
Girifl

Di¤er g›da maddelerinde oldu¤u gibi su ürünlerinde de
hastal›k yap›c› çeflitli mikroorganizmalar
geliflebilmektedir. Zoonoz olan Salmonellozis son y›llarda
gerek hayvan gerekse insanlarda önemli bir sorun haline

gelmifltir (1,2). Her ne kadar midye ve bal›k gibi su
ürünleri Salmonella için do¤al kaynak de¤ilseler de,
yaflad›klar› sulardaki bakterilerle kontamine olabilirler (3-
7). Midye tüketimiyle insanlara geçen enfeksiyon
etkenlerinin bafl›nda Salmonella’lar gelmektedir. Midyeleri
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Özet: Bu çal›flmada, Elaz›¤ Keban Baraj gölünün Koçkale ve Pertek yörelerinden elde edilen 627 adet canl› tatl› su midyesinde (Unio
elongatulus eucirrus Bourguignat, 1860) Salmonella’lar›n varl›¤› araflt›r›ld›. Midyelerin yumuflak dokular›ndan haz›rlanan
homojenizatlar Rappaport Vasilliadis buyyonunda ön zenginlefltirmeden geçirildikten sonra, Brilliant Green Phenol Red Laktoz agar
ve Salmonella - Shigella selektif besiyerlerine ekimler yap›ld›. Üreyen Salmonella flüpheli sufllara biyokimyasal testler uyguland›¤›nda,
Koçkale yöresinden toplanan 397 midyenin 19’unda (% 4,8) Salmonella spp.’nin izolasyon ve identifikasyonu yap›ld›¤› halde, Pertek
yöresinden temin edilen 230 midyede bu etkene rastlan›lmad›. Yine bu sufllardan ekstrakte edilen DNA’lar, Salmonella’lar›n 16S rRNA
geninden türetilen bir çift cins spesifik primer kullan›larak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’nda amplifikasyona tabi tutuldu. PZR
ürünleri agaroz jel elektroforezde de¤erlendirildi¤inde, 19 flüpheli suflun hepsinde Salmonella spesifik gen bölgesinin mevcut oldu¤u
saptand›. 

Genifl bir uygulama alan›na sahip PZR’nin bu çal›flma ile su ürünlerinde de etken identifikasyonu amac›yla baflar›l› bir flekilde
uygulanabilece¤i kan›tland›. Ayr›ca, baraj gölünün Koçkale yöresindeki tatl› su midyelerinin tüketilmesinin de insan sa¤l›¤› aç›s›ndan
tehlikeli oldu¤u görüldü.

Anahtar Sözcükler: Tatl› Su Midyesi, Salmonella, Kültür, Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Identification of Salmonella Isolated from Freshwater Mussels (Unio elongatulus eucirrus
Bourguignat, 1860) by Polymerase Chain Reaction

Abstract: In this study, 627 live freshwater mussels collected from the Koçkale and Pertek regions of Keban Dam Lake were
examined for the presence of Salmonella spp. Homogenates prepared from the soft tissue of mussels, after pre-enrichment in
Rappaport Vasilliadis, were inoculated onto Brilliant Green Phenol Red Lactose agar and Salmonella-Shigella selective media.
Biochemical tests and DNA extraction were carried out on isolates suspected of containing Salmonella. From 19 (4.8%) out of 397
mussels collected in the Koçkale region, Salmonella spp. were isolated and identified, but the agent could not be detected in mussels
obtained from the Pertek region. DNA extracted from these isolates was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using a pair
of genus-specific primers derived from the 16S rRNA gene of Salmonella. Analysis of PCR products on agarose gel electrophoresis
showed that the Salmonella specific gene was present in all 19 isolates. 

In conclusion, it was demonstrated that PCR, which has a very wide application field, could also be used in aquaculture for the
identification of microbiological agents. Moreover, in the light of the data obtained in this study, the consumption of uncooked
freshwater mussels living in the Koçkale region of Keban Dam Lake may threaten public health.
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kontamine eden kirli sulardaki patojen ba¤›rsak
bakterileri, gerek taze midyelerde gerekse dondurularak
saklananlarda uzun süre canl› kalarak insanlara
bulaflabilirler. Midyede bulunabilen Salmonella spp
yan›s›ra Shigella spp., Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus ve Yersinia enterecolitica besin hijyeni
aç›s›ndan önem tafl›rlar. Söz konusu bu etkenlerin çeflitli
ülkelerde kitlesel g›da zehirlenmelerine yol açt›¤›
bildirilmifltir (8-11).

Salmonella serotipleri insanda oldu¤u gibi; s›¤›r,
koyun, keçi, domuz, kümes hayvanlar› ve kemirgenlerde
de çeflitli hastal›klara neden olmaktad›r. Bu hayvanlar›n
pek ço¤u çeflitli Salmonella türleri için as›l konakç›d›r (12-
15). Salmonella cinsi bakteriler ayn› zamanda midye,
kerevit, istiridye ve bal›k gibi deniz ve tatl› su canl›lar›nda
da tespit edilmifltir (3,14,16-19). Bu canl›lar
Salmonella’lar›n insanlara bulaflmas›nda direkt veya besin
maddelerinin kontaminasyonu suretiyle de indirekt olarak
rol oynarlar. Salmonella’lar›n yemlerle birlikte al›nd›¤›
zaman bal›klarda enteritise de yol açt›¤› bilinmektedir (4-
6,19). Gastroenteritis etkenleri aras›nda yer alan baflta
Salmonella, Shigella, Escherichia coli olmak üzere,
Yersinia, Campylobacter, Vibrio ve Aeromonas gibi
bakteri gruplar› aras›nda Salmonella’lar tüm
gastroenteritis olgular›n›n % 60-90’n›ndan sorumludur
(15).

fiimdiye kadar Salmonella’lar›n identifikasyonu
amac›yla çok az çal›flmada PZR tekni¤i kullan›lmakla
birlikte, bu tekni¤in spesifitesi ve duyarl›¤› nedeniyle di¤er
sistemlerden daha avantajl› oldu¤u belirlenmifltir (20-25). 

Su ürünleri içerisinde yer alan tatl› su midyelerinin
özellikle mikrobiyolojisi hakk›nda kapsaml› araflt›rmalar›n
say›s› azd›r. Bu çal›flmada; kültür ve PZR tekni¤inin
kombinasyonu ile Elaz›¤ Keban Baraj gölündeki tatl› su
midyelerinde (Unio elongatulus eucirrus) Salmonella
spp.’lerin saptanmas› ve PZR’nin konvansiyonel
identifikasyon yöntemleri ile karfl›laflt›r›lmas› amaçland›. 

Materyal ve Metot

Materyal

Keban Baraj›, Elaz›¤ ilinin 45 km kuzey bat›s›nda
Keban ilçesi yak›n›nda, F›rat nehri üzerinde infla
edilmifltir. Göl sahas›; Elaz›¤, Tunceli, Erzincan, Sivas ve
Malatya s›n›rlar› içerisinde olup, 67,500 hektarl›k
rezervuar alan›na sahiptir. Elektrik üretimi, sulama ve
bal›kç›l›k amaçl› kullan›lan bir göldür (26). Midyeler (Unio

elongatulus eucirrus), Eylül 1999 – Nisan 2000 tarihleri
aras›nda Keban Baraj gölünün Elaz›¤ flehir
kanalizasyonunun döküldü¤ü yere yak›n, Koçkale ve
herhangi bir at›k su kar›flmayan Pertek yörelerinden
temin edildi. Koçkale’den 397, Pertek’ten ise 230 adet
olmak üzere toplam 627 tatl› su midyesi topland›.
Bakteriyolojik incelemeler F›rat Üniversitesi, Su Ürünleri
Fakültesi ile Veteriner Fakültesi laboratuvarlar›nda
gerçeklefltirildi.

Metot

Mikrobiyolojik incelenmesi yap›lacak midyelerin
üzerlerindeki çamurlar klorsuz musluk suyu ile y›kand› ve
kurutuldu. Aseptik koflullar alt›nda midyelerin ön ve arka
taraflar›nda bulunan iki adet kuvvetli kas sistemi steril
i¤ne ile uyar›larak kabuklar› aç›ld›. Ç›kar›lan yumuflak
dokular›n tamam› vücut s›v›lar› ile birlikte steril kapakl›
tüplere b›rak›larak, homojenizatörde homojenize edildi. 

Steril pipetlerle midye homojenizat›ndan 1 ml
al›narak, muhtemel Salmonella aranmas› amac›yla 10 ml
Rappaport Vassiliadis besiyerine ekimler yap›ld›. Bu
besiyeri etüvde 42 ºC’de 24-48 saat süreyle inkübe
edildikten sonra; MacConkey agar, Salmonella - Shigella
agar ve Brilliant Green Phenol Red Laktoz agar selektif
kat› besiyerlerine sürme ekimler yap›ld› ve aerob
koflullarda 35-37 ºC’de 18-24 saat süreyle inkübasyona
b›rak›ld›. Bu besiyerlerinde üreyen Salmonella flüpheli
kolonilerden preparat haz›rlanarak Gram boyama yap›ld›.
Gram negatif çomak fleklinde olan mikroorganizmalar›n
Nutrient broth ve kanl› agarda kültürleri haz›rland›.
Salmonella flüpheli, oksidaz negatif kolonilere
biyokimyasal testler uygulanarak identifikasyonlar› yap›ld›
(27-30). 

Salmonella’lar›n PZR ile ‹dentifikasyonu

Selektif agarda üreyen kolonilerden öze ile örnek
al›narak, eppendorf tüp içerisinde 300 mikrolitre (µl)
distile suda iyice süspanse edildi. Tüpteki
mikroorganizmalar, 56 ºC’ye ayarl› su banyosunda 30
dakika bekletilerek inaktive edildi. Daha sonra
süspansiyona eflit hacimde zirkonyum boncuklar› ilave
edildi ve bir mini çalkalay›c›da yüksek devirde 2 x 90 sn
süreyle çalkalanarak etkenin hücre duvar›n›n mekanik
olarak y›k›lmas› ifllemi gerçeklefltirildi. Üstteki s›v› al›narak
baflka bir tüpe aktar›ld› ve 300 µl Tris-HCI ile sature
edilmifl fenol ilave edildi. Süspansiyon 5 dakika elle
çalkaland›ktan sonra 11,000 g’de 10 dakika santrifüj
edildi. Fenollü k›sma dokunmadan üstteki s›v›  bir mikro
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pipet yard›m›yla dikkatli bir flekilde baflka bir tüpe
aktar›ld›. DNA’n›n presipitasyonu amac›yla süspansiyona
0,1 hacim 3 M sodyum asetat ve 2,5 hacim saf etanol
ilave edilerek –20 ºC’de 1-2 saat bekletildi. Yüksek
devirde 10 dakika santrifüjden sonra tüpteki s›v›  döküldü
ve elde edilen tortu s›ras›yla % 90 ve % 70’lik etanol ile
iki defa y›kand›. Bu ifllemler aras›nda 11,000 g’de 5
dakika süreyle santrifüj uyguland›. Son olarak elde edilen
tortu kurutuldu ve 50 µl distile su ile süspanse edildi. Bu
süspansiyondan 5 µl al›narak PZR’de hedef DNA olarak
kullan›ld›. 

PZR’de; 10 x PZR buffer’›ndan (100 mM Tris-HCI,
pH 9.0, 500 mM KCI, 15 mM MgCI2, %1 Triton X -100)
5 µl, deoksinükleotid trifosfatlar›n (adenin, guanin,
sitozin ve timin) her birinden 250 µM, 2U Taq DNA
polimeraz enzimi (Promega), Salmonella’lar›n 16S rRNA
geninden üretilen 16SF1 (5’–
TGTTGTGGTTAATAACCGCA – 3’) ve 16SIII
(5’–CACAAATCCATCTCTGGA – 3’) (Promega), primer
çiftinin (32) her birinden 10 pg ve 5 µl hedef DNA olmak
üzere toplam 50 µl’lik hacimde haz›rlanan PZR
kar›fl›m›n›n üzeri 40 µl mineral ya¤ ile kapland› ve PZR
Touchdown Thermocycler’da (Hybaid, ‹ngiltere)
gerçeklefltirildi. DNA amplifikasyonu; denatürasyon için
95 ºC’de 1 dakika, hibridizasyon için 58 ºC’de 2 dakika ve
polimerizasyon için 72 ºC’de 2 dakika olmak üzere 35
siklus halinde gerçeklefltirildi. Son siklusdan sonra 72
ºC’de 5 dakika’l›k bir sentez basama¤› uyguland›.

PZR’de amplifiye edilen DNA ürünlerinden, 7 µl al›n›p,
3 µl blue-orange yükleme solüsyonu ile kar›flt›r›larak daha
önce haz›rlanan % 1,5’luk agaroz jel üzerindeki
kuyucuklara yerlefltirildi. Son kuyucu¤a da PZR markeri
b›rak›ld›. Jel, Tris-borik asit- EDTA (TBE) buffer’›
kullan›larak 75 voltta 1 saat süreyle elektroforeze
b›rak›ld›. Bu süre sonunda jel, ethidium bromide (0,5 µg
/ ml) ile oda ›s›s›nda 30 dakika süreyle boyand› ve
sonuçlar ultraviyole transilluminatörde de¤erlendirildi.
Çal›flmada kullan›lan primerlerin amplifiye etti¤i genom
bölgesine tekabül eden 572 bp uzunlu¤unda bantlar›n
elde edildi¤i numuneler pozitif olarak de¤erlendirildi. 

Metodun herhangi bir aflamas›nda meydana
gelebilecek muhtemel bir kontaminasyonu tespit etmek
amac›yla, gerek DNA ekstraksiyonu aflamas›nda gerekse
PZR’de pozitif kontrol olarak Ankara Etlik Veteriner
Merkez Kontrol ve Araflt›rma Enstitüsünden temin edilen
Salmonella enteritidis referans suflu ve negatif kontrol
olarak da E. coli kullan›ld›. 

Bulgular

‹ncelenen 627 adet midyeden, Koçkale yöresine ait
397’sinin 19’unda (%4,8) Salmonella izolasyonu
yap›l›rken, Pertek bölgesinden ç›kar›lan 230 midyede
Salmonella’lara rastlan›lmad›. ‹zole edilen  Gram negatif
çomak flekilli 19 suflun nutrient broth ve kanl› agarda
haz›rlanan saf kültürlerinden biyokimyasal özellikleri
belirlendi. Bu biyokimyasal test sonuçlar›na göre 19 sufl
(% 3,03) Salmonella spp. olarak identifiye edildi (Tablo
1).

Salmonella’lar›n PZR ile ‹dentifikasyonu

Selektif besiyerlerinde üreyen Salmonella flüpheli
kolonilerden izole edilen 19 izolat›n DNA’lar›n›n PZR ile
amplifikasyonunda oluflan PZR ürünleri, % 1,5’luk
agaroz jelde elektroforezden geçirildi. Daha sonra
ultraviyole transilluminatörde bak›lan numunelerin
hepsinden, 572 bp uzunlu¤unda elde edilen bantlara
göre, on dokuz suflun Salmonella spp. oldu¤u saptand›
(fiekil 1).

Tart›flma

Bu çal›flmada Keban Baraj gölünden toplanan tatl› su
midyelerinde, insan ve hayvanlar için patojen olan ve
kontamine g›dalarla al›nd›¤›nda gastroenteritis baflta
olmak üzere ciddi enfeksiyonlara neden olan
Salmonella’lara % 4,8 oran›nda rastlan›ld›.
Salmonella’lar›n midyelerde veya di¤er su ürünlerinde
hastal›k oluflturabildi¤i konusu netlik kazanmam›flt›r.
Çal›flmada Salmonella izole edilen midyelerde  herhangi
bir lezyona rastlanmamas›, su ürünlerinin bu etken için
sadece portörlük yapt›¤› fikrini desteklemektedir. Nitekim
Salmonella’lar›n midyelerde 6 ile 30 gün aras›nda canl›
kald›¤› ifade edilmifltir (14, 32-34). Her ne kadar bölgede
tatl› su midyelerinin yenmesi yayg›n de¤il ise de, bu
çal›flmada 19 midyede Salmonella bulunmufl olmas›, bu
g›dalar›n çi¤ veya az piflmifl olarak tüketilmesinin
enfeksiyon riskini art›raca¤› kuvvetle muhtemeldir. 1380
say›l› Su Ürünleri Kanununda (35) belirtildi¤i üzere,
Salmonella’lar›n kabuklu ve yumuflakçalar›n etlerinde hiç
bulunmamas› gereklidir. Bu durumda Keban Baraj
gölünün Elaz›¤ flehir kanalizasyon ar›tma istasyonuna
yak›n, Koçkale yöresinden toplanan midyelerden
Salmonella spp izolasyonu, bu bölgenin kirlenmeyle karfl›
karfl›ya oldu¤u, bu nedenle buradaki tatl› su midyelerinin
tüketilmelerinin sa¤l›k aç›s›ndan uygun olmad›¤› görüldü.
Ayr›ca enfekte midyelerin, bu bakteriyi sulara bulaflt›rmas›
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da söz konusu oldu¤undan, yöre bal›kç›lar› baflta olmak
üzere su ürünleri ile u¤raflan insanlar enfeksiyon riski
tafl›maktad›r. Buna karfl›l›k Keban Baraj gölünün herhangi
bir at›k su kar›flmayan Pertek sahas›ndaki tatl› su
midyelerinde Salmonella’lara rastlanmad›.

Salmonella’lar›n geleneksel metotlarla
identifikasyonunda, biyokimyasal ve serolojik testler
yayg›n olarak kullan›lmaktad›r. Ancak klasik testlerde
özellikle kültür saf olmad›¤›nda hatal› sonuçlar al›nmakta,
ayr›ca izolasyon ve identifikasyonlar› oldukça zor ve uzun
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Tablo 1. Tatl› Su Midyelerinden ‹zole Edilen 19 Salmonella spp’nin Morfolojik ve Biyokimyasal Özellikleri.

‹ZOLE ED‹LEN 19 SALMONELLA fiÜPHEL‹ SUfi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Gram Boyama – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

Oxidaz – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

Katalaz + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Hareket + + – + – – + + + – + + + + + + + + +

H2S + + + + + + – – + + – – + – – + – – –

‹ndol – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

Metil Red + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Voges Proskauer – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

Sitrat + – + + – + + + – – – + + – – – – + +

Üreaz – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

ONPG – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

Gaz Oluflumu + + – + + + + + + + + + + + – + – + +

Arjinin dihidrolaz + – + + – – + + – – + + – + – + + + +

Ornitindekarboksilaz – – – + – – + + – – + + – + + – + + +

Fenilalanindeaminaz – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

Lizin dekarboksilaz + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Triptofandeaminaz – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

Jelatin hidrolizi – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

Nitrat redüksiyonu + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Laktoz – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

Glikoz + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Mannitol + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Dulsitol + + + + + + – – + + – – + – – + – – –

Sakkaroz – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

Arabinoz + + + + + + – – + + – – + – – + – – –

‹nositol – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

Rhamnoz + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Maltoz + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

– : Negatif Reaksiyon 

+ : Pozitif Reaksiyon

ONPG : Ortho-Nitrophenyl-Beta-D-Galactosidase  testi



zaman (5-7 gün) gerektirmektedir. Buna karfl›l›k, PZR
tekni¤i ile hastal›k etkenlerinin identifikayonu k›sa sürede
ve do¤ru olarak yap›lmakta, saf ya da kar›fl›k kültürlerde
bulunan az say›daki mikroorganizmalar dahi bir gün gibi
k›sa sürede identifiye edilebilmektedir (21,23,24,32).
Tatl› su midyesinde PZR tekni¤i ile yap›lan bu araflt›rmada
da Salmonella’lar›n 16S rRNA geninden üretilen cins
spesifik 16SFII primerlerinin kullan›lmas› ile farkl›
bakterilerin yanl›fl pozitif reaksiyon vermesi önlenmifltir.
Ayr›ca tekni¤in bütün basamaklar›n›n negatif kontrolle
birlikte yürütülmesi ve sonuçta kontaminasyonun
meydana gelmemesi PZR tekni¤inin baflar›l› bir flekilde
çal›flt›¤›n› göstermifltir.

Bu çal›flmada tatl› su midyelerinde (Unio elongatulus
eucirrus) Salmonella’lar›n identifikasyonunda, uzun
zaman gerektiren konvansiyonel yöntemlere alternatif
olarak PZR tekni¤i ilk kez baflar›l› bir flekilde
kullan›lm›flt›r. 
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fiekil 1. Tatl› Su Midyesinden izole edilen Salmonella spp.’lerden
elde edilen DNA’lar›n, PZR’de analizi sonucu oluflan 572
bp’lik bantlar› gösteren ethidium bromide ile boyanm›fl %
1,5’luk bir agaroz jel. (1-7 : Midyelerden elde edilen
Salmonella flüpheli örnekler; p : Pozitif kontrol (S.
enteritidis referans kültürü); n : Negatif kontrol (E. coli);  m
: 100 bp’lik moleküler marker).
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