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SUMMARY

The aim of this study was to investigate Salmonella s

pp., that cause serious infections and food poisoning in
humans and

animals, in fish and water samples provided in various water sources in Elaz1g and its vicinity. Intestinal

contents of 145 fish (7 different species) caught in six different water sources were examined bacteriologically for the
presence of Salmonella spp. DNA was extracted from five suspicious isolates grown in selective media and
Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification was carried

out using specific primers derived from 16S rRNA gene
of Salmonella. In the 1.5% agarose gel electrophoresis of the PCR products, all the isolates (3.45%) were confirmed as
Salmonella spp. These results provide information on the

pollution in regional water sources and therefore on the
degree of contamination of fish that live in these sources. The isolation of Salmonella agents which cause various
infections in humans suggests that the pollution of water sources can threaten human health directly. However, large-
scale studies are needed in order to determine the potential of this threat.
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OZET

Bu ¢alismada Elazig ve gevresindeki gesitli su kaynaklarindan temin edilen baliklard
ciddi enfcksiyonlara ve gida zehirlenmelerine neden olan Salmonella’larn aragirilmast amaglandi. Cahsmada alu
farkh bolgedeki su kaynaklanindan yakalanan yedi tir baliga ait 145 adet barsak icerigi Salmonella selektif zenginles-
urme vasau kullamlarak incelendi. Selcktif vasatlarda iireyen toplam bes siipheli izolattan DNA ekstraksiyonu yapl-
di. DNAlar Salmonella’lann 16S TRNA geninden tiiretilen cins spesifik primerler kullanilarak Polimeraz Zincir
Reksiyonu (PCR)’'nda amplifiye edildiler. PCR iiriinlerinin %1.5’luk agaroz Jel elektroforezde degerlendirilmesinde
bes izolain (%3.45) da Salmonella spp. oldugu saptand:. Bu sonuglar yéredeki su kaynaklarindaki kirlilik ve dolay1-
siyla bu sularda yasayan baliklarin kontaminasyon derecesi hakkinda bilgi vermektedir. Insanlarda cetitli enfeksiyon-
lar olutturan Salmonella cikenlerinin izole edilmesi, sulardaki kirliligin insan saghgim da tehdit edebilecegini gos-

termckiedir. Ancak bu tehditin ne boyutlarda oldugunu tespit etmek icin daha kapsamh galismalara gereksinim du-
yulmaktadir.

an, insan ve hayvanlarda

Anahtar Sozciikler: Balik, Salmonella, [zolasyon, PCR

GiRiS

Tim dogal ¢evrclerde oldugu gibi sularda meyda-
na gelen kirlilik de bu ortamlarda vasayan canlilan
elkifcnwve baglamisur. Ozellikle schir kanalizasyon
zmklunn_m bosaluldigir g6l sulannda kirlilik miktar
diger sulara gore daha fazla olmaktadir. Sulardaki bu
kirlilige paralel olarak insan ve hayvan saghgin yakin-

Insan ve hayvanlarda ciddi gida zehirlenmelerine
ve enterik enfeksiyonlara sebep olan Salmonella’ lar da
sulardaki bu bakteriyel floranin bir parcasin teskil
etmektedir. Insan ve hayvanlarin sindirim sisteminde
yasayan bu bakterinin gayta yoluyla kanstigi kanalizas-
yonlarin bogaltildigi su ortamlarimi kontamine etme ve

dan ilgilendiren birgok tehlikeli patojen mikroorganiz- dolayisiyle bu sulardaki bahiklan enfekte etme ihtimali
ma bu tiir sulara bulagmakta, iiremekte ve iginde yasa- yiiksektir. Sulardaki mikroorganizmalar dogal olarak
van canlilan da kontamine etmektedir. baliklarin gesitli organlaninda yerlesip yasayabilirler.
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Salmonella ile kontamine gidalarin tiiketilmesi sonucu
cesitli gida zehirlenmelerinin meydana geldigi bilin-
mektedir (3). Ayni sekilde iyi pisirilmemis baliklarm
tiiketimi veya bu baliklarin iglenmesi esnasinda enlecksi-
yonun insanlara bulagmast s6z konusu olabilir.

Salmonella’lann teshisinde rutin olarak kullani-
lan bakteriyolojik ve serolojik testler, uzun zaman alma-
lari ve antijenik yakmh@ olan diger tiirlerle kros-
reaksiyon vermelerinden dolayt énemli 6lgiide yanlis
negatif ve yanhs pozitif sonuglara neden olmaktadurlar.
Son yillarda molekiiler biyolojideki gelismeler, 6zellikle
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nun gelistirilmesi
diger pekgok  mikroorganizmada  oldugu  gibi
Salmonella’larin teshisinde de timit verici olmugtur.
PCR ve bazi modifikasyonlart, ézellikle son birkag yilda
gerek saf ve kansik kiiltiirlerde (24) ve gerekse yumurta
(26). et (1) gibi gidalarla gayta (5,11) gibi klinik mater-
yallerden Salmonella teghisi igin basariyla uygulanmig-
ur. Baliklarda Salmonella teshisinde PCR’nin kullanil-
digina dair herhangi bir ¢galigmaya rastlanmilmanustir,

Salmonella bakterisi baliklarda, ilk olarak 1934
yilinda Dogu Kanada kiyilarinda yakalanan bir baliktan
izole edilmis (7), daha sonra gesitli sularda ve bu sular-
da yasayan baliklarda yapilan birgok ¢alismada bildi-
rilmistir  (13,20,27). Antlmg sulardan ve dogal baraj
sularindan  yakalanan kedi baliklarinda (Clarias
gariepinus) yapilan bir cahgmada Salmonellalar her iki
ortamda yagayan balhklardan da izole edilmigtir (22).
Gokkusagr alabaliklanmun  (Oncorliynchus mykiss W)
vasadig1 g6l sularinda yapilan diger bir aragtirmada (8)
su orneklerinde Salmonella bulunmasina ragmen gol-
lerde yasayan baliklardan Sa/monella izolasyonu yapi-
lamanustr. Giiney Asya tilkelerindeki balik giftliklerin-
de vapilan bir ¢alismada (21) balik havuzundan alinan
balik, su ve sediment érneklerinin %28’inde, Misir’da
yapilan bir ¢aligmada (16) ise 93 baligin yiizeylerinden
alinan numunelerin %3.2 ‘sinde Salmonella izole edil-
mistir.

Elazig’da Keban Baraj goliinden ve Cip Balik
Yetistirme Tesisinden saglanan baliklarda gesitli mik-
roorganizmalann bulunma sikligim saptamaya yonelik
olarak yapilan incelemelerde baliklarin barsaklarindan
%0.9 ile %1 oraminda Salmonella izole edilmistir
(14,18).

Bu ¢aligmada Keban Baraj goliiniin farkli bélge-
lerinden, Hazar goliinden, Cip balik iiretim tesisi ile
6zel bir alabalik gifiliginden temin edilen farkh tiirler-
deki baliklarda Salmonella tiirlerinin bulunma sikhii-
nin saptanmasi amaglandi,

16

MATERYAL VE METOT

Baliklar yakalandiktan hemen sonra bekletilme-
den steril kaplar igerisinde F.U. Veleriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarlarina getirildi
ve aseplik kosullar altinda baliklara ventral ensizyon
uygulanarak abdomenleri acildi. Bu baliklarin barsak
iceriklerinden zenginlestirme besi yerine ckimleri ya-

pilde.

Besi Yerleri

Bu calismada baliklarin barsak igeriklerinden
Salmonella izole edilmesi amaciyla zenginlestirme besi
yeri olarak Rappaport Vassiliadis Broth kullamldr.
Zenginlestirme sonrast selektif izolasyon amaciyla isc
MacConkey, SS, Brillant Green Phenol Red Agar besi

verleri kullamldi (2).

idendifikasyon

Izolatlarin Salmonella yoniinden
identifikasyonunda ise TSI agarda iireme, Indol,
MR/VP, Ure, Lizin Dekarboksilaz, ONPG, Nitrat, Ha-
reket, Oksidaz, Katalaz ve ¢esitli karbonhidrat
fermentasyon testleri uygulandi (2).

Selektif izolasyon Iglemi

Tiplere 10 ml miktarlarinda hazirlanmis olan
Rappaport Vassiliadis Broth’a baliklanin barsak icerik-
leri steril sartlarda ekildi. Besi yerleri 41.5 °C’de 48
saat inkube edildi. Bu siirenin sonunda sivi besi verin-
den SS, MacConkey, Brillant Green Phenol Rcd-Agur
besi yerlerine ekimler yapildi. Bu katr besi yerleri de
37°C’de 48 saat inkube edildikten sonra Szzlmune!la
iremesi yoniinden incelendi.

K_ullamlan besi yerlerinin Salmonella’lan selektif
olarak izole edip etmeyecegini kontrol etimek amaciyla
referens Salmonella typhimurium ve kontaminant olarak
Escherichia coli kiiltiirleri ile deneme izolasyonlarn
yapildi. Salmonella bakterisi ve kontaminant kiiltiir ayni
anda Rappaport Vassiliadis Broth’a ekildi ve tiim di;gcr
selektif zenginlestirme ve izolasyon basamaklar uygu-
land1 (2).

DNA lzolasyonu

Salmonella besi yerlerinde iireyen siipheli érneklerden
birka¢ koloni almarak 300 ul distile suda siispanse
edildi. Bu siispansiyon, 56 °C’de 30-45 dak. inaktive
edildikten sonra %2’lik sodyum dodesil siilfat (SDS) ve
1 M NaOH karnigimindan 100 pl ve daha sonra da 50pl
Phosphate  Buffer Solution (PBS) ilave edildi
Siispansiyon iyice vortekslendikten sonra 30 dak.
kaynatildi ve sofgumaya birakildi. Bu basamag) lﬂkibcn.
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I'M Tris-HCUden 100 pl ilave edildi ve siispansiyon
tekrar Kanisunldiktan soura 13000 rpm’de 15 dak.
siireyle  santrifiije  tabi  wtuldu.  Yaklasik 300 1l
siipernatant alimarak bagka bir eppendorta aktarildi ve
tizerine esit miktarda Tris-HCI ile satiire edilmis fenol
ilave edildi. Bu siispansivon 3 dak. elle ¢alkalandiktan
sonra 13.000 rpm*de 10 dak. santrifiij edildi. Ust kisim,
fenolli kKisma dokunmaksizin alinarak bagka bir tiipc
aktanldr ve bu basamaktan sonra sodyum asclat ve
ctanol ile presipitasyon iglemine gegildi. DNA stispansi-
yonuna 3 M sodyum asetat’tan 0.1 volim ve saf

Tablo 1: Incelencn balik tiirleri ve getirildikleri bolgeler.

I*.0.Saghk Bil.Dergisi 1999, 13 (2)

ctanalden isc 2.5 voliim katilarak =20 °C'de 1.5 saal
bekletildi. Daha sonra siispansiyon 13,000 rpm’de 10
dak. siireyle santrifiij edildi ve stipernatant uzeklastiril-
di. Eldc cdilen pelet sirastyla 90% ve 70%’lik ctanol ile
yikandi. Her basamaktan sonra 5 dak. siireyle santrifii)
uygulandr, Sonugta clde cdilen pelet kurutuldu ve 30 ul
distile suda siispanse cdildi. Bu siispansiyondan 5 pl
almarak PCR’de hedel DNA olarak kullanildr.

Balik Tiirii Kebun Kogkale  Ayagilgme  Sivrice  Cemisgezck Cip
Alabahk Keban Keban Hazar Keban Balik Uretim
Ciflig Baraji Baraji Gali Baraji Tesisi Toplam
Alabahk
(Oncorhynchusmykiss) 29 - - - - 10 39
Tahta Bahi@
(Acanthobrama marmid) - 10 7 - 20 - 37
Giimiiy Bahg
(Chalcalbur smossulensis) - 15 6 - - 2]
Siraz
(Capoctacapoeta umbla) - - 17 - - 17
Karabahk
(Capocta trutta) - 8 5 - - - 13
Aynali Sazan
(Cyprinuscarpio) - - 1 10 11
Kiipeli Bahk
(Barbuscapito pectoralis) - 5 - - - 5
Tathsu Kefali
(Leuciscus cephalus) - 2 - - - - 2
Toplam 29 40 18 18 20 20 143
PCR asit-EDTA (TBE) buffer’y kullanilarak 60 voltta 1 saat

10xPCR buffer’indan (100 mM Tris-HCI, pH 9.0,
500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 1% Triton X-100) 5 pl,
deoksiniikleotid trifosfatlarin (Adenin, Guanin, Sitozin
ve Timin) herbirinden 250 pM, 2 U Taq DNA
polymerase cenzimi (Promega), Salmonella’lanin 16S

rRNA aeninden tiretilen 16SF1 (5'-
TGTTGTGGTTAATAACCGCA-3") ve 16SII (5'-
CACAAATCCATCTCTGGA-3") (Promega) primer

¢iftinin (10) herbirinden 10 pg ve 5 pl hedef DNA ol-
mak lizere toplam 50 pl'lik volilmde hazirlanan PCR
kansimmimn izeri 100 gl mineral yag ile kaplandi ve
PCR reaksiyonu, touchdown thermocycler’da (Hybaid,
Ingiltere)  gergeklestirildi.  DNA  amplifikasyonu;
denatiirasyon igin 95 °C’de 1 dak., hibridizasyon igin
58°C’de 2 dak. ve sentez igin 72°C’de 2 dak. olmak
tizere 35 siklus halinde gergeklestirildi. Son siklusu
takiben 72°C’de 5 dak.’lik bir uzama basamap tatbik
edildi.

PCR’de amplifiye edilen DNA driinleri, %1.5’luk
agaroz jel clektroforeze tabi tutuldu. Her numuneden 7
;ﬂ nluu-nak 3 pl bluc-orange dye (loading solution) ile
kansurilarak kuyucuklara yerlestirildi. Jel, Tris-Borik

sireyle elektroforeze tabi wtuldu. Elektroforezi miitea-
kip, jel ethidium bromide (0.5 pg/ml) ile 45 dak. siireyle
oda 1sisinda boyandr ve sonuglar ultraviyolede deger-
lendirildi.

BULGULAR

Vasatlarin Salmonella’lan sclektif olarak izole
edip etmeyecegini kontrol etimck amaciyla vapilan de-
neme izolasyonlarinda, kullantlan tiim besi yerlerinden
sclektif olarak Salmonellu bakierisi izole ¢dildi.

Tablo 2. PCR’de pozitif olarak saptanan Salmonellu
stipheli kolonilerin izole edildikleri balik tiirleri ve bu
baliklanin getirildikleri bolgeler.

Balik turii Bilge

Karabalik (C. trutta) Kogkale (Keban Baraj)
Gumiy baligi (C. mossulensis)
Alabalik (O. mykiss)

Alabalik (O. mykiss)

Asad lyme (Keban Baraj)
Cip Balik Uretim Tesisi
Cip Balik Urctim Tesisi

Siraz (C. umbla) Sivrice (Hazar Golii)
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Calismada incelenen toplam 145 numunenin
Rappaport Vassiliadis Broth’da 48 saatlik sclektif zen-
ginlegtirmesi sonrast, sclektif vasatlarda bes numunede
(%3.45) Salmonclla siiphesiyle tremeler tespit edildi.
Bu bes izolattan clde edilen DNA’larm PCR ile
amplifikasyonu neticesinde hepsinin - de Salmonella
oldupu gozlendi. PCR trinlerinin %1.57luk agaroz jel
clektroforezde degerlendirilmesinde numunelerin hep-
sinde 600 bp uzunlugunda bantlarn clde edildigi goril-
dii (Sekil 1). Gerck DNA izolasyonunda ve gerekse
PCR'de kullamilan negatif kontrollerden ve E. coli
DNAsindan amplifikasyonun gergeklegmemesi, meto-
dun herhangi bir asamasinda olusabilececk muhtemel bir
kontaminasyon ihtimalini ortadan kaldirdi. Bu ctkenle-
rin izole cdildikleri balik tiirleri ve bu baliklarin getiril-
dikleri bolgeler Tablo 2’de verilmigtir. Bunlann digin-
daki hicbir numunede zenginlestirme sonras1 selektif
vasatlarda Salmonella siiphesiyle iiremeler tespit edile-
medi.

{ud ek hp

Sekil 1. Balklarn i¢ organlanndan selektif vasatlarda treyen
Salmonella  siipheli  kolonilerden elde edilen
DNA’larin PCR’de analizi sonucu olugan 600 bp’lik
bantlart gosteren ethidium bromide ile boyanmig
%1.5'luk bir agaroz jel. 1-5: Bahiklardan clde edilen
Sahnonella {ipheli numuneler, 6. E. coli; 7,8: S.
enteritidis referens kiiltiirii; 9: negatif kontrol; m:
100 bp'lik molekiiler marker.

TARTISMA VE SONUC

Salmonella’lar 2000’i agkimn serotipi ile (15) in-
san ve hayvan saghgim ¢ok yakindan ilgilendiren ol-
dukca onemli patojen mikroorganizmalardir. Insan ve
hayvanlarda enterik enfeksiyonlara neden olurlar ve
gida kaynakli patojenlerin basinda gelirler. Balik eti de
protein kayna@ olarak oldukga sik tiketilen bir gida
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olup Salmonella’lann kontaminasyonuna agikur. Ozel-
likle kanalizasyon atiklarinin bosaluldigr sularda bu
bakterinin bulunma ihtimali yiikscktir. Toplum saghgi-
akindan ilgilendiren bu bakterinin baliklarda
varligim arastirmak amaciyla gergeklestirilen bu calis-
mada Elazig ve cevresindeki gesitli su kaynaklarindan
temin cdilen degisik tiirlere ait 145 baligin barsak ige-
riklerinden sclektif zenginlegtirme metodu kullanilarak
Salmonella izolasyonuna alisildi. Incelenen baliklarin
bes tanesinin (%03.45) barsaklarindan Salmonella ;ijp-
heli koloniler saptandi. Bu kolonilerden izole cdilen
DNA’larin PCR ile analizinde besinin de Salmonella
bakterisine ait oldugu belirlendi. Metodun biitiin agama-
laninda negatif kontrollerin kullanilmasi ve bu kontrol-
lerde herhangi bir amplifikasyonun gerccklesmemesi
metodun kontaminasyondan uzak oldugunu oraya
koymaktadir. Bu gahsmada kullanilan Salmonella’larin
16S rRNA geninden tiiretilmis olan 16SF1 ve 16SII
primerlerinin Salmonella cins spesifik oldugu ve yapi-
lan spesifisite testlerinde Salmonella ile DNA benzerligi
olan diger mikroorganizmalarla kros-reaksiyon verme-
digi bildirilmektedir (10).

Baliklanin yakalandiklan bdlgeler g6z oniine a-
Iindiginda biitiin bolgelerin, dzellikle baliklarn ¢ogun-
lugunun yakalandigi Keban Baraj goliiniin Salmonella
kontaminasyonuna agik oldugu gorilmistir. Ciinki
Elazig schir kanalizasyonu antma istasyonundan gegi-
rildikten sonra Keban Baraj goliine akitilmaktadir.
Boylelikle kanalizasyon sularinda bulunan ¢ok sayida
patojen ve apatojen bakteri baraj sulanna kansmaktadir.
Bu antma igleminin sulan bakterilerden ne oranda
temizledigi konusunda kayda deger bir inceleme yapul-
manustir.

ni gok vy

Elazig’da 6nceki yillarda yapilan iki arasurmada
da baliklarin barsaklanndan Salmonella izole edilmesi,
bu yoredeki sulanin Salmonella etkenleri ile kontamine
oldugu fikrini desteklemektedir (14,18). Farkh zaman
dilimlerinde gergeklestirilen bu ¢alismalann timiinde
Salmonella  izole edilmesi yoremizdeki sularin
Salmonella’larla kontaminasyonunun devam ettigini
gostermektedir. Onceki yillarda yapilan galismalarin
gergeklestinildigi donemlerde de sehir kanalizasyonu-
nun Baraj goliine akitildig biliniyordu. ‘

PCR, son yillarda gelistirilmis DNA nin in vitro
olarak birka¢ saat gibi ¢ok kisa siire igerisinde
gogaltilmasi esasina dayanan bir teshis metodudur (17).
Bu-metot gerek cabuklugu ve gerekse duyarhhifindan
dolay: ozcllikle izolasyonu zor ve zaman gercktiren ya
da saf antijen yetersizligi nedeniyle serolojik testlerde
kros-reaksiyonlara neden olan Mycobacteria’lar (23),
Mycoplasma’lar  (9) ve Leptospira’lar  (25) gibi
mikroorganizmalarin teshisinde biiyiik olgiide kullan]-
nustir.
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Salmonella’lar her ne kadar ¢abuk gogalan mik-
roorganizmalar olarak kabul edilseler de izolasyon ve
identifikasyonlar oldukga zor ve zaman (cn az 5-7 giin)
gerektirmektedir.  Klasik identifikasyon testleri  ¢ok
zahmetli olup, 6zellikle kiiltiirler saf olmadiginda hatah
sonuglara neden olmaktadir. Bu nedenle genis bir aile
olan Enterobacteriacac familyasindaki diger bak(crilerle
cok sikhikla  kanstimlabilmektedir. Salmonella’larin
identifikasyonunda  klasik biyokimyasal testlerin
yamsira spesifik  antiserumlarla olduk¢a kisa siirede
sonu¢ alimmaktadir, Ancak serolojik testlerde de kros
reaksiyonlar olabilmekte ve bazi genelik benzerligi olan
E. coli gibi mikroorganizmalarla hatal sonuglar vere-
bilmcktedir  (12), PCR’de  Salmonella’lara spesifik
primerlerin kullanilmasi ve gok kiigiik miktarlardaki
mikroorganizmalarin bile saptanabilmesi bu dezavantaj-
lan  ortadan  kaldirmaktadir. PCR'de  ortamda
kontaminant bakterilerin olmasi durumunda bile sadece
hedef bakteri DNA’s1 gogalacapindan, kontamine nu-
munclerle ¢aligilmasinin sorun olmadigi bilinmektedir.
Saf va da kangik kiiltiirlerde uygulandigi zaman bir giin
gibi kisa bir siirede sonug alindig) gz 6niinde tutulursa,
PCRnin diger klasik identifikasyon testlerine gére daha
kisa siirede sonug verdigi ve giivenilir oldugu goriilmek-
ledir.
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Salmonella’larin PCR ile teshisinde genellikle bir
on zenginlestirme basamagi uygulanmaktadir. Bir ¢a-
lismada, 6n zenginlestirme sonrast yapilan PCR’nin
rutin kiiltir metodundan %42 gibi oldukga yiiksek bir
oranda daha fazla duyarl oldugu saptanmis ve %90 nin
lizerinde bir scnsitivite ve spesifisiteye sahip oldugu
bildirilmistir (1). DNA izolasyonunda, Immunmagnetik
seperasyon uygulanmasinin kiltir gereksinimini azalt-
ugr hatta ortadan kaldirabilecegi yoniinde 6ncriler de
meveuttur (6,19). Diger bir arastirmada ise, Chelax 100
kullanilarak gidalardan DNA’nin dirckt olarak izole
edildigi bildirilmistir (4). Ancak biitiin bu ¢alismalar.
klinik materyal ya da gidalardan direkt DNA izolasyonu
igin yeterli sensilivileye sahip bir metot iirctememistir.
Bu ncdenle biyolojik numunelerden Salmonellalarin
PCR ile teshisinde halen immunmagnelik seperasyon
gibi yontemlere bagvurulmaktadir.

Bu ¢alismada incelenen balik barsaklarindan bes
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