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Aragtirma

Salmonella Cinsi Bakterilerin Tespitinde )
Rappaport-Vassiliadis Zenginlestirici Besiyerinin U¢ Farkl

Formiiliiniin Kargilagtirlmas

Emir TAN

Yeni Yiizyl Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

OZET

Amag: Rappaport Vassiliadis zenginlestirici besiyerinin ii¢
farkli ¢esidinde (orijinal formiillii olani [RV], temel katki mad-
delerinden malagit yegsili-oksalat miktar: azaltilmig, pH'’st
yediye yiikseltilmis Chaiwat-Jatisatienr modifikasyonu [RVJ]
ve ticari hazir olani [RVO]) Salmonella cinsi bakterilerin izo-
lasyon oranlarin belirlemek ve Berlin/Almanya’da cesitli
siipermarket ve kasaplardan alinan besin maddelerinde
Salmonella cinsi bakterileri arastirmak bu ¢alismanin amaci-
dur.

Gere¢ ve Yontem: Karsilastirmali bu c¢alisma, Salmonella
bakterileri ile sik¢ca kontamine oldugu bilinen 300 besin mad-
desinde (domuz ve kiimes hayvanlart organlart gibi) yapilmus-
tir. Incelenecek ornekler steril sartlarda kiigiik parcalara
ayrilmig, 25 g ornek 225 ml % 1’lik peptonlu suda 37°C’de bir
gece boyunca zenginlestirilmistir. Daha sonra buradan 0.1 ml
alinarak 10 ml’lik her ii¢ farkli Rappaport-Vassiliadis besiye-
rine ekilmistir. Besiyeleri 43°C’de 48 saat inkiibe edildikten
sonra, sirastyla brilliant yegili-fenol kirmizisi-laktoz-sakkaroz-
agar (BPLSA), malagit yegsili-fenol kirnuzisi-laktoz-sakkaroz
agar (MPLSA) ve mannit-lizin-kristal viyole-brilliant yesili
agar (MLKBA) secici besiyerlerine pasaj yapumstir. Kati
besiyerleri 37°C’de bir gece inkiibe edilmis ve Salmonella
olmast olasilikla kolonilerden Salmonella antiserumlari ile
agliitinasyon testi yapilarak tanimlama saglannustir.

Bulgular: Orneklerin % 34’iinde, 18 farkli Salmonella serotipi
izole edilmistir. Rappaport-Vassiliadis’in ii¢ farkli formiiliine
gore hazirlanan besiyerlerinde %29 (RV), %30 (RVJ) ve %28
(RVO) oraminda izolasyon saptannugstir. Her iic RV besiyeri
izolasyon oranlart arasinda anlamli bir fark bulunmanugstir.
Selektif kati besiyerlerindeki izolasyon oranlart karsilastirildi-
ginda, RVO ve RVJ ile MLKBA kombinasyonu ve RVO ile
BPLSA kombinasyonu en yiiksek pozitif bulgular: saglamislar-
dur.

Sonug: Rappaport-Vassiliadis’in ii¢ farklt formiilii arasinda
fark olmadigt ve MLKBA secici agarin uluslararast standart-
larda onerilen BPLSA besiyeriyle kiyaslanabilecek ozellikte
oldugunu sonucuna varilmugtir.

Anahtar kelimeler: Salmonella cinsi, Rappaport-Vassiliadis
zenginlegtirici besiyeri

SUMMARY

Comparative Study of Salmonella Detection with Three
Formulations of Salmonella Enrichment Media by Rappaport-
Vassiliadis

Objective: The aim of this study was to compare three formu-
lations of Rappaport-Vassiliadis enrichment media-the origi-
nal formulation (RV), a modification (RVJ) by Chaiwat
Jatisatienr with change of the basic ingredients, reduction of
the amount of malachite green oxalate and increase of the pH
up to 7, a commercially prepared dried medium (RVO) and to
search the food samples collected from supermarkets and butc-
her shops in Berlin/Germany.

Materials and Methods: For the comparative study, 300 food
samples (such as organs from pigs and poultry), very often
known to be contaminated with Salmonella-spp, were obtained
from supermarkets and butcher shops in Berlin/Germany. After
pre-enrichment of each 25 g-sample in 225 ml buffered peptone
water overnight at 37°C, 0,1 ml of the preparation was transfer-
red to 10 ml of the three RV formulations. These were then
incubated for 48hrs at 43°C, thereafter the following ingredients
were incubated on solid selective plating-out media: brilliant
green phenol red lactose sucrose agar (BPLSA), malachite
green phenol red lactose sucrose agar (MPLSA), and mannitol
lysine crystal violet brilliant green agar (MLCBA). The solid
media were incubated at 37°C overnight and then from suspect
colonies-of salmonella spp. polyvalent salmonella antiserum
were prepared, by slide agglutination tests to identify isolates.

Results: From more than 34% of the totally 300 samples 18
different Salmonella serotypes were isolated.. The isolation rates
of the three different formulations of Rappaport-Vassiliadis
media were 29% for RV, 30% for RVJ and 28% for RVO. There
was no relevant statistically significant difference between the
three RVs. Comparing the isolation rates on the selective solid
plating-out media, the highest relative incidence of positive fin-
dings appeared when using the combinations RVO and RVJ with
MLCBA, and RVO with BPLSA.

Conclusion: Therefore, it was concluded that three formulati-
ons of Rappaport-Vassiliadis are not different from each other,
and selective MLKBA agar has characteristics comparable
with internationally recommended BPLSA culture media.

Key words: Salmonella genus, Rappaport-Vassiliadis enrich-
ment media
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GIRIS

Salmonella tiirlerinin insan ve hayvanlarda olustur-
dugu hastalifa salmonelloz denilmekte ve halk sagli-
81 yoniinden biiyiik 6nem tasimaktadir. Giliniimiizde
2600’den fazla serotipi olan Salmonella’lardan, 6zel-
likle Salmonella serotip Typhi, Salmonella serotip
Paratyphi A, B veya C genellikle sistemik hastalikla-
ra neden olurken, besinlere bagl salmonellozlarda
siklikla  Salmonella serotip Typhimurium ve
Salmonella serotip Enteritidis bagta olmak lizere
20-30 civarinda serotip etken olarak goriilmektedir.

Yagam kosullar1 yiiksek olan iilkelerde tifo tarzinda
seyreden salmonella enfeksiyonlar1 seyrek olmakla
beraber, ozellikle II. Diinya Savasi’ndan sonra hay-
vanlardan, besin maddelerinden ve yemlerden
Salmonella cinsi bakterilerin izole edilebilmesi nede-
niyle, Avrupa Birligi iilkelerinde gozlem altinda
tutulmas1 gereken sekiz mikroorganizmadan biri
olmustur (EU Zoonoses Monitoring Directive
2003/99/EG). Bircok iilkede oldugu gibi Almanya’da
da bildirilmesi zorunlu hastaliklar listesinde bulunan
Salmonella cinsi bakteriler, yilda yaklasik 230.000
civarinda gastrointestinal sistem enfeksiyonuna
neden olmaktadir V.

Salmonella cinsi bakteriler icin hayvanlar Onemi
rezervuarlar olmakla beraber, hayvanlarda hastalik
belirtisi seyrek olarak goriilmektedir. Baglica bulag
kaynagi sigir, domuz, tavuk gibi et ve et iriinleri,
meyve, sebze gibi gida maddeleri, siit ve siit iiriinleri,
¢ig ya da az pismis yumurta ve yumurta ile hazirla-
nan yiyecek maddeleri, cikolata ve kontamine sular-
dir M, Yetigkinler i¢in enfeksiyon dozu 104-106’dur.
Siit ¢ocuklari, kiiciik ¢ocuklar ve yashlar yiiksek
derecede risk grubunu olusturmakta ve bu grupta
enfeksiyon dozu 100’{in altina kadar inebilmektedir.
Inkiibasyon siiresi genellikle 6-72 saat olup, alman
enfeksiyon dozuna ve serotipe bagli olarak ¢cogunluk-
la 12-36 saattir @. Salmonella enteriti ¢ogunlukla
karin agrilari, kolera benzeri sulu ishal (nadiren
kanl1), ates ve kusma; bazen ise agir, sistemik belirti-
ler ile seyreden septik artrit, kolesistit, endokardit,
menenjit, perikardit, pndmoni, piyodermi, piyelonef-
rit, hatta 6liime neden olan tablolar seklinde ortaya
cikmaktadir @49 . Salmonelloza kargt mevcut rutin bir
ag1 bulunmamaktadir.
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Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) Salmonel-
la’larm neden oldugu yaklasik bir milyon tifo dist
bagirsak enfeksiyonu olgusundan, 20.000’inde hasta-
ne tedavisi gerekmekte ve yillik 400 6liim bildiril-
mektedir @. Tiirkiye’den 2011 yilinda ithal edilen
cam fistigini, ABD’deki bes eyaletteki siipermarket-
lerden alarak yiyen 39 kisi Salmonella serotip
Enteriditis’in neden oldugu bagirsak enfeksiyonu
nedeniyle hastalanmis ve iirtin “Centers for Disease
Control and Prevention” (CDC) tarafindan piyasadan
toplatilmigtir @,

Ayrica globallesen diinyamizda siklagsan yolculuklar
ve yolculuk edenlerin farkli iilkelerde farkli hijyen
kosullarinda hazirlanan besinleri yemesi, “seyahat
diyaresi” tanimin1 da beraberinde getirmistir.
Bakteriyel nedenli  seyahat diyarelerinde
Salmonella’lar, enterotoksijenik Escherichia coli
(ETEC), Camphylobacter, Shigella, Aeromonas ve
Vibrio (non-kolera) cinsleri ile birlikte en sik rastla-
nan etkenler olarak saptanmaktadir ¢, Ozellikle
yolculuk edenlerde, iilkemiz, 110/100.000 orani ile
Bulgaristan’dan sonra Salmonella besin zehirlenme-
lerinin oldugu ikinci iilke olarak belirtilmistir 112,
Kilig ve ark."®, 2008 yilinda Isparta’daki askeri mer-
kezde 2469 kisinin siddetli ishal ve karin agrilari ile
hastaneye basvurdugunu, bunlardan 445’inin hasta-
nede tedavi edildigini ve alman digki orneklerinin
276’sinda Salmonella serotip Enteritidis izole edildi-
gini bildirmistir.

Bu caligmada, halk saglig1 agisindan biiyiik 6nem tagi-
yan Salmonella bakterileri, stiper market ve kasaplarda
satilan cesitli et iiriinlerinde arastirilmig ve Rappaport-
Vassiliadis zenginlestirici besiyerinin ii¢ farkli formii-
liiniin izolasyon oranlar1 kargilagtirtlmastir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisgmada, Berlin-Almanya’daki siipermarket ve
kasaplardan alinan 56 domuz, 104 hindi, 43 tavuk ve 63
pili¢ organi (karaciger, bobrek ve kalp), 32 tavsan eti ve
bacagi ve 2 hayvan yemi olmak iizere toplam 300
ornekte, Salmonella cinsi bakteriler aragtirilmugtir.

Incelenecek 6rnekler, steril sartlarda kiigiik pargalara
ayrilmis ve 25 g ornek 225 ml % 1’lik peptonlu su
(ph:7,2) icinde 37°C’de 18-24 saat tutularak 6n zen-
ginlestirmesi yapilmigtir. Daha sonra her ornekten
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0,1 ml alarak ii¢ farkli formiilde hazirlanmis ve steril
10 ml Rappaport-Vassiliadis zenginlestirici besiyeri-
ne ekilmigtir '*'». Rappaport-Vassiliadis zenginlesti-
rici besiyerinin birincisi orijinal formiile (RV) gére
hazirlanmig ve pH’s1 bes olarak ayarlanmustir. Tkincisi
(RVJ), Chaiwat Jatisatienr’a gore modifiye edilmig
olup (pH’s1 7), tripton yerine soya peptonu ve maya
ekstrakti icermektedir . Son olarak ise ticari hazir
bir besiyeri (RVO; OXOID Code No CM 669) kulla-
nilmistir. Besiyeleri 43°C’de 48 saat inkiibe edildik-
ten sonra bir 6ze almarak ii¢ ayr1 (Brilliant yesili-
Fenol kirmizisi-Laktoz-Sakkaroz-Agar [BPLSA],
Malagit yesili-Fenol kirmizisi-Laktoz-Sakkaroz Agar
[MPLSA] ve Mannit-Lizin-Kristal Viyole-Brilliant
yesili Agar [MLKBAY]) selektif besiyerlerine azaltma
usulii ile ekilmistir. Ekim plaklar1 37°C’de bir gece
inkiibe edilmis ve Salmonella olmas1 muhtemel kolo-
nilerden Salmonella antiserumlar1 (Almanya Berlin
Ulusal Salmonella Referans Merkezi [Nationales
Referenzlabor (NRL) zur Durchfiihrung von Analysen
und Tests auf Zoonosen]) ile agliitinasyon testi yapi-
larak tanimlama saglanmistir. Once Salmonella poli-
valan OH serumu ile denenmis, pozitif sonu¢ veren
koloniler Salmonella monovalan O ve H serumlart ile
tanimlanmugtir.

Tablo 2. Orneklerden izole edilen Salmonella serotipleri.

BULGULAR

Aragtirma sonucunda toplam 300 Ornegin %34 iinde
Salmonella cinsi bakteriler izole edilmistir.

Salmonella bakterisi izole edilme orani Tablo 1’de
goriildiigii gibi domuz organlar1 6rneklerinde %11,
hindi Orneklerinde %19, tavuk oOrneklerinde %70,
piliclerde %51, tavsan bacagi 6rneklerinde %44 ola-
rak saptanmustir. Incelenen iki hayvan yemi drnegin-
den yalnizca birinde lireme olmustur.

Tablo 1. incelenen 6rneklerden izole edilen Salmonella bakte-
rilerinin orami.

Ornekler %
Domuz organlari (toplam 56 6rnek) 11
Hindi ve organlar1 (toplam 104 6rnek) 19
Tavuk ve organlari (toplam 43 6rnek) 70
Pili¢ ve organlari (toplam 63 6rnek) 51
Tavsan eti ve bacagi (toplam 32 6rnek) 44
Hayvan yemleri (toplam 2 &rnek) 50

Incelenen 300 ornekten toplam 103 tane 18 farkli
Salmonella serotipi izole edilmistir. Salmonella sero-
tip Typhimurium suglar1 %16 ile ilk sirada yer alir-
ken, bunu %13 ile Salmonella serotip Virchow, %10
ile Salmonella serotip Saint paul var. 05-negatif takip
etmistir. Bu ti¢ Salmonella serotipi izole edilen tim
suslarin %39’unu olusturmaktadir (Tablo 2).

Salmonella serotipi Domuz Hindi Pili¢ Tavuk Tavsan et Hayvan Toplam
organi organi organi organi ve bacagi yemi

Braenderup 1 1 1 3
Caen 1 1
Dublin 1 1 2
Enteritidis 1 1 2
Gaminara 2 2
Glostrup 3 3
Hadar 3 3
Heidelberg 1 1 2
Heidelberg var.05-negatif 1 1 5 1 8
Indiana 3 1 4
Infantis 2 2 2 1 7
Manhattan 1 1
Muenchen 1 1
Saint-Paul 2 1 1 4
Saint-Paul var.05-negatif 6 3 1 10
Thompson 1 3 3 7
Typhimurium 4 1 5 3 3 16
Typhimurium var. Copenhagen 4 5 9
Virchow 2 2 9 13
9,12:1,v: -(subs.I) 1 1
Arizona Illa 18:z4, z32: - 1 1 2
O-form, serogrup B, subs.I 1 1
R-form, subs.I 1 1
Toplam tireme (%) 6 (11) 20 (19) 30 (70) 32 (51) 14 (44) 1 (50) 103 (34)
Toplam 6rnek sayisi 56 104 43 63 32 2 300
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Tablo 3. Farkh orneklerden izole edilen Salmonella izolatlarinm ii¢c farkh Rappaport-Vassiliadis besiyeri formiiliinde ve ii¢c farkl

selektif kati besiyerinde karsilastirmasi.

RV

RVJ RVO

Ornek Pozitif BPLSA MPLSA MLKBA Toplam* BPLSA MPLSA MLKBA Toplam* BPLSA MPLSA MLKBA Toplam*

sayist Ornek

Domuz organi 56 6 3 5 5 5
Hindi organt 104 20 17 16 15 17
Tavuk organt 43 30 22 22 25 25
Pili¢ organi 63 32 24 25 23 29
Tavsan eti 32 14 11 9 7 11
Hayvan yemi 2 1 0 1 0 1
Toplam 300 103 71 78 75 88
Pozitif drneklerdeki % %75 %76 %73 %85
Tiim 6rneklerdeki % %26 %26 %25 %29

2 3 5 5 5 5 5 5
14 14 15 16 15 13 14 15
23 25 28 28 25 24 28 28
24 25 26 30 27 25 26 26

7 8 11 11 8 8 11 11

0 0 0 0 0 0 0 0
70 75 85 90 80 75 84 85

%68 %73 %83 %87 %78 %73 %82 %83
%23 %25 %28 %30 %27 %25 %28 %28

*Henhangi bir segici agarda iiremeyen sug sayist

Rappaport-Vassiliadis’in ti¢ farkli formiiliindeki izo-
lasyon oranlar1 RV’de %29 (Salmonella bakterisi
izole edilenler icinde %85), RVI Jatisatier’de %30
(Salmonella bakterisi izole edilenler i¢inde %87) ve
RV Oxoid’de %28 (Salmonella bakterisi izole edilen-
ler icinde %83) olarak goriilmektedir. Her li¢ besiye-
rinde elde edilen oranlar arasinda anlamli bir fark
bulunmamigtir. RV’in ii¢ formiilasyonu ile selektif
kat1 besiyerlerindeki izolasyon oranlar1 kargilagtiril-
diginda; RV ile en iyi sonu¢ MPLSA’da (%76), RV]
ile en iyi sonu¢ MLKBA’da (%83) ve RVO ile en iyi
sonu¢c MLKBA’da (%82) almmistir. MLKBA’nin
uluslararasi standartlarda onerilen BPLSA besiye-
riyle kiyaslanabilecek 6zellikte oldugunu goriilmek-
tedir (Tablo 3).

TARTISMA

Vassiliadis ve ark. 19 ilk olarak 1976’da Rappaport’un
Salmonella’lar igin MgCl, malagit yesili zenginlegtir-
me besiyerine iki 6nemli modifikasyon getirdiklerin-
den beri diger bir¢ok aragtirmact besiyerinin dinamik
ve kinetigini arastirmis ve ek modifikasyonlar iceren
besiyerlerinin verimliligini karsilastirmistir. Bu ve
buna benzer ¢calismalar RV besiyerinin Salmonella’lar
icin (Salmonella serotip Typhi haric) geleneksel zen-
ginlestirme besiyerleri olan tetratiyonat ve selenit
besiyerlerinden iistiinliigiinii gostermigtir 519,

Bir ¢alismada toplam 286 et {iriintinden (kiyma ve
tavuk organlar1) 39 (%13,6) Salmonella bakterisi
izole edilmigtir. Selektif zenginlestirmede Ornekler
tetratiyonatli novobiosin iceren Miiller-Kaufmann
(MKTTn) ile Rappaport-Vassiliadis soya unlu pepton
buyyonuna (RVS) ve kati besiyeri olarak ksiloz-lizin-
deoksikolat agar (XLD) besiyerine ekilmistir. Ayrica
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RVS ve Selenit-Sistin (SC) besiyerleri ve kat1 besiye-
ri olarak BPLSA besiyerlerine de ekilerek sonuclari
karsilagtirtlmiglar, Salmonella cinsi bakterilerin bu
besiyerlerinde saptanma oranlart %974 ile RVS,
bunu %949 ile MKTTn izlemis, %38.5 ile SC son
siray1 almigtir @9,

Ribeiro ve ark. @V 61 tavuk orgammi (kanat, tiim
viicut, sirt ve gogiis etleri) ti¢c farkli yontem ile aras-
tirmis ve klasik mikrobiyolojik yontemde 6rneklerin
%41’inde, immiinomagnetik ayristirma (IMS) yonte-
minde Orneklerin %15’inde ve IMS ile Rappaport-
Vassiliadis buyyonu kombinasyonunda oOrneklerin
%49’unda Salmonella bakterilerini izole etmistir.

Josefsen ve ark. @ Salmonella serotip Typhmurium,
Salmonella serotip Enteritidis ve Salmonella serotip
Dublin ile yapay olarak inokiile edilmis 50 domuz ve
50 tavuk kiymas: ornekleri ile yaptiklar: calismada,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile besin madde-
lerinde ozellikle 12 saat gibi kisa bir siire sonunda
Salmonella bakterilerini saptama yontemini gelistire-
rek klasik yontemlere gore siirenin kisalmasini ve
ayn1 zamanda da bu tetkiklerin rutin laboratuvar
kosullarinda ekonomik olarak yapilabilecegini ve
optimizasyonun saglanabilecegini belirtmisgtir.

Love ve ark. ® 46 domuz diskisindan izole edilen
Salmonella serotip Enterica ve 56 negatif drnekler ile
bes farkl: kiiltlir yontemini karsilastirmis ve %80 ile
en yliksek duyarlilik tetratiyonat ilave edilen ksiloz-
lizin-tergitol-4 (XLT4)’de saptanmistir.

Koyuncu ve Haggblom @¥ yaptiklari ¢calismada, bes
farkli hayvan yemini Isve¢ Ulusal Veteriner Enstitiisii
Kiiltiir Koleksiyonlari’ndan temin edilen Salmonella
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serotip Typhimurium ST115506, Salmonella serotip
Cubana ST58403 ve Salmonella serotip Yoruba
ST45506 suslari ile deneysel olarak kontamine etmig
ve modifiye yar1 kati Rappaport Vassiliadis,
Uluslararas1 Standard yontem (EN ISO 6579:2002)
ve kuzey iilkeleri standart yontemi NMLKL71 ile
karsilagtirdiklarinda, her ii¢ yontemle elde edilen
sonuglarin dogruluk ve duyarlilik (%65 ve %56) ve
izolasyon diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik gos-
termedigini gozlemlemistir.

Yapilan bu arastirma sonucunda toplam 300 6rnegin
% 34’tinden 18 farkli Salmonella serotipi izole edil-
migtir. Izole edilen Salmonella oram diger ¢aligma
sonuglart ile benzerlik gostermektedir. MLKBA’nin
uluslararas:1 standartlarda onerilen BPLSA kadar
etkinlikte bir besiyeri oldugu goriilmiis ve izolasyo-
nunda kullanilan zenginlestirici besiyerlerine ait veri-
ler olugturulmustur.
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