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TESEKKUR
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Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkan1i Sayin Prof. Dr. Fuat AYDIN’a,
danisman hocam Saym Yrd. Dog. Dr. K. Semih GUMUSSOY’a, Yrd. Dog. Dr. Tuba ICA’ya,
Aras. Gor. Okan DOGAN’a ve Ogr. Gor. Segil ABAY’a ayrica ¢alismamda yardim ve katkilarimi
esirgemeyen Sayin Vet. Hekim Bnb. Mehmet EFE, Sayin Vet. Hekim Yzb. Devrim SARIGUZEL
ve Sayin Vet. Hekim Yzb. Murat SEVIKTURK e ve her konuda oldugu gibi bu calismamda da
destek ve yardimlarini esirgemeyen sevgili esim Gokben’e can oglum Eray’a tesekkiirlerimi

sunarim.



v

ERZINCAN GARNIZONUNDA TUKETIME SUNULAN TAVUK VE HINDi ETLERINDEN
KONVANSIYONEL KULTUR VE MOLEKULER (PZR) METODLA
SALMONELLA SPP.’NiN TESHISI

OZET

Bu calismada, Erzincan Garnizonu’ndaki birliklerin ihtiyact ig¢in alimi yapilan -18 0C’de
dondurulmus-posetlenmis tavuk ve hindi etlerinin but, deri ve gogiis kisimlarinin Salmonella spp.
yoniinden kontaminasyon diizeyleri konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle arastirildi.
Arastirmada, askeri birligin soguk hava deposuna donmus olarak teslim edilen tavuk ve hindi
etlerinden, 200 adedi 2-8 0C’de ¢oziindiiriildii. Karkaslarin but, deri ve gogiis kisimlar selektif ve
selektif olmayan 6n zenginlestirmeye tabi tutuldu. Etkenin izolasyonu amaciyla konvansiyonel
kiiltiir metodu kullamild1. Izole edilen etkenler biyokimyasal testler ve Salmonella hizli test ydntemi
ile identifiye edildi. Ayrica, selektif zenginlestirme asamasinda Rappaport Vassiliadis Broth
(RVB)’dan alinan herbir numuneye ait siispansiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’na tabi
tutuldu.

Kiiltiirel yoklamalarda analiz edilen tavuk deri, but ve gégiis numunelerinden sirastyla % 16, % 7,5
ve % 5,5’inde Salmonella spp. saptandi. Hindi but, deri ve gogiis numunelerinin higbirinde
Salmonella spp. tespit edilemedi. Polimeraz zincir reaksiyonu ile yapilan analizler sonucu
numunelerin higbirinden Salmonella spp. saptanamadi.

Sonu¢ olarak, Erzincan Garnizonunda tliketime sunulan tavuk ve hindi etlerinin iiretiminde ve

islenmesinde teknolojik ve hijyenik kurallara belirgin bir sekilde uyuldugu kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: izolasyon, PZR, Salmonella spp., Tavuk-Hindi eti



DIAGNOSIS OF SALMONELLA SPP. WITH CONVENTIONAL CULTURE AND MOLECULAR
(PCR) METHODS FROM CHICKEN AND TURKEY’S MEAT SERVED FOR CONSUMPTION
IN ERZINCAN BASE

ABSTRACT

In this study, the drum stick, skin and chest samples of frozen-packed, at -18 °C, chicken and
turkey’s meat that had been purchased for the need of military units in Erzincan Base were
investigated for the contamination levels with Salmonella Spp. by conventional and molecular
methods.

In the present study, 200 samples collected from the chicken and turkey carcasses that had been
delivered to and kept as frozen in the military units were thawed at 2-8 °C. The drum stick, skin and
chest samples taken from the carcasses were underwent selective and unselective pre-enrichment.
Conventional culture method was used for isolation of the agent. The isolated agents were
identified by biochemical tests and Salmonella rapid test. Furthermore, Polymerase Chain Reaction
(PCR) was applied to the suspension of every sample taken from the Rappaport Vassiliadis Broth
(RVB) at the selective enrichment step.

In the cultural examinations, Salmonella spp. was isolated in 16 %, 7,5 % and 5,5 % of the
chicken’s skin, drum stick and chest samples respectively. Sa/monella spp. was not isolated in any
of the culture of turkey’s drum stick, skin and chest samples. Sa/monella spp. could not be detected
in any of the samples by polymerase chain reaction.

In conclusion, the technological and hygienic rules were strictly obeyed during the production and
processing stages of the chicken and turkey’s meats that were served for the consumption in the

Erzincan Base.

Key words: Isolation, PCR, Salmonella spp., Chicken-Turkey’s meat
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1. GIRIS VE AMAC

Gilinlimiizde dengeli beslenme kavraminin gelismesi ve artan niifusa paralel olarak
hayvansal proteine olan taleplerde biiyiik bir artis olmustur. Bununla birlikte hijyenik
kosullarda tiretilmeyen gidalarin yol agtig1 enfeksiyon veya toksikasyonlara da siklikla
rastlanilmaktadir. Ozellikle diyetetik bazi avantajlar1 nedeniyle (bagdokunun azligi,
kolesterol diizeyinin diisiik olmasi, protein miktariin yiiksekligi gibi) tavuk ve hindi
etine olan istem artmistir. Basta tavuk olmak iizere hindi eti insan beslenmesinde
oldukca 6nemli bir yere sahiptir Bu iirlinlerden daha fazla yararlanilabilmesi 6nemli
Olciide iistiin kalite niteliklerine sahip olmalarina baglidir. Standartlara uygun ve kaliteli
iriin iiretimi 6ncelikle; kullanilan etin kalitesi, tiretim teknolojisi, liretimde uygulanan
hijyenik sartlar, paketleme ve muhafaza kosullarina baghdir. Bu kurallarin yerine
getirilmedigi durumlarda enfeksiydz hastalik etkenleri arasinda basta Salmonella’lar
olmak iizere diger mikroorganizmalar tarafindan insanlarda enfeksiyon ve
zehirlenmeler meydana gelmektedir. Yapilan caligmalarda tavuk etlerinin siklikla
Salmonella spp. ile kontamine olduklar1 saptanmistir. Salmonella’larin biiyiik bir

cogunlugu hayvanlarin bagirsaginda normal flora etkeni olarak bulunabilecegi gibi
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hayvanlar bunlarin portdrleri de olabilmektedir. Salmonella etkenleri, insanlarda genel
enfeksiyon niteliginde (6rnegin; S. Typhi, insanlarda tifo etkeni) hastaliklara neden
olabildikleri gibi gida zehirlenmelerinin (6rnegin; S. Enteritidis, S. Typhimurium’a
bagli enteritisler) de sorumlusu olarak da bilinmektedir. Gida tliketim
aligkanliklarindaki degisim ile toplu gida {iiretimi ve uluslararasi gida ticaretinin
artmasina bagl olarak gida kaynakli salmonellozis olgularinda biiylik artis meydana
gelmistir. Enfekte evcil ve yabani hayvanlar ile insanlarin sindirim kanallar
Salmonella’larin rezervuaridir. Gida tiretiminde kullanilan enfekte hayvanlar, liretimin
degisik asamalarinda gidalarin kontaminasyonuna neden olurlar. Kanatli hayvan, sigir
ve domuz etleri ile bu etlerden yapilan iriinler, yumurta ve yumurta iiriinleri gida
kaynaklt Salmonella enfeksiyonlarinda ana kaynaklar1 olustururlar. Sa/monella’larin
dogada yaygin olarak bulunmalari ve gida zincirine gegerek insan sagligi agisindan risk
olusturmalar1 ile Salmonella enfeksiyonlarma iliskin ekonomik kayiplar dikkate
alindiginda, gida iiretim zincirinin her asamasinda etkin kontrol 6nlemlerinin titizlikle
uygulanmas1 gerekmektedir. Bu ¢ercevede; gidalarin Salmonella’larla kontaminasyonu
ile Salmonella’larin  gidalarda gelisme ve iiremelerinin 6nlenmesi ve gida da
bulunabilecek Salmonella’larin teknolojik islemlerle inaktif hale getirilmesi, hayvansal
gidalardan kaynaklanan Salmonella enfeksiyonlarinin kontroliinde biiyiik 6nem
tasimaktadir. Klasik kiiltiir teknikleri ile gidalardan Salmonella’larin saptanmasi; 6n
zenginlestirme, selektif zenginlestirme, selektif kati besiyerine ekim, biyokimyasal ve
serolojik testlerin yapilmasi esasina dayanmaktadir. Bu sekilde Salmonella’larin
gidalardan izolasyonu 5-7 giin gibi uzun bir siireyi almakta ayn1 zamanda laboratuvar
personelinin yogun c¢aligmasi ile fazla miktarda malzemeye gereksinim duyulmaktadir.
Taze gidalarin ¢ogunun olduk¢a sinirli raf dmriine sahip olmasi nedeniyle, klasik
yontemlerle izolasyon prosediirii sona ermeden bu gidalarin tiiketildikleri veya raf
Oomriinii tamamladiklar1 goriilmektedir. Sa/monella’larin epidemiyolojik arastirmalari
icin gelistirilen en son analiz metotlarindan biri Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR)’dur. Bu metot diger genetik tip yontemlerden daha hizli basit ve ekonomiktir.
PZR teknigi ile gidalardan Salmonella’larin saptanmasinda selektif sivi ve kati
besiyerlerine ekim ile biyokimyasal ve serolojik testlere ihtiya¢ duyulmadigindan,

saptama siiresi de 1-2 giine indirilebilmektedir.

Tiirk Silahli Kuvvetleri (TSK) biinyesinde yer alan Gida Kontrol Miifrezelerinin ¢ogu,

Veteriner Hekim Subaylarin uzmanlik egitimlerini almalarini takiben sergiledikleri
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iistiin performans ile askeri birliklerde gida kontrol hizmetlerinin verilmesinde 6nemli
bir diizeye ulagsmig bulunmaktadir. Ancak orduda stratejik 6neme sahip gidalarin bagsta
Salmonella olmak iizere patojen mikroorganizmalarin varligi yoniinden test
edilmelerinde hiz, duyarlilik, spesifite ve otomasyon gibi 6nemli istiinliikleri bulunan
PZR ve diger amplifikasyon tekniklerinin segilecek belli laboratuvarlarda

kullanilmalar1 gida gilivenliginin saglanmas1 bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu calismada TSK biinyesindeki Erzincan Garnizon’u Birliklerinde tiiketime sunulan
tavuk ve hindi etlerinde konvansiyonel kiiltiir ve molekiiler yontem ile Salmonella
spp.’lerin ortaya konulmasi amaglanmistir. Arastirmadan elde edilecek sonuglarin 15181
altinda tiiketime sunulan kanath {irlinlerindeki Salmonella spp. varliginin durumu
belirlenirken direkt teshis amaciyla kullanilacak PZR ydnteminin konvansiyonel

yonteme gore duyarliligl da degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

Kanatli eti denilince basta tavuk eti olmak iizere hindi, 6rdek, kaz, devekusu ve
bildircin eti akla gelir. Onemli bir hayvansal besin kaynagi olan tavuk 6 hafta veya daha
kisa siirede kesim asamasina gelmektedir. Ozellikle et¢i broilerler, hizl1 gelismelerinden
ve hastaliklara kars1 direngli olmalarindan 6tiiri kanathi et ihtiyacinin kariglanmasinda
bliylilk Oneme sahiptirler. Bunlarin disileri 36-38., erkekleri de 40-42. giinlerde
kesilmektedir. Kanatli hayvan etlerinin rengi, viicut bolgelerine ve yaglarina gore
degisir. Fiziksel olarak fazla aktif olan kaslar yliksek oranda miyoglobin igerdikleri i¢in
daha koyu renklidir. Bu nedenle but ve boyun etleri daha koyu, kanat etleri agik, gdgiis
etleri i1se daha acik renklidir. Ayrica, tavuk ve hindi etleri diger kanath etlerine gore
acik renklidir. Kanath etlerinin lezzeti, kokusu, rengi ve kivami irka, cinsiyete, yasa ve
alinan rasyona gére degisir. Ozellikle yas daha etkili oldugundan et kalitesinin tespiti de
bliyiik 6nem tasir. Gida enfeksiyonu etkenleri arasinda en oOnemlilerden biri olan
Salmonella’lar, basta kanatli eti, yumurta, kirmizi et ve siit ile bunlardan yapilan
driinler olmak {izere, hayvansal gidalarda siklikla bulunarak gida kaynakl
salmonellozise neden olurlar. Gida tiiketim aligkanliklarindaki degisim ile toplu gida

tretimi ve uluslararasi gida ticaretinin artmasina bagli olarak degisik Salmonella
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serotiplerinden kaynaklanan gida enfeksiyonlarnin sayisi da, diinyanin hemen her
bolgesinde oOzellikle son yillarda biiylik artis gostermistir. Buna bagli olarak gida
kaynakli Salmonella enfeksiyonlar;, ABD, Almanya, Fransa, Ispanya, Polonya ve
Isveg'te tiim gida enfeksiyon ve intoksikasyonlar1 igerisinde ilk siray1 alirken, Ingiltere,
Galler ve Hollanda'da Campylobacter ile birlikte yine ilk siray1 paylagmaktadir (1).
Ayrica, gida kaynakli salmonellozis enfeksiyonlarina bagh tedavi ve is glicii
masraflarina iligkin ekonomik kayiplarin ABD’de yillik yaklasik 3.4 milyar dolar,
Kanada’da ise 1 milyar dolar oldugu bildirilmektedir (2, 3).

Salmonella’lardan kaynaklanan gida zehirlenmesi sonucu insanlarda diare, abdominal
kramplar, kusma, dehidrasyon ve bas agris1 goriiliir. Salmonelloziste mortalite bir¢ok
faktore bagl olarak % 0,1-0,2 arasinda degismektedir. Salmonellozis vakalarindan en
cok etkilenenler bebekler, yaslilar ve immun sistemi baskilanmig insanlarin olusturdugu
gruplardir. Tifo ve paratifo hastaliklarina neden olan S. Typhi ve S. Paratyphi yalnizca
insanlarda hastalik yapar. Ince bagirsaga yerlesen hiicreler epitel dokudan gegerek
viicudun degisik bolgelerine yerlesir. Yiiksek ates, goglis ve bedende pembe lekeler ve
kanli ishal ile karakterize olur. Salmonelloziste inkubasyon periyodu 5-72 saat arasinda
degismekle birlikte genellikle 12-36 saat olup hastaligin seyri de 1-4 giin arasindadir.
Gidalarin pigirilmesi esnasinda en soguk noktanin en az 71,1 °C’ye ulagmasi

Salmonella hiicrelerinin Sldiiriilmesi i¢in yeterli bir islemdir (4, 5).

Yiyecek kaynakli hastaliklar; gelismis ve gelismekte olan tilkelerde insanlar i¢in hayati
tehdit edicidir ve 6nemli ekonomik sonuclara neden olur. Salmonella; en sik rastlanan
patojendir ve tiim diinyada yiyecek kaynakli hastaliklarin ana sebebidir (6-8).
Kontamine kiimes hayvan eti {iriinleri; insanlarda yiyecek kaynakli hastalik nedeni olan
Salmonella’larin ana kaynag1 olarak tammlanmustir (9-11). Insanlarda yiyecek kaynakl
hastaliklarin saglik ve ekonomik etkilerini azaltmak i¢in dogal kontamine yiyeceklerin

tespitinde standardize, hizli, spesifik ve sensitif testler gereklidir (12-14).

Salmonella spp.’nin tespitinde konvansiyonel kiiltiir yontemleri; zaman ve isglicii
kaybettirici olmakla birlikte minimum 4-6 giin gerektirmektedir (15, 16). D’Aoust (17),
diisik miktarlarda kontaminasyona ugramis Orneklerden hazirlanan  kiiltiir
yontemlerinden kesin sonuglar alinamadigini tespit etmistir. Birgok O6rnekte yapilan
calismalar, bakteri izolasyonunda en hizli ve umut verici mikrobiyolojik yontemin PZR

oldugunu gostermistir (14, 18-25). Laboratuvar ve ¢evre aragtirmalarinda PZR, kiiltiir
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yontemlerine gore hassas duyarliligi ve spesifitesiyle ilk bagvurulacak alternatif haline
gelmistir (26). Salmonella tespitinde PZR kullanimin kisitlayan en 6nemli sebep; dogal
kontamine 6rneklerde Salmonella tespitinde PZR yonteminin spesifite ve sensitivitesini
gosteren yeterli ¢alismanin olmamasidir (18, 19, 23). Soumet ve ark. (23), dogal
kontamine 6rneklerde Sal/monella tespitinde PZR yonteminin spesifite ve sensitivitesini
gostermislerdir. Diger Salmonella tespit ¢alismalarinda ise yapay yolla olusturulan
kontaminasyon ile teshise gidilmistir (20-22, 24, 25). Bununla birlikte dogal kontamine
ile yapay kontamine Ornekler arasinda bakterinin yasayabilirligi iizerine transport,

depolama ve siire¢ gibi bir¢ok faktoriin etkili olabilecegi bildirilmistir (19, 25).

PZR teknigi ile gidalardan Salmonella’larin saptanmasinda selektif sivi ve kat1 besi
yerlerine ekim ile biyokimyasal ve serolojik testlere ihtiya¢ duyulmadigindan, saptama
stiresi de 1-2 giline indirilebilmektedir. Ayrica, gida {iretiminin degisik asamalarinda
uygulanan teknolojik islemlere (sogutma, dondurma, 1s1 islemi uygulanmasi,
dumanlama, konserve edici ve katki maddelerinin ilavesi gibi) bagli olarak sekillenen
stres faktorlerinin etkisi ile Salmonella’larin klasik kiiltiir teknikleri ile gidalardan
izolasyonu her zaman miimkiin olamamaktadir. Bu baglamda gidalarda canli olarak
bulunan ancak klasik yontemlerle kiiltiirii yapilamayan bakteriler de, spesifikligi
yiiksek olan in vitro DNA amplifikasyonu ile daha giivenli saptanarak, ‘’hatali negatif”’
sonuglarin ¢ikmasina bagli olarak potansiyel saglik riskleri de dnlenebilmektedir (12).
Kullanilan araglar, ayiraglar, zenginlestirme ve laboratuvar uygulamalarinda yetersiz
standardizasyon olmas1 nedeniyle PZR tekniginin uygulanmasi: zorlasmaktadir. Yapilan
calismalar, PZR tekniginde yanlis negatif sonuglarin ¢ikmasint 6nlemek igin
standardizasyon olusturulmasi1 gerekliligini gostermistir (27, 28). Bununla birlikte;
gidalarda dogal olarak kontaminasyona yol agan Salmonella izolatlarinin PZR ile

teshisinde protokollerdeki standartlar yeni ortaya konulmustur (29).
2.1. KANATLI ETININ BESIN DEGERI

Kanatl eti, ince lifli, bagdoku ve yag orani daha az, daha gevrek, kolay ¢ignenebilir ve
sindirilebilir nitelikte, diislik kalorili, B gurubu vitaminleri, esansiyel aminoasit ve
doymamuis yag asitleri bakimindan zengin bir besindir. Icermis oldugu kreatin, kreatinin
ve anserin gibi et bazlar1 nedeniyle istah agic1 ve sindirimi kolaylastiric1 bir 6zellige
sahiptir. Bu 0Ozelliklerden dolayr kanatli eti hipertansiyonlu, atherosklerozlu, fazla

kilolu ve sindirim rahatsizliklar1 olan her yastaki insanlar i¢in uygun bir besindir.



Kanatl etlerinin kirmizi etten daha {istiin olmasinin nedeni bag dokudaki toplam azot
miktarinin az olusundan kaynaklanir. Kirmiz1 ette bag doku toplam azot oranmi1 % 2-25
arasinda degisirken, kanatli etlerinde yaklasik % 1,5 dolayindadir. Etin kalitesini
etkileyen bag doku orani kanatl tiirleri arasinda da farklilik gostermektedir. Hayvansal

protein almak i¢in gerekli olan et ve et {irlinii miktar1 Tablo 2.1.’de gosterilmistir (30).

Tablo 2.1. Hayvansal protein almak i¢in gerekli et ve et tirlin miktar1 (30).

Gida Gram
Tavuk eti 67
Dana eti 74
Si1gir karacigeri 77
Kuzu eti 90
Domuz eti 90
Som balig1 100
Yumurta 160
Frankfurter 160

Kanatl etlerinin kimyasal bilesimleri 1k, tiir, yas, beslenme sekli ve viicut bolgelerine
gore degismektedir (Tablo 2.2.) (30). Yagh 6rdek ve kazlar hari¢ kanath etleri sigir
etine oranla daha az yaghdir. Bunun nedeni intramuskiiler yag dokunun c¢ok diisiik
oranlarda bulunmasidir. Gogiis etinin lezzetinin diisiik olusu yag oranmin azligindan
kaynaklanmaktadir. Buna karsin yiliksek oranda yag iceren but etleri daha gevrek ve
lezzetlidir. Yagin deri altinda ve butlarda fazla bulunmasi tavuklara iyi bir lezzet
kazandirir (30). Broiler eti % 71, tavuk eti % 56, orta yagl hindi eti % 58 oraninda su

igcermektedir. Geng hayvan eti yaslilara gore daha fazla su igerir (Tablo 2.3.).

Tavuk eti kirmiz1 ete gore daha yiiksek oranda protein igerir. Protein orani viicut
bolgelerine gore de degisir (Tablo 2.3.). Ornegin gogiis eti daha yiiksek oranda protein
ve biitlin esansiyel aminoasitleri yeterli ve dengeli oranda igerirler. Sindirilebilme
yetenegi yiiksek olup, biyolojik degerliligi bakimindan siit ve yumurtadan sonra gelir.
Yag orani; yas, cinsiyet, tiire ve viicut bolgelerine gore degisir (Tablo 2.3.). Deri altinda
kaslar arasina gore daha yliksek oranda yag bulunur. Yagin % 70’nin doymamis yag
asitlerinden olustugu ve kirmizi ete gore daha yiiksek oranda linoleik asit igerdigi
belirtilmektedir. Ayrica kolesterol bakimindan fakirdir. Kalp damar hastalar1 ve yaslilar

icin deri alt1 yag1 ve i¢ yag1 alinmis tavuk eti iyi bir besin kaynagidir.



Tablo 2.2. Bazi hayvan tiirlerinin ¢ig ve pismis etlerinin kimyasal komposizyonu (30).

Hayvan tiirii Protein Rutubet Yag Kiil Kalori (100 g)
Sigir

Cig 20,94 71,60 6,33 1,03 147
Pismis 30,42 57,75 10,24 1,21 222

Kanath beyaz et

Cig 23,20 74,86 1,65 0,98 114

Pismis 30,91 64,76 4,51 1,02 173

Kanath kirmiz et

Cig 20,08 75,99 4,31 0,94 125
Pismis 27,37 63,06 9,73 1,02 205
Kuzu

Cig 19,5 71,5 7,0 1,5 145
Pismis 27,0 61,5 8,5 2,0 200
Dana

Cig 20,0 75,0 3,5 1,0 130
Pigmis 29,0 63,0 5,5 1,6 175

Tavuk eti B grubu vitaminleri bakimindan iyi bir kaynaktir. Kirmiz1 ete gére daha
yiiksek oranda B;, B, ve niasin igerir (Tablo 2.4.). Ayrica yagh etler A, D, E ve K
vitaminleri bakimindan zengindir. Gogiis eti K, P, but eti Fe, Zn ve Na bakimindan
daha zengindir. Kirmiz1 ete gore daha diisiik oranda Na icerir. Hipertansiyonlu kisiler
i¢in 1yi bir kaynaktir. Kirmizi ete gore daha diisiik kalorilidir. Her 100 g broiler eti 155,
kizartmalik piligler 200 ve tavuklar 302 kalori igerir (Tablo 2.3.). Bu bakimdan fazla

kilolu ve fiziksel aktivite gdstermeyen, nekahat ve yasli kisiler i¢in 1yi bir besindir (30).
2.2. KANATLI HAYVANLARIN KESiMi VE MUAYENESI
2.2.1. Kanath Kesimleri

Tavuk yetistirme ayr1 bir uygulama ve Ozen gerektiren bir husustur. Tavuklarin
yetistirilmesi esnasinda saglikli olmalar1 ve firetimden tiiketime kadar hijyenik
kosullarda isleme tabi tutulmalar1 hem ekonomik acidan ve hem de insan sagligi
acisindan cok onemlidir. Insan sagligi agisindan tehlike tasimayan iiriiniin tiiketime

sunulmasi i¢in tavuklarin kesim ve isleme asamalari g6z Oniine alinarak belirlenen
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Kritik Kontrol Nokta (KKN)’lar1 mikrobiyolojik kontaminasyon yoniinden siirekli

olarak kontrol altinda tutulmasi gerekmektedir (31).
Bunlarin ayrintilarini asagidaki sekilde siralanabilir (31).

v' Kesime getirilen tavuklarin bu asamada temiz olmasi gerekmektedir. Kirli
hayvanlardan kesim ve isleme esnasinda karkasa bazi patojen ve apatojen
organizmalarin bulagmas1 ¢ok kolay olabilecek bir husustur. Tavuklarda da aynen
diger mezbaha hayvanlarinda oldugu gibi deriden herhangi bir abseden, iist
solunum yollar salgilarindan, gaitadan, kandan, safra kesesi igeriginden vs karkasa
dogrudan bulasma olur. Gozle goriilebilen veya et muayenesinde ortaya c¢ikan bu

tiir karkaslarin digerlerinden ayrilmasi veya dogrudan imha edilmesi zorunludur.

v Kesim igleminde ¢alisan personelin hijyenik kurallara uymamasi veya dogrudan bir

enfeksiyon tasimasi tavuk etlerinin kontaminasyonu agisindan baska bir KKN'dir.

v Bu agsamada personel sagligi, daha agik bir ifade ile Staphylococcus tasiyan, abseli
olan, salgilarinda herhangi bir enfeksiyon etkeni bulunan isciler 6nemli bir bulagma
odagidir. Diger etlere oranla ¢ok daha cabuk bozulabilen tavuk etlerinin bu
risklerden uzak tutulmasi i¢in, iscilerin saglik kontrolleri, temizlikleri (el, tirnak, sa¢

vb) ve giysilerinin temiz olmasi zorunludur.

v Uygulanan teknolojik prosesde de KKN olmasi agisindan dikkat edilmesi gerekli
noktalar vardir. Bunun basinda kesim esnasinda kontamine karkaslarin birbiri ile
temasi, Ozellikle akitilan kanin diger hayvanlara bulagsmasi biiytik risktir. Diger
taraftan karkaslarin sofutma islemi uygulanmadan veya yeterli sogutma
uygulanmadan paketlenmesi mikroorganizmalarin hizla {iremesine neden olan
hususlardir. Yine kesim esnasinda kullanilan eldiven, arag-gereg, tasima aletleri

direk kontaminasyon kaynagi oldugu icin bunlarin mutlak temiz olmasi lazimdir.

v" Kullanilan su, iglemlerin yapildig1 yerdeki hava da diger bir kontaminasyon kaynagi

oldugu icin, bunlarin kontrolleri araliksiz yapilmalidir.
2.2.2. Antemortem ve Postmortem Muayene

Bu muayeneler Kanatli Hayvan Eti ve Et Uriinleri Uretim Tesislerinin Kurulus, A¢ils,
Calisma ve Denetleme Usul ve Esaslarina Dair Yonetmeligin 10. ve 11. maddelerine
gore yapilmalidir. Antemortem muayene hastalik ve besi durumlarini saptamak

amaciyla genellikle kanatlilarin yetistirildigi kiimeslerde yapilmaktadir. Sayet muayene
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kesimhanede yapilacaksa kesimhanede muayenenin yapilacagi kisimlar bulunmalidir.
Muayene sonunda siipheli olanlarin kesimi yapilmaz veya tedavi amaciyla ozel

bolumlere alinir.

Tablo 2.3. Kanatli eti bilesimi (30).

Su Protein Yag Kiil Kcal Karbonhidrat
Tavuk eti 72,2 21,3 4,5 1,15 129,6-302
Tavuk eti (yagl) 56 17-21 5-25 - 145-290
But 73,28 20 5,53 1,22 - -
Gogiis 74,37 23,29 1,22 1,12 -
Hindi (yagl) 55,5-58,0 20,6 22,9 1 2974 -
Hindi (yagsiz) - 18-23 5-23 - 150-280 0,1-0,5
Kaz (yagl) 40,9 14,2 443 0,66 469,8 <0,1
Kaz (yagsiz) - 14-16 26-32 - 510-565 -
Ordek (yagsiz) 70,8 22,6 3,1 1,1 121,7
- 0,2-0,4
Ordek (yaglr) - 16-21 6-29 - 150-525
Kizarma Pili¢ Eti 75,4 18,8 5,1 0,7 126-200 -
Broiler (erkek) 71,8 19,3 6,4 2.8 155 -
Broiler (disi) 69,9 18,6 9,3 2,6 -
13 haftalik broiler (erkek) 74,8 18,2 6,2 0,8 -
13 haftalik broiler (disi) 73,4 17,7 8 0,8 - -
Pili¢ (agik renkli et) 70,6 23,3 5,6 - 129 -
Pili¢ (koyu renkli et) 69,3 18,4 11,4 - 143
(Tf?rvlﬁl(‘l;’;y;lz; 68 31,5 13 . 621 -
Koyu et 67 25,4 7,3 - 754 -
g:ﬁiﬁiﬁfn?;) 58 34,3 7.5 . 923 .
Koyu et 57 30,5 11,6 - 1022 -
Japon bildircini (but eti) 75,1-75.,4 21,1-21,3 2,5-3,2 1,1 - -
Japon bildircini (gogiis eti) | 73,6-74,3 22,5-23.4 1,4-2,7 | 1,4-1,5 - -
Bildircin (Bobwhite) 74,1 22.1 3 - - -
dBéfiillie;tpilic (pigmis) - 27,1 14,7 - 248 -
Derisiz et - 29,5 6,3 - 183 -
Erkek broiler (beyaz et) 66,2 20,8 10,4 - - -
Erkek broiler (koyu et) 64,5 17,8 14,1 - - -




11

Tablo 2.3. Kanatli eti bilesimi (Devami) (30).

Su Protein Yag Kiil Kcal Karbonhidrat
Hindi (kemiksiz) 70 16 13 - - -
qud} (kemiksiz ve 7 18 9 } . -
derisiz)
59 giinliik broiler
(erkek) 63,2 19,3 14,3 - - -
59 giinliik broiler (disi) 60,4 19 17,4 - - -
Pisirilmis yagsiz deve ) 26.9 28 ; 142 -
kusu eti ’ ’
Pisirilmis yagsiz tavuk ) 28.8 7.4 - 190 -
eti ’ ’
Pisirilmis yagsiz hindi i 203 5 . 170 -

et1

Hindi gogis eti

(derisiz) - 22-23,2 1,2-1,8 - - .

Tavuk eti (beyaz) - 20,1 5,7-9,2 - - -

Tavuk kizarmalhik dokular

Derisiz beyaz et - 23 - - - -
Derisiz kirmizi et - 20 - - - -
Deri - 13 - - - -
Et ve deri - 15 16-20 - - -

Hasta hayvanlarin kesimi ise, saglikli hayvanlarin kesiminden sonra yapilir ve
postmortem muayenelerinde daha 6zen gosterilmelidir. Kesim islemi tamamlandiktan
sonra kesimhane dezenfekte edilmelidir. Fazla sayida kanatli yetistirilen ¢iftliklere iy1
bir diyalog kurulmali, hangi tiir ilaglar kullandiklar1 6grenilmeli ve bu ilaglarin
organizmadan atilma siireleri dikkate alinarak hayvanlarin kesimi ona gore
yapilmalidir.  Kesim sirasinda  sindirim  sistemi  igeriginin neden oldugu
kontaminasyonlar1 ve kesim randimanindaki kayiplar1 6nlemek i¢in hayvanlar kesime
almmadan Once belli bir siire a¢ birakilmalidir. Kesilecek kanatlilar, tasinmaya

baslanmadan 1-4 saat dnce Oniindeki yemlik ve suluklar kaldirilmalidir.

Hayvanlarin tasinmasindan kesime kadar gecen siirenin 9-12 saat, ortalama 10 saat
olmas1 gerekir. Kanatlilar 6 saat veya daha az siire a¢ birakildiklar1 zaman
kursaklarinda 6nemli miktarda yem kalmakta, bu da randimanin diismesine ve karkasta

mikrobiyel bulagmaya neden olmaktadir. Antemortem ve postmortem muayenelerde
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kesin taninin konulamadigi durumlarda, bakteriyolojik (kiiltiir, mikroskobik, vb),

hayvan deneyleri ve serolojik muayenelerin yapilmasi gerekir (30).

Tablo 2.4. Kanatli hayvan etlerinin 100 gr’inda bulunabilen vitamin miktar1 (30).

on
o0 = %D %D %”
- =} jn: s o0 = - -
— = ~ a = =} E4 iz ‘2 =
< | & 8| Z = s | = | 2| 2| %
- | B E | 3 - 2] £ | "
. 0,03
Tavuk eti 290 | 0,008 | 0,16 | 0,5 0,5 U 6,8 - 5 mg .
Kaz eti 189 | 0,12 | 026 | 0,58 - 6,4 - 7,5 - -
Ordek eti - 0,3 0,2 - - 3,5 - - - -
Hindi eti eseri 0,13 0,14 0,75 - 8 - 0 0,01 -
mg
Kizarmalik
etderive | 30| 007 | 038 - ; 5,6 - ; ; ]
yenilebilir
i¢ organlar
Pilig eti
(koyu : : - oa | 00 : 1 =2 ] roue
renkli) & He
Pilig eti
(acik ; ; - | 068 0’2?45 - logo | - | 3pe |13
renkli) & He
Pilig eti eseri | 01 | 0,07 | 1 ; 10 | 07 |[eseri | - :
g06giis
bacak eseri - 0,25 - - 5 1 - - -
Japon - 10,150 | 0,499 | 0,523 - 6 | 1,101 - - -
bildircini
Bildircin
. - 0,101 | 0,162 | 0,661 - 9,610 | 0,664 - - -
(Bobwhite)

2.3. SALMONELLA’LARIN GIDALARA BULASMA ZINCIRI

S. Typhi ve diger birkag serotip disindaki Salmonella serotiplerinin ¢oguna dogal olarak

hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde rastlanir (32). Bu ¢er¢evede Salmonella’lar,

gida liretimi amaciyla yetistirilen sigir, koyun, ke¢i, domuz, pili¢, hindi ve ordeklerin

yani sira kedi, kdpek gibi evcil hayvanlarin bagirsaklarinda da bulunur. Salmonella’lar

hemen her tiir yabani hayvanlar ile fare, rat ve insektlerde de bulunarak c¢evresel

kontaminasyona neden olmak suretiyle gida iiretim zincirinde kontrolii zorlastirir. Evcil
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hayvanlarin % 1-3’1 degisik Sa/monella tiirleri ile enfektedir. Evcil hayvanlarin siirtiler
halinde olmasi, yemlerin, yem katki maddelerinin ve meralarin kontamine olmasi,
kontamine ve atik sular, mezbaha atiklari, enfekte yabani hayvanlar, kuslar, fareler,

rodentler ve insektler enfeksiyonun yayilimini kolaylastirir (Sekil 2.1.) (33).

Gida iretiminde kullanilan hayvanlarin primer kontaminasyonu yani sira Ozellikle
kanatli hayvanlarin kesim prosesi sonucu meydana gelen ¢apraz kontaminasyona baglh
olarak da Salmonella ile bulagsma diizeyi bazen % 50’den daha fazla olmaktadir.
Uluslararasi diizeyde canli hayvan, yem, yem katki maddeleri ve gidalarin ticaretinin
yayginlagsmasina bagl olarak da degisik Salmonella serotiplerinin diinyanin hemen her

bolgesine taginarak insanlarda enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmektedir (34).

— | ki Auksular |
o

. .
Vahsi Cevresel Kirlenme | Mezbahalar
Hayvanlar
Uriinlerin insanlar
Akarsu / Otlak Tarafindan Tiketimi

H
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» | EtKemik Unu Yem Olarak /

Organ Kullanilan Tavuk
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»
>

Sekil 2.1. Salmonella’larin gidalara bulagma zinciri (33).

2.4. HAYVANSAL GIDALARDAN KAYNAKLANAN SALMONELLA
ENFEKSIiYONLARI

Hayvansal gidalar igerisinde; basta broilerler olmak iizere kontamine kanatli hayvan
etleri ve bunlardan yapilan iriinler, et ve et irlinleri, yumurta, yumurtadan yapilan
tiriinler, pastacilik tiriinleri, kontamine siit, krema, dondurma ve soslar ile kabuklu deniz
iriinleri, ¢cogu insan enfeksiyonlarina neden olan en 6nemli kaynaklar1 olustururlar (35-

37). Bununla birlikte insanlarda Salmonella enfeksiyonlarina en ¢ok kantin, yurt,
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yemekhane, hastane, restoran gibi toplu yemek yapilan yerlerde rastlanmaktadir (38,
39). Epidemiyolojik c¢alismalar, degisik Salmonella serotiplerine bagli gida
zehirlenmesi olgularinin meydana gelmesinde; primer kontaminasyondan daha c¢ok,
gidalarin elde edilmesi, iiriinlerine islenmesi, paketlenmesi, nakli ve muhafazasi ile
mutfaklarda hazirlanmas1 asamalarinda olusan sekonder ve Ozellikle capraz
kontaminasyonlar ile soguk zincirin kirilmasinin en 6nemli nedenleri olusturdugunu
ortaya koymaktadir. Ayrica, Salmonella’ya bagli enterit olgularinda iyilesme
donemlerindeki hastalar ile asemptomatik enfeksiyon geciren kisiler de haftalarca ve
hatta aylarca diskilariyla Salmonella etkenlerini yaymak yoluyla enfeksiyon kaynagini
olusturur. Diinyada Salmonella bagirsak enfeksiyonlari ile ilgili epidemiyolojik kayitlar
en 6nemli kaynagin tavuk ve kirmizi et oldugunu gostermektedir. ABD’nde 1963-1977
yillar1 arasinda Salmonella bagirsak enfeksiyonlarindan sorumlu gidalarin % 21°1 tavuk

eti, % 15’1 kirmizi et ve % 11°de yumurta oldugu tespit edilmistir (40, 41).

Tiirleri i¢inde sadece insan ve hayvanlarda hastalik etkeni olanlar bulundugu gibi, hem
insan hem de hayvanlarda hastalik etkeni olan Salmonella’lar Enterobacteriacea
ailesindendir. Cok degisik tiirleri bulunan Salmonella’lar bagirsak igerigi ve gaitadan en
cok izole edilen mikroorganizmalar arasindadir. Saglikli goriinen veya degisik
semptomlarla kendini belli eden insan ve hayvanlardan izole edilebilir. Sa/monella cinsi
i¢inde ilk izole edilen Salmonella tiri, Salmonella chlorae suis’dir. Salmon tarafindan
1886 yilinda izole edilen bu cinse daha sonra Sa/monella ad1 verilmistir. Salmonella
cinsinin glinlimiize kadar yaklagik 2500 civarinda serotipi tanimlanmistir.
Salmonella’larin  neden oldugu enfeksiyonlara salmonellozis adi  verilir.
Salmonellozis’in meydana gelmesi i¢in genel olarak belirli sayida bakterinin mide ve
bagirsaga ulagmasi gerekir. Salmonellozis’e neden olan mikroorganizma sayisi tiirlere
gore farklilik gostermesine ragmen en diisiik kontaminasyon dozunun 10°ile 10° adet/gr
oldugu ifade edilmektedir (31). Serotipe bagl olarak ve kisi direnci sdz konusu
oldugunda 10°-10* kob/g kadar diisebilir (42-44). Salmonella’lar kontaminasyon
kaynagi nedeniyle agirlikli olarak hayvansal gidalarda bulunur. Salmonella’lar
bakterinin serotipine, susun virulens derecesine ve organizmanin Ssavunma
reaksiyonuna bagli olarak ¢esitli tip enfeksiyonlara neden olur. Bu enfeksiyonlar;

e  Genel enfeksiyonlar,

e Enterokolitler (gida zehirlenmeleri),

e Sepsis ve lokalize organ hastaliklar1 seklindedir.
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Genel enfeksiyon tipi hastaliklarda enfeksiyon kaynagi yaygin olarak insanlardir.
Hastalar ve daha onemlisi hastalik belirtisi gostermeksizin tasiyici durumunda olanlar
bakterileri digkilari ile disar1 atmaktadir. Bakteriler hastalarin idrar, kan, diger sekret ve
eksekretlerinde de bulunabilir. Bu yolla atilan bakteriler dogrudan dogruya veya indirek
olarak agiz yoluyla saglam insanlara bulasir. Ancak enfeksiyona yakalanmanin en
yogun sekli tiikketilen gida maddelerinde enfeksiyona neden olacak miktarda etkenin
bulunmasi ile olur. Hayvansal gidalarda Salmonella’lar diisiik oda sicakliginda dahi

ozellikle et, siit ve yumurta gibi hayvansal gidalarda hizla tirer (31).

Enterit ve enterokolit niteligindeki Salmonella’lara gelince, bunlardan insanlarda
bulunan S. Scholtmiilleri, S. Hirschfeldii ile hayvanlarda bulunan S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Oranienburg, S. Suipetisfer, S. Montevideo, S. Anatum, S. Newport
et, yumurta, siit, krema ve bunlardan yapilan ¢esitli gida maddelerine bulagarak
enfeksiyona neden olur. Hayvansal gidalarin disinda  Salmonella’larin yogun

rastlandig1 gida maddeleri sos, salata vb. gibi gida maddeleridir (31).

Salmonella bakterileri, ¢omak seklinde, periferik flagellalar1 ile hareketli (S.
Gallinanum ve S. Pullorum hari¢), 2-4 mm c¢apinda koloniler olusturan, fakiiltatif
anaerob, optimal gelisme sicakligt 37 °C, en uygun gelisme pH’1 7.4 olan
mikroorganizmalardir. Genelde B — galaktosidaz enzimleri olmadigindan laktozu
fermente edemez. Ancak bazi suslar laktoz pozitif 6zellik gosterir. Enteritlere neden
olan suslarin inkubasyon siiresi 12-36 saattir. Sa/lmonella’lar pH 4,5, su aktivitesi 0,95
ve depolama 1sis1 5 °C’nin altinda iireyemez. Salmonella’larin tehlikeli olan bir dzelligi
de, bazen et iriinlerinin 1 graminda 10® kob/g miktarinda bulunmasina ragmen triiniin
gorliniisiinde ve kokusunda bir degisiklik olusturmamasidir (45, 46). Salmonella’lar,
tiiketilen gida maddelerinde enfeksiyona neden olacak miktarda mevcut ise, septisemi,
ates ve enteritis goriillir. Salmonella’larin neden oldugu enfeksiyonlarda ayrica somatik

antijenlerin etkisiyle kusma ve siddetli ishale neden olan akut toksikasyon goriiliir (31).

Yapilan ¢alismalarda Tiirkiye’de de hayvansal gidalarin degisik Salmonella serotipleri
ile 6nemli diizeylerde kontamine oldugu ve gida kaynakli salmonellozis olgularinin
meydana geldigi bildirilmistir. Bu ¢ergevede broiler karkaslar1 % 31,5 (47), kiymalar
% 3,3 (48), kiiciik isletmelerde iiretilen dondurmalar % 2 (49) ve tiikketime hazir bazi
soguk gidalar % 15 oraninda (48) basta S. Enteridis ve S. Typhimurium olmak iizere

degisik Salmonella serotipleri ile kontamine olduklar bildirilmistir.
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2.5. KANATLILARDA SALMONELLA ENFEKSIYONLARI
2.5.1. Tavuk ve Hindi Hastalhiklar1
2.5.1.1 Pullorum

Geng tavuklarda genellikle septisemik ve Oldiiriicii; erginlerde kronik ve lokalize
formlarla seyreden bulasicit enfeksiyoz bir hastaliktir. Geng ve disi hayvanlar daha
duyarhdirlar. Etken Salmonella Pullorum’dur. Gram (-), sporsuz, hareketsiz ve
kapsiilsiizdiir. Genellikle gomakgiklar, bazen de uzun flamentler halinde goriiliir. Biitiin
kanathlar hastalifa duyarli olmakla birlikte tavuklar horozlardan daha duyarlidir.

Etkenler insan, fare, tavsan, mink ve kedilerden de izole edilmistir.

Hastalik genellikle etkenle bulasik yem, gida, kan, et-kemik unu ve kontamine sularin
alinmasi ile olusur. Enfeksiyonun ¢ikis, bulasma ve yayilmasinda portorler, latent ve
kronik hastalar, rezervuarlar, enfekte yem, su ve yumurtalar, hayvan bakicilari,
ziyaretgiler, kiimes malzemeleri, yem depolari, yemlikler, suluklar, yem ve suluklara
kadar ulasabilen yabani kuslar, insektler, fareler, hatali asilar, ana ve kulugka
makineleri, hayvanlarin birbirilerini gagalamalari rol oynar. Hasta ve portorler % 3-35

oraninda yumurtalariyla etkeni ¢ikarirlar (vertikal bulasma) (30).

Semptomlar: Enfeksiyonun kulugka siiresi hayvanin yasina, irkina, etkenin virulensine
ve cevresel kosullara gore degisir. Civcivler genel semptomlarla birlikte kisa bir siire
icinde septisemiden Oliirler. Uzun siire yasayabilenlerde beyazimsi yesil bir ishal ve
kloakanin etrafinin beyaz bir ishal ile kirlendigi, dehidrasyon, ¢ok su i¢me, kanatlarda
diisme, nadiren korliikk, eklem yangilan ve topallik go6zlenebilir. Kulugka siiresi
genclerde 4-6 giin, eriskinlerde 16-21 giin arasinda degisir. Ergin hayvanlarda klinik
bulgular ¢ok az veya goriilmez. Hasta hayvanlarin bazilarinda ishal, durgunluk, zayif

tiiylenme, susama, ibiklerde solgunluk ve yumurta veriminde azalma gortiliir (30).

Et Muayene Bulgulari: Yumurta follikiillerinin koyu sari-kahve renkli olmalari,
perikarditis, myokarditis, kalp, karaciger, dalakta ve diger organlarda kii¢iik gri renkli
nekrotik odaklar ve bu organlarda biiylime gozlenir. Kalp, karaciger ve bdobrekler
gevrek bir yapidadirlar ve hava ile temasa geldiklerinde yesilimsi bir renk alirlar. Deri
alti ve yumurta follikiillerindeki damarlar belirginlesir. Ureterlerde iirat kristalleri,

sekumda peynirimsi kitle, akcigerlerde apseler goriilebilir. Karin boslugunda fibréz bir
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eksudatin toplanmasi, tibiotarsal eklemlerde siskinlik, erkek hayvanlarda testislerde

atrofi goriilebilir. Hindilerde de benzer tablo gozlenir (30).

Etler Hakkinda Karar: Hastalifa yakalanmis kanatlilarin etleri tiiketime sunulmaz.

Siipheli govdeler ise sterilize edildikten sonra tiiketilmesine izin verilir (30).
2.5.1.2. Kanath Tifosu (Fowl Typhoid, Hiihner Typhus, Typhosa Aviaire)

Etken Salmonella Gallinarum’dur. Gram (-), hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz ¢omaklar
seklindedir. Basta tavuklar olmak {izere diger kanathilarin perakut, akut, subakut ve
kronik seyirli bulasici, 6ldiiriicii bir hastaligidir. Genellikle erigkinlerde goriiliir. Etken

genellikle sindirim yoluyla alinir. Etkenler gaita ve yumurta ile disar atilir (30).

Semptomlar: Inkubasyon siiresi 4-15 giindiir. Enfeksiyon g¢abuk seyrettigi zaman
Oliimler % 50-80’lere ulasabilir. Hayvanlar klinik belirti géstermeden 6lii bulunabilir.
Akut ve subakut olgularda istahsizlik, fazla susama, ibik ve sakallarin morarmasi,

tilylerin kabarmasi, sarimsi-yesil bir ishal ile solunum siklig dikkati ¢eker (30).

Et Muayene Bulgulari: Akut ve subakut olgularda akciger, karaciger, dalak ve
bobrekler biiylimiis ve kanli bir goriiniimdedir. Karaciger yesilimsi renkte ve kolayca
parcalanabilir bir kivamda olup iizerinde kiiciik gri-beyaz nekrotik odaklar bulunur ve
govde solgundur. Dalak kolay pargalanir. Kronik olgularda myokartta kanamalara ve
nekrotik odaklara rastlanir. Safra kesesi genislemis ve igerisi koyu kivamda bir safra ile
dolmustur. Yumurtaliklar normal parlak sar1 rengini kaybetmis; kirli sar1 ve kahverengi

bir renk almistir. Olgularin ¢ogunda kataral bir enterit tablosuna rastlanir (30).
Etler Hakkinda Karar: Kesim sonrasi hastalik saptanan karkaslar imha edilir.
2.5.1.3. Paratifo Enfeksiyonlar1 (Paratyphoid Infectosa, Salmonellozis)

S. Pullorum ve S. Gallinarum disinda kalan diger hareketli Salmonella tiirlerinden ileri
gelmektedir. Bu tiirler arasinda S. Enteritidis, S. Anatum, S. Typhimurium, S. Barelly,
S. Derby, S. Montevideo, Salmonella Newport ve digerleri bulunur. Enfeksiyonun ¢ikis,
bulagsma ve yayilis1 pullorum ve tavuk tifosunda bildirildigi gibidir (30).

Semptomlar: Tiiylerin kabarmasi, durgunluk, istahsizlik, ishal, kanatlarda diisme,

kaslarda inkoordinasyon, titreme, topallik ve goz kapaklarinda siskinlik goriiliir (30).

Et Muayene Bulgulary: Perakut (septisemik) olgularda semptomlar goriilmeden

hayvanlar 6liirler. Oliim oram 5-8 giin i¢inde yiiksek diizeye ulasir ve % 20’ye varan bir
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mortalite goriiliir. Bazi tavuklarda da korliik, bacak ve eklem yangilan bulunabilir. Akut
durumlarda karaciger ve dalak biiylimiis iizerinde kiiciik nekrotik odaklar bulunur
Perikarditis, hava kesesi yangis1 ve hemorajik enteritis, bagirsaklarda mantarimsi

iiremeler, karin boslugunda absorbe edilemeyen yumurta saris1 gézlenebilir (30).

Etler Hakkinda Karar: Kesimi yasak hastaliktir. Kesim sonrasi tespit edilen veya
siipheli karkaslarin tiiketilmesine izin verilmez. Gévde, i¢ organ ve tiim artiklar imha

edilmelidir. Gida zehirlenmesine neden olabilir (30).

2.6. GIDALARDAN SALMONELLA’LARIN SAPTANMASINDA POLIMERAZ
ZINCIR REAKSIYONU (PZR) TEKNIKLERININ KULLANILMASI

Klasik kiiltiir teknikleri ile gidalardan Salmonella’larin saptanmasi; 6n zenginlestirme,
selektif zenginlestirme, selektif kati besi yerine ekim, biyokimyasal ve serolojik
testlerin yapilmasi esasina dayanmaktadir. Sa/monella’larin gidalardan izolasyonu 5-7
giin gibi uzun bir siireyi almakta, laboratuvar personelinin yogun calismasi ile fazla
miktarda malzemeye gereksinim duyulmaktadir. Taze gidalarin ¢ogunun oldukga sinirl
raf Omriine sahip olmasi nedeniyle, klasik yOontemlerle izolasyon prosediirii sona

ermeden bu gidalarin tiiketildikleri veya raf dmriinii tamamladiklar1 goriilmektedir.
2.6.1. PZR Tekniginin Prensibi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PZR) teknigi ilk kez Saiki
ve ark. (50) tarafindan bir anemi geninin saptanmasinda ortaya konulmustur. PZR;
DNA’nin belirli bir béliimiiniin in vitro yontemle hizli ve ¢ok sayida ¢ogaltilmasina
yonelik bir tekniktir. Molekiiler klonlama, DNA’nin in vitro mutagenezi, parmak izi
(finger printing), mikroorganizmalarin saptanmasi, genetik hastaliklarin teshisi ve

degisik hayvanlara ait proteinlerin saptanmasinda bagariyla kullanilmaktadir.

PZR tekniginin tip ve diger bilim dallarinda anahtar teknik olmasinda; 1siya direncli
DNA polimerazi (Taq-DNA-polimeraz) ve PZR otomatlarinin (Thermocycler)
kullanilmast 6nemli rol oynamistir. Taq-DNA polimerazin kullanilmasi ile her
denatiirasyon isleminden sonra yeniden enzim ilave edilmesi zorunlulugu ortadan
kalkmus, software programlari ile istenilen sekilde programlanabilen thermocycler’larin

kullanimi ile de hedef DNA amplifikasyonunda otomasyon saglanmastir.
PZR teknigi ile DNA amplifikasyonunun prensibi Sekil 2.2. ve 2.3.’de goriildiigi gibi;

a) Cift sarmalli kalip DNA’nin 1s1 ile denatiirasyonu (denaturation),
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b) Tek sarmalli DNA’lara primerlerin baglanmasi (primer annealing),

¢) Polimeraz enzimi ile primer uzatilmasi (primer extention, primer elongation)

asamalarindan olusmakta ve 3 asama 1 siklusu olusturmaktadir (12, 51-53).

1. asama: Cift sarmalli DNA'nin, 1s1 etkisi (93-100 °C) ile denatiire edilmesi.

2. asama: Sicakligin 37-65 °C’ye distiriilmesi ile primerlerin denatiire edilen DNA
matrisine baglanmasi.

3. asama: lIsiya direngli DNA polimeraz enzimi ile 72 °C’de primer uzamasinin
saglanmas.

PZR isleminin ilk asamasinda amplifiye edilecek matris DNA 95-100 °C’ye 1sitilr.
DNA’nin zarar gormesi durumunda PZR’da yanlis yapili niikleotidler olusacagindan,

denatiirasyon asamasinda ¢ok yiiksek 1s1 uygulamalarindan sakinilmalidir.

DNA polimerazi, reaksiyon i¢in uygun sicakliga (72 °C) ulasilmasi ve dNTP
karistminin varliginda primeri, denatiire edilmis tek sarmalli DNA matrisi boyunca
uzatir ve bu sekilde yeni DNA sarmallar1 sentezlenir.

c Bir siklus araligi

100 n sayida tekrar

90 Asama

80

70

60 Asama

50
40 Asama

30

0 2 4 5 6 7 8 9 10 1 12 Zaman (dk)

Sekil 2.2. PZR tekniginde sicaklik akim siklusu (12, 51-53).
Sentezleme isleminin baslangicinda polimeraz, primerin 3’- sonundaki 3 hidroksil
grubu ile komplementer olan deoksiniikleotidlerin 5’-fosfat gruplar1 arasinda

fosfatodiester bagi olusturur. Bu sekilde 5°-32 yoniinde DNA sentezi meydana
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gelir. PZR tekniginde, her biri karsisindaki bir DNA-bOliimiiniin sarmali ile
birlesme 0Ozelligine sahip iki primer ile primer uzatilmasi (primer extension)
prensibi uygulanir. Primerlerin yonlendirilmesi dyle se¢ilmelidir ki, primer A’nin
primer uzatilmasi islemi primer B’nin matrisi i¢in ve tersi seklinde olmalidir.
Sentezleme isleminin tekrar1 i¢in ¢ift sarmalli DNA'nin 1s1 ile tekrar denatiire
edilmesi ve sogutulmast sonunda primerlerin baglanmasinin saglanmasi
gerekmektedir. Her yeni sarmal sentezi yeni bir ¢ogalma anlamima gelmektedir.
Bunun yanisira yeni sentezlenmis DNA sarmallar1 da matris olarak fonksiyon
gormekte ve bu sekilde her bir siklus ile ¢ogaltilan kalip DNA sarmal
konsantrasyonu da artmaktadir. Sekil 2.3.’de goriildiigli gibi 6nce orijinal matris
boyunca yeni DNA sarmali olusturulur. Bu DNA sarmalinin belirli bir uzunlugu
yoktur, zira DNA sentezler, 2. siklusda negatif kopyanin uzunlugu heniiz tam
olarak belirgin degildir. Ancak 3. siklusdan itibaren aranan uzunlukta yeni iirlinler

olusur, 4. siklustan itibaren bu kalip- sequens eksponensiyal ¢cogalir.

Bu siklusun (denatiirasyon-primer baglanmasi-primer uzatiimasi) 20-40 kez tekrari ile
iki primer arasinda DNA-fragmanin binlerce kez iiremesi saglanmis olur. Primer
uzatilmasi normalde 72 °C’de gerceklesir ve ¢ogunlukla 1-2 dakika bu reaksiyon i¢in
yeterlidir. Son siklusta sentezleme iglemi (72 °C’de) 10 dakikaya kadar uzatilir, bu
sekilde polimeraz biitiin sarmallar1 doldurabilir (¢ift sarmallar olusur). Genelde 25-35
siklus sayist 100 ng - 1 pg DNA'nin 50 ng genomik DNA'dan sentezlenmesi igin
yeterlidir. Gidalarin Salmonella ve diger mikroorganizmalarin PZR teknigi ile
saptanmalar1 da genel prensibi yukarida acgiklandig lizere mikroorganizmalarin niikleik

asitlerinin amplifikasyonuna dayanir ve 3 asamada gergeklestirilir:

» Hedef niikleik asitlerin ekstaksiyonu
» Hedef niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi

» Amplifikasyon {irlinlerinin analizi
2.6.2. PZR’1n Temel Bilesenleri ve Gerekli Konsantrasyonlar:

Bir PZR reaksiyonu i¢in gerekli olan maddeler, asagida agiklamasi yapilan; hedef
DNA, primerler, DNA- polimerazi, deoksiniikleotidler ve niikleosidler (ANTP karigimi)
ile magnezyum igeren tampon ¢ozeltiden olusmaktadir. PZR’1n temel bilesenleri ile

konsantrasyonlar1 Tablo 2.5.’de verilmistir (53).
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1. Siklus
5 3 )
Primer A
Amplifiye edilecek %
DNA fragmani,
Primer vasitasiyla
isaretlenir
Matris DNA
Rs' Primer B
3
5 % ¥
2. Siklus (

Primer uzatma {irlini Primer Kompl.Seq.

3. Siklus
5 < i

PZR Ana Uriinii >
Eksponelsiyal Akiimiilasyon

Sekil 2.3. PZR tekniginin sematik sunumu (12, 51-53).



22

Tablo 2.5. PZR reaksiyonunun temel bilesenleri ve konsantrasyonlari (53).

Hedef DNA 1,5 pg -1 pg (10” - 10° Molekiil)

Spesifik Oligoniikleotid Primer 1 ve 2 1 uM ( 6x10" Molekiil)

Deoksiriboniikleosit Trifosfat (INTPs) | 0,5 mM (3x10'® Molekiil)

Tag DNA Polimeraz 2,5U

MgCl, 1-10 mM

2.6.2.1. Hedef DNA ve Ekstraksiyonu

Basaril1 bir amplifikasyon i¢in gerekli olan hedef DNA degisik gidalardan saglanabilir.
Hedef DNA’nin ekstraksiyonunda Onemli olan nokta amplifiye edilecek
mikroorganizma DNA’sinin fonksiyonel o6zellikte olmasidir. Bu nedenle hazirlik
asamasinda DNA biitiinliiglinlin bozulmamasina 6zen gosterilmelidir. Ayn1 sekilde
DNA - polimer inhibitdrlerinin de (EDTA, fenol, vb) DNA’nin hazirlanmasi sirasinda
ortamda bulunmamasma dikkat edilmelidir. Genel olarak kaynatmayla veya bazen
deterjan ilave edilerek kaynatma yoluyla basarili bir DNA ekstraksiyonu
yapilabilmektedir. Ancak, degisik gida ve g¢evresel drneklerden Salmonella ve diger
mikroorganizmada DNA’larin ekstraksiyonunda durum ¢ok farklidir. Ciinkii bu
orneklerde Salmonella’larda oldugu {lizere hedef mikroorganizmalarda, degisik
mikroorganizma tiirlerinin yiiksek sayida temsil edildigi mikroflora icerisinde ¢ok az
sayida bulunmas1 veya doku ornekleri igerisinde yiiksek diizeyde konak¢t DNA’sinin

bulunmasi, hedef DNA ekstraksiyonunu gii¢lestirmektedir (12).
2.6.2.2. Primer

DNA’y1 PZR teknigiyle amplifiye edebilmek i¢in, baslatici-yardimci oligoniikleotid
primerlere (amplimer) gereksinim duyulur. Bu anlamda s6z konusu olan, kisa, tek
sarmalli DNA molekiilleri olup, bu molekiiller, DNA matrisinin belirli bir béliimiiniin
sonu ile komplementer yapiya sahiptirler. PZR icin gerekli oligoniikleotidler genelde
20-33 baza sahiptirler. PZR icin herbirinden 1 pmol/ml son konsantrasyonundaki
primerler ilave edilir. Tablo 2.6.’da Salmonella’larin deteksiyonunda siklikla kullanilan

primerlerden bazilari ile hedef DNA bolgeleri verilmistir.
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Tablo 2.6. Salmonella’larin saptanmasinda kullanilan bazi primerler.

Spesifite Hedef DNA Uriin Biiyiikliigii Primer sequens Kaynak
Salmonella Orijin 163 bp Pl: TTATTAGGATCGCGCCAGGC 4
Genus replikasyon P2: AAMAGAATAACCGTTGTTCAC
139:
éaelgf;nella invd 284 bp GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 55
141: TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
ST 11:
Salmonella Genom AGCCAACCATTGCTAAATTGGCGCA
429 bp 21
Genus fragmani
ST 15: GGTAGAAATTCCCAGCGGGTACT
Hin
1750-L: TAGTGCAAATTGTGACCGCA
Motil , 1751-R: CCCCATCGCGCTACTGGTATC
, Flagellin gen 236 ve 173 bp 56
Salmonella’lar H-li
1789-R: CCGCAGCAAGAGTCACCTCA
1789-R: CCGCAGCAAGAGTCACCTCA
1-rfbJ (B): AGAATATGTAATTGTCAG
2-rfbJ (B): TAACCGTTTCAGTAGTTC
D: 720 bp ) (C2)
3-rfbJ (C2): ATGCTTGATGTGAATAAG
Salmonella rfb-gen C: 820 bp 57
Genus - 4-rfb] (C2): CTAATCGAGTCA\GAAAG
B: P
5-rfbS (D): TCACGACTTACATCCTAC
6-rfbS( D): CTGCTATATCAGCACAAC
Salmonella His operon 496 ACTGGCGTTATCCCTTTCTCTGGTG sg
Genus P p ATCTTGTCCTGCCCCTGGTAAGAGA
spvRl: ACAGGTTCCTTCAGTATCGC
Spv 500 ve
Salmonella spvR 406 spvyR2: CTGTTGATATCAGGTTT 59
p spvR3: TCTGAAATAACCCTGCTCAG

Yiiksek konsantrasyonlarda kullanilan primerler, 6zellikle primer dimer adi verilen
spesifik olmayan bantlarin olusmasina yol acar. Primer dimerler kiigiik DNA {iriinleri
olup primerlerin birbirine baglanmasi yada DNA polimeraz enziminin spesifik olmayan
niikleotidleri kullanilmayan primerlerin uglarina baglanmasi neticesinde olusan
bantlardir. Bunlar, hedef DNA iizerinde kendine komplementer olan baz siralarim
bularak baglanir. Primerlerin 5’-ucu, hedef DNA’nin 3’-ucu ile birleserek,
polimerizasyon icin 5° — 3’ yoOniinde uygun bir ortam yaratmaktadir. Yeni bazlar,

primerin 3’-terminusuna, kalip DNA 6rnek aliarak secilir ve ilave edilir. Primerler
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stirekli olarak 5 ucundan 3’ ye dogru sentezlenmeli ve yazilmalidir. Primerler o tarzda
secilmeli veya hazirlanmalidirlar ki, kendilerinde bulunan baz siralari, sadece hedef
DNA fiizerinde bir bolgede bulunmali bagka yerlerde veya hedef DNA sekanslarinda
bulunmamalidir. Diger 6nemli bir noktada, hedef DNA baz siralarinin ¢ok iy1 bilinmesi
ve bunlar tizerindeki spesifik bolgelerin secilmesi ve bagka bir ajanda bulunmamasina
gayret gosterilmelidir. Boyle yanligliklar1 dnlemek i¢in, primerlerin spesifiteleri, rutin

muayenelerle denenmeli uygun bulunanlar testte kullanilmalidir (60).
2.6.2.3. Termostabil DNA-Polimeraz

Istya direngli DNA polimerazlarmin kullanilmasi PZR i¢in biiyiik teknolojik adim
anlamina gelmekte olup, teknigin gida, klinik ve arastirma alaninda rutin olarak
uygulanabilirligini miimkiin kilmistir. En sik kullanilan DNA - polimeraz enzimi, Taq-
polimerazdir. Bu enzim Thermus aquaticus’tan izole edilmistir. Yiiksek sicakliga
direngli olan bu enzimin optimal etkime sicakligir 72 °C’dir. Tag-polimeraz enziminin,
sicakliga duyarli enzimlere karsi 2 6nemli iistlinliigli vardir: Birincisi her denatiirasyon
siklusunu takiben yeni enzim ilavesine gerek kalmamasi, ikincisi primerlerin hedef
DNA'ya baglanmasinin yiiksek sicakliklarda daha spesifik ve DNA sentezinin de daha
hizli olmasidir (61). 7. aquaticus polimeraz1 disinda Thermus thermophilus DNA-
polimeraz, Bacillus stearothermophilus DNA-polimeraz, Thermus brockianus DNA-
polimeraz ve ¢ok yiiksek termofilik 6zellikteki Thermococcus literalis DNA-polimerazi
ticari olarak bulunmaktadir. Taq-polimeraz aktivitesi pH 8,2-9,0 tizerinde 10 mM
tris i¢erisinde optimal etkiye sahip olup, daha yiliksek ve daha diisiik pH degerleri
enzimin aktivitesini diisirmektedir (52, 53, 55, 57, 59, 61-65).

Normalde 100 pl’lik bir PZR reaksiyonu i¢in optimal enzim konsantrasyonu 1-2,5
tinitedir. Bir reaksiyonun optimizasyonu i¢in enzim konsantrasyonu 0,5-5 {inite /
100 ul arasinda degisebilir. Cok yiiksek enzim konsantrasyonunun olmasi halinde

yan iriinlerin olusumu kuvvetlenebilir (52, 53, 55, 57, 59, 61-65).

Son yillarda, bir ¢ok termostabil polimeraz enzimi izole, identifiye, piirifiye edilmis ve
denenmistir. Bunlar arasinda, Thermococcus literalis’den izole edilen Vent polimeraz,
Thermus thermophilus’dan Tth polimeraz ve Pyrococcus furiosus’dan da Pfu polimeraz
enzimleri elde edilmistir. Bu 3 termostabil enziminin birbirinden ve Taq polimerazdan
baz iistiinliikleri bulunmaktadir. Orn., Taq polimerazin 3> — 5° ekzoniikleaz aktivitesi

bulunmamaktadir. Bu durum, DNA’nin amplifikasyonu sirasinda yanlis bazlarin siraya



25

girmesi halinde (her 1000 bazda bir baz) bunlar1 taniyarak ¢ikaramamakta, bdylece

sentezi slirdiirmekte ve uygun olmayan bir polimerizasyona yol agmaktadir (60).
2.6.2.4. Deoxynucleotid - Triphosphate (ANTPs) Karisimi

Yeni DNA sarmallarinin sentezi i¢in; dATP, dTTP, dGTP, dCTP; hepsi dNTPs
olarak adlandirilan 4 farkli deoksiniikleotid trifosfata gereksinim vardir. dNTP
karisimi liyofilize formda veya sulu ¢6zelti halinde bulunmaktadir. dNTP karisimi

20 °C’de birkag ay stabil 6zellige sahiptir (52, 53, 55, 57, 59, 61-65).
2.6.2.5. Reaksiyon Soliisyonu (Tampon)

Giiniimiizde bir seri reaksiyon soliisyonu (tampon) bulunmakta ise de, reaksiyon
sollisyonu son konsantrasyonu; 10 mM tris (pH 8,4), 50 mM KCL, 1,5 mM
MgCly, % 0,01 jelatin (BSA; bovine serum albumin olabilir veya tamamen

¢ikarilabilir), % 0,01 NP40 ve % 0,01 Tween 20 seklindedir (55, 57, 59, 61-65).
2.6.3. Reaksiyon Kosullar:

Amplifikasyon amaciyla segilen sicaklik ve siklus sayisi ile siireleri esasen hangi
DNA'min hangi primer ile amplifiye edilecegine baghdir. PZR’da 10-100 pl
reaksiyon hacimleri kullanilir. Kiigiik hacimlerin se¢ilmesi fazla sayida numune

islenen yerlerde masraflarin azaltilmasi yoniinden 6nemlidir (55, 57, 59, 61-65).
2.6.4. Reaksiyon Uriinlerinin Saptanmasi ve Analizi

Bir PZR fdriinii, belli uzunluktaki bir yada daha fazla DNA fragmanindan
olusmaktadir. Bir DNA iiriinii uzunlugunun ve PZR’nun kalitesinin basit ve temel
saptama yoOntemi, reaksiyon iirlininlin bir miktar1 ile uygun DNA-markerinin
{DNA-ladder) pozitif ve negatif kontrol ile birlikte ethidium bromid ile boyanmis
% 0,8-4’liikk agaroz jelde ylriitiilmesi esasina dayanir. DNA fragmaninin agaroz
jel igerisinde yiiriimesinden sonra UV-Transilluminator altinda ethidium bromid
ile goriinmesi saglanir. Bu sekilde DNA fragmaninin biytkligi DNA
isaretleyicisi (marker) ile karsilastirilarak belirlenir (49, 51-60). Meydana gelen
bantlar, bilinen kontrol bantlarla karsilastirilarak bir degerlendirme yapilir. Cok basit ve
ayn1 zamanda kolay olmasina karsin bu teknigin bazi dezavantajlart bulunmaktadir.
Bunlardan biri, boyama tekniginin sekans spesitesi zayiftir. Ciinkii istenmeyen veya
ilgisi olmayan DNA’lar da amplifiye olabileceginden bunlar bant analizleri ile

belirlenememektedirler. Kontrol setler kullanilsa dahi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir (60).
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Ayni biiyiikliikteki spesifik olmayan amplifikasyon {iriinlerine bagl olarak yanlis
pozitif sonuclar da olusabilir. Dot-blot veya Southern blot teknikleri hibridizasyon
ile kombine edildiginde (radyoaktif veya radyoaktif olmayan prob kullanimi ile)
spesifite ve duyarlilik 6nemli diizeyde ytiikseltilir (52, 53, 55, 57, 59, 61-65).

Southern Blot Analizi: Amplifiye olmus iiriinler, aynen yukaridaki teknikte oldugu
gibi, agaroz jel elektroforezis (veya PAGE) tabi tutularak molekiil agirliklarina gore bir
separasyona tabi tutulur. Bu asamadan sonra, agaroz jelden kati ortama (nitroseliiloz
filtre veya naylona) transfer edilirler (elektro transfer). Bu kat1 ortam iizerinde denatiire
ve fikre edildikten sonra, isaretli (biotin vs) spesifik problarla hibridizasyona tabi
tutulur ve sonuglar otoradyografi veya biotin kullanilmis ise renk indeksine gore
degerlendirilirler. Film iizerinde siyah lekelerin (bantlar) bulunmasi hedef DNA’nin
amplifiye oldugunu ortaya koyar. Southern blotting tekniginin sensitivitesi ve

spesifitesi daha yiiksektir. Ancak, bu teknoloji de zaman alic1 ve fazla ig gerektirir (66).

Soliisyon Hibridizasyon Teknigi: Bu teknikte, amplifiye edilmis DNA {iriinleri,
isaretli problar uygun NaCl yogunluguna sahip bir hibridizasyon soliisyonu i¢inde bir
araya getirilirler. Karisim 95 °C’de denatiire edilerek, DNA iplikgikleri birbirlerinden
ayrilirlar. Soliisyon, 50-60 °C’ye kadar iliklastirilarak spesifik problarin sekanslara
baglanmasi saglanir. Bu karisim, poliakrilamid jel elektroforezis (PAGE) tabi tutularak
separe edilir. Jel icerisinde DNA x DNA hibrid molekiilleri biiyiik oldugundan ve yavas
harekete sahip olacaklarindan, baslangicta yer alirken, kiiciik molekiiller (birlesmemis
problar, tek iplik¢cik DNA, vs) daha hizli hareket ederek karsi ucta lokalize olurlar.

Sonraki iglemler aynen Southern blot’da oldugu gibi yiiriitiiliir ve degerlendirilir (60).

2.6.4.1. Direkt ve Immuno Manyetik PZR ile Gidalardan Salmonella’larin

Saptanmasi

Gerek deneysel calismalar gerekse saha caligmalarina iliskin sonuglar direkt ve/veya
IM-PZR tekniklerinin kullanilmas1 ile gidalarda bulunan Salmonella’larm hizli ve

yiiksek duyarlilikta saptanabildigini ortaya koymustur (50, 61-64).

Tablo 2.7.’de gorildiigii lizere, degisik hayvansal iirlinlerde bulunan Sal/monella’larn,
farkli gen bolgeleri kullanilarak amplifiye edildigi ve zenginlestirme oncesi 10-25 gram
gida orneginde 1-4 Salmonella bulunmasi halinde dahi basariyla amplifiye edilerek

saptanabildigi gosterilmistir (19, 64, 67-71).



Tablo 2.7. PZR teknigi ile gidalardan Sa/monella saptanmasi.
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Salmonella Ornek Gen Bolgesi Sa‘ptam.a Saptama limiti Kaynak
Sistemi
Tavuk eti,
S. Typhi biftek ile deniz | - 58 ~23S spacer Jel 400 hiicre / PZR 68
irlinleri regino
salatast
Salmonella Tavuk ST11/ST15 primer Jel - 69
S. Gallinarum, Deneysel 3
enfekte tavuk inv4 gen Jel 10"kob/ r.nl organt 70
S. Typhimurium organ homojenati
Salmonella Tavuk file ST11/STIS primer Jel Ihiere/25¢ 10h g
zenginlestirme
Multiplex PZR:1 oriC 10K
Salmonella Tavuk deri 2: virulans plasmid Jel kob/PZR 18 h 64
spesifik gen zenginlestirme
. Mikroplaklarda
Salmonella spp. Domuz, SIEIT 15200 (25 kopya / fluoresan 1-10 kob / assay 71
tavuk eti genom) )
deteksiyonu
Jel, Southem
Salmonella Tavuk eti Ori C primer blot, Dig. Isaretli ! kob ‘g 24 h 67
serogrup AE zenginlestirme

prob




3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Numuneler

Erzincan Garnizonu’nda TSK’nin ihtiyaci i¢in alimi yapilan -18 °C’de dondurulmus-
posetlenmis tavuk ve hindilere ait deri, but ve gogiis etlerinden olusan numuneler
arastirma materyali olarak kullanildi. Calisma kapsaminda 2006 yilinin Aralik ve 2007
yilinin Ocak — Subat — Mart — Nisan-Mayis aylarinda haftada ortalama 3 kez ekim
yapmak suretiyle toplam 200 adet tavuk ve 200 adet hindi numunesi incelendi. Bu
calisma icin numuneler Erzincan Garnizonu’ndaki birliklere ait soguk hava
depolarindan almarak ayni1 Garnizondaki 3. Ordu B tipi Gida Kontrol Miifreze

Komutanlig1 Laboratuvari’na getirildi ve mikrobiyolojik incelemeye tabi tutuldu.
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3.1.2. Kontrol Sus

Konvansiyonel ve molekiiler analizlerde pozitif kontrol sus olarak Refik Saydam
Hifzissthha Merkezi (Ankara)’nden temin edilen Salmonella Enteritidis (Koch Enst.) ve

Salmonella Typhimurium (NCTC 12416) suslar1 kullanildi.

3.2. YONTEM

3.2.1. Donmus Tavuk ve Hindi Karkaslarinin Mikrobiyolojik Muayeneye

Hazirlanmasi

Termoslu kaplarla aseptik kosullarda laboratuvara getirilen numuneler buzdolabi
ortaminda 2 - 8 °C’de 18 saatte ¢oziindiiriildii (72). Coziinmeyi miiteakip daha Once
ultraviole sistem ile steril hale getirilen ekim odasinda, iki bek alevi arasinda her bir

numunenin ambalaji steril pens ve bisturi yardimiyla acildi (73).

3.2.2. Donmus Tavuk ve Hindi Karkaslarinin Laboratuvar Analizleri
3.2.2.1. Konvansiyonel Metod

3.2.2.1.1. Selektif Olmayan Zenginlestirme

Numuneden 25 gr alinarak 225 ml % 0,1’lik tamponlanmis peptonlu su (TPS) (Merck
107228) iginde homojenize hale getirilerek, 37 °C’de 16 - 20 saat (~18 saat) inkiibe
edildi (74).

3.2.2.1.2. Selektif Zenginlestirme

On zenginlestirme ortamindan 10’ar ml alinarak 100 ml Selenite Cystine Broth (SCB)
(Merck 107709) ve 100 ml Rappaport Vassiliadis Broth (RVB)’a (Merck 107700) pipet
ile inokule edilerek, besi yerleri sirasiyla 37 ve 42 °C’de 18 - 24 saat siireyle inkiibe
edildi (74).

3.2.2.1.3. izolasyon

Selektif zenginlestirme sonucu SCB ve RVB’dan Brilliant-Green Phenol-Red Lactose
Sucrose Agar (BPLSA) (Merck 110747), Bismuth Sulphite Agar (BSA) (Merck
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105418) ve Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar (Oxoid CM469) olmak iizere her
li¢ besiyerine ekim yapildi ve besiyerleri 37 °C’de 18 - 24 saat inkiibe edildi (74).

3.2.2.1.4. Biyokimyasal Testler

Inkubasyondan sonra BPLSA, BSA ve XLD agar’dan Salmonella siipheli olarak
degerlendirilen tipik kolonilerden BPLS’de etrafi parlak kirmizi zon ile ¢evrili pembe-
kirmiz1 renkli koloniler, BSA’da kahverengi, gri veya siyah koloniler ve XLD agar’da
siyah kolonilerden beser tanesi alinarak taze kiiltiirlerin kullanilmas1 amac1 ile Nutrient
Agar (Merck 105450)’a ekim yapilarak, 37 °C’de 18 - 24 saat inkiibe edildi. Takiben
identifikasyon amaci ile asagida belirtilen biyokimyasal testler yapildi (42).

3.2.2.1.4.1. Triple Sugar Iron Agar (TSIA) Testi

TSIA (Merck 103915)’a yiizeye stirme ve dibe daldirma suretiyle ekim yapilarak, 37
°C’de 18 - 24 saat inkiibe edildi. Dip kismu sar1, yatik kismi kirmizi olan tiipler pozitif
olarak degerlendirildi (42).

3.2.2.1.4.2. Lysine Iron Agar (LIA) Testi

LIA (Merck 111640)’a yiizeye siirme ve dibe daldirma suretiyle ekim yapilarak, 37
°C’de 18 - 24 saat inkiibe edildi. Yatik agarin dibinde rengin degismemesi (menekse

rengi) ve siyahlasma olmasi pozitif olarak degerlendirildi (42).
3.2.2.1.4.3. Methyl Red-Voges Proskauer Broth (MR-VP) Testi

MR-VP Broth (Merck 105712)’a ekim yapilarak 37 °C’de 18 - 24 saat inkiibe edildi.
Ayiraglarin ilavesi ile kirmizi renk meydana gelmemesi negatif olarak degerlendirildi

(42).
3.2.2.1.4.4. indol Testi

Nutrient Broth (Merck 105443)’a ekim yapilarak, 37 °C’del8 - 24 saat inkiibe edildi.
Indol testinde Kovacs ayiract (Merck 109293) ile reaksiyonda menekse renginde halka

olugmamasi negatif olarak degerlendirildi (42).



31

3.2.2.1.4.5. Ure Testi

Urea Broth (Merck 108483)’a ekim yapilarak, 37 °C’de 6 - 24 saat inkiibe edildi. Test
tiiptinde siklamen pembe renk olusmasi negatif, degisiklik olmamasi pozitif olarak

degerlendirildi (42).
3.2.2.1.4.6. B- Galaktosidaz Testi

Nutrient agar’a ekim yapilarak, 37 °C’de 18 - 24 saat inkiibe edildi. Ureyen kolonilere
O-nitrophenyl-B-D-galacto-pyranoside (ONPG) diskleri (Oxoid DD0013) kullanilarak
B- galaktosidaz testi uygulandi. Olusan sar1 renk degisikligi pozitif, renk olusmamasi ise

negatif olarak degerlendirildi (42).
3.2.2.1.5. Salmonella Hizh Test Yontemi

Bu yontemde Salmonella izolasyonu ig¢in; % 2’lik TPS ile 6n zenginlestirilmesi
tamamlanmis olan numunelere The Oxoid Salmonella Rapid Test Oxoid Folio 481°de
belirtilen referans metot uygulandi. Takiben pozitif reaksiyon gdsteren tiipler Oxoid
Salmonella Latex Test (FT 203 A) kullanilarak 2 dakika i¢inde dogrulandi. Test
latex’inde agliitinasyon, kontrol latex’inde negatif sonu¢ veren kiiltiir Salmonella spp.

siipheli olarak degerlendirildi (75, 76).
3.2.2.2. Molekiiler Metot
3.2.2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) Myint ve ark. (29)’nin bildirdigi yonteme gore
yapildi. Bu amagla selektif zenginlestirme asamasinda 42 °C’de 18 - 24 saat siireyle
inkubasyona birakilan RVB’dan 1 ml alinarak 1000 g 2 dk siispansiyon icindeki
partikiillerin ¢dkmesi icin santrifiij edildi. Siipernatant kismi1 13,800 g 10 dk siire ile
santrifiij edildikten sonra ve silipernant kisim tekrar uzaklastirildi. Pelet kisim
tamponlanmis steril fizyolojik tuzlu su soliisyonu ile iki kez santrifiijlenerek (13,800 g
10 dk) yikandi. Pelet 100 pl steril distile deiyonize siispanse edildi ve 95 °C 10 dk
kaynatildi. Hiicre lizati test edilmeden Once buz iizerine konuldu. DNA igeren

ekstraksiyon iiriinlinden 2 pl alinarak 48 pl reaksiyon karisimi icine ilave edildi.
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Reaksiyon karigimi 0,25 pl Taq polimeraz enzimi, 5 ul 10x Taq buffer, 4 pl dNTP
mixture, 1 pl primer 1 (ST - 11) (AGC CAA CCA TTG CTA AAT TGG CGC A), 1 ul
primer 2 (ST 15) (GGT AGA AAT TCC CAG CGG GTA CTG) ve 36,75 pl steril
distile sudan olusturuldu. Amplifikasyon islemi thermalcycler’da gerceklestirildi.
Numuneler 94 °C’de 2 dk denatiire edildi; amplifikasyon 35 siklusta 95 °C’de 30 sn, 60
%C’de 30 sn ve 72 °C’de 30 sn’de gerceklestirildi. Reaksiyon son olarak 72 °C’de 10 dk
ile tamamlandi. Amplifikasyon {irlinleri 0,5 x TBE buffer iceren % 0,5’lik agaroz jel
tizerinde 100 V’da 25 dk yiriitildi ve ethidium bromide ile boyandi. UV-

transilluminator altinda incelendi.



4. BULGULAR

4.1. BAKTERIYOLOJIiK ANALIZ SONUCLARI

4.1.1. TAVUK ve HINDI BUT NUMUNELERININ ANALiZ SONUCLARI

Analiz edilen 200 tavuk but numunesinin 15 (% 7,5)’inden Salmonella spp. izole
edildi (Sekil 4.1.-Sekil 4.2.). izole edilen suslar biyokimyasal testler ve Salmonella
hizl1 test yontemi ile incelenmeleri sonucu Salmonella spp. olarak identifiye
edildiler (Sekil 4.3.-4.8.). Analize alinan 200 hindi but numunesinden ise

Salmonella spp. izole edilemedi (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. But numunelerine ait mikrobiyolojik analiz sonuglar1

Kanath Tiiri n Pozitif Numune Sayis1 (%)

Tavuk 200 15(7,5)

Hindi 200 0 (0)
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4.1.2. TAVUK ve HINDI DERI NUMUNELERININ ANALiZ SONUCLARI

Analiz edilen 200 tavuk deri numunesinden 32 numunede (% 16) Salmonella spp.
izole edildi (Sekil 4.1.-Sekil 4.2.). Izole edilen suslar biyokimyasal testler ve
Salmonella hizl1 test yontemi ile incelenmeleri sonucu Salmonella spp. olarak
identifiye edildiler (Sekil 4.3.-4.8.). Analize alinan 200 hindi but numunesinden ise
Salmonella spp. izole edilemedi (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Deri numunelerine ait mikrobiyolojik analiz sonuglari

Kanath Tiirii n Pozitif Numune Sayis1 (%)
Tavuk 200 32 (16)
Hindi 200 0(0)

4.1.3. TAVUK ve HINDi GOGUS NUMUNELERININ ANALIiZ SONUCLARI

Analiz edilen 200 tavuk gdgiis numunesinin 11 (% 5,5)’inden Salmonella spp. izole
edildi (Sekil 4.1.-Sekil 4.2.). izole edilen suslar biyokimyasal testler ve Salmonella
hizl1 test yontemi ile incelenmeleri sonucu Salmonella spp. olarak identifiye
edildiler (Sekil 4.3.-4.8.). Analize alinan 200 hindi but numunesinden ise

Salmonella spp. izole edilemedi (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. G6giis numunelerine ait mikrobiyolojik analiz sonuglari

Kanath Tiiri n Pozitif Numune Sayis1 (%)
Tavuk 200 11 (5,5)
Hindi 200 0 (0)

4.2. MOLEKULER ANALIZ SONUCLARI

Selektif zenginlestirme asamasinda PZR analizine tabi tutulan 200 adet tavuk ve hindi

but, deri ve gogiis numunelerinin hi¢birinden Salmonella spp. izole edilemedi.
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Sekil 4.1. XLD agarda Salmonella spp. Sekil 4.2. XLD agarda Salmonella spp.
kolonilerinin morfolojik goriiniimii. kolonilerinin morfolojik goriinimi.

s

Sekil 4.3. Salmonella hizli test kiti ile Salmonella  Sekil 4.4. Salmonella izl test kiti ile Salmonella
Spp. aranmasi. Spp. aranmasi.
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Sekil 4.5. Urea Broth’da Salmonella spp.’lerin Sekil 4.6. Urea Broth’da Salmonella spp.’lerin
degerlendirilmesi. degerlendirilmesi.

Sekil 4.7. TSIA kolonilerinin morfolojik Sekil 4.8. TSIA kolonilerinin morfolojik
gorinimi. gorinimi.



5. TARTISMA VE SONUC

Gilinlimiizde insan niifusunun artigina paralel olarak, temel gida maddelerinden olan
tavuk etinin tiikketiminde de artis meydana gelmistir. Tavuk eti tiikketimine bagl olarak
mikroorganizmalardan kaynaklanan gastroenterit olgularinin da artmasi, aragtirmacilari
bu iki olay arasindaki iligkiyi tanimlamak {izere harekete gecirmistir. Yapilan
caligmalar, tavuk etinin mezbahalarda kesim islemleri, nakliye ve depolama sirasinda
kontamine oldugunu gdostermistir. Son yillarda tretim / kesim teknolojisi ile
mikrobiyoloji alanindaki gelismeler sayesinde, hammadde kalitesinde artis ve

tilkketimden kaynaklanan gastroenterit olgularinda da azalis meydana gelmistir (77).

Ulusal ve uluslararas1 diizeyde; yem, canli hayvan ve hayvansal {iriin ticaretinin
artmasma ve turizmin hizla yayginlagsmasina bagl olarak, hayvansal gidalardan
kaynaklanan Salmonella enfeksiyonlarinin sayisi da tiim diinyada 6nemli bir artis
gostererek ciddi halk sagligi sorunu haline gelmistir. Kaldi ki gilinlimiizde gelismis
iilkelerde dahi rapor edilen gida kaynakli salmonellozis olgularinin sayisinin gergek

olgu sayisiin ¢ok altinda oldugu ve bu konuda Tiirkiye’de saglikli veri tabaninin da
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bulunmadigr bilinen bir gercektir. Enterik ates disinda ¢ogu Salmonella
enfeksiyonlarinin ¢ocuklar ve yash insanlar disinda nispeten hafif seyretmesi, bu
hastalifa verilmesi gereken Onemi azaltmamali ve yine her yil Salmonella
enfeksiyonlarindan kaynaklanan isgiicii ve tedavi masraflarina iliskin biiylik ekonomik

kayiplar da gozardi edilmemelidir (47).

Bu ¢alismada, Erzincan Garnizonu’nda TSK’nin ihtiyaci i¢in alimi yapilan - 18 °C’de
dondurulmus-posetlenmis biitlin tavuk ve hindi etlerinden 200’er adet numune alinarak
bu numunelerin deri, but ve gdgiis kisimlarinin konvansiyonel kiiltiir ve molekiiler

(PZR) metotla Salmonella spp. yoniinden kontaminasyon diizeyleri belirlenmistir.

Kundak¢1 ve ark. (78), 0 °C’de depoladiklar1 pili¢ karkaslarinda 0. giinde ve
depolamanin 4., 8., 12. ve 16. giinlerinde tiim 6rneklerde Salmonella aramiglardir.
Calisma sonucunda orneklerin Sa/monella cinsi bakterilerle bulagik olmadigini tespit
etmislerdir. Guang-Hua ve Xiao-Ling (79), donmus ve taze et numunelerinde yaptiklari
Salmonella arastirmasinda, donmus etlerden alinan 49 numuneden 10’unda (% 20), taze
etlerden alinan 56 numunenin ise 6’sinda (% 11) Salmonella’ya rastlamiglardir. Yine
ayni aragtirmacilar tarafindan tavuk eti iirlinleri iizerinde de ayr1 bir calisma yapilmis ve
bu iirlinlerde Salmonella’ya rastlanmamistir. Lammerding ve ark. (80), Kanada’da
1983-1986 yillar1 arasinda kasaplik hayvanlar ve tavuklarda Salmonella bulunmasi ve
yaygiligr ile ilgili genis kapsamli ulusal bir aragtirma yapmislardir. Hindi karkaslarinin
% 69,1’inden, tavuk karkaslarinin % 60,9’undan, domuz etinin % 17,5’inden ve sigir
etinin % 2,6’sindan Salmonella i1zole etmislerdir. S. Typhimurium serotipinin izole
edilenler arasinda en sik rastlanildig: ve 6zellikle de broiler tavuklarda dominant oldugu
goriilmiistiir.  S. Brandenburg domuz etinde, S. Schwarzengrund ise hindi
karkaslarindan izole edilen dominant serotipler olarak bulunmustur. Arastirmacilar
Salmonella kontaminasyonunun mezbahadan ve temizleme islemlerinden olabilecegini
tespit etmislerdir. Yurtyeri (81), paketlenmis piliglerin mikrobiyolojik kalitesi lizerine
yapmis oldugu calismada 100 adet numunenin higbirinden Salmonella tespit
edememistir. Mutluer ve ark. (47), Ankara’da tiiketilen paketlenmis piliglerin
mikrobiyolojik kalitesi tizerine yapmis olduklar1 ¢alismada % 27,5 oraninda Salmonella
ile kontamine olduklarini tespit etmislerdir. Lillard (82), tavuk igsleme fabrikasindan
sogutma isleminden sonra aldigi 40 adet numunenin % 37,5’inin Salmonella ile

kontamine oldugunu bildirmistir. Elazig bolgesindeki tavuk kesimhanesinde kesilen
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365 ve Elaz1g Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiine hastalik sliphesiyle getirilen
162 tavuk salmonellozis ydniinden incelenmistir. izole edilen Salmonella suslarmin
bakteriyolojik ve serolojik olarak identifikasyonlar1 yapilmistir. Incelenen toplam 527
tavugun 57 (% 10,81)’sinden Salmonella susu izole edilmistir (83). James ve ark. (84),
marketlerde satilan kanatli karkaslarindaki mikrobiyolojik ve ¢apraz kontaminasyonun
belirlenmesi amaciyla 160 adet numune iizerinde yaptiklari incelemede numunelerin
sogutma oncesi % 48’inin, sogutma sonrasi ise % 72’sinin Salmonella ile kontamine
oldugunu saptamiglardir. Efe (77), Ankara’da tiiketilen dondurulmus - posetlenmis
biitiin tavuk etlerinden 50 adet numunenin mikrobiyolojik kalitesi {lizerine yapmis
oldugu caligmada; deri, but ve gogiis kisimlarinda sirasiyla % 26, % 18 ve % 16’sinda
Salmonella spp. tespit etmistir. Goncagiil ve ark. (85), sekiz sirketten toplam 315 adet
tavuk kanadi toplamuslardir. 315 adet tavuk karkasinin kanat bolgesi derilerinin
27’sinden (% 8.57) serogrup D’de yeralan Salmonella Enteritidis’i saptamislardir.
Myint ve ark. (29), 90 adet taze pili¢ etini (derisiz - kemiksiz gogiis eti, derili - kemikli
gogls eti) Salmonella spp. yoniinden Kkiiltiirel metot ve PZR ile incelemislerdir.
Kiiltiirel metotta; TPS ile 6n zenginlestirme ve RV ile zenginlestirme sonrasinda %

22’sinde Salmonella spp. tespit etmislerdir.

Caligmamizda; tavuk deri, but ve goglis numunelerinde klasik kiiltiir metotlarim
kullanarak sirasiyla % 16, % 7,5 ve % 5,5’ unda Salmonella spp. tespit edilmistir.
Hindi deri, but ve gogls numunelerinde ise Salmomnella spp. saptanamamistir.
Aciklanan calismalardan elde edilen sonuglarla bulgularimiz arasinda paralellik
goriilmekle birlikte, tavuklarda Salmonella oranmi oldukca diisiik bulunmustur.
Incelenen numunelerde deride yiiksek Salmonella spp. ¢ikmasi kesim, parcalama,
haslama, paketleme ve tasima sirasinda tavugun dig yiizeyinin kontaminasyona
ugramasindan ileri gelebilecegini gostermektedir. Ayrica, deri numunelerinde
Salmonella’nin yiiksek oranda gozlenmesi sogutma suyundaki kontaminasyondan

kaynaklanabilecegini diistindiirmektedir.

5179 sayih “Gidalarm, Uretimi, Tiiketimi ve Denetlenmesine Dair KHK’nin
Degistirilerek Kabulii Hakkinda Kanun” geregi; Tarim ve Kdyisleri Bakanliginca iilke
genelinde 81 Tarim Miidiirliiglince 2007 yilinda 27 farkl: {iriin ve risk bazinda Denetim
ve Izleme Progranmi uygulanmis olup 364 adet tavuk eti numunesi mikrobiyolojik

yonden incelenmistir. Analiz edilen 364 numunenin 9 adedinde aerobik mezofilik
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bakteri, 10 adedinde Escherichia coli, 5 adedinde Staphylococcus aureus ve 16
adedinde Salmonella spp. tespit edilmistir._Kiimes hayvanlarinda Salmonella ve diger
zoonoz hastaliklarin kontroliine yonelik tedbirler Avrupa Birliginde 2160 / 2003 / EC
sayil1 direktif ile belirlenmekte ve tiye iilkelerde Salmonella kontrol programlari
uygulanmaktadir. Bu baglamda iilkemizdeki kanatlilarda Salmonella varligimin tespiti
amaciyla Ekim 2007 ayinda “Ticari Yumurtact Kiimeslerde Salmonella Kontrol
Programi Talimati” ve “Broyler (ticari etlik) kiimeslerinde Sal/monella Kontrol
Programi Uygulama Talimati”nin uygulanmasi Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Koruma
ve Kontrol Genel Miidiirliigiince uygun gériilmiistiir. Tarim il Miidiirliiklerince, Ticari
Yumurtaci kiimeslerdeki programin 31 Mart 2008 tarihine kadar, broiler kiimeslerdeki

caligmanin ise 31 Aralik 2008 tarihine kadar bitirilmesi planlanmustir.

Tavuk etlerindeki kontaminasyon kaynaklarinin basinda tavuk mezbahalarinda ¢alisan
personelin roliiniin biiyiik oldugu bildirilmektedir. Nitekim Seving (86), kamu ve 6zel
sektore ait iki ayr1 tavuk mezbahasinin pargalama ve paketleme iinitelerinde ¢alisan
toplam 132 personelin ellerini ve eldivenlerini incelemis, ellerin % 3’iinden
Salmonella, % 41,7’sinden S. aureus, % 67,4’linden fekal streptekok, % 72’sinden
koliform bakteri ve % 67,4 linden E. coli izole etmistir. Tavuk etinin ¢abuk bozulabilen
bir gida olmasi gbz Oniine alinarak iiretim, isleme ve muhafaza sirasinda siirekli
laboratuar kontrolleriyle mikrobiyolojik durumlarinin ortaya konulmasi gerektigi bir
gercektir. Boylelikle, hem ekonomik kayip riski, hem de tiiketicinin kars1 karsiya

kalabilecegi saglik riski bu sekilde en aza indirilebilecektir.

Gida kaynakli Salmonella enfeksiyonlarindan halk sagliginin korunmasi ve ekonomik
kayiplarin azaltilmasi; cevresel bulasmanin kontrolli, Salmonella icermeyen yem ve
katki maddelerinin {iretilmesi, saglikli hayvanlarin yetistirilmesi, hayvansal gida
uretiminde, TUretimden tiiketime kadar olan her asamada hijyenik kosullarin
uygunlugunun Oncelikle Tehlike Analizleri ve Kritik Kontrol Noktalar1 sistemiyle
(Hazard Analysis Critical Control Point; HACCP) saglanmasit ve tiiketicinin
bilinglendirilmesiyle miimkiin olabilir (47).

Almi yapilan tavuk ve hindi etlerindeki yliksek kontaminasyon personelin saglig
acisindan risk olusturmaktadir. Bu risk kadar 6nemli diger bir risk de mutfaktaki
personel ve ekipmanin kontaminasyon diizeyidir. Ciinkii bu kisiler tavuklari ve

hindileri hem pisirmeye hazirlarken hem de pisirdikten sonra servis yaparken
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kontamine etmektedir (77). Askeri mutfaklarda goérevli personel olarak sivil aggilar
bulunmaktadir. Bu kisilerin yani sira gelen gida maddelerinin pisirme Oncesi on
hazirliklarin1 yapmak, et Uriinlerini par¢alamak ve mutfaklarin genel temizligini
saglamak amaciyla askerler gorevlendirilmektedir. Mutfakta gorevli askerlere mutfak
hijyeni konusunda bilgi verilmektedir. Yalniz bu askerler asc¢ilik konusunda tam bir
bilgiye sahip olmadiklar i¢in gerekli verim alinamamaktadir. Son yillarda TSK
mutfaklarin isletilmesini ve yemeklerin hazirlanip pisirilmesi isini sivil yemek
firmalarina vermistir. Bu firmalar, daha once otellerde ve yemek firmalarinda ¢alismis
deneyimli as¢1 ve asc¢t yardimcilart ile gida miihendislerini askeri mutfaklarda
gorevlendirmislerdir. Bu firmalardan biri de ¢alismasini yaptiimiz Erzincan
Garnizonu’ndaki mutfaklarin isletilmesini iistlenmistir. Elde ettigimiz bulgulardaki
olumlu sonuglarda sivil firmanin hijyen kurallarina hassasiyetle uymasindaki rolii

Onemlidir.

Yaptigimiz calismanin mikrobiyolojik sonuglar1 ile yukarida sunulan c¢aligmalarin
sonuglari, son yillardaki teknolojik gelismelerin paketlenmis tavuk ve hindi etlerinin

mikrobiyolojik kalitelerini 6nemli bir dl¢iide diizelttigini gostermektedir.

Erzincan Garnizonu’nda tiiketime sunulan, degisik firmalara ait dondurulmus paketli
tavuk ve hindi etlerinin artik belirli kriterlere sahip oldugu, eskiye oranla daha fazla
hijyene dikkat edildikleri ve kesimhane tesislerinin modernizasyon faaliyetlerine hiz
verdikleri goriilmektedir. AB ile yapilan uyum goriismeleri sonucunda firmalarin
kanath etlerini yurt disina pazarlamalarimin halihazir durumda zor oldugunu
anlamalarinin yani sira son yillarda tavuk ve hindi etlerinde ortaya ¢ikan viral
hastaliklarin Salmonella etkenli diigiin, cemiyet vb toplant1 ve eglentilerde goriilen

toplu zehirlenmelerin etkisi biiytiktiir.

PZR, genetik materyallerin (DNA veya RNA) in vitro olarak ¢ok kisa siirede (birkag
saat icerisinde) ¢ogaltilmasi esasina dayanan bir tekniktir. En 6nemli 6zelligi hedef
DNA’nin ¢ogaltilmasidir (amplifikasyon) (30, 87, 88). Bu teknik Cetus firmasinin
insan genetigi departmaninda c¢alisan arastirmaci Kary Mullis tarafindan 1985°de
bulunmus ve patenti alinmistir. PZR; ilk defa, ayn1 yil R. Saiki, K. Mullis ve
arkadaslar1 tarafindan orak hiicre anemisinin tanisinin konulmasinda uygulamaya
sokulmustur. 1993 yilinda bu calisma Kary Mullis’e Nobel 6diiliinii kazandirmigtir
(87). Birgok disiplinde oldugu gibi, insan ve veteriner hekimlikte de ¢ok biiyiik yararlar
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saglayan PZR’m calisma prensibi, oldukca basittir. Ozet olarak, izole edilen veya
patolojik materyallerde bulunan hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA), spesifik
kisa zincirli oligoniikleotid primerler yardimi ile, enzimatik olarak sayisal ¢ogaltilmasi
(amplifikasyon) olarak tanimlanabilir. Bu hedef genetik materyal ¢ok az sayida ve
hatta, bir ¢ok veya sayisiz diger veya ilgisiz DNA’lar arasinda olsa bile ¢cogaltilabilir ve

homojen bir DNA materyali haline getirilebilir ve kolayca da identifiye edilebilir (60).

Cortez ve ark. (88), Brezilya’da 6 tavuk ciftliginden topladiklar1 288 adet temizlenmis
dondurulmus tavuk karkaslarint PZR metoduyla incelemeye tabi tutmuslardir.
Orneklerin 29 (% 10)’unda Salmonella spp. izole etmislerdir. Tavuk mezbahalarmin
hijyen standartlarinin gelistirilmesi, idarecilerin ve tiiketicilerin gida konusunda
egitilmelerine dnem verilmesi sonucuna varmiglardir. Whyte ve ark. (89), 40 ticaret
tavuk isletmesinden aldiklar1 198 adet boyun derisi lizerinde yaptiklar1 calismada klasik
kiiltiir yontemiyle 32 (% 16)’sinde ve PZR metoduyla 38 (% 19)’inde Salmonella spp.

saptamiglardir.

Myint ve ark. (29), 90 adet taze pili¢ etini (derisiz- kemiksiz gogiis eti, derili - kemikli
gogus eti) Salmonella spp. yoniinden PZR teknigi ile incelemislerdir. PZR tekniginde;
zenginlestirilmeyen Orneklerde Salmonella spp. izole edilememistir. TPS ile 6n
zenginlestirme yapildiginda ise % 20, TPS ile on zenginlestirme ve RVB ile

zenginlestirme sonrasinda % 22’sinde Salmonella spp. tespit etmislerdir.

Aragtirmamizda; tavuk ve hindi eti numunelerinde Salmonella spp. tespit
edilememistir. Yaptigimiz ¢alismada Myint ve ark. (29), uyguladigi metot
kullanilmistir. Bu yontemde Taq-DNA polimeraz enzimin aktivasyonu i¢in gerekli olan
Mg miktar1 belirtilmemistir. Aym zamanda DNA polimeraz enzimi olarak Taq
polimeraz kullanilmistir. Taq polimerazin 3' — 5' ekzoniikleaz aktivitesi
bulunmamaktadir. Bu durum, DNA’nin amplifikasyonu sirasinda yanlis bazlarin siraya
girmesi halinde (her 1000 bazda bir baz) bunlar1 tamiyarak c¢ikaramamakta, boylece
sentezi siirdiirmekte ve uygun olmayan bir polimerizasyona yol agmaktadir (60).
PZR’mn ¢ok yaygin kullanilmasina karsin, reaksiyon sirasinda olusan bazi hatalar
negatif veya pozitif yanlis degerlendirmelere neden olabilmektedir. Bunlarin minimal
diizeye indirilmesi arastiricilarin ve laboratuvarda calisan teknik elemanin esas
gorevleri arasinda olmalidir. PZR’da en fazla goriilen hatalarin basinda nonspesifik

DNA’larin (non target DNA’lar) amplifiye olmasi ve sonucu etkilemesidir. Boyle
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amplifiye olmus molekiillerin laboratuvarlarda birikmesi, 6rnek materyallere, pipetlere,
soliisyonlara, kimyasallara, pipet uglarina, vs bulagmasi istenmeyen olgularin meydana
gelmesine neden olmaktadir. Kontaminasyon problemini minimal diizeye indirebilmek
ve bu diizeyde tutabilmek i¢in fiziksel, kimyasal ve enzimatik kontrollere ve 06zel
onlemlere gereksinim vardir. Soyle ki, reagentler bir defa kullanilmali, PZR ve diger
islemler i¢in (amplifikasyon, 6rneklerin hazirlanmasi, amplifiye iiriinlerin saptanmasi,
elektroforezis, vs) ayr1 ayri1 odalarin bulunmasi, odalar arasi gesitli materyallerin ve
solisyon nakillerinin ¢ok smirlandirilmasi veya hi¢ yapilmamasi, gibi Onlemler
nonspesifik amplifikasyonlar1 ¢ok azaltmaktadir. Hedef olmayan DNA’larin
ampflikasyonunda, 1iyi secilmemis bazlara sahip problarin hazirlanmasinin ve

kullanilmasinin da rolii biiyiik olmaktadir (60).

Bazi olgular i¢in molekiiler yontemlerle duyarliligin, hizin ve / veya saptamadaki
kesinligin acik tstiinliigii, artmig harcamay1 belirli oranda kabul edilebilir gosterebilir.
Bununla birlikte, bu yontemlerin yaygin olarak olduk¢a fazla miktarda yapilan
mikrobiyolojik deneylere (bakteriyel kiiltlir ve identifikasyon) adaptasyonunu kabul
edilebilir géstermek cok zordur, ¢linkii arada ¢ok biiyiik bir maliyet farki varken, tanisal

kesinlik agisindan ¢ok az yararlanim s6z konusudur (90).

Molekiiler mikrobiyolojik deneyler yapilan laboratuarlar fiziksel veya kimyasal kontrol
yontemleriyle 6rnek ve amplifikasyon {irlin kontaminasyonunu en aza indirmek
zorundadirlar. Bu yeni alanda calisan tanisal laboratuarlar i¢in hangi yontemin
secilmesi gerektiginin kesin olarak saptanmasi ve bunun en 1yi ne sekilde uygulanacagi
bir miicadele konusudur. Molekiiler mikrobiyoloji laboratuarlarindaki hizli teknolojik
ilerlemeler laboratuar diizenlerinde ve yapilacak olan islemlerde sik gézden gegirmeyi

ve mevcut kurallarin yenilenmesini gerektirmektedir (90).

Sonu¢ olarak calismamizda tiiketime sunulan tavuk etlerinin deri, but ve gogiis
numunelerinde klasik kiiltiir metotlarin1 kullanarak sirasiyla % 16, % 7,5 ve % 5,5 unda
Salmonella spp. saptanirken hindi etlerinin deri, but ve gdgiis numunelerinde ise
Salmonella spp. tespit edilememistir. Bu sonu¢ alim yapilan isletmenin HACCP
kurallarma ve genel hijyenik kriterlere dnemli dl¢lide uymasina baglanabilir. Ayrica,
tavuk etlerindeki Salmonella spp.’nin oranimin diisiik olmasi, kanatli hayvan

kesimlerinin ve dondurulmasina iligkin prosediirlerin iyilestigini gdstermektedir.
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Arastirmamizda kiiltiirel yontemden PZR ile etkenin varliginin aragtiritlmasi sonucunda
pozitiflik saptanamamistir. Buradan elden sonuglar daha sonra yapilacak caligmalara
151k tutmasi agisindan 6nemlidir. PZR geligsmis bir teknolojinin {iriinii olmasina ragmen
bu calisma ile teshis amaciyla kullanilan konvansiyonel yontemlerin gerek

arastirmalarda gerekse rutin ¢calismalarda vazgecilmez oldugu sonucuna varilmstir.
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