Salmonella enfeksiyonlarinin insanlara
bulagsmasinda, kontamine yumurta, siit ve et gibi hayvansal kaynakli gidalar 6nemli rol
oynamaktadirlar (14,15). Kanatlilardaki kontrol programlarinin ana hedeflerinden biri de
insan Salmonella enfeksiyonlarinin sikligini azaltmaktir (16). Salmonellalarin vertikal
yolla anag tavuklardan civcivlere bulasmasi, damizlik diizeyinde bir koruma ve kontrol
programinin gelistirilmesini ve uygulanmasini zorunlu hale getirmistir (17-23).

Salmonellozis vakalarinda ortaya ¢ikan tedavi masraflar1 ve is giicti kaybi da
O6nemli ekonomik zararlara neden olmaktadir. ABD’de salmonellalardan kaynaklanan gida
enfeksiyonlarina bagl tedavi, is giicti, gida kayb1 ve kontrol masraflarina iligkin ekonomik
kayiplarin yillik yaklasik 3.4 milyar dolar, Kanada’da ise 1 milyar dolar oldugu
bildirilmektedir. Almanya’da da yalnizca 1991 yili i¢in salmonellozisin 1.5 milyar Euro
luk bir kayba neden oldugu bildirilmektedir (24).

Tavuklardaki Salmonella serovarlar1 ‘konak¢r bagimli” ve ‘konake¢1 bagimsiz’
olmak tizere iki gruba ayrilir. S. enferica subsp. enterica serovar Gallinarum (S.
Gallinarum) ve S. enterica subsp. enterica serovar Pullorum (S. Pullorum) konak¢1 bagimli
serovarlar1 temsil ederlerken, Salmonella enteritidis (S. Enteritidis), Salmonella
typhimurium (S. Typhimurium), Sa/monella agona (S. Agona) ve Salmonella seftenberg (S.
Seftenberg) gibi diger yaklasik 200 serovar ‘konak¢1 bagimsiz’ veya ‘paratifo’ grubu
olarak anilirlar. ‘Konake¢1 bagimli’ salmonellalar tavuklarda akut sistemik ve kronik
hastalik tablolarina neden olurlar ve enfekte tavuklar bu bakterileri dollerine vertikal olarak
aktarirlar (18).

Kanatli hayvanlar, gida zinciri vasitasiyla insanlara bulasabilen salmonellalarin
en 6nemli rezervuarlarindan birisi oldugundan (25, 26), salmonellozis kanath tireticileri
icin 6ncelikli hastalik olmaktadir (27). Son yillarda goériilen gida orijinli S. Enteritidis
salginlarinin bazilarinin kontamine yumurta i¢eren gidalar veya kontamine yumurta

tiikketiminden kaynaklandig1 diistintilmektedir. Arastirmacilara gore yumurtanin
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Salmonella ile kontaminasyon seviyesi oldukg¢a diisiiktiir ve albiimin kism1 yumurta
sarisindan daha siklikla Sa/monella yoniinden pozitiftir (28).

Kanatlilarda salmonellozis, ti¢ hastalik i¢erisinde klasifiye edilir: S. Pullorum’un
neden oldugu ‘pullorum hastalig1’, S. Gallinarum’un neden oldugu ‘tavuk tifosu’ (26, 29)
ve insanlarda gida kaynakli hastaliklarla iligkili olan farkli gruplarin serovarlari tarafindan
olusturulan paratifo enfeksiyonudur. Tavuk triinlerine bulasan ve insanlarda gida
zehirlenmesi vakalarindan en ¢ok izole edilen serovarlar S. Typhimurium ve S.
Enteritidis’dir. 1940’11 yillardan beri, insan ve hayvanlardan spesifik konakgisi olmayan
Salmonella serovarlarinin izolasyonunda hizli bir artis bulunmaktadir ve bu serovarlar geng
tavuklarda 6nemli kayiplara neden olmaya devam etmektedir (27). Diinya ¢apinda,
paratifoid salmonellalar gida kaynakli hastalik ajanlarinin en yaygin olanlari arasindadir ve
Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin raporuna gore, Amerika, Avrupa ve Afrika saglik
ajanslar1 yumurta ve tavuk tiiketimiyle ilgili olan bu tiir hastaliklarda benzer bir artis
oldugunu bildirmislerdir (30). Ayrica, gectigimiz 20 yilda S. Enteritidis Avrupa’nin bir
cok tilkesinde (31) ve Amerika’da (32) gida kaynakli zehirlenmelerin en yaygin
sebeplerinden biridir. Bu gidalarin ¢gogunu tavuk ve yumurtalar olusturmaktadir (32-34).
Kanatli hayvan ve tiriinlerini kapsayan bir {iretim zincirini barindiran kanatl sektoriinde,
‘konake1 bagimli’ ve ‘konake1 bagimsiz® Salmonella enfeksiyonlarindan korunma ancak
cok iyi tarama (screening) ve izleme (monitoring) programlari ile basarilabilir (21-23). Bu
programlarin temelini, ¢cabuk lam aglutinasyon ve ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) gibi serolojik yontemler ile kiiltiir metotlar1 olusturmaktadir (35, 36). Serolojik
testler 6zglinliiklerinin diistikliigli nedeniyle, ancak birincil tarama testleri durumundadir ve
sero-pozitif stirtiniin kiiltiir metodu uygulanarak teyit edilmesi gerekir. Salmonella
serovarlarini standart laboratuvar metotlari ile izole ve identifiye etmek hem gii¢ olmakta,
hem de uzun siire almaktadir (25, 32, 37, 38). Kiiltiir yontemiyle Salmonella taramas1 5-11
giin arasinda bir zaman gerektirmektedir. Bu siire hizli bir bicimde kontrol 6nlemleri
almak veya siirli hakkinda karar vermek icin bekleyen yetistiriciler agisindan veya satisa
cikarilacak kanath tirtinlerinin saglikliliginin denetlenmesi agisindan gida sektorii i¢in
olduk¢a uzun bir siiredir. Ayrica, genellikle Salmonella ile subklinik enfekte tavuklardan
alinan 6rneklerden ve belirli islemeye tabi tutulan kanatli etlerinden Salmonella izole
edilemeyebilir. Bunun nedenleri arasinda; Sa/monella sayisinin azlig1 ve yarismaci
mikrofloranin yogunlugu ve gidalarda depolama asamalarinda zarar gérmiis
salmonellalarin varlig1 sayilabilir (21-23). Tani siiresinin kisaltilmasi, 6zgiinliigiin

arttirllmasi ve duyarliligin yiikseltilmesine yonelik bir¢ok test gelistirilmistir. Diger bircok
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enfeksiyoz etkenin tanisinda kullanim alani bulmus bir metot olan Polymerase Chain
Reaction (PCR), Salmonella identifikasyonu ve taramasi yontemlerinin i¢cinde duyarlilig
ve 6zglinligi yiksek ve tan1 zamanini kisaltan bir test olarak tanimlanmistir.

PCR teshis yontemi olarak spesifite, hiz ve sensitivitesinin yiliksek olmasi
nedeniyle biiyiik bir avantaj sunmaktadir ve bir¢ok klinik 6rnek ile yiyecek
materyallerinden etken identifikasyonunda gittikge artan bir sekilde kullanilmaktadir (25,
27, 39). PCR’1n diger bir avantaji ise, antijenlerin ekspresyonuna veya bir substratin
kullanimina bagimli olmamasidir ve antijenlerin biyokimyasal ve fenotipik
varyasyonlarina ragmen mikroorganizmalari teshis edebilmesidir (40).

Bu ¢alismada, Salmonella deteksiyonu i¢in BAX® Q7 PCR sisteminin referans
kiiltiir metodu ile (ISO 6579) karsilastirilarak tavukguluk entegrasyonlarinda kullanima
sokulmasi amaglanmistir. Tavukguluk sektorii bu testi kullanarak, Salmonella ile
miicadele kapsaminda yaptig1 ilag uygulamasi, yonetim diizenlemeleri gibi uygulamalarin
sonu¢larinin rasyonelligini ¢ok daha net bir bicimde degerlendirerek ekonomik kazang
saglayabilecektir. Buna ek olarak, hastaliga bagli canli hayvan ve kulugkalik yumurta
tiretim kayiplari, enfeksiyonun dogru tanisi ile yetistirmeden ¢ikarilacak enfekte

damizliklar yoluyla en aza indirilerek ayr1 bir ekonomik yarar daha kazanilmis olunacaktir.



GENEL BIiLGILER

Enterobactericeae familyasindan Salmonella genusundaki bakterilerle
olusturulan enfeksiyonlar kanatlilarda akuttan kronige degisen hastalik olgularindan
sorumludur (41). Salmonellalar 1888 yilinda et tiiketimi sonucu sekillenen bir
enfeksiyondan sorumlu etken olarak saptanmis ve veteriner ve bakteriyolog Daniel E.
Salmon’a ithafen Salmonella olarak adlandirilmistir. Bu genusta 2500 adetin tizerinde
serolojik olarak farkli varyant vardir ve bu serotiplerin 1400 den fazla sayida patojen ve
salmonellozise neden olan serotipleri oldugu bilinmektedir (42). Cogunlugu tek bir tiir
altinda toplanmistir. Bu serotipler genellikle ilk izole edildikleri bolgenin, ilk izole
edildikleri hastaligin belirtisinin ya da ilk izole edildikleri kanatli tiirtintin adin1 alirlar (43,

44). Etkenin ortalama 200 serotipi kanatl hayvanlarla iligkilidir (17).

Enterobacteriaceae familyasinin genel 6zelliklerini tasiyan salmonellalar gram
negatif, kisa ve kii¢iik gomaklar tarzinda olup, boyutlar1 0.7-1.5 x 2.0-5.0 um’ dir.
Cogunlukla boyal1 preparatlarda tek tek goriilen salmonellalar, sporsuz ve kapsiilsiiz olup,
S. Gallinarum ve S. Pullorum hari¢ hareketlidirler. Laboratuvar besiyerlerinde kolaylikla
iireyebilen Salmonella etkenleri; 37'C’ de 24-48 saatte, kiiciik, yuvarlak, S tipli koloniler
meydana getirirler. Fakiiltatif anaerob 6zellikte olan bu etkenler buyyonda homojen bir
sekilde hafif bulaniklik meydana getirerek tirerler. Biyokimyasal aktiviteleri olduk¢a
yiiksektir (45).

Kanatlilar, insanlarda enfeksiyona neden olan salmonellalarin en 6nemli
rezervuarlari olarak belirlenmistir (46-49). Salmonella genusu konak¢1 6zgiinligiine gore
iki ana gruba ayrilir. Birinci grupta, kanatlilarla ilgili olarak ‘konake¢1 bagimli’ serovarlar
olan S. Gallinarum ve S. Pullorum mononiikleer fagositik sistemi etkileyerek sistemik
enfeksiyonlara neden olurlar (17). Ikinci grubu ise ‘konake¢1 bagimsiz’ (Paratifo grubu)
diye anilan paratifo enfeksiyonlarinin etkenleri olan serovarlar olusturur (20, 50). Yabani
ve evcil hayvanlarda sikca rastlanan bu serotipler kiimes hayvanlar1 ve bunlarin tirtinleri ile
bulasan zoonozlara neden olduklarindan insan sagligi agisindan da 6nem tagimaktadir.
Kanatli hayvan tirtinlerinden insanlara bulasan ve gida kaynakli zehirlenme vakalarindan
en ¢ok izole edilen serovarlar S. Typhimurium ve S. Enteritidis’dir (51). Ozellikle S.
Enteritidis diinyada genis dagilim gosteren bir problem halini almigtir. Bu etkenin baslica

kaynagi kanatlilar ve kanatl orijinli gidalardir. Ozellikle S. Enteritidis yumurta {iretim
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ciftliklerini tehdit etmektedir. S. Enteritidis’in farkl: tipleri iilkeler arasinda degisiklik
gostermesine karsin, insan ve kanatlilarda daha 6nceki yillarda dominant tiir olarak

tanimlanan S. Typhimurium ile yer degistirmesi dikkat ¢ekicidir (52).

Tavuklar ve hindiler bir¢ok Salmonella serovarina duyarli olmasina ragmen,
enfeksiyonun olusumunda hayvanin yasi, enfekte edici doz ve predispoze edici faktorler,
enfeksiyonu olusturan serovardan daha 6nemlidir. Paratifo grubu salmonellalar bir¢ok
farkl yolla kanatl siiriileri igerisine girebilir ve farkli mekanizmalarla siirii i¢inde ve

stiriler arasinda kolaylikla yayilabilir (20, 50).

Paratifo grubu salmonellalarin hem vertikal hem de horizontal bulagma
gostermeleri ve sindirim sistemine kolonize olup genellikle hastalik belirtisi
gostermeksizin diski ile sagilmalar1 sonucu kesimhanelerde kesim sirasinda ve kanath
etlerinin islenme siirecinde karkaslarin kontamine olma riski, kanatli etlerinin uygun
olmayan kosullarda pisirilmesi sonucu gida zincirine katilan salmonellarin insanlarda gida
zehirlenmelerine neden olmalar1 halk sagligi agisindan biiytik bir risk faktoriidiir (53, 54).
Paratifo etkenleri ‘konak¢1 bagimli® olmadiklarindan ve higbir hastalik belirtisi
gostermeksizin digki ile etrafa sacildiklarindan, ‘konak¢1 bagimli® olan salmonellalara gore
epidemiyolojileri daha komplekstir. Bir giinliik civicivlerin enfekte anag siiriilerinden
vertikal bulasma sonucu Salmonella ile enfekte olmalar1 temel risk faktorlerinden biridir
(55). Vertikal bulasma, yumurtanin internal ve/veya eksternal kontaminasyonu sonucu
sekillenir. Kulugkahaneler, kiimeslerde Salmonella kontaminasyonunun temel
kaynaklarindan biri durumundadir. Kuluckahane Salmonella i¢in iyi bir rezervuardir. Cox
ve arkadaslar1 (56), yaptiklari ¢alismada kulugka 6rneklerinin yaklasik % 75’inin
Salmonella ile kontamine oldugunu rapor etmistir. Jones ve arkadaslar1 (57), 1 giinliik
civeivlerin % 5-9°unun kulugka kaynakli olarak Salmonella-pozitif oldugunu bulmustur.
Kulugkahanelerin temel bulasma kaynaklarindan biri olmasinin diger nedeni de
kuluckadan yeni ¢ikan civeivlerin ergin kanatlilardan daha fazla Salmonella
kolonizasyonuna duyarli olmasidir. Ilerleyen yasla birlikte, ergin kanatlilar, olgunlasan
barsak mikroflorasi nedeniyle salmonellanin intestinal kolonizasyonuna daha direnclidir.
Vertikal bulagmanin yan1 sira kiimes i¢inde horizontal bulagsmanin da ¢ok kolayca
sekillendigi bilinmektedir. Enfekte rodentler bu yatay bulasmada ¢ok 6nemli rol oynar
(20, 58). Hayvansal proteinleri igeren 6zellikle peletlenmemis yemlerle beslenme, daha
once Salmonella enfeksiyonu gecirilen bir kiimese giinliik civcivlerin yerlestirilmesi,

kontamine alet ve ekipman, kiimeslere kontrolsiiz girisler, kiimes ¢alisanlar1, Salmonella
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ile kontamine igme sular1 ve sicak mevsimler salmonellanin yaygin bulagiminda etkin
faktorlerdir. Salmonellalar’in uygun ¢evresel kosullarda uzun stire enfektif kalmasi, stirii
icinde ve siiriiler arasinda enfeksiyonun bulasmasina olanak verdigi i¢in epidemiyolojik

acidan onemlidir (20).

Salmonella enfeksiyonlar1 kanatli hayvanlarda genel olarak yiiksek mortalite,
yumurta veriminde diisme, yumurta kalitesinde bozulma, civeiv ¢ikim yiizdesinde azalma,
ishal ile karakterize bir enfeksiyon tablosu olusturur (59). Tavuklar etkenleri digkilari
yoluyla sacarlar. S. Pullorum, S. Gallinarum ve S. Enteritidis gibi baz1 serotipler
transovaryan bulasabilirler. Yem, su, yumurta, kemirgenler, yabani kuslar, insan, giibre,
yumurta violleri nemli bulasma faktorleri arasindadir (60). Salmonella kabuklu
yumurtada bulunan 6nemli bir patojendir. Bakteri ovulasyon sirasinda yumurta igine
girebilecegi gibi diger bakterilerde oldugu gibi diski ile bulasmis 1slak kabuk ylizeyinden
de yumurta i¢ine gecebilmektedir (59).

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda salmonellozis vakalarindan sorumlu

tutulan gidalar i¢inde tavuk etinin ilk sirada yer aldigi bildirilmistir (61).

Salmonella insanlardaki gida zehirlenmesinin baslica sebebi oldugundan, kiimes
hayvanlarinda Salmonella kontrolii bir halk sagligi sorunudur. Kiimes hayvanlari tek
kaynak olmasa da genel bir kaynak olarak bilinirler. Gida tiretimi amaciyla yetistirilen
hayvanlar, 6zellikle kanatlilar ve kanatl tirtinleri, insanlarda Salmonella nedenli
enfeksiyonlarin temel kaynagi olarak kabul edildikleri i¢in kanatl: tirtinlerinin Salmonella
ile kontaminasyonu, sadece yerel bir halk sagligi problemi degil, kanatli ve bunlarin yan

tirtinlerinin ihracatiyla uluslararasi bir problem haline gelmistir(62).

Avrupa Birligi tarafindan 2007 yilinda yapilan aragtirma sonuglar1 European
Food Safety Authority (EFSA) tarafindan 2009 yilinda rapor olarak yayimlanmistir. Bu
rapora gore; toplam 151.995 Salmonella vakasi tespit edilmistir. Bu oran 2006 yilinda
yapilan arastirma sonuglariyla karsilastirildiginda % 14,2 oraninda artis s6z konusudur.
Daha onceki yillarda oldugu gibi S. Enteritidis ve S. Typhimurium serotipleri en sik

rastlanan serotipleri olusturmaktadir (63).

Tiirkiye’de kanatli hayvanlar ve kanatl {irtinleri ile ilgili olarak yasal
diizenlemeler uyarinca Kanatli Tifosu ve Pullorum Hastaligi ihbar1 mecburi hastaliklardir

(64). Kulugkahane ve Damizlik Kanatli Isletmeleri Yénetmeligi Uygulama Talimat:® na



gore S. Gallinarum ve S. Pullorum’un neden oldugu hastaliklarin tespiti halinde o kiimeste
bulunan hayvanlar bedelsiz olarak itlaf edilmekte ve kulugkahane ve giinliik civcivlerde
rastlanmasi durumunda civeiv ve yumurtalar imha edilmektedir. S. Enteritidis ve S.
Typhimurium’un yumurtada ve damizlik isletmesinde tespiti halinde bu yonetmeligin ilgili
maddeleri geregince islem yapilmaktadir (65). Broiler ve ticari yumurtaci kiimeslerinde
Salmonella Kontrol Program1 Uygulama Talimatlarinda zoonoz karakterdeki Salmonella
etkenlerinin prevalansinin tespit edilmesi ve prevalansin Avrupa Birligi tarafindan

Ongoriilen seviyeye diistiriilmesi amaglanmaktadir (66, 67).

Gectigimiz 20-25 yil igerisinde degisik cografyalarda farkli serotiplerin neden
oldugu gida kaynakli salmonellozis olgularinda bir artis gézlemlenmistir. ABD Center for
Diseases Control and Prevention (CDC) 2006 yil1 raporlarina gore sadece ABD’nde yillik
tahmini 1.4 milyon Salmonella olgusu rapor edildigi ve olgularin 500’tinden fazlasinda
hastalarda 6liimle sonuglandigi belirtilmektedir. Yine Center for Science in the Public
Interest (CSPI) 1990-2003 yili verilerinde ABD’nde bakterilerin neden oldugu 554 salginin
111’inde sorumlu etkenin Sa/monella oldugunu bildirilmistir. Ayrica CDC ve CSPI’in
1990-2001 yillar1 arasindaki gida kaynakli hastaliklar arasinda sadece kanatlilarin neden
oldugu 476, yumurtanin neden oldugu 329 salgin oldugu ve bu salginlarda sirasiyla 14.729
ve 10.847 kisinin etkilendigi belirtilmektedir. ABD’nde her y1l salmonellanin neden
oldugu hastaliklara bagli mali giderlerin 600 ile 3500 milyon dolar oldugu
belirtilmektedir.(68).

Salmonella enfeksiyonlarindan kaynaklanan ekonomik kayiplarin ABD’nde
yillik ortalama 0.5-3.2 milyar dolar arasinda oldugu bildirilmektedir. Oliimle sonuglanan
vakalarda 0.5-3.8 milyar dolarlik kayip bildirilirken, hastanede tedavi masraflarinin kisi
basina en az 5460 dolara mal oldugu hesaplanmaktadir. Tedavi masraflar1 diginda is giicli
kayb1, hayvan ve {irlin kayiplar1 da toplam kayiplar icerisinde yer almaktadir (69).
Salmonellozis, gida kaynakli bakteriyel enteritler yoniinden diinyada birg¢ok tilkede en
onemli enfeksiyon olarak bilinmektedir. Diinya genelinde yillik salmonellozis vaka sayisi
1.3 milyar olarak rapor edilmekte ve bu vakalardan yaklasik 3 milyonu 6liimle
sonug¢lanmaktadir (11-15). 2005-2006 yillar1 arasinda yapilan Avrupa Baseline Survey
calismalar1 sonuglarina gére Avrupa Birligi’nde Salmonella spp. orani broylerlerde % 23.7,
yumurtaci tavuklarda ise % 30.7 olarak rapor edilmektedir (70). 2007 y1il1 verilerine gore
Avrupa Birligi tilkelerinde Salmonella bulunma orani broyler kiimeslerinde % 3.4,

yumurtact tavuklarda % 4.3, hindi kiimeslerinde % 7.8 olarak bildirilirken, en diisiik oranin
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sigirlarda tespit edildigi rapor edilmistir (71). Hong Kong’ta son yillarda gida
zehirlenmesi etkenlerinin ilk {i¢iinden biri salmonelladir (72). ABD ve Avrupa Birligi
tilkelerinde, Salmonella kaynakli gida zehirlenmesi salginlar1 ¢ok sik yasanmaktadir (73-
75). Avrupa Birligi’nin 2006 yil1 verilerine gore; Salmonellozis en sik gézlenen
gastrointestinal enfeksiyonlardandir. Salmonellozis vakalarinin % 60°1 S. Enteritidis, %
12°s1 S. Typhimurium tarafindan olusturulmustur (76). ABD’nde S. Typhimurium ve S.

Enteritidis en sik rastlanan Salmonella tiirleridir (77-79).

Hong Kong’ta 2000-2004 y1llar1 arasinda rapor edilmis gida zehirlenmelerinin
%22’si Salmonella kaynaklidir. 1999-2004 yillar1 arasinda tiim Salmonella izolatlar
arasinda S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Derby ilk 3 siray1 almigtir (80).

CDC tarafindan son yayinlanan verilerden birinde, 1990 yilindan beri 45 kez
kanatli hayvan kaynakli Salmonella salgini oldugu, bunlarin 1563 insan enfeksiyonuna
neden oldugu, bu enfeksiyonlarin 221°inin hastanede tedavi edildigi ve 5 hastanin ise
kurtarilamay1p 6ldiigu verisi bulunmaktadir. Yine CDC tarafindan yayinlanan verilere
gore; ABD’nde her yil yaklasik 42.000 salmonellozis vakasi yasandigi, yazin daha yaygin
oldugu ve akut salmonellozis vakasindan dolay1 her yil 400 kisinin hayatin1 kaybettigi
bildirilmektedir (81). DSO’niin 1999-2000 yil1 8. raporunda; Tiirkiye’de Salmonella
olgular1 ve insidensi ile ilgili olarak 1999 yilinda 28.884 olgu ve % 49.3 insidens, 2000
yilinda ise 26489 olgu ve % 39.2 insidens olarak rapor edilmistir. Tiirkiye’de bazi
calismalarda belirtilen sonuglarda ise Salmonella insidensinin genel olarak % 1.1-6.2
arasinda oldugu belirtilmektedir. Bir bagka kaynakta ise 2006 yilinda en fazla
salmonellozis bildirilen iilkelerden birinin Tiirkiye oldugu ve 72 olgu rapor edildigi

belirtilmektedir(68).

Ingiltere’de yapilan bir arastirmada; Temmuz 1998- Agustos 2007 tarihleri
arasinda 264 vaka 152 kiimeste Salmonella izole edildigi bildirilmistir (82). Ulkemizde
Elaz1g bolgesinde yapilan bir ¢alismada; 365’1 kesimhaneden, Elaz1g Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisii’ne hastalik stiphesiyle gelen 162 tavuk Salmonella yoniinden
incelenmistir. Toplam 527 tavugun 57’sinde Salmonella tespit edilmistir (83). Eyigor ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada; 2000 y1l1 2003 yili arasinda kanatli hayvanlardan
toplanan toplam 1785 numunede Sa/monella profili arastirilmistir. 15 farkls sirket, 191
kiimesten toplanan intestinal 6rnekler, kloakal svablar, drag svab, civciv tiiyli ve althik

numuneleri SYBR green-based real-time PCR (SGBRT-PCR), prob spesifik real-time PCR



(PSRT-PCR) ve standart kiiltiir yontemi ile test edilmistir. Ocak 2000 ve Temmuz 2001
tarihleri arasinda toplam 1242 6rnekte SGBRT-PCR ve kiiltiir yontemi ile sirasiyla % 5.87
ve % 4.10 oranlarinda Salmonella tespit edilmistir. Temmuz 2001- Aralik 2003 tarihleri
arasinda ise toplam 543 6rnekte PSRT-PCR ve kiiltiir yontemi ile sirasiyla % 11.42 ve %
5.52 oranlarinda Salmonella tespit edilmistir. Bu ¢alismada en fazla izole edilen serovarin
S. Enteritidis oldugu bildirilmistir. Sonug olarak Tiirkiye’de kanatli damizlik
isletmelerinin asil problemi S. Enteritidis oldugu ve her iki real-time PCR yonteminin

standart kiiltiir yonteminden daha duyarli oldugu bildirilmistir (84).

Ankara bolgesinde tavukguluk isletmelerinde yapilan bir ¢alismada tavuklarin
kloakal svab ve yumurta 6rneklerinde klasik standart kiiltiir yontemi ve PCR ile
Salmonella varligi aragtirllmistir. Elli ticari yumurtact kiimesten alinan numunelerin
6’sinda kloakal svabtan salmonella izole edilmistir (85). Li ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calismada degisik yas gruplarindaki ticari yumurtaci kiimeslerinden alinan fekal 6rneklerde
Salmonella prevalansi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére hayvanin yasinin ve
icinde bulundugu tiretim doneminin Salmonella prevalansini anlamli bir sekilde
etkilemedigi bildirilmistir. Bununla beraber en yliksek prevalans 18 haftalik hayvanlarda

gozlenmistir (86).

Japonya’da yapilan bir calismada, broilerlerde Salmonella prevalanst % 36.1
olarak bildirilmistir. Fekal numunelerde en ¢ok S. Infantis (% 22.6 oraninda) saptanmustir
(87). Saad ve arkadaslar1 Suudi Arabistan’daki broiler karkaslar1 ve ¢iftliklerindeki toplam
5028 ornekte Salmonella prevalans ¢alismast yapmiglardir. Marketlerden alinan tavuk eti
orneklerinde oran % 17.23 iken direkt kesimhanelerden toplanan tavuk eti 6rneklerinde
oran % 7.29°dur. Donmus etteki oran %8.23 iken taze etteki oran % 13.83’tiir. Broiler
kiimeslerinden alinan kloakal svablarda % 4.87 damizlik kiimeslerden alinan kloakal
svablarda ise oran % 2.19’dur. Kesimhanelerden alinan ¢evre svablarinda Salmonella
bulunma oran1 % 10, kuluckalardan alinan ¢evre svablarinda ise % 1.65°tir. Toplamda
5028 numuneden 267’sinde Salmonella izole edilmistir (88). Japonya’da yapilan bir
prevalans ¢alismasinda 2345 broyler sekal 6rneginin 336 adedinde Sa/monella tespit

edildigi bildirilmistir (89).

Yukarida degisik epidemiyolojik verilerin bir sonucu olarak, Salmonella
kontroliiniin kiimesten sofraya kadar saglanmasi gereken bir siire¢ oldugu ortadadir.

Salmonella enfeksiyonlarindan korunmanin kanath sagligi, gida endiistrisi ve dolayisiyla



halk saglig1 agisindan 6nemli oldugu aciktir. Bu enfeksiyondan korunma ancak kanath
yetistiriciligi ve gida sektoriinde uygulanan iyi tarama ve izleme programlar1 ve kapsamli

bir 6rnekleme plani ile saglanabilmektedir (21-23).

Kanatli siiriilerinde ‘Paratifo grubu’ salmonellalarin teshisi, alternatif olarak
agliitinasyon testleri (35, 90) konvansiyonel kiiltiir yontemi (23), ELISA-tabanli testler (36,
91-93), immunomanyetik separasyon (IMS) ile bakteriyi yogunlastirip daha sonra
uygulanan testler (94, 95) ve bakterilerin ¢ok sayida oldugu durumlarda uygulanan DNA-
DNA hibridizasyon testleri (96-98) ile yapilmistir. Gidalarda ise Avrupa’da ISO 6579,
ABD’nde Bacteriological Analytical Manual (BAM) gibi konvansiyonel kiiltiir yontemi,
ELISA tabanli serolojik testler (99), IMS (100, 101) ve DNA-DNA hibridizasyon testleri
(102, 103) Salmonella teshisinde kullanilmigtir. Fakat bu metotlarla ilgili yasanan
duyarlilik ve 6zgiinliik sorunlar1 ve diagnostik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda daha hizli
teshis yontemlerine duyulan gereksinim, bu eksiklerini gideren alternatif tani

yontemlerinin gelisimine yol agmistir (39, 104-108).

Konvansiyonel yontemle Salmonella serovarlarinin teshisi selektif
besiyerlerinde gergeklestirilen kiiltiir ve bunu takiben stipheli kolonilerin biyokimyasal ve
serolojik testlerle dogrulanmasi ve identifikasyonuna dayandigindan olduk¢a zahmetli olup
5-11 giine varan bir siire gerektirmektedir. Bu siire, kanatli tireticilerinin gerekli kontrol
Onlemlerini alacag1 goz oniinde tutulursa, olduk¢a uzun gézikkmektedir. Kiiltiirle
Salmonella izolasyonunda karsilagilan bir diger dnemli problem de, spesifik besiyerlerinde
tireyen kolonilerin, Salmonella gibi H,S pozitif, laktoz negatif olan ve digkida ¢ok fazla
bulunan Citrobacter ve 6zellikle Proteus ile karisabilme olasiligidir. Bu problemler, erken
Onlem alinabilmesi i¢in, hizli teshis saglayan molekiiler sistemlerin kullanilmasi
gerektigini isaret etmistir (109, 110). Bunun yanisira, incelenen 6rnek tipi, Salmonella dis1
bakteri kontaminasyon seviyelerindeki farkliliklar, 6rneklerdeki Salmonella sayisi, izole
edilmek istenen serotiplerin farkliligi, zenginlestirme ve izolasyonda kullanilan besiyerleri
arasindaki etkinlik farki ve laboratuvar ¢alisanlarinin becerisine bagli olarak
laboratuvardan laboratuvara Sa/monella izolasyon oranlar1 da farklilik gostermektedir
(111). Tavuklarda Salmonella izolasyonunda kullanilan kat1 besiyerlerinin bir¢ogunda
sekerlerin yikimlanmasi, besiyeri igine katilan antibiyotikler, boyalar ve ¢esitli katki
maddeleri ile yarismaci mikrofloranin tiremesi inhibe edilirken salmonellalarin tiremesi
provoke edilmistir. Konvansiyonel kiiltiir yontemi ile gidalardan Sa/monella tespitinin

zaman alic1 olmasi, laboratuvarlara is yiikii getirmesi ve diisiik mikrobiyal yiike sahip
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numunelerde duyarliligin diisiik olmasi, salmonellozisin gerek kanatl sektoriinii gerek
insan sagligini tehdit eder boyutlara ulagsmasi ile kanatl etlerinde Salmonella varliginin
belirlenmesi i¢in hizli, duyarli ve giivenilir teshis metotlarina gereksinim vardir. Kanatl
sektorii ve gida sektoriinde de kiiltiir yontemi ile tani siiresinin uzun olmasi nedeniyle
optimize edilmis kiiltlir yontemi kadar giivenilir, daha hizli, duyarl, spesifik yontemler
gelistirilmeye ve kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemlerden biri PCR-tabanli testlerdir
(112-115). PCR, konvansiyonel metotlarla karsilastirildiginda herhangi bir substrat
kullanimi1 veya antijen ekspresyonuna dayanan bir teknik degildir (116). Bu nedenle
biyokimyasal paternlerde ve detekte edilebilir antijende gozlenen fenotipik
varyasyonlardan etkilenmez (117). PCR’1n bir diger avantaj1 da, reaksiyonun belirli bir
substratin kullanilmasina ya da belirli antijenlerin ekspresyonuna bagli olmamasidir ki, bu
ozelligi ile suslarin biyokimyasal 6zelliklerindeki farkliliklar, fenotipik varyasyonlar ve
saptanabilen antijenlerin eksikliginden kaynaklanabilecek tanilama hatalarina engel
olmasidir (40). 1980°1i yillarin ortalarinda bir¢ok gida patojeninin aranmasinda kullanilan
PCR (118-123), Salmonella i¢in saf kiiltiirlerde veya selektif agar pleytlerde (124, 125)
veya direkt 6n zenginlestirme ve/veya zenginlestirme besiyerlerinde (126-130) veya

gidalarda (131, 132) identifikasyon metodu olarak kullanilmak {izere tanimlanmistir.

BAX"™ Q7 PCR kitinin, PCR i¢in gerekli olan primerler, enzim,
deoksiriboniikleotidler gibi tiim reagentlerin basit liyofilize bir tablet i¢erisinde
bulundurmast ve bu nedenle laboratuvarlarda molekiiler biyoloji a¢isindan deneyimsiz
laboratuvar ¢alisanlarinin olasi manipiilasyon hatalarini bertaraf ettigi bildirilmistir (107,
133, 134). Bailey ve arkadaslar kitlerle Salmonella aranmasini kanatl karkaslarindan ve
tiikketime hazir kanatl tirlinlerinden, konvansiyonel kiiltiirel metotla karsilastirildiginda 2-3
giin, ELISA ve genetik hibridizasyon metotlar1 ile karsilastirildiginda 1 giin avantaji
oldugunu belirtmislerdir. PCR’dan 6nce 16-20 saatlik 6n zenginlestirme uygulanmaistir.
Diger bakterilerle ¢apraz reaksiyon olusturmaksizin Salmonella deteksiyonunda giivenilir

bir sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir (133).

Standart yontemde negatif sonucun yaklasik 3 giin, konfirme edilmesi gereken
pozitif sonucun ortaya koyulmasinin yaklasik 5-7 giin stirmesinin aksine ticari BAX-PCR
sistemi 6n zenginlestirme asamasi dahil 24 saatte sonu¢ vermektedir (133). BAX sistemi
gerekli reagentleri, primerler, DNA polimeraz enzimi, niikleotidler, internal pozitif kontrol
ve floresan boyay1 (Sybr Green I) tek bir liyofilize tablet i¢inde toplayarak basitlestirmekte

ve kolaylagtirmaktadir. Boylece etkili bir sekilde reagent transferi i¢in gegen zamani
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kazandirir ve olasi teknik hatalar1 ve ¢capraz kontaminasyonun 6niine gecer. Ayrica BAX
PCR sistem ile floresan boya deteksiyonu agamalarini birlestirerek hem zamandan tasarruf

saglar hem de jel elektroforez agsamasini elimine eder (135).

PCR, DNA aranmasi i¢in ilk kez 1985 yilinda kullanilan, yiiksek olgtide duyarli
ve 6zgiin bir teknik olarak tanimlanmis ve bu teknigin bulucusu Kary Mullis tan1 ve
arastirma olanaklarinda evrime yol a¢an bu basarisindan 6tiirii Nobel 6diiliinii almistir. Bu
evrimsel bulustan sonra diyagnostik mikrobiyoloji yeni bir siirece girmis, niikleik asit
amplifikasyon teknolojileri mikroorganizmalarin fenotipik 6zelliklerinin tanimlanmasi
temeline dayanan standart tani tekniklerinin yerini almaya, hatta bazi1 mikroorganizmalarin

tespiti i¢in altin-standart olmaya baslamistir (116, 136-147).

Kanatl endustrisinde teshis amaci ile PCR testleri geleneksel metotlarin
siirlamalarindan dolayi, gittikge artan bicimde kullanilmaktadirlar. Sa/monella ari kanatl
stirilerinin yetistirilmesinde PCR’la ilgili ¢alismalarda 6nemli gelismeler yasanmaktadir
(25). Teshisi giinler/haftalar alacak mikroorganizmalarin teshisinde, PCR’1n kullanim1 ¢ok
onem kazanmistir. PCR ile yakin tiirler arasinda ya da alt tipler arasinda ayirim yapilabilir
ve klinik 6rnekler 6n zenginlestirmeye gereksinim duymadan kontrol edilebilirler (148).
PCR geleneksel metotlarin yerini her zaman tamamen alamaz. Ancak kiiltiirle, serolojik
stirti profiliyle ve klinik belirtilerle desteklenirse PCR enfeksiyonlarin hizli teshisinde

kullanilabilmektedir (149).

PCR, bakteri, virus, mantar, parazit, protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef
niikleik asitin primer ad1 verilen spesifik komplementer oligoniikleotitler ve sicakliga
dayanikli polimeraz enzimleri kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilmasini
(amplifikasyonunu) saglayan oldukga 6zgiin ve giivenilir bir tekniktir (151-155). DNA
veya RNA dizilerinin sayisal olarak artirilmasi esasina dayanan PCR’1n en 6nemli yonii,
6zel bir DNA dizisi se¢ip ¢ogaltilarak istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasinin
onlenebilmesidir. Bu 6zellik sadece dizinin taninmasini kolaylastirmakla kalmay1p
DNA’nin analiz edilmesini de saglamaktadir (156, 157). Bu hedef genetik materyaller ¢ok
az sayida ve hatta bir¢ok ilgisiz DNA’lar arasinda olsa bile homojen bir DNA materyali

haline getirilip ¢ogaltilabilir, kolayca identifiye edilebilirler (155-158).

Biraz daha ayrintilariyla PCR hedef siranin komplementeri 2 oligontiikleotit
DNA primerlerinin enzimatik amplifikasyonuna dayali bir tekniktir. Sicaklig: siirekli

birlesme (annealing) ve uzamaya (extension) gore ayarlanmasiyla, bu primerlerin DNA
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polimeraz enzimi sayesinde hedef siraya dizilmesi ve her sicaklik degisiminde ortamdaki
bazlarla uzamalari sayesinde amplifikasyon tamamlanmaktadir. Yani PCR prosesi 3’e
ayrilir. Once cift zincirli DNA 90 °C’nin iizerinde bir sicaklikta 2’ye ayrilir
(denaturasyon), sonra oligoniikleotit primerler 50-60 °C’lerde hedef DNA ile birlesmeye
baslar (annealing) ve en sonunda 70-78 °C’lerde optimal zincir uzamasi meydana gelir ve
yeni DNA zinciri olusturulur (extension). Bu sicaklik degisimi 30-40 kez tekrarlanarak 2"
sayida yeni hedef DNA olusumu saglanir. Amplifiye olan hedef DNA’nin tespiti ve
goriintiilenmesi agaroz jel elektroforez ya da uygun problarla hibridizasyonla

gerceklestirilir (151, 152, 159).

Geleneksel PCR tabanli testler, multipl kompleks basamaklar ve bu nedenle
uzmanlagmis kisiler gerektiren, 6rneklerin disaridan baska DNA’larla kontaminasyon
riskini artiran agik reaksiyon sistemleridir. Bu testlerin kompleksligine bir de maliyet
yiiksekligi eklenmektedir (161). PCR reaksiyonundan sonra PCR iiriiniinii ortaya koymak
icin agaroz jel elektroforez, southern blot, ELISA benzeri sistemlerden yararlanilir. Bu
sistemler tatminkar sonuclar verse de PCR sonras1 amplikonu ortaya koymada islemlerin

yoruculugu, i giicli kayb1 ve artan kontaminasyon riski kag¢inilmazdir (159, 161-175).

Real-Time PCR ilk kez Higuchi ve arkadaslar1 (176) tarafindan gelistirilmistir.
Real-Time PCR, PCR reaksiyonu sirasinda olusan tirtinleri goriiniir hale getiren ve
monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA
ile dogru orantil1 olarak arttig1 ve bunlari tek bir tiipte belirlemeyi miimkiin kilan bir
metottur (174, 175). Real-Time PCR ile saglanan 6nemli bir gelisme, sonuglarin hizli bir
bi¢cimde alinabilmesidir. Bu hiz genel olarak siklus siirelerininin kisalmasi, PCR
sikluslarindan sonra yapilan tespit islemlerinin olmamasi ve olusan {iriinlerin erken
tespitini saglayan hassas floresan tespit ekipmanlarinin kullanimiyla saglanmaktadir. Real-
Time PCR ile kros kontaminasyon ve ¢evresel kontaminasyon riski ¢ok aza indirgenir.
Testi yapan kisiden kaynaklanan yanlislik olasiligi, test siireci i¢cinde yapilan islem sayisi

azaldig1 i¢in diismektedir (151, 152, 159, 176-178).

Salmonella enfeksiyonunun tanisinda kiiltiirde karsilasilan zorluklar, serolojik
testlerdeki yaniltici sonuglar ve giigliikler nedeniyle, molekiiler diizeydeki gelismeler
sonucunda PCR teknigi 6nem kazanmis ve siklikla kullanilmaya baglanmistir (8,9). PCR

tekniginin, kisa stirede en dogru sonug alinabilmesi, bakteriyel kontaminasyonlardan
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etkilenmemesi, antibiyotik kullanimi sonrasinda da dogru sonug¢ alinmasi ve tiir spesifik

olmast tercih edilme sebeplerindendir (109, 160).

Sonug olarak DNA tabanli testler geleneksel metotlarin yerini tamamen alamasa
da PCR metotlarinin kullanimi tanida dogru ve giivenli sonug verebilir. Buna karsin
DNA tabanli testler yeni ¢ikan Salmonella tiirleri, onlarin patojenite, immunojenite ve

antimikrobiyal direng gibi 6zelliklerini tespit etmeye yetmez.

DuPont BAX Salmonella sistemi, et, tavuk, balik, deniz tirtinleri, meyve ve
sebze tirtinleri, siit tirlinlerinden bir¢ok besinden, hayvan yeminden salmonellalarin tespit
edilmesinde basariyla kullanilmistir (133, 179-185). BAX" Q7 PCR sistemi,
salmonellalar tespit etmedeki %98°lik sensitivitesi ve spesifitesiyle, United States
Department of Agriculture’s Food Safety and Inspection Service (USDA-FSIS) tarafindan
kabul edilmistir ve tiim diinya tilkelerinde de yayginligini artirmaya devam etmektedir

(186).

DNA’ya baglanan boyalara bir alternatif sistem olan (6r. Sybr Green I) BAX
sistemi, kullanima hazir hedef spesifik problu tabletleri iceren optimize bir rPCR

sistemidir.

Kanatli hayvan isletmelerinde Salmonella enfeksiyonlarini tespit etmek amaciyla
kloakal svab ornekleri kullanilabilmektedir (7). Bireysel olarak kanatli hayvanlardan kan
ya da kloakal svab alinmasi, kanatlilarda strese neden olmakta, isletme c¢alisanlarina is
yuikii getirmekte ve etkenin aralikli sagilim 6zelliginden, enfeksiyonun tespit edilebilme
olasiligini azaltmaktadir. Bu nedenle salmonellosis problemi bulunan kiimeslerin

belirlenmesinde ayda bir drag svab almanin daha faydali olacagi bildirilmistir (187-190).

Bu calismayla, BAX"™ Q7 PCR sistemi, disk1 6rneklerinde Salmonella tespiti i¢in
kullanilarak, elde edilen sonuglarin klasik kiiltiir yontemi olan ISO 6579 yontemi sonuglari
ile karsilastirilmasi ve ayn1 zamanda farkli yaslardaki yumurtaci tavuk stiriilerinden rutin
kontrol amaciyla alinan diski 6rnekleriyle, saglikli yumurtaci siirtilerdeki Salmonella

yayginliginin belirlenmesi amaglanmustir.
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GEREC ve YONTEM

GEREC

1. Klinik Ornekler

1. Diski Ornekleri: Ocak 2009 - Haziran 2012 tarihleri arasinda 58 adet
yumurtaci kiimesten toplanan 174 adet 6rnek, fermuarli steril posetlerde buz kaliplari ile
laboratuvara ulastirildi. Ornekler alinirken her 6rnek igin ayr steril eldiven kullanildi.
Alinan ornekler giivenli bir sekilde paketlenerek ayni giin i¢inde laboratuvara ulastirildi.
Ornek olarak kafes sistemli kiimeslerden dogal olarak karismis 200-300 g disk1 toplandi.
Giibre toplama sistemine gére 6rnekler;

- Tavuklarin digkisinin toplandigi konvey6r hatlarinin bosaltildigi kisim,

- Kazima yolu ile giibre toplanan kiimeslerde kazima isleminden sonra giibrenin
toplandig1 yerler,

- Tek bir ¢ukurda toplama islemi yapilan kiigiik 6lgekli kiimeslerde de giibre
cukurundan alindi. Digkinin, 6rnek alinacagi giin toplanmasinin saglanmasi ve drneklerin
kiimesin degisik bolgelerini temsil edecek tarzda ve kiimesi 6rnekleyecek sekilde kiigiik
porsiyonlar halinde miimkiin oldugunca ¢ok sayida farkli noktalardan alinmasina dikkat
edildi.

2. Besiyerleri

2.1. Tamponlanmis Peptonlu Su (Buffered Peptone Water, BPW)

Alman drneklerden Salmonella izolasyonu yapilmasinda ve BAX"™ Q7
PCR testi i¢in 6n zenginlestirme asamasinda kullanilmak tizere BPW

(kat.no:1.07228.0500)] kullanildi.
MERCK Buffered Peptone Water (BPW)

1 litre igerisindeki maddeler ve ortalama miktarlari asagidaki gibidir.
Peptone from Casein 10.0 g

Sodium chloride 50¢g

Disodium hydrogen phosphate dodecahydrate 9.0 g

Potassium dihydrogen phosphate 15¢g
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Hazirlanisi: Toz BPW 25.5 g tartilip 1 litre distile suyla karistirildi. Su
banyosunda homojen hale gelene kadar eritildi. 121°C’de 15 dakika otoklav edildi.
Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50°C’ye kadar sogutulup sterilite kontrolii i¢cin 37°C’de 1
giin inkube edildikten sonra, kontaminasyon sonucu tiremeye bagli renk degisimi ve
bulaniklik yoniinden incelendi. Renk degisimi ve bulaniklik goriilmeyen steril besiyeri
+4°C’lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta iginde 6n zenginlestirme amaciyla

kullanildi.

2.2. Rappaport Vassiliadis Soy Broth
MERCK Rappaport Vassiliadis Broth (RVS Broth ) (kat. no:
1.07700.0500). Salmonella’ nin klinik 6rneklerden izolasyonu i¢in zenginlestirme asamast

icin kullanildi.

MERCK Rappaport Vassiliadis Soya Broth (RVS Broth)

1 litre igerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.

Peptone from soymeal 45¢
Magnesium chloride hexahydrate 286 ¢
Sodium chloride 72¢
Di-potassium hydrogen phosphate 0.18 g
Potassium di-hydrogen phosphate 1.26 ¢
Malachite-green 0.036 g

Hazirlanisi: Toz Rappaport Vassiliadis brothdan 41.8 g tartilip 1 litre distile
suyla karistirildi. Su banyosunda homojen hale gelene kadar eritildi. 121 °C’de 15 dakika
otoklav edildi. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutulup steril vidali
kapakli cam tiiplere 10°ar ml dagitildiktan ve sterilite kontrolii igin 37 °C’de 1 giin inkube
edildikten sonra, kontaminasyon sonucu tiremeye bagli renk degisimi ve bulaniklik
yoniinden incelendi. Renk degisimi ve bulaniklik gériilmeyen steril besiyerleri +4°C’lik
buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta iginde Salmonella izolasyonu amaciyla

zenginlestirme asamasinda kullanildi.
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2.3. Mueller Kaufmann Tetrathionate broth (base)
MERCK Tetrathionate broth (base) (kat. no: 1.05285.0500).

Salmonellalarin klinik 6rneklerden izolasyonu i¢in zenginlestirme asamasi i¢in kullanildi.

MERCK Tetrathionate broth (base)

1 litre igerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.

Peptone from casein 25¢g
Peptone from meat 25¢
Bile salt mixture 1.0g
Calcium carbonate 100 g
Sodium thiosulfate 300¢g

Hazirlanisi: Toz Tetrathionate brothdan 46 g tartilip 1 litre distile suyla
karistirildi ve yavasca isitilarak kaynama noktasina getirildi. Hizla sogutuldu.
Kullanimdan 6nce 20ml/l olacak sekilde iodine/potasyum iodiir ¢6zeltisi ve % 0.1°lik
brilliant green ¢6zeltisinden 10 ml/1 olacak sekilde ilave edilip karistirildi. Steril vidali
kapakli cam tiiplere 10’ar mililitre dagitildi. Katkilar1 ilave edilmis besiyerleri ayni giin

icerisinde Salmonella izolasyonu amaciyla zenginlestirme asamasinda kullanildi.

2.3.a. lodine/potasyum iodiir ¢ozeltisi
Potasyum iodiir (Merck, kat. no:1.05043) ve resublime iyot (Merck, kat. no:
1.04761) ¢ozelti halinde tetrathionate broth (base) hazirlaniginda kullanildi.

Hazirlanisi: 20 ml distile su i¢inde 5 g potasyum iodiir ve 4 g resublime iyot

eritildi. Tetrathionate broth (base) igerisinde 20ml/I olacak sekilde karistirildi.

2.3.b. Brilliant Green ¢6zeltisi

Brilliant green (Merck kat. n0:1.01310) %0.01° lik brilliant green ¢6zeltisi
hazirlanisinda kullanildi.

Hazirlanisi: 100 ml distile su iginde 0.01 g brilliant green eritildi. Tetrathionate
broth (base) igerisinde 10ml/l olacak sekilde karistirildi.

2.4. Xylose Lysin Deoxycholate Agar (XLD)
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XLD Agar (MERCK, kat. no: 1.05287.0500). Salmonellalarin klinik
orneklerden izolasyonunda selektif kat1 besiyeri olarak kullanildi.
MERCK XLD Agar

1 litre igerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.

Yeast extract 30¢g
Sodium chloride 50¢g
Xylose 375¢
Lactose 75¢
Sucrose 75¢
L(+) lysine 50¢g
Sodium deoxycholate 1.0g
Sodium thiosulfate 6.8¢g
Ammonium iron(IIl) citrate 08¢g
Phenol red 0.08 g
Agar-agar 145¢g

Hazirlanisi: Toz XLLD Agar’dan 55.0 g tartilip 1 litre distile suyla karistirilds,
yavasea 1sitilarak kaynama noktasina getirildi. Hizla 50-55 0 C’ ye sogutulup Steril 9
cm’lik petrilere 25°ser ml dokiildiikten sonra sterilite kontrolii igin, 1 gece 37 °C’lik etiivde
bekletildi. Kontrolden gegirilen besiyerleri +4 °C’lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1

hafta i¢inde Salmonella izolasyonu amaciyla kullanildi.

2.5. Brilliant-Green Phenol-Red Lactose Sucrose Agar (BPLS)

BPLS Agar (MERCK, kat. no: 1.07237.0500). Salmonellalarin klinik
orneklerden izolasyonunda selektif kat1 besiyeri olarak kullanildi.

BPLS Agar

1 litre igerisindeki maddeler ve ortalama miktarlari asagidaki gibidir.

Peptone from meat 50¢g
Peptone from casein 50¢g
Meat extract 50¢g
Sodium chloride 30¢g
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di-sodium hydrogen phosphate 20¢g

Lactose 10.0 g
Sucrose 10.0 g
Phenol red 0.08 g
Brilliant green 0.0125 ¢
Agar-agar 120 ¢g

Hazirlanisi: Toz BPLS Agar’dan 57.0 g tartilip 1 litre distile suyla karistirildi,
yavasea 1sitilarak kaynama noktasina getirildi. 121 °C’de 15 dakika otoklav edildi.
Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutulup steril 9 cm’lik petrilere 25°ser ml
dokiildiikten sonra sterilite kontrolii i¢in, 1 gece 37 °C’lik etiivde bekletildi. Kontrolden
gegirilen besiyerleri +4 °C’lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta i¢cinde Salmonella
izolasyonu amaciyla kullanildi.

2.6. Nutrient Agar

Nutrient Agar (MERCK, kat. no: 1.05450.0500). Salmonellalarin klinik
orneklerden izolasyonunda Salmonella stipheli kolonilerden saf kiiltiir elde etmek i¢in
kullanildi.

Nutrient Agar

1 litre igerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.
Peptone from meat 50¢g
Meat extract 30¢g
Agar-agar 120 ¢

Hazirlanist: Toz Nutrient Agar’dan 20.0 g tartilip 1 litre distile suyla karistirildi,
yavasea 1sitilarak kaynama noktasina getirildi. 121 °C’de 15 dakika otoklav edildi.
Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutulup steril 9 ecm’lik petrilere 25°ser ml
dokiildiikten sonra sterilite kontrolii i¢in, 1 gece 37 °C’lik etiivde bekletildi. Kontrolden
gecirilen besiyerleri +4 °C’lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta i¢cinde Salmonella

stipheli kolonilerden saf kiiltiir yapmak amaciyla kullanildi.

2.7. Mueller-Hinton Agar (MH)

MH Agar (MERCK, kat. no: 1.05437.0500). Agar disk difiizyon metodu
ile antibiyogram testi yapilirken kullanildi.

MH Agar

1 litre igerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.
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Meat infusion 20¢g

Casein hydrolysate 175¢
Starch 1,5¢g
Agar-agar 130 g

Hazirlanisi: Toz MH Agar’dan 34.0 g tartilip 1 litre distile suyla karistirilds,

yavasea 1sitilarak kaynama noktasina getirildi. 121 °C’de 15 dakika otoklav edildi.

Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutulup steril 9 ecm’lik petrilere 25°ser ml

dokiildiikten sonra sterilite kontrolii i¢in, 1 gece 37 °C’lik etiivde bekletildi. Kontrolden

gegirilen besiyerleri +4 °C’lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta i¢cinde Salmonella

stipheli kolonilerden agar disk difilizyon metodu ile antibiyogram yapmak amaciyla

kullanildi.

2.8. API 20E: izolatlarin ileri biyokimyasal tamlamalarinda, enterik Gram (-)

basiller i¢in spesifik API 20E biyokimyasal ticari test kitleri (Biomérieux, France)
kullanilmistir (bioMérieux API 20E referans kodu: 20100, France).
API 20E kit igerigi asagidaki gibidir.

25 adet API 20E test stribi

25 adet inkubasyon kutusu

25 adet sonug formu

1 adet poset kapama klipsi

1 adet prospektiis

Ampul icerisinde NaCl % 0.85 stispansiyon ortami (5 mL)
Mineral yag

2.8.1 Reaktifler
2.8.1.1 API NaCl, 0.85% Medium, Sml. 1000 ml distile su i¢inde 8.5 g sodyum

kloriir. Koloni siispansiyonu hazirlamak i¢in kullanilan s1vi ortam (BioM¢érieux referans
kodu: 20230, France).
2.8.1.2 API 20E Reaktif kit, BioMérieux marka biyokimyasal identifikasyon test

stribi ile kullanilmak tizere reaktif seti (BioMérieux, 20120, France).

API 20E Reaktif kit icerigi asagidaki gibidir.

TDA (5 ml) (3.4 gr demir kloriir, 100 mL distile su)

James ayiraci (5 ml) (0.5 gr Bilesik J2183(patentli), 100 mL HCI)
VP1 (5ml) ( 0.4 gr potasyum hidroksit, 100 mL distile su)

VP2 (5 ml) ( 6 gr a-naftol, 100 mL etanol)
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e NIT1 (5 ml) ( 0.4 stilfanilik asit, 30 gr asetik asit)

e NIT2 (5 ml) (0.6 gr N.N-dimetil-1-naftilamin, 30 gr asetik asit)

2.8.1.3 Zn reaktif 10 g ¢inko tozu, BioMérieux marka N, gazini indirgeme
6zelligini belirlemekte kullanilan reaktif (BioMérieux, referans kodu: 70380, France).

2.8.1.4 Oksidaz, BioMérieux marka oksidaz aktivitesini belirlemekte kullanilan
reaktif (BioMérieux, referans kodu: 55635, France).

2.8.1.5 Mineral Yag, BioMérieux marka, anaerobik ortam olusturmak i¢in
kullanildi (BioMérieux, referans kodu: 70100, France).

2.8.1.6 API 20 E Analitik Profil Indeksi BioMérieux marka olusan profilin
analizini saglayan bilgisayar tanimlama programi (BioMérieux, referans kodu: 20190,
France).

2.8.1.7 Pipetler veya Pastor Pipetleri kolonilerin siispansiyonunun
hazirlanmasinda ve API 20E test stribine aktarilmasinda kullanilda.

Tiim API igerikleri 2-8°C’de buzdolabinda 1s1k gérmeyecek bicimde muhataza

edildi.

3. BAX"™ Q7 Salmonella PCR kiti Dupont Qualicon marka (BAX System PCR
Assay Salmonella kod: D11000133, A.B.D.).

BAX"™ Q7 Salmonella PCR kit icerigi asagidaki gibidir.

* 96 adet iginde tableti ile PCR tiipleri

* 96 adet optik kapak

*  Protease (400 pl)

*  Lysis buffer (2x12)

4. BAX" system Q7 makinesi: PCR reaksiyonlari BAX® system Q7 makinesi ile
gerceklestirildi.

5. Bilgisayar: BAX® Q7 PCR uygulama programi analizin yiiriitiilmesi ve
sonuclarin goriintiilenmesi i¢in kullanildi.

6. Isitict bloklar, Dupont marka (Dry Block Heater) 2 adet 1sitict blok DNA
ekstraksiyonu sirasinda, reagentlerin uygun sicakliga getirilmesi ve bu sicakliklarda
gereken beklemenin yapilmasi amaciyla kullanildi.

7. Sogutucu bloklar, 2 adet sogutucu blok DNA ekstraksiyonu sirasinda,
reagentlerin uygun sicakliga getirilmesi ve bu sicakliklarda gereken beklemenin yapilmasi

amaciyla kullanildi.
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8. Optik kapaklarin acilip kapatilmasini saglayan aletler Cluster tiip kapag1 ve
PCR reaksiyon tiiptiniin optik kapagini agilip kapatilirken kullanildi.

9. Otomatik Pipetler: stepper (Thermo Finnpipette, CJ 08700.4540, Thermo
Fisher Scientific, ABD, ), 5-50 ul (Thermo Finnpipette, CJ 077885.4500, Thermo Fisher
Scientific, ABD, ), 5-50 ul sekiz kanalli (Thermo Finnpipette, CJ 09617.4510, Thermo
Fisher Scientific, ABD, ), 20-200 pl (Thermo Finnpipette, CJ 17642.4500, Thermo Fisher
Scientific, ABD, )’ lik pipetler PCR reaksiyonu sirasinda ve DNA ekstraksiyonlari
asamalarinda kullanildi.

10. Otomatik Pipetler icin pipet uglari: 5-50 ve 20-200ul pipetler (Finntip 250
Universal steril Cat: 9400263), stepper (Finntip stepper sterile Sml. Cat.9404203) i¢in
steril pipet uglar1 kullanildi.

11. Steril Plastik Pipetler: 1 ml (LP Italiana Spa; Milano- Italy, 160110) ve 10
ml (LP Italiana Spa; Milano- Italy, 161010)’lik pipetler bakteriyolojik analizler ve besiyeri
hazirlik agamalarinda kullanildi.

12. Deiyonize Saf Su Sistemi: NUVE marka (NS 103, Ankara, Tiirkiye).
[zolasyon sirasinda kullanilacak besiyerlerinin hazirlanmasinda, kullanilacak olan cam ya
da plastik malzemenin temizliginde kullanildi.

13. Buzdolab1: Arcelik marka (model: 3061 plus, Tiirkiye). 2-4 °C’de
saklanmas1 gereken malzemelerin ve besiyerlerinin saklanmasi amaciyla kullanildi.

14. Laminer Hava Kabini: NUVE marka (NUVE, model: LN120, Ankara,
Turkiye ). Bakteri izolasyonu ve DNA ekstraksiyonu yapilirken gereken steril ortamin

saglanmas1 amaciyla kullanildi.

15. Inkiibatér: NUVE marka (Model: EN 055, Ankara, Tiirkiye). Bakteri
izolasyonu i¢in gerekli inkubasyon 1silarinin saglanmasi amaciyla kullanildi.

16. Hassas Terazi: Sartorius Marka (Model: GM 2202, Germany). Salmonella
izolasyonunda kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasinda gerekli tartimlarin yapilabilmesi
icin kullanildi.

17. Dupont Riboprinter® Sistem kiti: Dupont Qualicon marka (RiboPrinter®
Sistem kod: D12531875, A.B.D.).

Riboprinter® kit igerigi asagidaki gibidir:

* 8 adet DNA prep pack

* 8 adet jel kaset

e 8 adet membran
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» 8 adet Riboprinter® Sistem restriction enzim

» 8 adet prob

* 8 adet konjugat

» 8 adet substrat

* 2 adet 2 litrelik saf su

17.1. Dupont Riboprinter® Sistem Hazirlik paketi: Dupont Qualicon marka
(RiboPrinter® Sistem kod: D10734042, A.B.D.).

RiboPrinter® sistem hazirlik paket icerigi asagidaki gibidir:

*  Koloni ¢ubuklari

*  Numune kuyucuklar1

*  Tamponlanmis numune diliisyon soliisyonu

18. Isitic1 Blok: Kolonilerin 1s1 araciligi ile inaktivasyonu ve inaktivasyonun

durdurulmasi i¢in sogutulmasi asamalarinda kullanildi.
19. Dupont Riboprinter® Sistem karakterizasyon tinitesi: Dupont Qualicon

marka RiboPrinter® Sistem kod: D10734042, A.B.D.). Elde edilen izolatin

identifikasyonu i¢in kullanildi.
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YONTEM

1. Kiiltiir

1.1. Diski 6rneklerinden Salmonella I1zolasyonu: Laboratuarda 6rnekler 1:9
oraninda tamponlanmus peptonlu su ile homojenize edildi. 35-37 °C’ da 16-20 saat
inkubasyona birakildi. On zenginlestirme ortamindan 0.1 ml alinarak 10 ml'lik Rappaport
Vasiliadis Soya (RVS) Broth'a inokulasyon yapildi. RVS broth vortekste iyice
karistirildiktan sonra 42 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Ayrica Miiller Kaufmann
Tetrahionate Broth (MKTT)'a 6n zenginlestirme ortamindan 1 ml inokiiliim yapildi ve 24
saat 37 °C'de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra her zenginlestirme ortamindan Xylose
Lysine Desoxycholate Agar (XLD) ve Brilliant Green Phenol-Red Lactose Sucrose Agar
(BPLSA)'a ¢izgi ekim yontemine gére ekim yapildi ve petriler 24 saat boyunca 37 °C'de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda XLD agarda siyah merkezli pembe
koloniler, BPLS agarda ise pembe-kirmiz1 renkte ve ¢evrelerinde kirmizi zon olusturan
koloniler segilerek biyokimyasal ve serolojik testlere tabi tutuldu.

1.1.a. API 20E API 20E kiti, enterik Gram (-) basillerin biyokimyasal tanilamasi
amaciyla kullanilmaktadir. Izolatlarin API 20E ile tamlanmasi igin, Nutrient Agar’a
ekilerek aktiflesmeleri saglandi. NaCl % 0.85 siispansiyon ortami ampulleri dikkatli bir
sekilde acilip i¢ine 1 koloni inokule edilerek homojen bakteri soliisyonu hazirlandi. API
test kuyucuklarinin sadece tiip kisimlarina i¢inde hava kabarcigi kalmayacak sekilde steril
uclu mikropipet kullanilarak inokulasyon yapildi. ICITI, IVPI ve IGELI kuyucuklari
bakteriyel stispansiyon ile tamamen dolduruldu, fakat ADH, LDC, ODC, H2S ve URE
testleri igin anaerobik ortam saglamak amaciyla kuyucuklarin iist kisimlar1 konveks
seklinde mineral yag ile ortiildii. Bir tabla ve bir kapaktan olusan inkiibasyon kutusunda
nemli bir ortam saglamak amaciyla 5 ml distile su petekli yapidaki tablaya dagitildi.
Mikrotiiplerden olusan stripler bu tablalara yerlestirilerek kapaklari kapatildi. izolat
numaralar inkiibasyon kutularina yazilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda striplere TDA testi i¢cin TDA, IND testi i¢in JAMES, VP testi i¢cin VP1 ve VP2,
NIT testi igin NIT1 ve NIT2 ayiraglarindan her bir izolat i¢in birer damla damlatilarak
gerekli siire beklenerek stire sonunda gelisen biitiin reaksiyonlar okundu.

1.1.b. API 20 E test stribinin okuma ve degerlendirilmesi: Inkubasyon sonunda
strip okuma tablosuna goére okundu. 3 ya da daha fazla test pozitif ise testler kaydedildi ve

reaktiflerin eklenmesini gerektiren testler yapildi.
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TDA testi: bir damla TDA reaktifi eklendi, kirmiz1 kahverengi renk
olusumu pozitif olarak degerlendirildi.

IND testi: bir damla JAMES reaktifi eklendi. Pembe renk olusumu pozitif
olarak degerlendirildi.

VP testi: VP1 ve VP2 reaktiflerinin her birinden birer damla eklendi, en az
10 dakika beklendi. Pembe veya kirmiz1 renk pozitif olarak degerlendirildi.

Degerlendirme sayisal profil ile elde edildi. Her test tiipiiniin sayisal profili
sonu¢ formunda alt tarafta yazili olan rakamlarla olusturuldu. Pozitif sonug veren tiip i¢in
sayisal degeri kaydedildi. Negatif sonug veren test tiipleri i¢in deger sifir olarak alindi.
Daha sonra elde edilen 7 basamakli sayisal profil veritabani kullanilarak identifikasyon
yaziliminda otomatik olarak taranarak tanimlama elde edildi.

1.2. Antibiyogram: Salmonella izolatlarinin antibiyotik direng profilleri agar
disk difiizyon metodu ile belirlenerek Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)’a
gore degerlendirildi. Test edilen 24 antibiyotik ve konsantrasyonlar1 24 antibiyotik ve
konsantrasyonlari: Amikacin (AK, 30 pg, Oxoid CT0107B), Amoxycillin (AML, 10 pg,
Oxoid CT0161B), Ampicillin (AMP, 10 pg, Oxoid CT0003B), Azithromycin (AZM, 15
pg, Oxoid CT0906B), Cefoxitin (FOX, 30 pg, Oxoid CT0119B), Ceftriaxone (CRO, 30
pg, Oxoid CT0417B), Cephazolin (KZ, 30 pg, Oxoid CT0011B), Chloramphenicol (C, 30
ng, Oxoid CT0013B), Ciprofloxacin (CIP, 5 pg, Oxoid CT0425B), Colistin (CT, 10 ug,
Oxoid CT0017B), Doxycycline hydrochloride (DO, 30 pg, Oxoid CT0018B), Enrofloxacin
(ENR, 5 pg, Oxoid CT0639B), Erythromycin (E, 15 pg, Oxoid CT0020B), Forfenicol
(FFC, 30 pg, Oxoid CT1754B), Gentamicin (CN, 10 pg, Oxoid CT0024B), Nalidixic acid
(NA, 30 pg, Oxoid CT0031B), Neomycin (N, 30 ug, Oxoid CT0033B), Ofloxacin (OFX, 5
ug, Oxoid CT0446B), Oxytetracycline (OT, 30 ug, Oxoid CT0041B), Penicillin G (P, 10
units, Oxoid CT0043B), Streptomycin (S, 10 pg, Oxoid CT0047B),
Sulphamethoxazole/Trimethoprim 19:1 (SXT, 25 pg, Oxoid CT0052B), Sulphonamides
Compound (S3, 300 pg, Oxoid CT0059B), Tetracycline (TE, 10 pg, Oxoid CT0053B).
Kontrol amagli olarak CLSI’da belirtilen E. coli (ATCC 25922) ve S. aureus (ATCC
25923) standart suslar1 kullanildi. Inokulum hazirlamak igin 3-5 adet iyi ayirt edilebilen
ayn1 morfolojiye sahip koloni agardan se¢ildi. Koloniler iginde 5 ml. Serum fiyolojik
bulunan tiiplere aktarildi. Bulanmklik 0.5 Mac Farland standardina ayarlandi. Inokulum
bulaniklig1 ayarlandiktan sonra steril pamuklu svab tiipe daldirilarak inokulum svaba

emdirildi. Inokulum emdirilmis svab daha sonra Mueller-Hinton Agar yiizeyine siiriilerek
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inokule edildi. Inokulasyon 2-3 kez tekrarlanarak her bélgeye esit inokulasyon yapilmasi
saglandi. Agarin yiizeyinin kurumasi i¢in oda sicakliginda 5-10 dakika bekletildi. Kuruma
islemi bittikten sonra daha 6nce belirlenen antibiyotik diskleri aralarinda 24 mm olacak
sekilde dairesel olarak agar yiizeyine yerlestirildi. Etiivde 16-18 saat inkubasyon
sonrasinda pleytler degerlendirmeye alindi. Inhibisyon zon &lgiileri cetvelle siyah zemin
tizerinde Olc¢iilerek referans araliklarina gore; ‘duyarlt’, ‘orta degerli’ ve ‘direncli olarak
degerlendirildi.

2. Bax Q7 System PCR: Tamponlanmis peptonlu su ile homojenize edilen
srnekler 35-37° C’ da 16-20 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda BAX
System Q7 makinesi ¢alistirilip, bilgisayarda operasyon dosyasi agildi. Calisilacak
numunenin template dosyasi hazirlandi. 150 pl protease 12 ml lysis buffer ile karistirilarak
lysis reagent hazirlandi. Herbir cluster tiipe 200 ul lysis reagent eklendi. Cluster
tiiplerdeki lysis reagentlerin tizerine analizi yapilacak numunenin 6n zenginlestirmesinden
5 pl eklendi. Cluster tiipler kapaklar1 kapatilarak daha énce 1sitilmis 1sitma bloklarinda 35
C’ da 20 dakika, 95 C’ da 10 dakika lysis asamasinin gerceklesmesi i¢in 1sitild1. Lysis
tamamlaninca cluster tiipler sogutma bloguna alinarak 5 dakika bekletildi. PCR tiipleri
sogutma blogunda hazirlandi. 5 dakikalik siire sonunda cluster tiiplerdeki lizatlardan 50 pl
PCR tiiplerine aktarildi. Optik kapaklar kapatildi. Template yerlesimine gore PCR tiipleri
makineye yerlestirilir. 210 dakika sonunda bilgisayardaki programda sonuglar gézlendi.

3. Dupont Riboprinter® Sistem : Besiyerinde {ireyen kolonilerin MH agarda saf
kiiltiir olarak elde edilmesinden sonra Riboprinter® Sistem i¢in 200 pl sample buffera 1
koloni eklenerek silispansiyon hazirlanip 30 ul numune tasiyicr tiipe aktarilarak 1sitma
bloguna konuldu. Bilgisayar programi tizerinde gereken bilgiler girildikten sonra 1sitma
islemi biten numune tiipii ve enzim, MP base, konjugat, prob, substrat, jel kaset, membran
gibi sarf malzemeleri de makineye konarak program baslatildi. Yaklasik 8 saat sonunda

bilgisayardaki programda sonuglar gézlendi.
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BULGULAR

Kiiltiir Bulgulari: Calisilan 174 6rnegin 11°1 (% 6.3), kiimes temel alinarak
degerlendirildiginde ise 58 kiimesten 4’1 (% 6.9) kiiltiir metodu ile Salmonella pozitif

olarak bulundu.

Biyokimyasal Test Sonuglari: Toplam 174 o6rnegin 11° inin (%6.3) API 20E
(BioMerieux, Marcy L’Etoile 20120, France) kullanilarak biyokimyasal identifikasyonu

yapildi ve Salmonella yoniinden pozitif bulundu.

BAX Q7 rPCR Bulgular: Calisilan numunelerde Salmonella DNA’s1 varligi yoniinden
174 6rnegin 11°1 (% 6.3), kiimes temel alinarak degerlendirildiginde ise 58 kiimesten 4’1

(% 6.9) BAX Q7 PCR ile Salmonella pozitif olarak bulundu(Tablo 1).

Ribotiplendirme Bulgulari: Kiiltiir sonucu elde dilen 11 adet Salmonella izolati,
Riboprinter® sisteminde (Dupont Qualicon, Wilmington, DE, USA) ribotiplendirildi.
Sonuglar 11° inin de Salmonella enterica subsp. enterica olup 4 adedinin serovar
Enteritidis (%36.4), 5 adedinin serovar Infantis (%45.5), 1 adedinin serovar Colombo

(%9.1), 1 adedinin serovar Spartel (9.1), olarak 4 farkli serovar1 oldugu belirlendi.

Antibiyogram Bulgulari: izolatlarin tiimii (%100) iki yada daha fazla antibiyotige kars1
direncli bulundu (Tablo-2). Izolatlarin tiimii (%100) penisillin, ampicillin, neomisin ve

eritromisin’ e karsi direngli bulundu (Tablo 2).

Tablo 1- Ornek ve kiimes bazinda kiiltiir ve rPCR sonuglari

Pozitif 6rnek/ toplam Pozitif 6rnek/toplam 6rnek (%)
kiimes sayis1 Kiiltiir BAX rPCR
(Vo)
11/58 (19) 11/174 (6.3) 11/174 (6.3)
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Tablo: 2- Firma koduna gore izole edilen Salmonella serotiplerinin direngli olduklari

antibiyotikler
Firma Serotip Direncli oldugu antibiyotikler
3 Salmonella P/AMP/N/GEN/OT/E/SXT/FFC

Enteritidis izolat 1

6 Salmonella P/AMP/KZ/N/GEN/CP/NA/E/CRO
Enteritidis izolat 2

26 Salmonella P/AMP/AML/N/GEN/STR/E
Enteritidis izolat 3

26 Salmonella P/AMP/AML/N/GEN/TE/DO/OT/NA/E
Enteritidis izolat 4

8 Salmonella Infantis P/AMP/AML/N/TE/DO/OT/OFX/NA/E/S3/FOX/C/SXT
izolat 1

33 Salmonella Infantis P/AMP/AML/N/GEN/STR/TE/DO/OT/ENR/CP/NA/E/AZM/S3/FOX/C/FC
izolat 2

35 Salmonella Infantis P/AMP/AML/N/GEN/STR/TE/DO/OT/ENR/NA/E/AZM/S3/C/SXT/FFC
izolat 3

35 Salmonella Infantis P/AMP/N/STR/TE/O/OT/NA/E/AZM/S3/FOX/CRO/C/SXT
izolat 4

46 Salmonella Infantis P/AMP/KZ/N/STR/TE/DO/OT/ENR/OFX/NA/E/AZM/S3/FOX/C/
izolat 5

2 Salmonella Spartel P/AMP/AML/N/GEN/OT/NA/E/S3/CT/FFC

32 Salmonella Colombo | P/AMP/AML/KZ/N/GEN/TE/DO/OT/EF/E/AZM/S3/FOX/FFC

AK, Amikacin, AML, Amoxycillin; AMP, Ampicillin, AZM, Azithromycin, FOX, Cefoxitin; CRO, Ceftriaxone; KZ, Cephazolin;, C, Chloramphenicol;
CIP, Ciprofloxacin, CT, Colistin, DO, Doxycycline hydrochloride; ENR, Enrofloxacin; E, Erythromycin, FFC, Forfenicol; CN, Gentamicin; NA,
Nalidixic acid; N, Neomycin, OFX, Ofloxacin; OT, Oxytetracycline; P Penicillin G; S, Streptomycin, SXT, Sulphamethoxazole/Trimethoprim 19:1; S3,
Sulphonamides Compound; TE,Tetracycline
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Tablo: 3- Firma koduna gore izole edilen Salmonella serotiplerinin duyarli olduklari

antibiyotikler
Firma Serotip Duyarh oldugu antibiyotikler
3 Salmonella AK/AML/AZM/FOX/CRO/KZ/C/CIP/CT/DO/ENR/NA/OFX/S/S3/TE

Enteritidis izolat 1

6 Salmonella AK/AML/AZM/FOX/C/CT/ENR/FFC/OFX/OT/SXT/S/S3/TE
Enteritidis izolat 2

26 Salmonella AK/AML/AZM/FOX/CRO/KZ/C/CIP/CT/DO/ENR/FFC/NA/OFX/OT/SX
Enteritidis izolat 3 T/S3

26 Salmonella AK/AML/AZM/FOX/CRO/KZ/C/CIP/CT/ENR/FFC/OFX/SXT/S/S3
Enteritidis izolat 4

8 Salmonella Infantis AK/FOX/CRO/KZ/C/CIP/CT/OFX/S3
izolat 1

33 Salmonella Infantis AK/AML/CRO/KZ/C/CT/OFX/SXT/S3
izolat 2

35 Salmonella Infantis AK/AZM/CRO/KZ/CIP/CT/FFC/CN/ENR/S
izolat 3

35 Salmonella Infantis AK/AML/CRO/KZ/CIP/CT/FFC/ENR/CN/OFX
izolat 4

46 Salmonella Infantis AK/AML/CRO/CIP/CT/FFC/CN/SXT
izolat 5

2 Salmonella Spartel AK/ENR/SXT

32 Salmonella Colombo | AK/CT/DO

AK, Amikacin, AML, Amoxycillin; AMP, Ampicillin, AZM, Azithromycin, FOX, Cefoxitin; CRO, Ceftriaxone; KZ, Cephazolin;, C, Chloramphenicol;
CIP, Ciprofloxacin, CT, Colistin, DO, Doxycycline hydrochloride; ENR, Enrofloxacin; E, Erythromycin, FFC, Forfenicol; CN, Gentamicin; NA,
Nalidixic acid; N, Neomycin, OFX, Ofloxacin; OT, Oxytetracycline; P Penicillin G; S, Streptomycin, SXT, Sulphamethoxazole/Trimethoprim 19:1; S3,
Sulphonamides Compound; TE,Tetracycline
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Tablo: 4- Salmonella serotiplerinin duyarli (S) ve direngli ( R) olduklar1

antibiyotikler

Etken madde

Nalidixic acid (NA)

Neomycin (N)

Ofloxacin (OFX)

Oxytetracycline (OT)

Penicillin G (P)

Streptomycin (S)

Sulphamethoxazole

/Trimethoprim 19:1 (SXT)

Sulphonamides Compound (S3)

4 22 100 | 99 | 105 | 127 98 | 104 | 128 | 136 | 158

Serovar EC |EQ | B 8| EQET | ECETEL B | E

g8 | 8= S8 58 3¢5 8= S8 58 8§85 % S

S8 |58 | E8E8 G5 S8 |E8E8ES &S

Amikacin (AK) S S S S S S S S S S S
Amoxicillin (AML) S S R R R R R S S R R
Ampicillin(AMP) R R R R R R R R R R R
Azithromycin (AZM) S S R R S S S R R R R
Cefoxitin (FOX) S S S R S S R R R R R
Ceftriaxone (CRO) S R S S S S S S S R R
Cephazolin (KZ) S R S S S S S S R R R
Chloramphenicol (C) S S S S S S R R R R R
Ciprofloxacin (CIP) S R S R S S S S S R R
Colistin(CT) S S S S S S S S S R S
Doxycycline(DO) S R R R S R R R R R S
Enrofloxacin(ENR) S S R R S S S S R S R
Erythromycin(E) R R R R R R R R R R R
Florfenicol (FFC) R S R R S S S S S R R
Gentamicin (CN) R R R R R R S S S R R
S R R R S R R R R R R

R R R R R R R R R R R

S S S S S S R S R R R

R S R R S R R R R R R

R R R R R R R R R R R

S S R R R S S R R R R

R S R S S S R R S S R

S S S S S S R R R R R

S S R R S R R R R R R

Tetracycline (TE)
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TARTISMA ve SONUC

Salmonellozis insanlarda ve hayvanlarda enterik hastaliga sebep olan 6nemli bir
bakteriyel enfeksiyondur (14). Kanatlilarda ¢ok bulasici ve 6ldiirticli olan salmonellozis
hayvan sagligini olumsuz etkilemekte, yumurta veriminde azalma ve 6liimlere sebebiyet
vermekte, kanatli eti ve iiriinleri ile de halk sagligini tehdit etmektedir. Ulkemizde ve diger
tilkelerde yapilan ¢alismalarda insanlarda, kanatlilarda ve kanatli hayvan {iriinlerinde S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Infantis ve S. Newport, sadece kanatllarda ise S.
Gallinarum ve S. Pullorum enfeksiyonlarinin degisik oranlarda oldugu bildirilmektedir (83,

135, 191).

Kanatli hayvanlarin ve insanlarin zaman zaman sagligini tehdit eden
salmonellalarin kiiltiir metodu ile tani1 siireleri oldukg¢a uzun siirmektedir. Bu nedenle de
Amerika Birlesik Devletleri ve bazi Avrupa iilkelerinde optimize edilmis, kiiltiir yontemi
kadar giivenilir, fakat daha kisa siirede sonug alinan yontemler gelistirilmeye ve
kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemlerden biri PCR—tabanli testlerdir. Bu testlerde

temel olarak salmonellalarin spesifik DNA segmenti aranmaktadir (135, 192-196).

Yapilan bu ¢alismada, Salmonella etkenlerinin digki1 6rneklerinden cins
diizeyinde izolasyonu ve identifikasyonu ve ayrica PCR testiyle hizli tanisinin yapilmasi,
ve ribotiplendirilmesi amaglandi. Klasik kiiltiir metoduyla hedeflenen izolasyon ve
identifikasyon digki 6rneklerinden basariyla yapildi ve ayni1 6rneklerden PCR testi ile

pozitif sonug alind1. Bu iki yontemle elde edilen bulgular uyumlu bulundu.

Burkhalter ve ark. (28), yumurta 6rnekleri {izerine yaptiklari ¢alismada, teshis
acisindan PCR testi ile klasik kiiltiir metodunu karsilastirmis PCR’1n daha giivenilir bir
sekilde Salmonella teshisini gerceklestirdigini bildirmislerdir. Ancak ¢alismamizda diski
orneklerinden klasik kiiltiir metodu ile Sal/monella pozitif bulunan 6rnekler PCR ile de
pozitif bulunmustur. Bu bulgular Salmonella saptanmasinda, bu yéntemler arasinda

farkliligin olmadigin1 géstermektedir.

Salmonella aranmasinda PCR’unun kiiltlir yontemine gore etkin oldugunu
saptayan arastirmalara 6rnek olarak Fratamico (197)’nun ¢aligsmasini verebiliriz. Bu
calismalarinda hindi etlerinde kiiltiir ile % 16.8 oraninda Sa/monella saptarken, PCR ile %
24 oraninda pozitiflik saptamislardir. Ayni arastirmacilar kiiltiir ve PCR ile tavuk etlerinde

% 18 ve % 28.5 oranlarinda pozitiflik belirlemislerdir. Yine baska bir arastirmada 103
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degisik kanatli 6rnegi tiimiiyle degerlendirildiginde Sa/monella varligi PCR ile 41 adet

ornekte, kiiltiir yontemi ile 18 adet 6rnekte saptanmistir (135).

PCR’nun kiiltiir metoduna gore benzer sonuglar1 farkli klinik ve dogal 6rnekler
iceren bagka arastirmalar1 da literatiirde gormek olanaklidir (198-200). Genel olarak
PCR’1in Salmonella bakteriyolojisine gore etkinliginin nedeni olan faktorler su sekilde
siralanmaktadir: Dogal kontamine orneklerdeki salmonellalar atipik biyokimyasal karakter
gosterebilirler ve Salmonella hiicreleri canl fakat kiiltiirleri yapilabilir statiilerde
olmayabilirler (40, 97). Salmonella aranmasinda PCR’1n kiiltiir yontemine gore daha etkin
oldugunu rapor eden ¢alismalarin tersine, kiiltiir yonteminin daha duyarl oldugunu
saptayan arastirmalar da bulunmaktadir (130, 193). Ornegin Soumet ve arkadaslar (130),
207 tavuk eti 6rnegini analiz etmisler ve bu 6rneklerin kiiltiir ile 7 adedinde daha fazla
Salmonella izole etmislerdir. Carli ve arkadaslar1 (193), 50 ileosekal 6rnegin 35’ini PCR
ile pozitif bulurken, kiiltiir yontemi ile 42 pozitiflik saptamislardir. Bu ¢alismalarda
arastirmacilar, kiiltiir yonteminin PCR {istiinliigiiniin nedenlerini gida ve barsak
orneklerinde PCR’unu inhibe edici maddelerin, tiim purifikasyon islemlerinden sonra bile
kalic1 olmast ve 6rnekler icinde PCR deteksiyon limiti altinda Salmonella DNA’sinin PCR
reaksiyonuna girmesi seklinde vermislerdir. PCR ve kiiltiir yonteminin birbirine
tisttinliiklerinin yan1 sira, sonug¢larinin ayni sekilde rapor edildigi ¢alismalar da
bulunmaktadir (201, 202). Bu c¢alismalarin i¢inde de birincil zenginlestirme basamagindan
PCR templeyt 6rnekleri alindigi i¢in, eger drnek i¢inde yeterli sayida Salmonella
bulunuyor ise, PCR ve kiiltiir metodunda hata yapilmadigi da var sayildiginda, bu tip bir

sonucun normal olacagi da bildirilmektedir.

Calismamizda elde edilen izolatlar 4 adet S. Enteritidis (%36.4), 5 adet S.
Infantis (%45.5), 1 adet S. Colombo (%9.1), 1 adet S. Spartel (9.1), olarak 4 farkl: serotip
grubunda serotiplendirildi. Izole edilen Salmonella serovarlarmin birden fazla antibiyotige
diren¢ gosterdigi belirlendi. Izole edilen suslarin hepsi (%100) iki yada daha fazla
antibiyotige kars1 direncli bulundu. Izolatlarin tiimiiniin (%100) penisillin, ampicillin,
neomisin ve eritromisin’ e kars1 direncli olduklar1 gézlendi. Bu durum halk saglig
acisindan 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Olasi gida zehirlenmelerinde antibiyotik
direnci nedeniyle tedavi siiresinin uzamasi, hastaligin agir seyri ve 6liimle
sonu¢lanabilecek vakalarda artis goriilebilecektir. Bu durumun 6niine gegebilmek i¢in
kanatlilarda hastaliklarin sagaltimi1 amaciyla duyarl antibiyotikler tercih edilmeli, direng

gbzlenen grupta bulunan antibiyotiklerin kullanimindan kaginilmalidir.
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Hem yurt diginda hem de yurdumuzda izole edilen salmonellalarin
antibiyotiklere duyarlilik ve direnglilik profillerinin belirlendigi ¢alismalar bulunmaktadir.
Yurt disinda yapilan ¢alismalarda; Sojka ve ark. (203), Ingiltere ve Galler’de kanatlilardan
izole ettikleri tiim Salmonella suslarin1 ampisiline % 10 ve gentamisine % 0.2 oraninda
direngli, S. Typhimurium izolatlarini ise ampisilin ve trimetoprim + sulfametoksazole
duyarli bulduklarini bildirmislerdir. Rampling ve ark. (204), tavuklardan izole ettikleri 38
S. Enteritidis’lerin tiimiiniin ampisilin, gentamisin, tetrasiklin ve trimetoprim +
sulfametoksazole duyarli oldugunu belirtmislerdir. Singer ve ark. (206), yaptiklar1 bir
calismada; tavuklardan izole ettikleri tiim S. Enteritidis’lerin ampisilin, gentamisin,
enrofloksasin ve trimetoprim + sulfametoksazole duyarli olduklarini tespit etmislerdir.
Hernandez ve ark. (206), Ispanya’da yaptiklar bir ¢alismada, 112 Salmonella serovarmin
% 34.8’ini ampisiline ve % 33.9’unu tetrasikline diren¢li bulmuslardir. Yurdumuzda
yapilan ¢alismalarda; Boynukara ve Aydin (207), izole ettikleri 33 Salmonella’nin
trimetoprim-sulfametoksazola % 61.7, gentamisine % 21.2, enrofloksasine % 2.1 direngli
oldugunu tespit etmislerdir. Ozdemir (208), kanatli hayvanlara ait S. Enteritidis
izolatlarinin gentamisin ve ampisiline % 22.2 duyarli oldugunu; S. Typhimurium
izolatlarinin ise gentamisine % 50 duyarli oldugunu tespit etmistir. Kalender ve Muz
(209), tavuk kokenli S. Enteritidis izolatlarinin; enrofloksasine % 100, gentamisine %
74.36, trimetoprimsulfametaksazole % 53.85, tetrasikline % 12.82, ampisiline % 2.57
oraninda duyarl olduklarini; S. Typhimurium izolatlarinin ise enrofloksasine % 100,
gentamisine % 75, trimetoprim-sulfametaksazole % 50, tetrasikline % 25, ampisiline % 50
duyarli olduklarini bildirmislerdir. Tiirkiye’de ve diger iilkelerde yapilan aragtirmalarda
insanlardan, kanatli hayvanlardan ve kanatli tirtinlerinden izole edilen salmonellalarin
antibiyotik direngliliklerinin tilkelere ve hatta cografi bolgelere gore farkli dagilim
gostermektedir. Ulkelerde ve cografi bolgelerde goriilen bu farklilik farkli bolge ve
tilkelerde uygulanan antibiyotik cesitliligi ve kullanim sikligi ile iligkilendirilebilir.
Insanlarda goriilen antibiyotiklere direngli salmonellalarin birgogunun kaynag: hayvansal
orijinli gidalardir. Bundan dolayi ¢iftlik hayvanlarinda miimkiin oldugunca ve zorunlu
kalmadikea antibiyotik kullanilmamalidir. Ciftliklerde hijyen ve sanitasyon kosullarinin
olusturulmasi ve arttirilmasi ile antibiyotik direngli patojenlerin olusumu ve yayilmasi

biiyiik oranda azaltilabilir (210).

Bu ¢aligsmada izole ettigimiz Sal/monella spp. olarak dogrulanan 11 izolat

RiboPrinter® ile serotiplendirildi. 16S rRNA ile yapilan sekanslama sonucunda 4 adet S.
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Enteritidis (%36.4), 5 adet S. Infantis (%45.5), 1 adet S. Colombo (%9.1), 1 adet S. Spartel
(9.1) olarak 4 farkli serotip grubunda ribotiplendirildi.

Sonug olarak bu ¢alismada, kiimes bazinda 58 kiimesin 4’ {inde (%6.9), 6rnek
bazinda da 174 6rnegin 11° inden (%6.3) selektif zenginlestirmeden sonra yapilan PCR ve
kiiltiir metodu ile Salmonella’nin cins diizeyinde varlig1 tespit edildi. Tavuk digkilarindan
Salmonella etkenlerinin PCR yo6ntemi ile tanisinin yapilabilecegi ortaya konulmus olup,
rutin teshis amaciyla uygulanabilirligi belirlenmistir. Bu nedenle Sa/monella varligini
ortaya koymak i¢in daha hizli bir yéntem olan PCR metodunun kullanimi 6nerilmektedir.
Pozitif olan PCR bulgulari altin standart olan klasik Sa/monella zenginlestirme metoduyla
dogrulanmalidir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda kanatli hayvanlarin asilanmasinin
yan1 sira mutlaka hijyen ve biyogiivenlik 6nlemleri alinmalidir. Isletmelerdeki Salmonella
kontaminasyonu gozle goriiliir bir olgu olmadigi i¢in, isletmede yapilan biyogiivenlik
islemlerinin kalitesini 6l¢gmek ve tamamlamak amaciyla, bu konuda ¢alisan iyi bir
laboratuvar tarafindan uygulanan 6rnekleme metodu ve 6rnekleme sikligi iyi diizenlenmis
bir bakteriyolojik izlemeye ihtiya¢ vardir. Yapilan bakteriyolojik gbzlem sayesinde
isletmede Salmonella tespit edildiginde hemen olas1 kontaminasyon yok edilmeye

calisilmalidir.
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