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Tetratiyonat Broth, Kapiler PCR ve Kapiler Jel Elektroforez
Kombinasyonu ile Pili¢ Diskilarinda Salmonella Belirlenmesi’

K. Tayfun Garli, Can Bora Unal®, Vildan Caner®, Aysegiil Eyigor®

Ozet:

Bu calisma pili¢ diskilarindan Salmonella 'nin hizli belirlenmesi igin tetratiyonat on
zenginlegtirmesi (PE) — bakteriyel lizis — kapiler PCR ve kapiler jel elektroforez
kombinasyonunu tanimlamaktadir.

Saf Salmonella enterica serovar Enteritidis 64K tamponlanmis peptonlu su ve nutrient
broth, tetratiyonat broth base Hajna (TTBH) ve tetratiyonat broth (TTB) 6n
zenginlestirmelerinden sonra reizole edilip, kapiler PCR ile belirlenmigtir. Ayni kultar
barsak homojenizati ile karistirildiginda bakterinin tekrar izolasyonu ve PCR ile
belirlenmesi sadece TTHB ve TTB 6n zenginlestirmelerinden saglanabilmistir.

Kapiler jel elektroforez Salmonella cinsine 6zgl 281-bp PCR UrlninU ortaya ¢ikarmakta,
Salmonella suglari ile gahigildiginda bu urun belirlenmekte, Salmonella olmayan suslarda
ise ortaya gikmamaktadir.

Kapiler PCR 'In belirleme limiti saf Salmonella enterica serovar Enteritidis 64K,
Typhimurium LT2-CIP60-62 ve Gallinarum 64K 'nin tim hicre ekstraktlari i¢in sirasiyla
3, 3, 9 cfu/ml olarak bulunmustur. intestinal homojenizatin deneysel olarak bu 3 bakteri
ile kontamine edilmesi sonunda tim hicre ekstraktinda kapiler PCR 'In belirleme limiti
sirasltyla 3, 3, 7 cfu/ml olarak bulunmustur.

Bu calismada dogal drneklerde kapiler PCR ve bakteriyolojik kontrol sonuglari da
karsilastirilmistir. Dogal olarak kontamine olmus 53 6rnekten 35 adedi 6zgin PCR
ardna olusturmustur.

' Bu galisma Journal of Clinical Microbiology, May 2001, p. 1871-1876 Vol. 39, No. 5 'de
"Detection of Salmonellae in Chicken Feces by a Combination of Tetrathionate Broth
Enrichment, Capillary PCR, and Capillary Gel Electrophoresis" adi ile yayinlanmis makalenin
Tlrkge Ozetidir.
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PCR pozitif sonu¢ veren 35 drnekten 9 adedinde gerek 6n zenginlestirme gerek
gecikmis ikinci zenginlestirme (DSE) kombinasyonu ile yapilan bakteriyolojik analizde
Salmonella belirlenememistir. PCR negatif sonu¢ veren 18 érnekten 4 adedinde PE ve
DSE ile, 14 adedinde DSE ile Salmonella bulundugu gorulmustur. Bakteriyolojik analizde
gerek PE gerek DSE ile negatif sonug veren 53 adet intestinal homojenizat 6rneginde
PCR analizleri ile de negatif sonug alinmigtir.

Kapiler PCR yontemi ile Salmonella analizi i¢in gereken sure yaklagik 20 saattir. Klinik
olarak hastalanmis pilic érneklerinde 18 saatlik PE suresine gerek olmadigi igin analiz 2
saat icinde tamamlanmaktadir.

Bu sonuglar, TTB zenginlestirmesi, bakteriyel lizis ve cinse 6zgu kapiler PCR ile
kombine edilmis jel elektroforezinin infekte surllerde Salmonella 'nin hizli bir sekilde
belirlenmesi igin duyarl ve segici potansiyel bir yontem oldugunu gostermistir.



