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Son yirmi  senedir, mikroorganizmalarin  gidalardan  ayrilmasi  ve
yogunlastinimasinda, analiz suresini hizlandirmak ve hedef mikroorganizmalarin
belilenmesi ve izolasyonunu kolaylastirmak amaci ile hizli teknikler rutin olarak

uygulanmaktadir. Gidalardan belirli mikroorganizmalarln ayriimast igin kullanilan
immunomanyetik ayirma (IMA) yéntemi de, bu tekniklerden biridir.

Bu caligmada ilk olarak, anti-Salmonella kireciklerinin 6zginligt incelenmis ve
ardindan Salmonella kontaminasyonu agisindan risk tasidigi dijst'm'L'lIen 50 adet
gida érnegdi ve yapay olarak kontamine edilen 14 adet gida érneginden Salmonella
spp. izolasyonu amaci ile, anti-Salmonella kireciklerinin kullanildigi IMA y6ntemi-
¢ekirdek metodu ve geleneksel kiiltirel bir metot olan ISO 6579 referans metodu
karsilastirmali olarak arastiriimistir. Ayrica Salmonella enteritidis, anti-Salmonella
kirecikleri ve S. enteritidistanti-Salmonella kompleksleri, atomik kuvvet

mikroskobu (AKM) kullanilarak gériintiilenmistir.

Sonug olarak; IMA ydntemi-gekirdek metodu, dogal olarak kontamine olmus 50
adet gida O6rneginin  14’Onin  Salmonella ile kontamine oldugunu
belirleyebilmigken, 1SO 6579 referans metodu 12 adedini belirleyebilmigtir. Ayrica
10® kob/mL seviyesinde S. enteritidis inokiilasyonu gerceklestirilen 14 adet gida
ornegi arasinda IMA ydntemi-cekirdek metodu, ISO 6579 referans metoduna gére
1 adet daha fazla Salmonella pozitif 6rnek belirlemistir.

Bu verilere istatistiksel analizler uygulandiktan sonra, IMA ydntemi-gekirdek
metodu ile geleneksel ISO 6579 referans metodu arasinda énemli fark olmadigi
belirlenmigtir. Ancak IMA yénteminin, ISO 6579 referans metoduna oranla hizli ve
yiksek duyarlikta oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella, immunomanyetik ayirma (IMA), ISO 6579, gida,
atomik kuvvet mikroskobu

Danigman: Dog. Dr. S. Aykut AYTAC, Hacettepe Universitesi, Mihendislik
Fakiltesi, Gida Mithendisligi Bélum



ISOLATION OF Salmonella spp. FROM FOODS BY USING
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ABSTRACT

In the last twenty years, rapid techniques for the separation and concentration of
microorganisms from foods are routinely applied in order to increase the speed of
analysis and ease of isolation and detection of target microorganisms. One recent
example of such technique is the immunomagnetic separation (IMS) method that

has been used for the separation of specific microorganisms from foods.

In this study, firstly the specificity of Dynabeads® anti-Salmonella has been
examined and then IMS-core method that uses Dynabeads® anti-Salmonella has
been investigated in order to isolate Salmonella spp. from 50 food samples having
the contamination of Salmonella risk and 14 spiked food samples in parallel with
the traditional cultural method that is ISO 6579 reference method. Also Salmonella
enteritidis, anti-Salmonella beads and the S. enten’tidis+Dynabeads® anti-
Salmonella complexes have been visualised by atomic force microscopy (AFM).

As a result, IMS enabled the detection of 14 Salmonella positive samples from the
50 naturally contaminated food samples examined whereas 1ISO 6579 reference
method enabled 12 Salmonella positive samples. Furthermore, in 14 food samples
inoculated with 10° cfu/mL of S. enteritidis, IMS-core method isolated one more
Salmonella positive sample than the traditional ISO 6579 reference method.

After applying statistical analysis to these datas, this IMS-core method showed no
difference in performance with the traditional ISO 6579 reference method. But IMS
method was found as a rapid and a highly sensitive method than the ISO 6579
reference method.

Keywords: Salmonella, immunomagnetic separation, 1SO 6579, food, atomic
force microscopy
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1. GIRIS

Gida kaynakli hastaliklar, ginimiz dlnyasinin en yaygin problemlerinden biridir.
Gida zehirlenmelerinin mikrobiyal kékenli olmayan nedenleri, zehirli hayvanlar,
zehirli bitkiler, agir metaller, pestisidler ve herbisidler veya belirli gidalara karsi
alerji ya da duyarlilik gibi faktorleri icermektedir. Mikrobiyal gida zehirlenmeleri ise,

bakteriyal, viral, fungal veya protozoal kékenli olmaktadir (Mansfield and Forsythe,
2000a).

GlUnumizde insanlarin karg! karstya kaldigi en buytk tehlikenin; adir metal,
pestisid ve herbisid kalintilar hatta gizli alerjenler degil, gidalarda bulunan
patojenler oldugu bildirimektedir (http://www.cdc.gov/pulsenet).

Patojenler, insan saghg! icin ciddi tehlikelere neden olmakla birlikte, 6nemli
ekonomik kayiplara da yol agmaktadirlar. Patojenler ile kontamine olmus gidalarin
ihra¢ edilmesinin mimkin olmadig, trintin imha edilmek zorunda kalindig ya da
denetim mekanizmasi yetersiz olan ulkelerde i¢ pazarda tiketime sunuldugu
belirtimektedir. Bu da, buyik ekonomik kayiplara ve insan sadh§i yéninden ciddi
tehlikelere yol agmaktadir.

Hastallk Denetimi ve Korunma Merkezleri (Centers for Disease Control and
Prevention-CDC) tarafindan rapor edilen gida kaynakli hastaliklar konusundaki
veriler, 1999 yilindaki 10 209 adet enfeksiyon vakasina bakteriyal ajanlarin neden
oldugunu géstermektedir. Bu vakalarin 1031’indeki etyolojik ajanin ise, Salmonella
oldugu belirtiimigtir (Bohra, 2000). 1998 yilinda Ingiltere ve Galler'de, 93 932 adet
gida zehirlenmesi vakasi gorilmis ve bunlarin 23 000'inin Salmonella turleri ile
iligkili oldugu belirtilmigtir (Mansfield and Forsythe, 2000a). CDC, 1988 ile 1992
yillar1 arasindaki 2177 adet vakadan da Salmonella turlerinin sorumlu oldugunu ve
bu vakalarin temel nedeninin Salmonella enteritidis oldugunu agiklamigtir (Sharp
and Reilly, 2000). Bean et al. (1997), 1983 ile 1987 yillan arasindaki bakteriyal
ajanlarin sorumlu oldudu salginlarin %57’sinin de Salmonella kaynakl oldugunu
belirtmiglerdir.

Klasik kultiirel ydntemier ile bu patojenin gidalardan izolasyonu, oldukga uzun bir
slire almakta ve yogun bir igglicli gerektirmektedir. Gidalarin gogunun sinirh raf

o6mdurleri nedeni ile, klasik kultlirel ydntemler ile izolasyon iglemi tamamlanmadan



bu gidalarin tiketildikleri ya da raf émdarlerini tamamladiklan belirtilmistir (Cudjoe
et al., 1994a; Malkova et al., 1998; Peng and Shelef, 1999) .

Gidalann bakteriyel kontaminasyonu sonucu gida zehirlenmelerinin artmasi ve bu
zehirlenme vakalarinin siklikla agtklanmasi, tlketicilerin, gida isletmecilerinin ve
bazi yasal kurumlarin kaygilarini arttirmistir. Salmonellalarin kiimes hayvani
etlerini kontamine etme siklidinin artmasi nedeni ile, kiimes hayvani etleri ve
Urinleri ¢odu gida zehirlenmelerinden sorumlu tutulmaktadir. 1997 wyilinin
baglarindan itibaren Amerika Birlesik Devletlerindeki kiimes hayvani dreticileri,
trinleri icin, Salmonella miktari ve sikigini beliten standartlara ihtiyag
duymuslardir. Bu olay, kimes hayvanlarini kontamine eden patojenlerin
belirlenmesi icin hizli ve givenilir tekniklerin geligtiriimesini hizlandirmistir. Gida
kaynakli patojenlerin belirlenmesi igin daha iyi tekniklerin geligtiriimesi, gida
Grtnlerinin gtvenilirliginin tam olarak degerlendiriimesi ve tretim sirasinda ya da
isletmede patojen sayisint azaltmak i¢in kullanilan 6nlemlerin etkiniigi, gidadaki

patojenlerin geligsimi ve ekolojisi icin 6nemlidir (Mandrel and Wachtel, 1999).

Son yillarda gidalarin mikrobiyolojik analizierinde kullanilabilecek daha hizli ve
giivenilir teknikler gelistirilmistir. Immunomanyetik ayirma (IMA) yéntemi de, bu
tekniklerden biridir.

Bu calismada; IMA ydnteminin, gidalardan Salmonella izolasyonunda, 1SO 6579
referans metoduna orania daha hizli ve etkili olup olmadiginin incelenmesinin
yanisira S. enteritidis’in atomik kuvvet mikroskobu (AKM) ile gérintilenerek boyut
analizinin yapilmas! amaclanmaktadir. Bir bagka deyisle; IMA y&éntemi sirasinda
anti-Salmonella kiireciklerince tutulan Salmonella hiicrelerinin (AKM) ile
gortnttleri elde edilerek, bu iki yéntemin birlikte kullaniimasi ile, Saimonellalarn

¢cok daha kisa siirede ve disik hata olasilidi ile tanimlanmasi hedeflenmektedir.



2. LITERATUR OZETI

Gunlimizde egitm ve yasal yollardaki yeni diizenlemeler ile gida hijyeninde
gbzlenen gelismelere karsin Salmonellalar, gida zehirlenmelerine neden olan
baglica mikroorganizmalardir (Mansfield and Forsythe, 1996).

Salmonella, Enterobacteriaceae ailesindeki Salmonelleae kabilesinin tek bir
cinsidir. Salmonella cinsi adini, Amerikali bir veteriner olan Daniel E. Salmon’dan
almigtir. Taksonomide bu cinsin siniflandirima ve adlandirimasinin defalarca
degistirildigi ancak, halen, tam olarak kesinlik kazanmadidi belirtimektedir (Cox,
1999).

Salmonella cinsindeki bakteriler, lipopolisakkarit O (somatik) ve protein H (kirpik)
antijenlerinin farkliliklarn temeline dayanilarak, 1926 yilinda White'in diizenledigi ve
1972 ile 1978 yillan arasinda Kauffmann'in geniglettigi semaya goére serotiplere
ayrilmaktadirlar (Erdem, 1999). Salmonella cinsi i¢inde, antijence farkli, yaklagik
2400 serotip tanimlanmaktadir (Anon., 1996a; Garcia-del Portillo, 2000; Mansfield
and Forsythe, 2000a). llk olarak bazi arastirmacilar Salmonella cinsini,
biyokimyasal 6zelliklerine gére, Salmonella typhi, Salmonella choleraesuis ve S.
enteritidis olmak Uzere 3 tlre ayirmayi énermiglerdir. Bu siniflandirmaya gére, S.
typhi ve S. choleraesuis tirleri yalnizca birer serotip icermekte ve bilinen 2400’e
yakin serotip ise S. enteritidis icinde yer aimaktadir (Ornegin; S. enteritidis serotip
typhimurium, S. enteritidis serotip heidelberg). Daha sonra, DNA analizleri ile
cesitli serotipler arasinda %61 ile %100 oranlarinda DNA benzerligi gosterildigi
icin, buttn Salmonellalar tek tir iginde toplamak ve biyokimyasal 6zelliklerine gére
alt turlere ayirmak egilimi dogmustur. Glinimizde Salmonella ve Arizona cinsleri,
DNA benzerlikleri nedeni ile, Salmonella cinsi iginde toplanmiglar ve cesitli
fenotipik ozellikleri ile DNA benzerliklerine bakilarak 7 alt gruba ayrilimiglardir
(Cizelge 2.1). Salmonella alt gruplari, alt tir olarak kabul edilmektedirler.
insanlarda ve sicak kanli hayvanlarda enfeksiyona yol agan en yaygin serotipler
ise, alt tlr I'e aittirler. CDC’nin 6nerisi ile, farkh serotiplerin farkii epidemiyolojileri
olmasi gbézoniine alinarak, gunluk kullanimda her Salmonella serotipi, tir adi gibi
adlandirimaktadir. Bir baska deyigle, S. serotip {fyphimurium, kisaca S.
typhimurium olarak kullaniimaktadir (Erdem, 1999).



Cizelge 2.1 : CDC’ye gére Salmonelleae kabilesinin bugiinki siniflandiriimasi
(Erdem, 1999)

CDC: 1989
Cins
Salmonella
Alt grup 1 suslan Alt grup 3b suslarn
Cogu serotipler S. diarizonae
S. typhi
S. choleraesuis Alt grup 4 suslar
S. paratyphi A S. houtenae
S. gallinarum
S. pullorum Alt grup 5 suslan
S. bongori

Alt grup 2 suslan
S. salamae Alt grup 6 suslan
S. choleraesuis subsp indica

Alt grup 3a suslari
S. arizonae

Salmonella serotipleri adlarini, yaptiklan hastaliktan (S. enteritidis), izole edildigi
hayvandan (kimes hayvanlarindan) (Salmonella gallinarum ve Salmonella
pullorum), izole edildigi hayvandan ve hastaliktan (Salmonella typhimurium ve S.
choleraesuis), izole eden aragtirmacidan (Salmonella schottmiilleri), izole edildigi
tlkeden (Salmonella panama), izole edildigi bolgeden (Salmonella kentucky), izole
edildigi sehirden (Salmonella istanbuly ve izole edildigi hastaneden (Salmonella
virchow) almaktadirlar (Cox, 1999).

Salmonellalar, 0.7-1.5 pym eninde ve 2.5 pm boyunda, ¢ubuk seklinde, kapsil ve
spor olusturmayan, Gram-negatif ve fakiltatif anaerobik bakteriler olarak
karakterize edilmektedirler. Bunlar, S. gallinarum ve S. pullorum harig, peritrig
kirpikler sayesinde hareket edebilmektedirler. Ancak, hareketli Salmonella
tUrlerinin bazi mutantlar hareketsizdir (Cox, 1999).

Salmonellalar, fermentatif mikroorganizmalardir. Basta glukoz olmak {zere
arabinoz, maltoz, mannitol, mannoz, ramnoz, sorbitol, ksiloz ve diger birgok
karbonhidrati ve polihidroksi alkolli fermente ederek sadece asit ya da asit ile
beraber gaz da olusturabilen bakterilerdir. Ancak S. fyphi, higbir zaman gaz



Uretmez. Salmonellalar, ayrica, oksidaz negatif, katalaz ve lizin pozitif, nitrati nitrite
indirgeyebilen, safra tuzlanni tolere edebilen ve Greyi hidrolize edemeyen
bakteriler olarak da tanimlanmaktadirlar (Garcia-del Portillo, 2000).

Salmonellalar mezofilik bakteriler olup, optimum gelisme sicakliklan 35-43°C
arasindadir. Gelisme hizlarinin, 10°C’nin altinda ve 50°C’'nin Uzerinde biyik
blcide azaldiyi saptanmuigtir (D’Aoust, 2000). Soguda ¢ok direngli
mikroorganizmalar olmalarina karsin, canliliklarinin —2°C ile -10°C’ler arasinda
gerceklestirilen donma iglemi sirasinda azaldidi belirtiimektedir (Garcia-del Portillo,
2000). Salmonellalar 1sil igleme direngsiz mikroorganizmalar olduklarindan dolayi,
55°C’'de 1 saatte, 60°C’de 20 dakikada olmektedirler (Erdem, 1999). Isil iglem
direnglilikleri ise, gidanin su aktivitesi (aw) degeri azalirken artar, fakat gidanin pH
degeri artarken yikselir (D’Aoust, 2000).

Salmonellalarin geligebildikleri optimum pH 6.5-7.5 arasinda olup, pH 4.0’in
altinda ve pH 9.0'in {zerinde gelisme hizlan azalmaktadir. Salmonellalarin
hidroklorik, sitrik ve laktik asitlerin bulundugu ortamlarda pH 4.0 dolaylarinda
rahatlikla gelisebildikleri ancak asetik, propiyonik ve bitirik asit gibi bakteriostatik
asitlerin bulundugu ortamlarda daha yiksek pH degerlerinde gelisebildikleri
belirtimektedir (Garcia-del Portillo, 2000).

Su aktivitesinin Salmonelialarin gelisimi tzerindeki etkisine bakildiginda,
bakterilerin kuru kosullara dayaniksiz mikroorganizmalar olmalarindan dolays,
gidalarda en disiuk 0.94 su aktivitesi degerinde geligebildikleri gorilmektedir
(D’Aoust, 2000). Halofiik olmayan bu patojenin NaCl'e toleransi gézoniine
alindiinda ise, %3-4 NaCl derisiminde Salmonella gelisiminin bilylk 6lctide
engellendigi belirtiimektedir (Cox, 1999).

Dogrudan temas ettiklerinde Salmonellalar dezenfektanlara ¢ok duyarlidiriar.
Ancak, digki pargalari ve diger organik maddeler icindeki Salmonellalara karsi,
dezenfektanlarin etkisiz kaldidi bildiriimektedir (Erdem, 1999).

1970’lerin bagindan beri Salmonellalarda, antibiyotiklere karsi giderek artan
oranda bir direng gelistigi bildiriimektedir., Bunun en 6nemli sebebi, besi
hayvanlarina buylmelerinin hizlanmasi amaci ile birgok antibiyotigin verilmesi
olarak agiklanmaktadir. Son yillarda, buylk 6lgtude, tetrasiklinlere, ampisilin,



gentamisin, kanamisin, streptomisin, sulfonamid, kloramfenikol ve siprofloksasine
karsi Salmonellalarda direng belirlenmeye baslanmigtir
(http:/mww.cdc.gov/ncidod/dbmd/diseaseinfo/salmonellosis_g.htm).

Salmonellalarin radyasyona direnci ise, fazla yiksek degildir. Yapilan
caligmalarda, 0.1-0.5 Mrad arasindaki isinlama uygulamalarinda tavuk eti, domuz
kiymasi ve yumurtada Salmonella sayisinin 6nemli derecede azaldi§i veya
tamamen yok edildigi belirtiimigtir (Karapinar ve (Aktug) Gondil, 1998).

Salmonellalarin gevrede yaygin olarak bulunmalari ve insanlar tarafindan tiketilen
gidalarin elde edildi§i hayvanlarda gelisebilmeleri, bu bakterilerin neden oldugu
hastaliklar yok edilmesi en zor ve en 6nemli hastaliklar olarak tanimlamaktadir
(Garcia-del Portillo, 2000).

Salmonella enfeksiyonlan, salmonellozis olarak bilinen bir dizi hastalia yol

agmaktadir. Salmonellozis enterik enfeksiyon olup, iki ana gruba ayriimaktadir:

1. Kirkkiik, halsizlik, istah kaybi, bag agnsi ve Urpermeler ile baglayan, yiiksek
ateg, karinda gaz toplanmasi, dalak ve karacigerin buylmesi, genellikle
kabizlik bazen de diyare ile kendini gésteren, kulugka stresi 7 ile 21 gin
arasinda degisen tifo ve paratifodur. Tifo ve paratifo yapan serotipler, S. typhi
ve Salmonella paratyphidir.

2. Bulanti, bag dénmesi, fenalik hissi ve kusma ile baslayan, diyare, karin agrisi
ve kas kramplan ile kendini gésteren, kulugka stresi 2 ile 48 saat arasinda
degisen enterokolitdir (Luk and Lindberg, 1991; Anon., 1996a; Mansfield and
Forsythe, 1996; Bohra, 2000; Li et al, 2000). Enterokolite neden olan
serotipler, S. enteritidis ve S. fyphimurium’dur. S.enteritidis’'in rapor edilen ciddi
komplikasyonlar, akut bobrek yetmezligi, osteomyelit (kemik iligi iltihabi),
menenijit (beyin ve omurilik zari iltihabi) dir (Garcia-del Portillo, 2000; Mansfield
and Forsythe, 2000a).

Salmonellalar mide asidine (pH<1.5) duyarll olmalarina karsin gidalar ile
alindiklarinda, mideyi gegerek ince barsaga ulasirlar ve buradaki safra ve peptoniu
maddeler icinde kolaylikla gelisirler. Enfeksiyonun olusmasinda, alinan bakteri
sayisinin énemi biydktir. 10 ile 10° org/g-mL arasinda degisen bakteri sayisinin,



gida kaynakli enfeksiyonlara neden oldugu rapor edilmistir (Bohra, 2000;
Mansfield and Forsythe, 2000a). Salmonellalarin enfektif dozu, buyik élgtde
alinan bakteri sayisina bagli oimakla beraber, alinan Salmonella susuna, tiiketilen
gida tipine ve enfekte olan bireyin toleransina da baghdir. Kabul edilen 2400
Salmonella serotipinin hemen hemen hepsinin gida zehirlenmesine neden oldugu
bilinmekte ancak enfeksiyona neden olan suslarin %95'inin bu serotiplerden 40'ini,
ozellikle de A-E serogruplarini igerdigi belirtimektedir (Mansfield and Forsythe,
2000a). Salginlara sebep olan diislik enfektif doz igeren gidalarin, yiiksek lipid
miktari icerdikleri gértlmusgtir. Buna bagdh olarak, Salmonellalarin lipid miselleri
icerisinde lokalize olduklari ve mide asidine daha direngli bir yapi olusturduklari
belirtiimektedir (Garcia-del Portillo, 2000; Mansfield and Forsythe, 2000a).
Salmonellalar 6zellikle bagisiklik yetmezligi bulunan bireylerde, bebeklerde ve
yaglilarda virulansliklarinin artmasi ile 6lumlere neden olabilmektedirler (Erdem,
1999).

Salmonellalarin virulanshidinin, dokuya invazivligi saglayan faktérlere, ylzey
antijenlerine, endotoksinlere, sitotoksinlere ve enterotoksinlere bagl oldugu
belirtiimektedir. Endotoksinler, Salmonellalarin hiicre duvarindaki
lipopolisakkaritlerde (LPS) bulunmaktadirlar. LPS molekiiliindeki polisakkarit
kisim, O antijenlerini olusturmaktadir. Lipid A kismi ise, patojenin endotoksininin
toksik o6zelliklerinden sorumludur. Salmonellalarin  konakgida reseptoriere
baglanmalari ve hiicre igerisinde gelismeleri, O antijenlerinin yan zincirleri ile
iligkilidir. O antijenlerinin yan zincirlerinde bozukluk olan R (rough-diizgiin
olmayan) kolonili suglar avirulan olmasina karsin, S (smooth-diizgiin) kolonili
suslar virulandir. Polisakkarit Vi (kapsul) antijeni tagiyan S.fyphi suslarn ise, daha
virulandir. Canki bu antijen, serumun bakterisidal etkisini azaltmakta ve bakterinin
makrofaj igerisinde éldlriimesini engellemektedir. Escherichia colinin LT (labile
toxin-isiya duyarh toksin) ve ST (stable toxin-isiya dayanikli toksin)'lerinin benzeri
olan enterotoksinler, Salmonella suslarinin gogunda da belirlenmiglerdir. Ayrica S.
choleraesuis ve S. enteritidis'in bol miktarda sitotoksin salgiladiklari ancak
S.typhinin az miktarda sitotoksin salgiladigi da bilinmektedir. Salmonellalarin
konakgiya basarili bir sekilde girisi ve yasamini sUrdirmesinin, barsak
mukozasindan demiri tutma becerisine ve tasidiklari plazmidlere de bagh oldugu
belirtiimektedir. Ctinkl bu plazmidler, antimikrobiyal ilaglara kargi direnci kodlayan
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genleri ve gesitli virulans 6zellikleri kodlayan genleri tagimaktadirlar (Erdem, 1999;
Li, 1999; Bohra, 2000; D’Aoust, 2000).

Salmonellalar, evrensel olarak, zoonotik ajanlar olarak kabul edilmektedirler.
Bircok gida, 6zellkle de fekal kontaminasyona ugramig ¢i veya az pismis
hayvansal gidalar ve sular, bu patojenleri insanlara tasiyan araclar olarak kabul
edilmektedirler (Cox, 1999). S. typhi ve S. paratyphi, sadece insanlara 6zgl turler
olup, insanlarda enfeksiyona yol agmakta ancak Salmonella dublin sigirlarda, S.
gallinarum ve S. pullorum kimes hayvanlarinda, Salmonella abortusovis
koyunlarda ve S. choleraegsuis domuzlarda enfeksiyona neden olarak surl
saghgini ve Urin verimini olumsuz yénde etkilemektedirler. Bu tlrler disinda
Salmonella derby, S. enteritidis, S. typhimurium, Salmonella virchow tirleri ve
ozellikle de S. enteritidis PT4 ve S. typhimurium DT104 suslan insan ve
hayvanlarda en yaygin rastlanan Salmonellozis etkenleri olarak bilinmektedirler
(Karapinar ve (Aktug) Gonul, 1998; Mansfield and Forsythe, 2000a).

Alt yapinin yeterli ve saglikli olmadigi yerlerde kanalizasyon sularinin igme ve
kullanma sularina karigmasi sonrasi bu sularin igilmesi veya bu sular ile sulanan
meyve ve sebzelerin ¢i§ olarak yenmesi sonucu enfeksiyonlar ortaya ¢ikmaktadir.
Salmonellalarin insanlara bulagsmasina neden olan gidalar arasinda en basta,
kiimes hayvanlar etleri ve yumurtalar gelmektedir. Bunlarin diginda kirmizi etler,
s(t ve stt triunleri de 6nemii bulagi kaynakiar olabilmektedirler (Pang et al., 1995;
Ripabelli et al., 1997; Shaw et al.,1998; Peng and Shelef, 1999; Velazquez et al.,
2000).

Gida endistrisinde Salmonellalar, gogunlukla, kimes hayvanlari etlerinin iglendigi
sektdérde basgOstermektedirier. 1985 ile 1991 yillan arasinda Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki yumurtalarin, %82 oraninda S. enteritidis icerdidi belirtilmigtir.
Ayrica S. enteritidis PT4, ilkk kez 1985 yilinda, Ingiltere’de sivi yumurtadan izole
edilmistir (Cox, 1999).

ABD’de meydana gelen bir Salmonellozis salgininda, yaklagtk 360 000 kiginin, bir
sut drtnleri firmast tarafindan Uretilen pastérize sitlerdeki Salmonella
kontaminasyonundan etkilendikleri bildirilmistir (Li, 1999). 1994 yilinda ABD'de
224 000 kisiyi etkileyen Salmonellozis salgininin, S. enteritidis iceren dondurmanin



ttketimi ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Hammack et al., 1999). 1996 yilinda,
gogu 7 yasinin altinda olan 48 gocugu etkileyen salginin ise, S. virchow ile
kontamine olmus toz gocuk mamasindan kaynaklandigi bildirilmigtir (Li, 1999).

Dusik pH degerine sahip olmasi nedeni ile, portakal suyu muhtemel bir
Salmonella salgini araci olarak goérilmemektedir. Ancak 1995 yilindaki
Salmonellozis salgininin kaynagi, pastérize edilmemis portakal sulari olarak
bilinmektedir (Velazquez et al., 2000; Hammack et al., 2001).

Salmonella ile dogal olarak kontamine olmus gidalarda bu bakterinin sayisi ¢ok
dU§Uk'miktarlarda olabilecedi i¢in, bu patojenlerin gidalardan izole edilebilmeleri
oldukga zor bir iglemdir. Buna ek olarak, gidalarda bulunan rekabetci bakterilerin
sayisinin da ylksek olmasi, Salmonellalarin gidalardan izole edilebilme sanslarini
buylk élgide azaltmaktadir (Mansfield and Forsythe, 2000a).

Kontaminasyon diizeyine bakilmaksizin gidalarda herhangi bir Salmonella
varliginin gérilmesi sakincali oldugundan, 1990 tarihli Birlesik Krallk Gida
Glvenligi Yasas! (UK Food Safety Act), 25 gram gida 6rneginde Salmonella
bulunmamasi gerektigini belirtmistir. Bu nedenle, Salmonella izolasyonu ve
belirleme ydéntemlerinin, gida maddesinin 25 graminda bulunabilecek bir tek
Salmonella hiicresini bile belirleyebilmesi gerekmektedir (Andrews, 1985; Bennett
et al., 1997; Trkov et al., 1999; Mansfield and Forsythe, 2000a).

Gidalarda Salmonella hucrelerinin belirlenmesi igin kullanilan klasik kdltirel
yontemler (Sekil 2.1), 4 ana basamak icermektedir:

1. On zenginlestirme: Hasar gérmiis ve stres altindaki tiim mikroorganizmalarin
kendilerini onarmalarina olanak saglayan basamaktir. Uluslararasi Standardlar
Orgiitii (International Standards Organisation-ISO) bu basamakta, 25 gram ya
da 25 mL gida érneginin, én zenginlestirme besiyeri olarak kullanilan 225 mL
tamponlanmig peptonlu su (TPS) igerisinde homojenize edilmesini ve 35-
37°C'de 18-24 saat inkibasyona birakilmasini énermektedir. Ancak, farkli
izolasyon ydntemlerine ve farkli gida gruplarina gére degisik 6n zenginlestirme
besiyerleri kullaniimaktadir.



On zenginlestirme
besiverine inokiil
TPS

35-37°C’de
18-24 saat inkiibasyon

Secici zenginlegtirme
besiyerlerine inokiilasyon

SC Broth RV Broth

35-37°C'de 42-43°C'de
18-24 saat inkiibasyon 18-24 saat inkiibasyon

Secici kati besiyerlerine
inokiilasyon

BPLS Agar ve bagka bir segici kati
besiyeri

35-37°C’de
18-24 saat inklibasyon

Biyokimyasal ve serolojik
dogrulama

Sekil 2.1 : Gidalarda Salmonella hiicrelerinin belirlenmesi igin kullanilan,
ISO’nun énerdidi, klasik kiltirel yéntem (Patel, 1994)

2. Segici zenginlestirme: Salmonella disindaki diger rekabetgi
mikroorganizmalarin  sayilarinin  azaltiimasina, ancak Salmonellalann
gelisimlerinin arttirlmasina ve gogalmalarina olanak saglayan basamaktir. ISO
bu basamakta, 0.1 mL ve 10 mL én zenginlestirme kaltGrtnan sirasiyla 10 mL
Rappaport Vassiliadis Broth (RV Broth) ve 100 mL Selenit Sistin Broth (SC
Broth) secici zenginlestirme besiyerlerine inokiile edilmesini ve yine sirasiyla
42-43°C’'de ve 35-37°C'de 18-24 saat inkllbasyona birakilmalarini
dnermektedir. Ancak, farkh izolasyon yoéntemlerine goére degisik segici
zenginlestirme besiyerleri kullaniimaktadir.

3. lzolasyon: Segici kati besiyerleri kullanilarak, stipheli Salmonella izolatlarinin
elde edilmesine olanak saglayan basamaktir. ISO bu basamakta, Brilliant
Green Fenol Red Laktoz Sukroz Agar (BPLS Agar) ile birlikte baska bir segici
kati besiyerinin (Bizmut Sulfit Agar (BS Agar), Harlequin Salmonella ABC
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(Freeman Formilasyonu) Agar, Hektoen Enterik Agar (HE Agar), Ksiloz Lizin
Deoksicolat Agar (XLD Agar), Rambach Agar ya da Salmonella Shigella Agar

(SS Agar)) kullaniimasini dnermektedir.

4. Dogrulama: Supheli Salmonella izolatlarinin bir dizi biyokimyasal ve serolojik
test kullanilarak, Salmonella pozitif olup olmadiklarinin dogrulanmasi
basamagidir (Vermunt et al.,1992; Mansfield and Forsythe, 1993; Molla et al.,
1994; Safarik et al., 1995; Bennett et al., 1997; Ripabelli et al., 1997; Rijpens et
al., 1999; Ripabelli et al., 1999; Mansfield and Forsythe, 2000a).

Klasik kulturel yéntemler Salmonellalarin segici kati besiyerlerinde gérilebilir
koloniler halinde ¢odalmalarina dayandidi icin, bir gida érnedinde Salmonellalarin
tahmini olarak belirlenmesi, 4 gin ve elde edilen izolatlarin Salmonella pozitif olup
olmadiklarinin dogrulanmas:i ise, 7 giin gibi uzun bir slire gerektirmektedir. Bu
zaman sirecinde ¢ok fazla miktarda gida uretilmekte ve depolanmaktadir. Ayni
zamanda, kisa raf démurlt gida Uriinleri sonuglar alinmadan tiketilebiimektedir. Bir
baska deyisle, klasik kiitirel yéntemler, gidalardan Salmoneillalarin belirlenmeleri
ve tanimlanmalari igin gerekli olan siireyi uzatmakta ve bu da klasik kilturel
yontemlerin, rutin analizler icin uygun olmayan ve pahali ydntemler olarak
tanimlanmalarina yol agmaktadir (Andrews, 1985; Widjojoatmodjo et al., 1991;
Cudjoe et al., 1994a; Coleman et al., 1995a; Hanai et al., 1997; Malkova et al.,
1998; Mandrell and Wachtel, 1999; Peng and Shelef, 1999; D’'Aoust, 2000).

Hizli yéntemler, uygulamali mikrobiyolojinin dinamik bélimint olusturmaktadirlar.
Bu yontemler klinik, gcevre ve gida érneklerinden immunolojik, molekiiler biyolojik,
mikrobiyolojik, biyokimyasal ve biyofiziksel teknikler kullanilarak,
mikroorganizmalarin  ve  onlarin  metabolitlerinin  saptanmalarina  ve
tanimlanmalarina yénelik olarak uygulanmaktadirtar (Ozbas ve Aytag, 2000).

Salmonellalarin neden oldugu gida kaynakh hastaliklari énleyebilme olasiligini
artirmak icin, bu patojenlerin gidalardan izolasyonunda bir ¢ok hizli ydntem
geligtiriimistir. Ancak, bu hizll yéntemlerden pek azi, basit ve pahali olmayan
teknikler kullanarak, yuksek bir duyarlik saglayabilmisglerdir (Vermunt et al., 1992;
Hanai et al.,, 1997; De Boer and Beumer, 1999; Che et al., 2000; Garcia-del
Portillo, 2000). Blackburn (1991), immunoloji, moiekiler biyoloji ve mikrobiyoloji
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dallarina dayali immunomanyetik ayirma (IMA) yonteminin, karigik
mikroorganizma yukil olan ortamiar icerisindeki hedef hlicrelerin ayrilmasinda hizli
olup ayrica basit, ucuz ve yiiksek duyarlikta bir ydntem oldugunu belirtmistir (Shaw
et al., 1998).

IMA yoéntemi, 6n zenginlestirme besiyerinden immunolojik olarak ayriimisg olan
Salmonellalarin direkt olarak segici kati besiyerlerine inokilasyonuna imkan
saglayarak, RV Broth ve SC Broth gibi segici zenginlestirme besiyerlerinin yerini
aldigindan hizli bir yéntem olarak kabul edilmektedir (Luk and Lindberg, 1991;
Skjerve and Olsvik, 1991; Parmar et al., 1992; Vermunt et al., 1992; Mansfield and
Forsythe, 1993; Molla et al., 1994). IMA sadece hizl bir yéntem olmakia kalmayip,
sUpheli Salmonella izolatlarinin, ¢gogunlukla Saimonella pozitif olarak dogrulandigi
oldukga 6zgln bir yéntem olarak belirtiimektedir (Cudjoe et al., 1994a). Ayrica,
IMA yontemi ile, hasar gérmiis ya da stres altinda kalmig Salmonella hiicrelerinin
de izole edilebildigi bildiriimektedir (Mansfield and Forsythe, 1993).

IMA, karisik ve yogun mikroflora igeren bir gida &rnedinden hedeflenen
mikroorganizmay! yakalayabilen ve daha ileriki testlerde kullaniimak tzere kiglk
hacimlere yogunlastirabilen (Cudjoe et al., 1995; Fratamico and Crawford, 1999;
Safarik and Safarikova, 1999), caplart 2.8 um, 4.5 ym veya 5.0 um olan (De Boer
and Beumer, 1999; Anon., 2000a) homojen, polistiren mikrokureciklerin
kullanimini igermektedir. Bu kurecikler kendilerini siperparamanyetik hale getiren,
yani manyetize olabilme &zelliklerini yalnizca disaridan uygulanan manyetik bir
alan varliiginda gésterebilen ancak bu manyetik alan uzaklagtirildiginda derhal bu
ozelligini yitiren, demir oksit taneciklerinden olusmaktadirlar (Safarik et al., 1995;
Molla et al., 1996). Bu o6zellik, bir dis manyetik alan olmadiginda, kiireciklerin
birbirlerini ¢ekmeyerek baslangicta homojen bir karigsim icinde bulunmalarini
ancak manyetik ayirici ile bu karigimdan kolaylikla ayrilabilmelerini saglamaktadir
(Kronick and Gilpin, 1986; Hardwick et al., 1990; Safarik et al., 1995; De Boer and
Beumer, 1999; Safarik and Safarikova, 1999).

IMA yonteminde kullanilan kireciklerin, tek boyutlu makro gézenekli polistiren
boncuklardan olustugu belirtiimektedir. Bu boncuklar, yilizeylerindeki makro
gbzeneklerin igerisinde bulunan gamma-Fe;O; ve Fe3O4 gibi materyallerin
olusumu ile manyetize olmaktadirlar (Anon., 1996b; Anon., 1998a; Safarik and
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Safarikova, 1999). Boncuklarin ylzeyi, manyetize 6zellikteki ¢ekirdek bélgesini
saran ve ona ¢esitli molekdiller ile birlesebilmesi ya da cesitli molekiilleri adsorbe
edebilmesi igin belirli bir yizey alant kazandiran polimer, hidrofobik bir tabaka ile
kaplanmigtir (Safarik et al., 1995; Ozbag ve Aytag, 2000). Boncuklarin yiizeyindeki
bu polimer tabaka hedef mikroorganizmalari, demir ile direkt olarak temaslarindan
dogabilecek muhtemel toksik etkilerden korumakta ve ayni zamanda hidrofobik
6zelliginden dolayi, hedef mikroorganizmalarin kiireciklerin yiizeyine kolayiikla
adsorbe olmalarini saglamaktadir (De Boer and Beumer, 1999; Safarik and
Safarikova, 1999). Boncuklarin ¢ok hassas bir sekilde belirlenmis olan homojen
buytklukleri ve sekilleri, fiziksel ve kimyasal agidan kararli bir sistemin olugsmasina
imkan tanimaktadir. Bu homojen yapi, kirecikler ile hedef mikroorganizmalarin
aralarindaki reaksiyon kinetiginin optimum olmasini saglamakta ve dolayisiyla hizl
ve etkin bir baglanma gerceklesebilmektedir. Boncuklarin kiresel yapisi da,
kimyasal aglitinasyon ve 6zgli olmayan baglanmayi en aza indirmekiedir (Anon.,
1996b; Anon., 1998a; Anon., 1998b; Anon., 2000a; Anon., 2002).

IMA yodnteminde, godunlukla, Dynal firmasi tarafindan {retilen manyetik ya da
manyetize olabilen kirecikler kullaniimaktadir. Ornegin; Dynabeads® M-280
kiireciginin ytzey alani 4-8 m%/g, yogunlugu 1.3 g/cm®, demir igerigi %12 (Whv) ve
1.0 mg'1 igerisindeki parcacik sayisi 6-8x10'° olarak bilinirken, Dynabeads® M-450
klreciginin yizey alani 1-4 m%/g, yoguniugu 1.5 g/cm®, demir icerigi %20 (w/v) ve
1.0 mg'1 icerisindeki pargacik sayist 1.4x10'° olarak bilinmektedir. (Anon., 1996b;
Anon., 1998a; Anon., 2002). Dynabeads® M-500 kireciginin ylizey alani ise
7.0x10* m#107 parcacik, yoguniugu 1.5 g/cm® ve demir igerigi %20 (w/v) olarak
belirtiimektedir (Anon., 1998b; Anon., 2000a).

Hedef = mikroorganizmalarin immunomanyetik ayirimi iki sekilde
gerceklestiriimektedir (Sekil 2.2):

1. Direkt IMA teknigi: Bu teknikte, hedef mikroorganizma igin 6zgiin olan
immunomanyetik kirecikler, karigtk mikroorganizma slispansiyonu ile
karigtinimakta ve uygun bir inkiibasyon siresinin ardindan immunomanyetik
olarak kireciklere baglanmig olan hedef mikroorganizmalar, manyetik bir
ayirici ile bu sispansiyondan ayriimaktadirlar. Geriye kalan sivi ise
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Direkt IMA Indirekt IMA
Teknigi Teknigi

Sekonder antikor igeren Karigik mikroorganizma
manyetik kirecikler slispansiyonu

\L ;i Primer antikorlarin P i
ortama
llave edilmesi

Primer antikorlarin

manyetik | . | hedef
kureciklere bagh 1% / mikroorganizmalarin
sekonder antikorlara : & . ylzeyine baglanmasi
baglanmasi ¢

Karigik mikroorganizma
sispansiyonunun
ortama ilave ediimesi ® ¢

J Sekonder antikor

& iceren manyetik
kiareciklerin ortama
ilave edilmesi

Sekil 2.2 : Hedef mikroorganizmalarin direkt ve indirekt IMA teknigi ile
yakalanmasi (Anon., 1998b)

uzaklagtiriimakta ve tutulmus olan manyetik kiirecik peleti uygun bir tampon ¢ézelti
ile birkag kez yikanmaktadir.

2. Indirekt IMA teknigi: Direkt IMA teknigine alternatif olarak kullanilan bu teknikte
ise, kariglk mikroorganizma suspansiyonuna 8nce primer antikor eklenmekte
ve bu antikorlarin hedef mikroorganizma yiizeyine baglanmalarinin ardindan,
sekonder antikor iceren manyetik kirecikler ortama ilave edilmektedir. Primer
ve sekonder antikorlar arasindaki etkilesimin ardindan, tiim kompleks manyetik
bir ayirict yardimi ile stspansiyondan ayriimaktadir (Safarik et al., 1995;
Safarik and Safarikova, 1999).

IMA yoéntemi, Staphylococcus aureus (Johne et al., 1989), E. coli (Lund et al.,
1988), Listeria monocytogenes (Skjerve et al., 1990; Li et al., 2000), Escherichia

14



coli O157:H7 (Okrend et al., 1992; Yu and Bruno,1996; Akdemir Evrendilek et al.,
2001; Chandler et al., 2001), Escherichia coli O26 ve Escherichia coli O111
(Safarikova and Safarik, 2001), Vibrio parahaemolyticus (Tomoyasu, 1992),
Yersinia enterocolitica (Kapperud et al., 1993), Clostridium perfringens (Cudjoe et
al.,, 1991), Mycobacterium tirleri (Flygare and Larsson, 1987), Saccharomyces
cerevisiae (Birnbaum and Larsson, 1982) ve Salmonella tirleri gibi hem birgok
mikroorganizmanin izolasyonu hem de Staphylococcus ve C. perfringens gibi
mikroorganizmalarin enterotoksinlerinin (Patel, 1994) belirlenmesi amaci ile
kullaniimaktadir.

Bu konudaki ilk calismalar, Salmonellalarin gidalardan ve fekal orneklerden
immunomanyetik ayirimi amaci ile baglamistir (Mattingly, 1984). Daha sonra Bird
et al (1989), anti-Salmonella antikorlari ile kapli manyetik kirecikleri kullanarak, 6n
zenginlestirme besiyerlerinden Salmonellalarin yakalanmasini saglamiglardir
(Safarik et al., 1995). 1990 yilinda ise Lin ve Ko isimli iki aragtirmaci, anti-sigan
antikorlari ile kaplanmis Dynabeads® ve anti-Salmonella antikorlari ile kaplanmig
lateks pargaciklarini kullanmiglardir. 1991 yilinda da Luk ve Lindberg isimli iki
arastirmaci, Salmonella lipopolisakkaritinin O antijenine &6zglli antikorlar ile
kaplanmis manyetik kirecikler ile ¢alismislardir. Daha ¢ok klinik alanda siirdirilen
bu galigmalarin ardindan, IMA'nin gida mikrobiyolojisindeki ilk uygulamasi Skjerve
ve Olsvik isimli iki Norveg¢'li aragtirmac tarafindan gergeklestirilmigtir. Bunlar, Brie
(Kuzey Fransa'da yapilan tuzlu ve yumusak bir peynir ¢esidi), st tozu, yogurt, et
ve sebzelerden Salmonella hiicrelerini 1.0x10? hiicre/g seviyesinde ayirabildiklerini
belirtmiglerdir (Safarik et al., 1995).

Salmonellalarin gida orneklerinden izolasyonunda kiasik kulttrel yéntemler ile
IMA'nin  kargilagtinimasi ik kez, buylk &lgekli olarak, 1993 yilinda
gerceklestiriimigtir (Mansfield and Forsythe, 1993). 120 adet gida &érneginde
gerceklestiriien bu calismada, anti-Salmonella kireciklerinin kullanildigi  IMA
yénteminin, klasik kiltlirel yontemlerde ¢ok yaygin olarak kullamlan SC Broth,
Muller-Kaufmann Tetratiyonat Broth (TT Broth) ve RV Broth kadar etkili oldugu
bildirilmigtir. Bununla birlikte, toplam izolasyon siiresinin yaklagtk 1 gin kisaldidi
da belirtilmistir. Cudjoe et al., (1994a) ise, 180 adet kimes hayvani etleri Uizerinde,
Dynabeads® anti-Salmonella ile klasik segici zenginlestirme basamaklarinin
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etkinligini karsilastirmislar ve Dynabeads® anti-Salmonella teknolojisinin klasik
segici zenginlestirme basamaklarindan daha tstiin oldugu sonucuna varmiglardir.

IMA yo6ntemi, klasik dodrulama ydntemleri (biyokimyasal ve serolojik testler) ile
beraber kullanilabildigi gibi, polimeraz zincir reaksiyonu (Polimerase Chain
Reaction-PCR) veya ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) yontemleri ile
beraber de kullanilabilmektedir (Mansfield and Forsythe, 2000a). IMA yontemi ile
beraber kullanilan PCR tekniginde hem segici sivi ve katl besiyerlerine hem de
biyokimyasal ve serolojik testlere gerek duyulmadigindan, hedef hicrelerin
izolasyonu 48 saat gibi kisa bir streye indirilebilmektedir (Widjojoatmodjo et al.,
1991; Rijpens et al., 1999; Trkov et al., 1999). Malkova et al. (1998), 25 graminda
tek bir S. enteritidis hiicresi olacak sekilde yapay olarak kontamine ettikleri
yumurtadan, IMA ve ELISA ydntemlerini birarada kullanarak, 25 saat gibi kisa bir
slirede ve yliksek duyarlikta S. enteritidis izole etmeyi basarmiglardir. Mansfield
and Forsythe (2000b) ise, 25 graminda 2 Salmonella hiicresi olacak sekilde yapay
olarak kontamine ettikleri yadsiz sut tozundan, IMA ve ELISA yéntemlerini
birarada kullanarak, 21 saat gibi kisa bir slirede Salmonellalari izole edebildiklerini
belirtmislerdir.

Glniumuzde halen, Salmonellalar da dahil olmak Gzere, patojen bakterilerin hizli
bir sekilde belirlenebilmesi igin alternatif yontemler Gzerinde ¢alismalar devam
etmektedir. Bu calismalarin belli bir alani da, bakterilerin gelismis mikroskobik
yontemler ile belirlenmesini icermektedir .

Mikrobiyologlar, yillar boyu birgok ydntem kullanarak, mikrobiyal hicreleri
arastirmiglardir. Ik olarak 1668 yilinda, Antony van Leeuwenhoek isimli Hollandal
bir arastirmacinin basit 1tk mikroskobunu bulmas! ile, mikroorganizmalar
incelenmeye baslanmistir (Dufréne, 2001). Basit 15tk mikroskobunun kullanimi ¢ok
yUksek nitelikli konveks cam merceklere dayandigindan, 1sik iginlarinin yaklagik
0.2 pum'ye karsihk gelen kinnim limiti, mikroorganizmalarin bazi yapilarinin
gosteriimesinde yetersiz kaldigi i¢in aragtirmacilar bu konuda da farkli arayiglar
icine girmislerdir (Edstrom et al., 1990).

Bu arayislanin sonucunda, 1933 yilinda, elektron demetinin incelenen 6rnegin

icinden gegerek gorintll olusturdugu ve ayni zamanda ilk elektron mikroskobu

16



olan Transmisyon Elektron Mikroskobu (Transmission Electron Microscope-TEM)
geligtiriimis ve htcre yapilarinin gérintiilenmesi saglanmistir. 1942 yﬂmda ise,
cisimlerin yUzeyini incelemek Ulzere, Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning
Electron Microscope-SEM) bulunmustur. Ancak, yiksek akimh elektronlarin kisa
daiga boylarina sahip olmalarina kargin, yiuksek vakuma ihtiyagc duymalan ve
dolayisiyla da incelenen 6rnede =zarar verebilmelerinden o&turli, elektron
mikroskoplarinin kullanimi sinirlanmigtir (Edstrom et al., 1990).

Binnig ve Rohrer isimli iki arastirmaci, 1982 yilinda, ilk taramali sonda mikroskobu
olan Taramal Tinelleme Mikroskobu'nu (Scanning Tunneling Microscope-STM)
bulmuslardir. Taramali sonda mikroskoplarindan biri olan Atomik Kuvvet
Mikroskobu-AKM (Atomic Force Microscope-AFM) ise, 1986 yilinda gelistiriimistir
(Binnig et al., 1986). Taramali sonda mikroskoplarinin gelismesi ile birlikte, atomik
dizeylerde buyutme ve ¢dzinarlik ile galigiimaya baglanmistir. Ornegin, AKM'nin
angstrom dizeyinde ¢ézindrlik elde etme 6zelligi nedeni ile, incelenenen ylizeyin
atomik yapisi anlagilabilmektedir (Ergiin, 1999).

Taramall sonda mikroskoplari, ¢ok ince bir sondanin incelenecek érnek yiizeyine
yakin bir mesafede hareket ettiriimesi ve bunun sonucunda elde edilen verilerin
degerlendiriimesi ilkesine gore galismaktadirlar. Sonda, érnek ylizeyi Uzerinde
hareket ederken, yiizeyde bulunan mikroskobik boyuttaki girinti ve c¢ikintilari
algilamaktadir. Sondanin, piezzo elekirik kristalleri araciligi ile sadlanan, x, y ve z
eksenleri yoniindeki yukari ve asagi dogru, érnegin ylizey 6zelliklerine badh olarak
yapmis oldugu hareketleri, érnegin tic boyutlu gérintisinin iglendigdi bilgisayara
sinyal olarak génderilmektedir (Anon., 1994).

AKM ile inceleme yapilirken, sonda ve &rnek yiizeyi arasinda nano-Newton
diizeyinde sabit bir kuvvet uygulanmaktadir. Sonda érnek ylizeyine yaklagtinldigi
zaman, ilk olarak, uzak etkilesim kuvvetleri olan Van der Waals kuvvetleri etkin
olmaktadir. Sondanin daha da yaklastirimasi ile, sonda ve 6rnek yiizeyindeki
atomlarin orbitallerindeki elektronlarin neden oldugu atomik kuvvetler etkin olmaya
baslamaktadir (Ergiin, 1999).

Sadece 1-2 um uzuniuga sahip olan bu sonda, ¢ok hassas esneklikte ve yaklagik

100-200 um uzunlukta olan tutucu bir kola yerlegtiriimistir (Bowen et al., 1999).
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Sekil 2.3 : AFM’nin sematik gérintim (Tan, 2001)

Ornek yiizeyine sabit bir kuvvet ile basan bu kol, sondanin 6rnek ylizeyinde
dolagirken kargilastigi yuzey ozelliklerine bagh olarak asagi ve yukérl dogru
hareket etmektedir. Sekil 2.3'deki sistemde lazer 1$131, kolun ucuna distrilerek,bir
ayna araciligi ile dedektére génderilmektedir. Bundan dolayi, bu kolun en kigiik
bir hareketi bile dedekitre yansiyan lazer igigindaki yer degistirme olarak
algilanmakta ve Gglncli boyut olarak tanimlanmaktadir. Dedektoriin gikis voltaji,
hem sondaya sabit bir kuvvet uygulanmasi igin piezzo elektrik kristallerine verilen
voltaj ile hem de hata sinyali ile kargilagtirnlarak, geri besleme sinyali olarak,
kullaniimakta ve sonraki diizeltmeler yapiimaktadir. Tarama sirasinda kaydedilen
X, y ve z degerleri bir sayisal sinyal igslemci yardimi ile dogrudan bilgisayar
ekranina génderiimektedir. Béylelikle 6rnedin cinsinden, bir bagka deyisle, iletken,
yalitkan ya da yari-iletken ozelliinden bagdimsiz olarak, érnegin (¢ boyutlu
gorintist elde edilebilmektedir (Tan, 2001).

AKM'de kullanilan sondanin bagh oldugu esnek kol, 0.001 ile 100 N/m arasinda
degisen yay sabitine sahiptir. Sonda ucunun tarama sirasinda érnede uyguladigi

kuvvetin 10711 ile 10 N arasinda olmasindan dolayi da, 6rnede zarar verilmeden
inceleme yapilabilmektedir.
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AKM'ler, kontakt ve kontakt olmayan olarak adlandirlan iki ayn sekilde
calismaktadir:

1) Kontakt modda: Burada, sonda 6rnek ylzeyi ile temas halindedir. Bu sirada
iyonik itme kuvvetleri etkili olmakta ve yilizey topolojisi hakkinda bilgi
vermektedir.

2) Non-kontakt modda: Burada, sondanin ucu ve &rnek arasindaki uzaklik
yaklagik, 10 ile 100 nm arasindadir. Bir bagka deyisle sonda, érnek yiizeyi ile
temas etmemektedir. Bu sirada Van der Waals ve kapiler kuvvetler etkili
olmaktadir. Bu ybéntem, daha ¢ok, sivi ortamda calisilirken veya yapigkan
malzemelerin incelenmesinde kullaniimaktadir (Tan, 2001).

AKM ile hiicrelerin arastinimasi, ilk kez eritrositler Uzerinde yapilan galigmalar ile
baglamistir. Gunimizde ise bircok hiicre, sivi ortamda incelenebilmektedir
(Ergin, 1999). Johansen et al. (1996) antibakteriyel 6zellik tagiyan protamin adli
bir peptidin, L. monocytogenes ve Shewanella putrefaciens hiicreleri (izerine
etkisini AKM kullanarak gérintilemiglerdir. AKM ile elde edilen gérintilerde,
protaminin bu bakterilerin hiicre duvarlarina biuyllk zarar verdigini ve hatta hiicre
zarlarinda delinmelere yol agtigini gérmusgler ve bu morfolojik degisimlerin de,
hicrelerin yasamsal faaliyetlerini devam ettirmeleri icin gerekli olan solunumu
engelledigini belitmislerdir. Dufréne (2001) ise; AKM kullanarak Phanerochaete
chrysosporium INA-12 ve Aspergillus oryzae LMTC 2.14 funguslarnin ylizey
6zelliklerinin spor olusumu sirasindaki degisimini ve Strepfococcus salivarius HB
ve Streptococcus salivarius HBC12 bakteri hicrelerinin ylzey 6zelliklerini
goérintilemistir.

Mikroorganizma ve organellerin AKM ile gérintilenmesinden &nce, boyama
isleminin gerekli olmamasi da, AKM kullaniminin pek ¢ok arastirici tarafindan
tercih edilmesini saglamistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal.
3.1.1. Gida ornekleri

~

Calismada kullanilan 64 adet gida 6rne§i, Ankara’daki marketlerden tesadiifi
olarak toplanmistir. Bu gida &rnekleri; kiimes hayvani etleri, kirmizi etler, et

drinleri, geleneksel gidalar, salatalar ve yumurtalar olmak Uzere 6 ayri gida
grubunu kapsamaktadir (Cizelge 3.1). 64 adet gida érnedinden 14 adedi, S.
enteritidis kalttrd ile inokiile edilerek, denemeye alinmigtir.

Cizelge 3.1 : Calismada kullanilan 64 adet gida drnegi

GIDA GRUPLARI | GIDA ORNEGI | GIDA GRUPLARI | GIDA ORNEGI
SAYISI SAYISI
Kiimes hayvan etleri Kirmizi etler
Tavuk baget 2 Dana biftek 1
Tavuk bonfile 2* Dana kiyma 3
-Tavuk boyun 1 Kuzu kugbasg! 1
Tavuk but 1 Kuzu pirzola 1
Tavuk ciger 2 Toplam 6
Tavuk driimstick 1 Et drinleri
(Kemikli tavuk eti) Macar salami 2
Tavuk gégis 3* Sosis 3*
Tavuk incik 2* Sucuk 1*
Tavuk kanat 3 Toplam 6
Tavuk kéfte 1 Geleneksel gidalar
Tavuk pirzola 3* Adana kofte 1
Tavuk gnitzel 1 Armavut cigeri 1
Hindi but 3* Cig kofte 2*
Hindi kiyma 1 Dana tas kebabi 1
Hindi kugbas! 1 Inegol kofte 2*
Hindi salam 1 Toplam 7
Hindi sucuk 1
Toplam 29
Salatalar Yumurtalar
ltalyan salata 2 Cig yumurta 9
Rus salatasi 4** Toplam 9
Tarator 1*
Toplam 7

Toplam gida 6rnegi sayisi : 64

* Belirtilen gida grubuna ait gida dérneginin 1 adedi yapay olarak kontamine edilmistir.

** Belirtilen gida grubuna ait gida 6rneginin 2 adedi yapay olarak kontamine edilmistir.
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3.1.2. Kiiltiirler

S. enteritidis ATCC 13076 ve E. coli ATCC 35281 kilttrleri, “American Type
Culture Collection (ATCC), ABD” den; S. dublin kilttra, “Refik Saydam Hifzisihha
Enstitist, Ankara, Turkiye” den liyofilize formda saglanmigtir. E. coli O157:H7
937 kulttra, “Prof. M.P. Doyle, Georgia Universitesi, ABD” den; S. typhimurium
kaltura, “Prof. K. Halkman, Ankara Universitesi, Turkiye” den, Shigella flexneri
ATCC 12022, Klebsiella pneumoniae ATCC 33495, Proteus vulgaris ATCC 13315,
Enterobacter aerogenes ve S. aureus kilturleri, “Prof. A.G. Hascelik, Hacettepe
Universitesi, Ankara, Tirkiye” den ve Y. enterocolitica O:9 BL 87/46 kuiturii ise,
“Norwich AFRC (Agricultural and Food Research Council) Food Research
Institute, Ingiltere” den saglanmistir.

3.1.3. bilﬁsyon sivilari ve tampon ¢oézeltiler

Calismada kullanilan IMA yikama ve Serum Fizyolojik (SF) ¢&zeltilerinin bilesimleri
ve hazirlaniglari Ek 1 béliminde verilmektedir.

3.1.4. Boya gozeltileri

Caligmada kullanilan Kristal Violet, Lugol (Gram lyot) ve Safranin ¢ézeltilerinin
bilesimleri ve hazirlaniglari Ek 2 bélimiinde verilmektedir.

3.1.5. indikator ve ayiraglar

Caligmada kullanilan Kovac’s ayiraci, Metil Kirmizisi indikatéri, %40’k KOH ve

o~-Naftol ¢ozeltilerinin bilesimleri ve hazirlaniglari Ek 3 boélimiinde verilmektedir.

3.1.6. Besiyerleri

Caligmada kullanilan Triptik Soy Broth (TS Broth), SC Broth, Rambach Agar,
BPLS Agar, XLD Agar, Triptik Soy Agar (TS Agar), Triple Sugar Iron Agar (TSI
Agar) ve Ure Agar Merck (Almanya), RV Broth ve Harlequin Salmonella ABC
(Freeman Formiili) LAB M (Ingiltere) firmalarindan saglanmistir. Ayrica; TPS,
indo! testinde kullanilan Tripton Water, Metil Kirmizisi ve Voges-Proskauer
testlerinde kullanilan Glukoz Fosfat Broth, Mannitol ve Salisin testlerinde kullanilan
sirastyla mannitol ve salisin iceren besiyerleri, besiyerlerinin bilesimlerinden
hazirlanmigtir. Bu besiyerlerinin bilesimleri ve hazirlaniglan Ek 4 bdéluminde
verilmektedir.




3.1.7. IMA yontemi deney diizenegi

Calismada Dynal® (Oslo, Norveg) firmasi tarafindan énerilen IMA yéntemi deney
duzenegi kullaniimigtir. Bu duizenek; 6rnek kangtiricisi (Dynal® MX3 sample mixer)
(Sekil 3.1), 10 adet standard Eppendorf ttiptni tutabilen manyetik bir tutucu ve bu
tutucunun manyetik gubugundan (Dynal MPC®-M rack) (Sekil 3.2) olusmaktadir.

3.1.8. Immunomanyetik partikiiller

Sekil 3.1 : IMA dlizenegindeki Sekil 3.2 : IMA diizenegindeki manyetik
6rnek karigtiricisi tutucu ve cubugu
(Anon., 2000a) (Anon., 2000a)

Calismada Dynal® (Oslo, Norveg) firmasindan saglanan Dynabeads® anti-
Salmonella partikilleri kullanilmigtir. Bu partikiiller, yizeyleri Salmonellalar
yakalayabilecek &zellikte saflagtirilmig antikorlar ile kaplanmis haldedir. Bu
partikuller; fosfat ile tamponlanmis %0.85'lik NaCl g¢bzeltisi (pH 7.4), %0.1 sigir
serum albumini ve %0.02 sodyum azid (NaNs) den olusan ortamda siispanse
olarak bulunmaktadir.

3.1.9. AKM deney diizenegi

Caligmada TopoMetrix (ABD) firmasindan saglanan TopoMetrix TMX2000
Explorer ve egrilik yarigapi 1000 A° olan standart piramit sonda ucu (Topometrix
1520-00) kullaniimigtir.
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3.2. Metot

Galismanin ilk bdlimil; Enterobacteriacea ve farkli ailelere ait bakterilerden birkag!
ve bazi Salmonella turleri ile ortamda herhangi bir gida 6regi etkilegimi
olmaksizin gerceklestirilen, partikll 6zgunluganiin belilenmesine ydnelik, model
sistem denemelerini igermektedir.

Caligmanin ikinci béliminde, iki ayrt deneme modeli birarada yiritalmistar.
Bunlardan biri; Ankara’daki marketlerden tesadifi olarak toplanan ve
Salmonellalar agisindan risk grubunda olduklar kabul edilen 50 adet gida
Ornegindeki Salmonella varliginin, IMA yontemi-gekirdek metodu ve I1SO 6579
referans metodu ile kargilagtirmali olarak incelenmesini kapsamaktadir. Diger
model ise; yine Ankara piyasasindan saglanan 14 adet gida &rnegdine, S.
enteritidis kulturniin yapay olarak inokillasyonunu ve bu patojen bakterinin IMA
yéntemi-gekirdek metodu ve ISO 6579 referans metodu kullanilarak karsilagtirmali
olarak izolasyonunu igermektedir.

Calismanin son bdélumu ise; S. enteritidis, anti-Salmonella partiktlleri ve S.
enteritidis+anti-Salmonella komplekslerinin, AKM ile gériintiilenerek incelenmesini
kapsamaktadr.

3.2.1. Partikiil 6zgiinligii

Calismanin bu bélimi, IMA yénteminde kullanilan Dynabeads® anti-Salmonella
partikiillerinin 6zgunlugunt belirlemek amaci ile gergeklestiriimistir. ik olarak, E.
aerogenes, E. coli, E. coli O157:H7, K. pneumoniae, P. vulgaris, S. flexneri ve Y.
enterocolitica O:9 gibi Enterobacteriacea ailesine ve S. aureus, E. faecalis gibi
farkl ailelere ait bakterilerin, TS Broth besiyerinde 24 saatlik saf kulturleri
hazirlanarak SF cozeltisi ile ardigik dilisyonlan yapilmistir. Ardisik diliisyonlar
hazirlanan bu kdlttrlerden TS Agar besiyerlerine ylizeye yayma yontemi ile direkt
kiiturel inokulasyonlar yapildiktan sonra, ayni dilisyonlara IMA yéntemi
uygulanarak hem BPLS Agar hem de TS Agar besiyerlerine inokiilasyoniar
gerceklestirilmigtir.

Ayni zamanda; S. enteritidis, S. typhimurium ve S. dublin gibi bazi Salmonella
tirlerinin de TS Broth besiyerinde 24 saatlik saf kilturleri hazirlanarak SF ¢ézeltisi
ile ardigik dilusyonlari yapilmistir. Ardisik dilisyonlarn hazirlanan bu kiiltirlerden
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BPLS Agar besiyerlerine ylizeye yayma yontemi ile direkt kulttrel inokulasyonlar
yapildiktan sonra, ayni dilisyonlara IMA yoéntemi uygulanarak BPLS Agar
besiyerlerine inokiilasyoniar gergeklestirilmistir.

Inokillasyon yapilan Petri kaplar, 35-37°C'de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda Petri kaplarindaki koloni gelisimleri incelenerek,
anti-Salmonella partikillerinin bu bakteri hiicrelerini tutup tutamadigi belirlenmisgtir.
Koloni geligimi gézlenen Petri kaplarindaki koloniler sayilarak da, anti-Salmonella

partikuillerinin bakteri hiicrelerini ne oranda tutabildikleri belirlenmisgtir.

3.2.2. Dogal olarak kontamine olmug gida 6érneklerinin IMA yéntemi-
cekirdek metodu ve ISO 6579 referans metodu i¢in hazirlanmasi

24 adet kimes hayvan eti, 4 adet kirmizi et, 4 adet et {iriin(i, 5 adet geleneksel
gida ve 4 adet salata olmak (zere 41 adet gida &rneginin herbirinden 25 g
alinarak, 225 mL TPS igeren filtreli steril Stomacher torbalarina aktariimis ve
Stomacher aygitinda (Stomacher Seeward 400, Ingiltere) 1 dakika tutularak, gida
ornekleri homojen hale getiriimistir. Ancak 9 adet yumurta &érneginin herbiri,
dncelikle, sert bir firga yardimi ile gesme suyu altinda yikanip havlu ile kurulanmus,
10 saniye sire ile %70'lik etil alkolde bekletildikten sonra kurumaya birakilmistir.
Kuruyan yumurtalar steril erlenler icine kinlip, iyice karigtinlarak homojen hale
getiriimigtir. Daha sonra, homojen hale getirilmis herbir yumurta 6rneginden ISO
6579 referans metodunda kullanilmak tzere 11 g alinarak, 99 mL SF c¢ozeltisi
iceren erlene aktarnimigtir. Diger taraftan; IMA yéntemi-cekirdek metodunda
kullanilmak lzere geriye kalan 50 g homojen hale getiriimis yumurta 6rnegi
lizerine, 35 mg FeSO,/L ilave edilerek karigtinimigtir (Anon., 1999a). Hazirlanan
homojenatlarin timi, 6n zenginlestime amact ile, 37°C'de 18-24 saat

inkibasyona birakilmistir.

3.2.3. Yapay olarak kontamine edilen gida 6érneklerinin IMA yéntemi-gekirdek
metodu ve ISO 6579 referans metodu igin hazirlanmasi

5 adet kimes hayvani eti, 2 adet kirmizi et, 2 adet et irin{i, 2 adet geleneksel
gida ve 3 adet salata olmak lUzere toplam 14 adet gida 6rnegi, ilk olarak, S.
enteritidis kultirti ile yaklasik 10° kob/mL seviyesinde inokle edilmigtir.
Inokulasyon amaci ile hazirlanan kiltir, S. enteritidis'in TS Broth besiyerinde

37°C’de 24 saat gelistirimesi ve SF ¢ozeltisi ile uygun dilisyonunun hazirtanmasi
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ile elde edilmigtir. Yapay olarak inokiilasyonu tamamlanmig herbir gida érneginden
25 g alinarak, 225 mL TPS iceren filtreli steril Stomacher torbalarina aktariimis ve
Stomacher aygitinda 1 dakika tutularak, gida érnekleri homojen hale getirilmistir.
Hazirlanan homojenatlarin timii, 6n zenginlegtirme amaci ile, 37°C’de 18-24 saat

inkibasyona birakilmistir.

3.2.4. ISO 6579 referans metodu

37°C’de 18-24 saat inkiibe edilen homojenatlardan 10 ve 0.1 mL alinarak,
sirasiyla SC Broth ve RV Broth segici zenginlestirme besiyerlerine aktariimigtir.
SC Broth’lar 37°C'de, RV Broth’lar ise 42°C’de 24’er saat inkiibasyona
birakilmiglardir. Inkiibasyonun ardindan segici olarak zenginlestirilen kalttrler:
BLPS Agar ve Rambach Agar segici kati besiyerlerine ylizeye yayma yéntemi ile
ekilmig ve 37°C’de 18-24 saat inklibasyona birakilmigtir (Sekil 2.1).

inkilbasyon sonunda, izole edilen stipheli Salmonella kolonilerinin tanimlanmasi
ve dogrulanmasi amaci ile birtakim biyokimyasal testlerin yapilabilmesi igin,
slipheli koloniler TS Agar besiyerlerine inokiile edilmis ve 37°C'de 18-24 saat
inkibe edilerek saf kiiturleri elde edilmistir. Elde edilen bu saf kulturler, ileri

biyokimyasal testler igin, 4°C’de buzdolabinda saklanmiglardir.

3.2.5. IMA yontemi-gekirdek metodu

IMA y&nteminin ¢aligma mekanizmasi ve uygulama basamaklar: sirasiyla Sekil 3.3
ve Sekil 3.4'de gosterilmektedir.

IMA yontemi-gekirdek metoduna goére, 6n zenginlestirme kulturlerinden 1’er mL
allnarak; manyetik tutucudaki steril Eppendorf tuplerine aktariimistir. Uzerlerine
20'ser L Dynabeads® anti-Salmonella partikil stspansiyonu eklenmis ve
partiklllerin ylzeyini kaplamig olan hedef mikroorganizmaya 6zgii antikorlarin
Salmonellalari baglayabiimesi icin, oda sicakliinda 10 dakika stre ile 6rnek
kanigtirnicisinda surekli olarak karistirilarak inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda manyetik c¢ubuk, Eppendorf tiplerini tagiyan manyetik tutucuya
yerlestirilerek, tlpler 3 dakika da elde karnstiriimiglardir. Boylelikle;
Salmonella+anti-Salmonella komplekslerinin, manyetik gubugun yarattigi manyetik

alan etkisi ile, tlplerin i¢ yizeylerinde gézle gérilebilir bir sekilde toplanmalari
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Antikor iceren
manyetik kireciklerin
ortama ilavesi

Negatif olarak izole
edilmi bakteriler

Karisik Manyetik kareciklerin  IMA/ylkama Pozitif olarak izole
mikroorganizma hedef bakterileri edilmig bakteriler
slispansiyonu yakalamast

Sekil 3.3 : IMA yénteminin calisma mekanizmasi (Anon., 1996b)

saglanmistir. Ardindan, Salmonella+anti-Salmonella komplekslerinin dagiimalarina
izin vermeyecek bir sekilde, tliplerdeki stipernatantlar uzaklastinlmigtir. Manyetik
gubuk, manyetik tutucudan ¢ikanldiktan sonra, yikama amaci ile 1 mL IMA yikama
cozeltisi eklenerek karigtirma yapiimigtir ve bu yikama iglemi iki kere
tekrarlanmigtir. Son yikamanin ardindan yine manyetik cubuk yardimi ile
olusturulan Salmonellat+anti-Salmonella komplekslerinin Gzerine, 0.1 mL IMA
yikama c¢ozeltisi eklenerek kanstinimig ve bu sispansiyon 10 mL RV Broth
besiyerine aktarlarak, 42°C’de 24 saat inkiibasyona birakiimistir. 24 saatlik RV
kilttrleri, daha sonra, BLPS Agar ve Rambach Agar secici kati besiyerlerine
ylizeye yayma yontemi ile inokile edilmis ve 37°C’de 18-24 saat inkilbasyona
birakilmiglardir.

Ancak, 35 mg FeSO4/L ilave edilerek 37°C’de 18-24 saat inklibasyona birakilan
yumurta homojenatlari, IMA yéntemi-gekirdek metodu éncesinde TPS ile bes kez
seyreltiimisler ve IMA sirasinda anti-Salmonella partikiillerinden énerildigi sekilde
20 pL yerine 40 pL kullanimigtir (Anon., 1999a). Inkilbasyon sonunda, izole
edilen stipheli Salmonella kolonilerinin tanimlanmasi ve dogrulanmasi amaci ile
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Ornegin hazirlanmasi
On zenginlegtirme

Inkiibasyon

v

Eppendorf tipi
(1mL 6rnek+20 ul. Dynabeads)

v

Ornek karigtiricisina yerlestirme
(Dynal® MX3 sample mixer)

v

Oda sicakhginda karistirma
(10 dakika)

Manyetik ayirma islemi
(3 dakika)

v

Yogunlastirma ve yikama
Sipernatantin uzaklastiriimasi

Yikama ve IMA yikama
cOzeltisi eklenmesi

v

Karigtirma

v

Besiyerine aktarma

Sekil 3.4 : IMA ydnteminin sematize edilmis uygulama basamaklari (Ozbag ve
Aytag, 2000)

birtakim biyokimyasal testlerin yapilabilmesi icin, stpheli koloniler TS Agar
besiyerlerine inokiile edilmis ve 37°C'de 18-24 saat inkiibe edilerek saf kuiturleri
elde edilmistir. Elde edilen bu saf kultlrler, ileri biyokimyasal testler igin, 4°C’'de

buzdolabinda saklanmiglardir.
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3.2.6. Tanimlama ve dogrulama analizleri

Bélum 3.2.4 ve 3.2.5'de belirtilen ve TS Agar besiyerlerinde saklanan stpheli
izolatlar, ilk olarak, TS Broth besiyerlerine inokille edilmis ve 37°C'de 18-24 saat

inkibasyona birakilarak izolatlarin canlanmalar ve gelismeleri saglanmistir.

Daha sonra, Harlequin Salmonella ABC (Freeman Formiilil) Agar ve XLD Agar
besiyerlerine inokilasyonlar yapilarak, koloni morfolojileri karsilastiriimigtir.
Ardindan, Gram boyama yapilmig ve indol testi igin; Tripton Water besiyerine,
metil Kirmizisi ve Voges-Proskauer testleri igin; Glukoz Fosfat Broth besiyerlerine,
tre tgsti icin; Ure Agar besiyerine, karbonhidrat fermentasyon testleri igin sirasiyla
mannitol ve salisin igeren besiyerlerine, asit, gaz ve H,S olusumunun incelenmesi
icin TSI Agar besiyerine inokilasyonlar gergeklestirilmigtir (Anon., 1996¢; Anon.,
1998d; Temiz, 2000). Bu testlerin yanisira, tanimlama ve dogrulama amaci ile,
Salmonella lateks aglitinasyon testi (Anon., 2000c) ve ayrica APl 10S sistemi
(Anon., 2000d) de kullaniimistir. Tipik Salmonella kilturlerinin bu testlerde
olusturdugu reaksiyonlarin sonuglari, Cizelge 3.2'de verilmistir.

3.2.7. istatistik analizleri

istatistiksel analiz igin uygun goérillen verilere, calisma sonuglarinin
degerlendirilebilmesi amaci ile, parametrik olmayan bagimli iki grup testlerinden
biri olan Wilcoxon testi uygulanmig ve bu testin sonuglan SPSS Paket Programi
kullanilarak degerlendirilmigtir.

3.2.8. AKM ile goriintii eldesi

lik olarak S. enteritidis’in, TS Broth besiyerinde 24 saatlik saf kulttrii hazirlanarak
SF cdzeltisi ile ardigik dilisyonlari yapilmistir. Daha sonra yaklasik 10? kob/mL
olacak sekilde 1 mL &érnek alinarak, manyetik tutucudaki steril Eppendorf tiipiine
aktarimig ve IMA islemi gerceklestiriimistir. IMA islemindeki son yikamanin
ardindan manyetik cubuk yardimi ile olusturulan S. enteritidist+anti-Salmonella
komplekslerinin Gzerine, 0.1 pL IMA yikama ¢bézeltisi eklenerek karnistirnimigtir.
Daha sonra, S. enteritidis, anti-Salmonelia partikiilleri ve IMA islemi sonrasi elde
edilen S. enteritidis+anti-Salmonella kompieksleri 6zel olarak temizlenmig lamiar
(Lamiar &ncelikle ultrasonik temizleme cihazinda, organik ¢éziicli iginde
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Cizelge 3.2 : Tipik Salmonella kilturlerinin bazi dogrulama testlerinde

olusturdudu reaksiyonlarin sonuglar (Anon., 2000c; Anon., 2000d;
Anon., 1998d; Anon., 1996c)

TEST REAKSIYON SONUCU

Gram boyama -

Iindol testi -

Metil kirmizisi testi +

Voges-Proskauer testi -

Ure testi -

Mannitol testi +

Salisin testi -

TSI Agar (diplylizey/gaz/H,S) glukoz +/laktoz ve sukroz -/+/+

Salmonella Latex testi +

API] 10S testi*
ONPG (p-galaktosidaz testi)
GLU (glukoz testi)
ARA (arabinoz testi)
LDC (lizin dekarboksidaz testi)
ODC (ornitin dekarboksidaz testi)
CIT (sitrat testi)
H.S
URE (iire testi)
TDA (triptofan deaminaz testi)
IND (indol testi) -
OX (oksidaz testi) -
NO, +

A

* APl 10S test sonuglari, bioMérieux firmasi temsilciligi tarafindan saglanan bilgisayar
destekli program ile degerlendirilmistir.

temizlenmis ve ardindan sterilizatérde 100°C'de 2 saat bekletiimistir) {izerine
alinarak, ince birer film halinde yayilmiglardir. Havada kurumalarn saglandiktan
sonra, AKM ile incelemeye gegcilmisti. AKM ile incelenmeleri, agik havada
gergeklestiriimistir. Analizlere 6nce 100x100 pm? alanda baslanmis, daha sonra
10x10 pm? alana kadar yakinlastinimistir. Bu sirada sonda ucunun tarama
sirasinda preparatlara uyguladigi kuvvet 1-3 nN ve goruntli ¢o6zUnQrliglu ise
400x400 piksel olup, elde edilen veriler bilgisayarin yazmm'l sayesinde goruntiye
cevrilmigtir.
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4. ARASTIRMA SONUGLARI ve TARTISMA
4.1. Partikiil Ozgiinliigiine iligkin Sonuglar

Calismanin  bu béluminde IMA yonteminde kullanilan anti-Salmonella
partikillerinin 6zgtnlugu, ik asamada, E. aerogenes, E. coli, E. coli 0157:H7, K.
pneumoniae, P. vulgaris, S. flexneri ve Y. enterocolitica O:9 gibi Enterobacteriacea
ailesine ve S. aureus, E. faecalis gibi farkli ailelere ait bakteriler ile ortamda
herhangi bir gida ornedi etkilesimi olmaksizin gergeklestiriien model sistem
denemeleri ile incelenmigtir. Partikl 6zgunlugla ile ilgili ik asama deneme
sonuglan Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 : Enterobacteriaceae ailesine ve farkli ailelere ait bazi bakteriler
ile yapilan anti-Salmonella partikiil 6zgiinlidl deneme sonuglari

Bakterinin geri kazanimi (%)*

Bakteri TS Agar BPLS Agar

Enterobacter aerogenes 6.4 4.5

Escherichia coli 2.3 1.9
Escherichia coli O157:H7 0 0

Klebsiella pneumoniae 2.6 1.8
Proteus vulgaris 0 0
Shigella flexneri 0 0
Yersinia enterocolitica O:9 0 0
Staphylococcus aureus 0 0
Enterococcus faecalis 0 0

* Enterobacteriaceae ailesine ve farkh ailelere ait bakterilerden birkaginin anti-Salmonella

partikilleri ile TS Agar ve BPLS Agar besiyerlerindeki geri kazanim ylzdelerini belirlemek

icin, IMA yo6ntemi uygulanarak inokllasyonlar yapilan TS Agar ve BPLS Agar

besiyerlerinde gelisen kolonilerin sayisi, direkt klltlrel inokllasyonlar yapilan TS Agar

besiyerlerinde geligen kolonilerin sayisina oranlanmistir.

Cizelge 4.1’in incelenmesinden de gériilebilecedi gibi E. coli O157:H7, P. vulgaris, .
S. flexneri, Y. enterocolitica 0:9, S. aureus ve E. faecalis kiltirleri ile

calisiidiginda, anti-Salmonella partikiillerinin - bu  bakterileri tutamadiklari

belirlenmigtir. Diger bir taraftan, anti-Salmonella partikillerinin E. aerogenes, E.

coli ve K. pneumoniae bakterilerini tutabildikleri saptanmigtir. Ancak bu bakterilerin

TS Agar gibi genel bir besiyerinde sirasiyla %6.4, %2.3 ve %2.6, BPLS Agar gibi
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segici bir besiyerinde ise sirasiyla %4.5, %1.9 ve %1.8 gibi dligik geri kazanim
ylizdelerine sahip olduklari goértlmektedir. Bu bakterilerin anti-Salmonella
partikilleri tarafindan béyle distk bir ylizde ile de olsa tutulabilmeleri, oniarin
partikil ylizeylerine yapismalarindan kaynaklanan ézgiin olmayan baglanmalari ile
actklanmaktadir. Ozgiin olmayan bu baglanmalarin, Salmonellalarin tutulmasini
engellemedigi ancak IMA yéntemi sonrasi inokilasyon yapilan ‘segici kati
besiyerlerinde Salmonellalar ile birlikte bu bakterilerin de gelismesine olanak
verdiji ama yine de Salmonella kolonilerinin diger kolonilerinden makroskobik
olarak rahatlikla ayrilabildigi belirtiimektedir (Molla et al., 1994). Dolayisiyla, gerek
dogal olarak gerekse yapay olarak kontamine olmus gida érnekleri ile galigilirken,

IMA yo6ntemi sonrasi RV Broth segici zenginlestirme besiyerinin kullaniimasinin
~ ardindan secici kati besiyerlerine inokiilasyonlara geg¢ilmesi, 6zgiin olmayarak
baglanan bu bakterilerin segici kati besiyerlerindeki geligimini énemli &lclde
sinirlandirdigr géralmustir.

Blackburn ve Patel, 6zgiin olmayan baglanmalarin miktarinin; bakteri susu ve
bakteri susunun 6rnek karistiricisinda sdrekli olarak karigtirma sirasinda iginde
bulundugu inklibasyon ortami, sicakliji ve siresi ile ilgili oldugunu belirtmiglerdir
(Skierve et al., 1990; Molla et al., 1994). Vermunt et al. (1992), anti-Salmonella
partiktllerinin Enterobacter agglomerans G2 susunu, Enterobacter agglomerans
G7 ve G8 suglarina oranla daha yuksek bir ylizde ile tutabildiklerini bulmuslardir.
Ayni aragtirmacilar, 6rnek karistiricisinda surekli olarak karigtirma sirasinda
kremasi ayriimis %4 sit iceren tamponlanmig peptonlu su ortaminda inklibe
edilen Aeromonas hydrophila G5 susunun, %0.1 sigir serum albumini iceren
tamponlanmis peptoniu su ortaminda inkiibe edilen A. hydrophila G5 susuna
oranla anti-Salmonella partikilleri tarafindan daha dustk bir ylzde ile
tutabildiklerini saptamiglardir. Ayni zamanda, A. hydrophila G5 sugunun 10
dakikalik bir sire ile 6rnek kanstiricisinda inkiibasyona birakiimasinin ardindan
anti-Salmonella partikiilleri tarafindan tutulabilme ytizdesinin, 60 dakikalk bir stre
ile ornek kanstincisinda inkilbasyona birakilmasinin ardindan tutulabilme
ylizdesine oranla daha dustk oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica, inkiibasyon
¢ozeltisine Tween-20 ya da protamin gibi deterjanlarin katiimasinin da, 6zgiin
olmayan baglanmalarin miktarini azalttidi bulunmustur (Okrend et al., 1992;
Vermunt et al., 1992).
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Ikinci agsamada ise, IMA ydnteminde kullanilan anti-Salmonella partikiilerinin
6zgunlagu, S. enteritidis, S. typhimurium ve S. dublin gibi bazi Salmonella tirleri
ile ortamda herhangi bir gida 6rnegdi etkilesimi olmaksizin yapilan model sistem
denemeleri ile incelenmigtir. Partikil ézgunlugt ile ilgili ikinci asama deneme
sonuclarn Cizelge 4.2’de verilmigtir.

Cizelge 4.2 : Bazi Salmonella turleri ile yapilan anti-Salmonella partiktl 6zgunlagu
deneme sonuglari

Bakterinin geri kazanimi (%)*
Bakteri BPLS Agar
S. enteritidis 65
S. typhimurium 41
S. dublin 12

* Bazi Salmonella turlerinin anti-Salmonella partikilleri ile BPLS Agar besiyerindeki geri
kazanim ylizdelerini belilemek igin, IMA yontemi uygulanarak inoktlasyonlar yapilan
BPLS Agar besiyerlerinde geligen kolonilerin sayisi, direkt kdittrel inoktlasyonlar yapilan
BPLS Agar besiyerlerinde gelisen kolonilerin sayisina oranlanmigtir.

Cizelge 4.2'in incelenmesinden de gériilebilecegi gibi S. enteritidis, S. typhimurium
ve S. dublin kiulturleri ile c¢alisildiginda, anti-Salmonella partikillerinin bu
bakterilerinin timind ancak farkli oranlarda tutabildikleri belirlenmigtir. S.
enteritidis, S. typhimurium ve S. dublin bakterilerinin BPLS Agar gibi segici bir
besiyerindeki geri kazanim vylzdeleri, sirasiyla %65, %41 ve %12 olarak
bulunmustur. Salmonella tirlerinin geri kazanim yiizdelerinin beklenilenden daha
diustk olmasi; onlarin anti-Salmonella partikilleri tarafindan dustk bir yuzde ile
tutulabilmeleri olarak degil, IMA ydntemi sirasindaki ilk ytkama basamagi sonrasi
olasi kayiplari olarak agiklanmaktadir (Vermunt et al., 1992; Molla et al., 1994). Bir
bagka deyisle, belli miktardaki anti-Salmonella kiirecikleri ancak belli miktardaki
Salmonellalari tutabilmekie ve ortamda anti-Salmonella kireciklerinden fazla
sayida Salmonella bulundugu takdirde, IMA ydntemi sirasindaki ilk yikama
basamagi sonras! kayiplar s6z konusu olmaktadir. Vermunt et al. (1992),
Salmonella livingstone ile yaptikiarn bir calismada, anti-Salmonella partiktlleri
tarafindan tutulan bu bakterilerin ilk yikama basamagi sonrasi %90 kayba
ugradiklarini belirtmislerdir. Yine ayni galismada, S. livingstone bakterisinin 60
dakikalik bir siire ile 6érnek karistiricisinda inkiibasyona birakilmasinin ardindan
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uygulanan ilk yikama basamagi sonrasi kaybinin, 10 dakikalik bir siire ile 6érnek
karigtiricisinda inkiibasyona birakilmasinin ardindan uygulanan ilk yikama
basamag! sonrasi kaybina oranla daha diigik oldugunu saptamiglardir. Ancak;
bakterilerin anti-Salmonella partikiilleri ile 10 dakikadan fazla bir siire ile drnek
karigtiricisinda inkilbasyona birakilmalarinin 6zgiin olmayan baglanma miktarini
arttirabilecegi belirtildiginden, IMA ydntemi sirasindaki ilk ylkama basamagi
sonrasi meydana gelen olasi kayiplarnin gézardi edilebilecedi de belirtiimektedir.
Ayrica IMA yéntemi dogrudan sayima yoénelik olarak gelistiriimis bir ydntem
olmadigindan, bu kayiplarin normal karsilanabildigi belirtiimektedir (Mansfield and
Forsythe, 2000a). IMA yontemi sirasindaki ilk yilkama basamagi sonrasi ne kadar
kayip olursa olsun, gida érneginde bir tek Salmonella hiicresi olsa dahi, anti-
Salmonella kurecikleri tarafindan tutulacak ve yasal olarak 25 gram gida
maddesinde bir tek Salmonella hiicresinin bile olmamasi gerektiinden, gida
ornegi tiketime uygun bulunmayarak kabul edilmeyecektir.

4.2. Dogal Olarak Kontamine Olmus Gida Orneklerine iligkin Sonuglar

Caligmanin bu bélimiinde, Ankara’daki marketlerden tesadiifi olarak toplanan ve
Salmonellalar agisindan risk grubunda olduklarni kabul edilen 50 adet gida
ornegindeki Salmonella varligi, 1ISO 6579 referans metodu ve IMA ydéntemi-
cekirdek metodu ile karsilagtirmal olarak incelenmigtir. Bu gida drneklerinin 24
adedi kiimes hayvani eti, 4 adedi kirmizi et, 4 adedi et trlin, 5 adedi geleneksel
gida, 4 adedi salata ve 9 adedi de yumurta olmak Uzere farkii gida gruplarini
kapsamaktadir (Cizelge 3.1).

Dogal olarak kontamine oimus 50 adet gida érneginden gerek [SO 6579 referans
metodu gerekse IMA yéntemi-gcekirdek metodu uygulanarak izole edilen stpheli
Salmonella kolonilerine, Bélim 3.2.5’de belittilen tanimlama ve dogrulama

analizleri uygulanmig ve Cizelge 4.3'deki sonuglar elde edilmistir.
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Cizelge 4.3 : Dogal olarak kontamine olmus gida 6rneklerine iligkin sonuglar

GIDA ORNEKLERI ISO 6579 REFERANS IMA YONTEMI-

METODU CEKIRDEK METODU
Kiimes hayvani etleri
Tavuk baget
Tavuk baget?
Tavuk bonfile
Tavuk boyun
Tavuk but
Tavuk ciger’
Tavuk ciger?
Tavuk driimstick
Tavuk gogus'
Tavuk gégus?
Tavuk incik
Tavuk kanat!
Tavuk kanat?
Tavuk kanat®
.Tavuk kofte
Tavuk pirzola'
Tavuk pirzola?
Tavuk snitzel
Hindi but’
Hindi but?
Hindi kiyma
Hindi kugbasi - -
Hindi salam - =
Hindi sucuk - —
Kirmizi etler
Dana biftek - -
Dana kiyma - -
Kuzu kugbas! - -
Kuzu pirzola - -
Et lirlinleri
Macar salami’ - -
Macar salami® - -
Sosis’ - -
Sosis? - -
Geleneksel gidalar
Adana kofte - -
Arnavut cigeri - -
Cig kofte - -
Dana tas kebabi - -
Inegdl kofte - -

Vo o+ o+ 4+ F

1 i

Vo o 4+ 0+ F

t+ + 0+ + 4+ +
A




Cizelge 4.3 devam ediyor.

Salatalar
italyan salata’ - -
talyan salata? - -
Rus salatas’ - -
Rus salatasi? - -

Yumurtalar

Yumurta’ - -

Yumurta?® - -

Yumurta® - -

Yumurta* - -

Yumurta® - -

Yumurta® - -

Yumurta’ - -

Yumurta® - -

Yumurta® - -

+ : Salmonella pozitif
- : Salmonella negatif

Cizelge 4.3 incelendiginde, dogal olarak kontamine olmus 50 adet gida 6rnegi
icerisinde kirmizi etler, et Urlnleri, geleneksel gidalar, salatalar ve yumurtalar
baghdi olarak verilen gida gruplarina ait higbir 6rnekte Salmonella varligina
rastlaniimadig! gérilmektedir. Kimes hayvani etleri grubuna bakildiinda; 24 adet
gida érnedinden 14 adedinin, Salmonella ile kontamine oldugu IMA yéntemi-
cekirdek metodu kullanilarak saptanmigtir. [SO 6579 referans metodu
kullanildiginda ise; bu 14 adet gida érneginin ikisinde, Salmonella izolasyonunun
gerceklestirilemedigi gérilmektedir.

Cudjoe et al. (1994a), IMA ydntemi-gekirdek metodunu kullanarak, dogal olarak
kontamine olmus 180 adet kiimes hayvani etinin 135 adedinin Salmonelia ile
kontamine oldugunu saptayabilmigken, ISO 6579 referans metodunu kullanarak
ayni Orneklerin yalnizca 98 adedinin Salmonella ile kontamine oldugunu
belirleyebilmiglerdir. Cudjoe and Krona (1997) ise yaptiklan bir galigmada, dogal
olarak kontamine olmus 100 adet gida 6rneginden yalnizca 31 adedinin
Salmonella ile kontamine oldugunu ISO 6579 referans metodunu kullanarak
saptayabilmigsken, IMA y6ntemi-cekirdek metodunu kullanarak 39 adedinin
Salmonella ile kontamine oldugunu belirleyebilmislerdir. Her iki galisma sonucunda
da IMA yo6nteminin, 1SO 6579 referans metoduna gére daha etkili bir izolasyon
yaptigi vurgulanmistir.
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Dogal olarak kontamine olmus 50 adet gida érneginde, ISO 6579 referans metodu
ve IMA ydéntemi-cekirdek metodunun karsilagtirmali olarak caligiimasina iligkin
sonuglar Cizelge 4.4'de verilmistir.

Cizelge 4.4 : Dogal olarak kontamine olmus 50 adet gida érneginde 1SO 6579
referans metodu ve IMA ydntemi-gcekirdek metodunun
karsilastiriimasi

GIDA cipA | SO 6579 REFERANS IMA YONTEMI-
SAYISI _ _
POZITIF NEGATIF POZITIF | NEGATIF
Kiimes
hayvani
otleri 24 12 12 14 10
Kirmizti etler 4 0 4 0
Et Girtinleri
Geleneksel 5 0 5
gidalar
Salatalar 4 0 4 0
Yumurtalar 9 0 9 0 9
TOPLAM 50 12 38 14° 36

2 : IMA yontemi-gekirdek metodu, ISO 6579 referans metoduna gére 2 adet daha fazla
gida 6rnegdinin Salmonella ile kontamine oldugunun saptanmasini saglamistir.

Cizelge 4.4'un incelenmesinden de gériilebilecegi gibi, kimes hayvani etleri
grubuna ait 2 adet gida 6rnedinde IMA ydntemi-cekirdek metodu kullanilarak
Salmonella izolasyonu basarilabilirken, ayni drneklerde 1SO 6579 referans metodu
kullanilarak izolasyon yapillamamis ve ISO 6579 referans metodu hatali negatif
sonug vermigtir. Dogal olarak kontamine olmus 50 adet gida érneginde, 1SO 6579
referans metodu ve IMA y6ntemi-cekirdek metodu kullanilarak Salmonella varligi
karsilagtirmali olarak incelendiginde, IMA yontemi-gekirdek metodunun ISO 6579
referans metoduna gére daha duyarl oldugu gézlenmistir.

ISO 6579 referans metodu ile IMA y6ntemi-gekirdek metodu arasinda fark olup-
olmadiginin belirlenebilmesi amaci ile, istatistiksel analiz igin uygun gorilen
verilere, parametrik olmayan badimli iki grup testlerinden biri olan Wilcoxon testi
uygulanmig ve bu testin sonuglan SPSS Paket Program: kullanilarak
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degerlendirilmistir. Uygulanan istatistiksel analiz sonucunda, 1SO 6579 referans
metodu ve IMA yéntemi-gekirdek metodu arasinda 6nemli bir fark olmadigi

saptanmistir (P > 0.05).

Mansfield ve Forsythe (1993), gerek dogal olarak kontamine olmus 120 adet gida
6rnedi gerekse yapay olarak kontamine edilen 60 adet gida 6rnedi ile yaptikian bir
calisma sonucunda IMA yéntemi kullanilarak gergeklestirilen segici zenginlestirme
basamaginin, SC Broth, TT Broth ya da RV Broth kullanilarak gergeklestirilen
secici zenginlestirme basamaklan kadar etkili bir izolasyonu daha kisa slirede
sagladigini saptamiglardir. Molla et al (1994) ise, dogdal olarak kontamine olmusg
165 adet gida 6rnedinin 54 adedinin Salmonella ile kontamine oldugunu hem IMA
ybntemi hem de ISO 6579 referans metodu kuilanarak saptamislar ve her iki
yontem arasinda 6nemli bir fark olmadigini ancak IMA y6nteminin ISO 6579
referans metoduna oranla daha hizli ve kolay uygulanabilir oldugunu
belirtmislerdir.

4.3. Yapay Olarak Kontamine Edilen Gida Orneklerine iligkin Sonuglar

Caligmanin bu bélumiinde, Ankara piyasasindan saglanan 14 adet gida érnegine,
S. enteritidis kulturinin yaklastk 10° kob/mL seviyesinde inokilasyonu
gerceklestiriimis ve érneklerdeki Salmonella varligi, 1ISO 6579 referans metodu ve
IMA yo6ntemi-gekirdek metodu ile karsilagstirmali olarak incelenmistir. Bu gida
6rneklerinin 5 adedi kiimes hayvani eti, 2 adedi kirmizi et, 2 adedi et trln{, 2
adedi geleneksel gida ve 3 adedi de salata olmak lizere farkh gida gruplarini
kapsamaktadir (Cizelge 3.1).

Yapay olaral kontamine edilen 14 adet gida érneginden gerek 1ISO 6579 referans
metodu gerekse IMA yontemi-gekirdek metodu uygulanarak izole edilen stphel
Salmonella kolonilerine, Boélim 3.2.5'de belirtilen tanimlama ve dogrulama
analizleri uygulanmis ve Cizelge 4.5°deki sonﬁglar elde edilmistir.
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Cizelge 4.5 : Yapay olarak kontamine edilen gida 6érneklerine iligkin sonuglar

= o ISO 6579 REFERANS IMA YONTEMI-
GIDA ORNEKLERI METODU GEKIRDEK METODU
Kiimes hayvani etleri
Tavuk bonfile + +
Tavuk gégus + +
Tavuk incik + +
Tavuk pirzola + +
Hindi but + +
Kirmizi etler
Dana klyma' + +
Dana kiyma? + +
Et driinleri
Sosis + +
Sucuk - +
Geleneksel gidalar
Cig kofte + +
Inegdl kéfte + +
Salatalar
Rus salatasi’ + +
Rus salatasi? + +
Tarator i +

+ . Salmonella pozitif
- : Salmonella negatif

Cizelge 4.5 incelendidinde, yapay olarak kontamine edilen 14 adet gida 6érnegi

icerisinde et Urlinleri grubuna bakildiginda; 2 adet gida érneginin ikisinde de, IMA

yontemi-gekirdek metodu kullanilarak Salmonella varligi saptanmigtir. ISO 6579

referans metodu kullanildiginda ise; bu 2 adet gida érneginin birinde, Salmonella

izolasyonunun gergeklestirilemedigi gértiimektedir.

Yapay olarak kontamine edilen 14 adet gida érneginde, ISO 6579 referans metodu

ve IMA ydntemi-gcekirdek metodunun kargilagtirmali olarak galigiimasina iligkin

sonugclar Cizelge 4.6'de verilmigtir.
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Cizelge 4.6 : Yapay olarak kontamine edilen 14 adet gida érneginde ISO 6579
referans metodu ve IMA yéntemi-gcekirdek metodunun
karsilagtiriimasi

GIDA GIDA ISO 6579 REFERANS IMA YONTEMI-
GRUPLARI ORNEGI METODU CEKIRDEK METODU
SAYISI .
POZITIF NEGATIF POZITIF | NEGATIF
Kiimes
hayvani
etleri 5 5 0 5 0
Kirmizi etler 2 2 0 2 0
Et {rlinleri 2 1 1 2 0
Geleneksel 2 2 0 2 0
gidalar
Salatalar 3 3 0 3
TOPLAM 14 13 1 14°

2. IMA ybntemi-gekirdek metodu, 1ISO 6579 referans metoduna gére 1 adet daha fazla
gida érneginde Salmonella varhdinin saptanmasini saglamigtir.

Cizelge 4.6'nin incelenmesinden de gérilebilecegi gibi, et Urlinleri grubuna ait 1
adet gida o6rnedinde IMA ydntemi-cekirdek metodu kullanilarak Salmonella
izolasyonu basarilabilirken, ayni érnekde ISO 6579 referans metodu kullanilarak
izolasyon yapilamamis ve ISO 6579 referans metodu hatali negatif sonug
vermigtir. Yapay olarak kontamine edilen 14 adet gida &rneginde, ISO 6579
referans metodu ve IMA yéntemi-gekirdek metodu kullanilarak Salmonella varligi
karsilastirmali olarak incelendiginde, IMA y&ntemi-gekirdek metodunun 1SO 6579

referans metoduna gére daha duyarli oldugu gézlenmistir.

ISO 6579 referans metodu ile IMA yéntemi-cekirdek metodu arasinda fark olup-
olmadiginin belirlenebilmesi amaci ile, istatistiksel analiz igin uygun gérilen
verilere, parametrik olmayan bagiml iki grup testlerinden biri olan Wilcoxon testi
uygulanmig ve bu testin sonuglart SPSS Paket Programi kullanilarak
degerlendirilmigtir. Uygulanan istatistiksel analiz sonucunda, ISO 6579 referans
metodu ve IMA yodntemi-gekirdek metodu arasinda Snemli bir fark olmadigi

saptanmigtir (P > 0.05).
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Istatistiksel analizler sonucunda her iki yéntem arasinda énemli bir fark olmadigi
saptanmig olsa da, IMA vyb6ntemi-cekirdek metodu kullanilarak yapilan
calismalarda segici kati besiyerlerinde gézlenen koloni gelisimlerinin, 1ISO 6579
referans metodu kullanilarak yapilan calismalarda gbézlenen koloni gelisimlerine
oranla ¢ok daha saf oldugu, bir bagka deyisle, agirlikli olarak Salmonella
kolonilerini igerdigi belirlenmistir. Bu da, segici kati besiyerlerinden stpheli
Salmonella kolonilerinin izolasyonunu kolaylastirarak, zaman kaybi ve hatali koloni
segimini engellenmigtir. Cudjoe and Krona (1997); 1SO 6579 referans metodunu
kullanarak elde ettikleri kilitirlerde, IMA ydntemi-gekirdek metodunu kullanarak
elde ettikleri kilttrlere oranla daha yogun bir rekabetci flora gézlemislerdir.
Dolayisiyla; IMA yodntemi-gekirdek metodunun kullaniimasi ile rekabetgi flora
gelisiminin  blylk o&lclide engellenebilecegini ve bunun da segici kati
besiyerlerinden, tanimlama ve dogrulama analizleri icin, stpheli Salmonella
kolonilerinin segimini hizlandiracagini belirtmiglerdir.

Cudjoe (1999), Salmonellalarin gidalar dogdal olarak kontamine etme seviyesinin
genellikle distk olmasindan dolayl, bu patojenlerin gidalardan izolasyonu
sirasinda, ilk olarak, 6n zenginlestirme besiyeri kullaniminin mutlak gerekli
oldugunu vurgulamistir. Bu g¢alismada da, gerek ISO 6579 referans metodu
gerekse IMA yontemi-gekirdek metodunun 6nermesi ile, 6n zenginlestirme
basamaginda TPS besiyeri kullaniimigtir. Ancak, yumurta érnekleri ile ¢ahsilirken,
IMA y6ntemi-gekirdek metodu 6n zenginlestirme besiyerine FeSO, ilave ediimigtir.
Clay and Board (1991)’a gore; FeSQO4 formundaki demir, yumurtadaki konalbumin
(ovotransferrin) in selat ajani olarak gérev yapmasini engelleyerek Gram-negatif
bakterilerin geligimini hizlandirmaktadir (Reissbrodt et al., 1996). Yumurtalardan
Salmonella izolasyonu sirasinda 6n zenginlestirme besiyerlerine 35 mg/L olacak
sekilde FeSO, ilave edilmesinin de, zaten yumurtalarda az sayida bulunan bu
patojenin gelisimini ve ¢ogalmasini arttirdidi bildiriimektedir (Gast, 1993). Ancak
bu durumun Salmonellalar ile birlikte diger Gram-negatif bakterilerin de
geligmelerine ve c¢ogalmalarina olanak saglamasindan dolayr Cudjoe et al.
(1994b), bu sekilde 6n zenginlestirme yapilan érnege 6zginlugi yiuksek olan IMA
yoéntemi-gekirdek metodu uygulanmasinin, gerek rekabetci flora geligimini blytk
olclide engellemesi gerekse Salmonella izolasyonunun 30 saat gibi kisa bir slirede
gerceklestirilebilmesi agisindan, daha elverigli oldugunu belirtmiglerdir. Reissbrodt
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et al. (1996), yumurtalardan Salmonella izolasyonu amaci ile yaptiklar bir
galismada da, 6n zenginlestirme besiyerlerine 1 mg/L olacak sekilde ferrioksamin
E ilave edilmesinin, rekabetgi flora gelisiminin engellenmesi agisindan, 35 mg/L
FeSO,ilave edilmesine oranla daha etkili oldugunu saptamiglardir.

Bircok aragtirmaci, Salmonellalarin gidalardan izolasyonu sirasinda degisik segici
zenginlegtirme besiyerlerinden yararlanmiglardir. Bu g¢alismada da, ISO 6579
referans metodunun dnermesi ile, segici zenginlestirme basamaginda SC Broth ve
RV Broth besiyerleri kullaniimistir. Ancak, SC Broth ve RV Broth besiyerleri
kullanilarak Salmonella izolasyonu karsilagtirmali olarak incelendiginde, RV Broth
besiyerinin SC Broth besiyerine gére daha etkili oldugu gézlenmistir. Hammack et
al. (1999); SC Broth, RV Broth ve TT Broth ile yaptiklari bir galigma sonucu, her i¢
besiyeri arasinda ¢ok 6énemli bir etkinlik farki olmadigini ancak dusiik sayida
Salmonella ile yapay olarak kontamine ettikleri gidalar ile ¢aligtiklarinda RV Broth
ve TT Broth besiyerlerinin daha iyi sonuglar verdigini, dolayisiyla da gidalardan
Salmonella izolasyonu sirasinda segici zenginlestirme besiyeri olarak bu iki
besiyerinin beraber kullaniimasi gerektigini belitmiglerdir. Blivet et al. (1997) ise;
dogal olarak kontamine olmus kiimes hayvam etlerindeki Salmonella varhgini
arastirmak amaci ile SC Broth, RV Broth, TT Broth ve KIMAN Broth (20 mg/L
novobiosin sodyum tuzu, 10 mg/L malasit yesili oksalati ve 40 g/L potasyum iyoddr
iceren Whitley Empedans Broth) besiyerlerini kullanmiglar ve RV Broth ve KIMAN
Broth besiyerlerinin daha basarili sonuglar verdigini saptamiglardir.

Her ne kadar klasik kulttrel yéntemler ile yapilan Salmonella izolasyonunda segici
zenginlestirme basamagindaki besiyerlerinin Ustiinliiklerinden bahsedilse de, IMA
yoénteminin, karigik mikrobiyal populasyonlar icerisindeki hedef hicrelerin
segiminde bu segici zenginlestirme besiyerlerine oranla daha hizli sonug alinabilen
bir yéntem olmasi ile birlikie basit, ucuz ve yilksek duyarlikta oldudu da
saptanmigtir (Cudjoe et al., 1994a; Molla et al., 1994; Coleman et al., 1995a;
Coleman et al., 1995b; Dziadkowiec et al., 1995; Mansfield and Forsythe, 1996;
Cudjoe and Krona, 1997; Davies and Wray, 1997; Ripabelli et al., 1997; Shaw et
al., 1998). Bu caligmada da istatistiksel analizler sonucunda ISO 6579 referans
metodu ve IMA yontemi-cekirdek metodu arasinda 6nemli bir fark olmadigi
gozlenmis olsa da IMA yonteminin, gekirdek metot uygulanmadiginda takdirde,
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ISO 6579 referans metoduna oranla 1 giin daha o©nce sonuglanabilecegi
vurgulanmaktadir.

Salmonellalarin gidalardan izolasyonu sirasinda degisik segici kati besiyerleri
kullanilabilmektedir. Bu amagla calismada, BPLS Agar, Rambach Agar ve
Harlequin Salmonella ABC (Freeman Formilli) Agar besiyerleri kullaniimistir.
Rambach Agar gida kaynakli olmayan S. typhi ve S. paratyphi bakterilerinin
izolasyonu icin kullanimi tercih edilmeyen bir segici kati besiyeri olsa da, gidalari
kontamine etme olasii§i fazla olan diger Salmonella tirlerinin izolasyonunda
oldukga yiliksek etkinlik saglamakta ve bu besiyerinden izole edilen sipheli
Salmonella kolonilerine tanimlama ve dogrulama analizlerinden birkacinin
uygulanmasina gerek kalmamaktadir (Gruenewald et al., 1991). Harlequin
Salmonella ABC (Freeman Formilil) Agar da, son yillarda Salmonella izolasyonu
amaci ile kullanilan oldukga etkili bir segici zenginlestirme besiyeridir.

4.4. AKM ile Gériintii Eldesine iligkin Sonuglar

Caligmanin son bélumiinde ise; S. enteritidis, anti-Salmonella partikilleri ve S.

enteritidist+anti-Salmonella kompleksieri, AKM ile gériintilenerek incelenmisgtir.

Sekil 4.1'de S. enteritidis’in topografik géruntiisii gésteriimektedir. $ekil 4.2a ve
4.2b'de S. enteritidis'in boyutlari analiz edilmis ve bu patojenin boyu 2.635 um, eni
0,993 um olarak bulunmugtur. Cox (1999), bu patojenin boyunun 2-5 pm, eninin
ise 0.7-1.5 um arasinda oldugunu belirtmigtir. Bu verilere dayanarak, él¢ciimlerin
literatlir ile uygunlugundan bahsedilebilir.
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Sekil 4.1 : S. enteritidis’in topografik gériintiist
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Sekil 4.2a : S. enferitidis'in boyut analizi (boy)
* 8. enteritidis'in boyu 2.635 um olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2b : S. enteritidis’in boyut analizi (en)
* 8. enteritidis’in eni 0.993 um olarak bulunmustur.
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Sekil 4.3'de, anti-Salmonella kurecikleri gériintilenmis ve bu kireciklerin ¢api
Sekil 4.4'de 4.518 um olarak bulunmustur. Bu kireciklerin ¢api, Anon. (2000a)'da,

4.5 um olarak belirtmigti. Bu verilere dayanarak, o&lgimlerin literatlr ile

uygunlugundan bahsedilebilir.

2961.47 nm
1‘4&1 74 nm

0 ym
Sekil 4.3 : anti-Salmonella kireciklerinin topografik gériinttsi
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Sekil 4.4 : anti-Salmonella kireciklerinin boyut analizi
* anti-Salmonella kiireciklerinin ¢api 4.518 um olarak bulunmustur.
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Son olarak, Sekil 4.5a ve 4.5b’de da S. enteritidistanti-Salmonella kompleksleri
goruntlenmigti. Bu sekillerden de gbrilebilecegi gibi anti-Salmonella
kireciklerine sadece S. enteritidis baglanmigtir. Bu baglanma, kullanilan IMA
yonteminin yliksek 6zgilinluge sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.

1478.28 nm

0 nm
10.41 pm

[ 2956.56 nm

Sekil 4.5a : S. enteritidis+anti-Salmonella komplekslerinin topografik gérinttsi (Iki
anti-Salmonella kirecigine tutunmus bir S. enteritidis)
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867.3 nm
433.65 nm

Sekil 4.5b : S. enteritidis+anti-Salmonella komplekslerinin topografik gériintiist
(Bir'anti-Salmonella kirecigine tutunmus S. enteritidis’ler)

IMA ve AKM ydntemlerinin bu sekilde birlikte kullaniimasi ile bitiin bu baglanma
ve goruntileme iglemleri, en gok 7-12 saatte tamamlanmaktadir. Klasik kiilttirel
ybntemler ile izolasyonu ve tanimlanmasi 7-10 giin stiren bu patojenin, bu sekilde
izolasyonu ve tanimlanmasi ¢ok kisa bir siirede ve hatasiz yapilabilmektedir.
Bunda da, hem IMA yénteminin ylksek duyarlikta olmasinin payi olmakta hem de
kireciklere baglanan bakterilerin AKM ile hemen gérintilenerek nanometre
seviyesinde ¢ boyutlu topografik 6lgimlerinin yapilabilmesinin payl olmaktadir.
Bu iki ydntemin, bazi degigiklikler ile, gidalara uygulanmas: yéniinde herhangi bir
literatlr bilgisi bulunmamaktadir. Ancak; yiksek 6zglinlige sahip IMA yénteminin
kullaniimasi ile gidalardan izole edilen stpheli kolonilerin AKM ile nanometre
seviyesinde  gorintllenip  boyut analizlerinin  yapilmasi ve  hedef
mikroorganizmanin literatirde belirtilen ylzey 6zellikleri ve boyutlan ile
kargilastiriimasi, izolasyon ve tanimlama iglemlerini kolaylagtiracak ve
hizlandiracaktir.
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5. ONERILER

Gelisen gida bilimi ve teknolojisi gergevesinde gidalara yonelik mikrobiyolojik
analizlerin daha g¢abuk ve daha duyarh olan yéntemler ile gergeklestiriimesine
calisiimaktadir. Ornegin; klasik kiltiirel yéntemler ile gida maddesinde Salmonella
aranmasi 4 gun, varliginin dogrulanmasi 3 gin olmak (zere toplam 7 gin
sirmektedir. Gida igletmesinde Uretilen bir gida maddesinde bu analizlerin
yapilmas! ve urinin temiz olmasi durumunda piyasaya veriimesi, cogu kez
mumkin olmamakta ve biiylk risklere girilmektedir. Bir bagka deyigle, Uretilen bir
gidanin mikrobiyal kalitesinin saptanmasi i¢in klasik kilttirel yéntemler pratik olma
acisindan yetersiz kalmaktadir.

Hizli yéntemlerden biri olan IMA ybntemi ise, klasik kiltlirel yontemlerdeki segici
zenginlestirme basamaginin yerine kullanilarak analiz stiresini 1 giin kisaltmakta
ve bu ydntemin yiksek 6zglnlugh ve kolay uygulanabilirligi klasik kitlrel
yéntemler ile karsilastinildiginda, IMA yénteminin UstUnluglt ortaya gikmaktadir.
IMA ydntemi-gekirdek metodu kullanildiginda ise, analiz suresi klasik kaltirel
yéntemlere gére degismemekte ancak Salmonella+anti-Salmonella
komplekslerinin, segici kati besiyerlerine inokillasyonlarindan énce RV Broth gibi
segcici bir besiyerinde inklibe edilmeleri, IMA yénteminin segiciligini artirmaktadir.

Dogal olarak kontamine olmus 50 adet gida 6rnedi ve yapay olarak kontamine
edilen 14 adet gida 6rnegi ile yapilan bu galismada da; IMA yéntemi-gekirdek
metodu, klasik kilttirel yéntemlerden biri olan ISO 6579 referans metodu ile
kargilagtinlmis ve iki yéntem arasinda énemli bir fark olmadigi (P > 0.05)
bulunmustur. Ancak gidalardan Salmonella izolasyonu amaglandijinda IMA
yonteminin, gerek analiz slresini kisaltmasi gerekse yilksek 6zginlige sahip
olarak rekabetgi diger mikroorganizmalarin kireciklere tutunmasini engellemesi
nedeni ile, klasik kiltlirel y®éntemlerdeki secici zenginlestirme basamagina
alternatif olarak kullanilmasinin daha elverigli olacag: belirtiimektedir. Ayrica, izole
edilen sipheli Salmonella kolonilerinin AKM ile géruntilenerek boyut analizlerinin
yapilmasi ile de, tanimlama ve dogrulama analizleri éncesi ¢ok kisa bir stirede
hedef bakterinin belirlenmesinde ©6n bir bilgive ulasilabilmektedir. Ancak,
gidalardan izole edilen siipheli Salmonella izolatlari AKM ile incelenirken, gerek

gidadan gerekse kullanilan besiyeri ve ¢bzelti bilesimlerinden kaynaklanan
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gérantu kirliligini engellemek igin, ¢ok temiz bir sekilde preparatin hazirlanmasi
gerekmekte ve AKM ile edilen 6n bilginin tanimlama ve dogrulama analizleri ile
desteklenmesi gerekmektedir. Bu galisma buigularinin da, bu tip hizli yéntemleri
geligtirecek daha ileri arastirmalara katki olusturabilecegi distnulmektedir.
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EKLER DIZiNi

EK 1. CALISMADA KULLANILAN DILUSYON SIVILARI ve TAMPON
COZELTILER

IMA Yikama Cozeltisi

IMA yontemi-gcekirdek metodundan kuilaniimigtir.

Hazirlanisi:

0.15 M NaCl ve 0.01 M sodyum fosfat tamponu igceren ¢ézeltinin (8.77 gram
NaCl+0.262 gram NaH;PO4.H,0+1.442 gram Na;HPO4.2H,0/1 L damitik su)
pH'st NaOH cézeltisi ile 7.4’e ayarlanir. Bu ¢ozeltiye, daha sonra, 0.5 mL
Tween 20 eklenir. Erlen, balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda
dagititarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir. C6zelti buzdolabinda

muhafaza ediimelidir ve kullanim éncesi oda sicakligina getirilmelidir (Anon.,
1999a).

Serum Fizyolojik Cozeltisi

Ardisik dilisyonlarin hazirlanmasinda kullaniimistir.

Hazirlanis!:

8.5 gram NaCl, 1 L damitik su iginde ¢dzdarhlir. Test tuplerine ya da erlen,
balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda (9 mL, 90 mL. vb. gibi) dagitilarak,
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir. Cézelti buzdolabinda muhafaza

edilmelidir ve kullanim éncesi oda sicakligina getiriimelidir (Temiz, 2000).
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EK 2. GALISMADA KULLANILAN BOYA COZELTILERI
Kristal Violet Cozeltisi

Gram boyamada kullanilimigtir.

Hazirlanisi:

0.5 gram kristal violet, 100 mL damitik su iginde ¢ézdurulir (Temiz, 2000).
Lugol (Gram lyot) Gozeltisi

Gram boyamada kullaniimigtir.

Hazirlanisi:

2 gram Kl, 300 mL damitik su icinde ¢ézdurtlur. Bu ¢ézeltiye, daha sonra, 1
gram iyice ezilmig iyot kristali eklenir ve oda sicakliginda tam bir ¢6ziinme
saglanincaya kadar karistirihr (Temiz, 2000). .

Safranin Gozeltisi

Gram boyamada kullanimistir.

Hazirlanisi:

0.5 gram safranin, 10 mL %95'lik etil alkol iginde ¢oézdurtlir ve 100 mL
damitik su ile karigtirtlir (Temiz, 2000).
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EK 3. CALISMADA KULLANILAN iNDIKATOR ve AYIRACLAR

Kovac’s Ayiraci

Mikroorganizmalarin, Tripton Water besiyerinde, triptofandan indol olusturup-
olusturmadidini belirlemek amaci ile indol testinde kullaniimigtir.

Hazirlanisi:

10 gram p-dimetil aminobenzaldehit, 150 mL butil alkol iginde ¢ézdirilir. Bu
¢cOzeltiye, daha sonra, 50 mL konsantre HCI eklenir. C6zelti igiktan korunacak
sekilde buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve ve kullanim &6ncesi oda
sicakligina getiriimelidir (Anon., 1998c).

Metil Kirmizisi Indikatérii

Mikroorganizmalarin, Glukoz Fosfat besiyerinde, glukozdan asit olusturup-

olusturmadigini belilemek amaci ile metil kirmizisi testinde kullaniimigtir.

Hazirlanist:

0.2 gram metil kirmizisi, 50 mL %95'lik etil alkol icinde ¢ézdurtliir. Bu
cOzeltiye, daha sonra, 50 mL damitik su eklenir. Cozelti buzdolabinda
muhafaza edilmelidir ve ve kullanim 6ncesi oda sicaklifina getiriimelidir
(Temiz, 2000).

%40’hk KOH Cozeltisi

Voges-Proskauer testinde kullaniimigtir.

Hazirlanis!:

40 gram KOH, 50 mL damitik su iginde ¢ézdirilir. Bu ¢bzelti, daha sonra,
damitkk su ile 100 mL'ye tamamlanir. Coézelti buzdolabinda muhafaza
edilmelidir ve ve kullanim éncesi oda sicakhgina getiriimelidir (Anon., 1998c).

a-Naftol Cozeltisi

Mikroorganizmalarin, Glukoz Fosfat besiyerinde, glukozdan asetil metil
karbinol (asetoin) olusturup-olusturmadigini belilemek amaci ile Voges-
Proskauer testinde kullaniimigtir.
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Hazirlanisi:

5 gram o-Nafiol, 100 mL %95'lik etil alkol iginde ¢ozdurtlur. Cézelti isiktan
korunacak sekilde buzdolabinda en fazla 1 hafta muhafaza edilmelidir ve
kullanim 6ncesi oda sicakhgina getirilmelidir. o-Naftol karsinojenik &zellikte

oldugundan dolayi, ¢6zelti hazirlanirken dikkatli olunmalidir (Anon., 1998c).
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EK 4. CALISMADA KULLANILAN BESIYERLERI
Tamponlanmig Peptonlu Su (TPS)

Gerek ISO 6579 referans metodunun gerekse IMA ydntemi-gekirdek
metodunun 6n zenginlestirme basamaginda kullaniimigtir.

Bilesimi: gram/L
Pepton 10
NaCl 5
NazHPO4.12H20 9
KHoPO4 1.5
Damittk su 1L
pH: 7.2+0.2

Hazirlanisi:

Bilesenler tartilarak, 1 L damitik su icinde ¢dzdrilur. Erlen, balon gibi cam
kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C’'de 15 dakika sterilize
edilir. Besiyeri buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve kullanim &ncesi oda
sicakligina getiriimelidir (Anon., 1996c).

Triptik Soy Broth (TS Broth)-MERCK Cat. No. 1.00800

Mikroorganizmalarin gelistiriimesinde kullaniimistir.

Bilesimi: gram/L
Kazein peptonu 17
Soya peptonu 3

D (+) glukoz 2.5
NaCl 5
KoPO,4 2.5
Damitik su 1L
pH:7.3+0.2
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Hazirlanis!:

Hazir kangimdan 30 gram tartilarak, 1 L damitik su iginde ¢dzdurilir. Test
tuplerine gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C'de 15 dakika
sterilize edilir. Besiyerini iceren tupler buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve
kullanim &ncesi oda sicakligina getirilmelidir (Anon., 2000b).

Selenit Sistin Broth (SC Broth)-MERCK Cat. No. 1.07709

ISO 6579 referans metodunun segici zenginlestirme basamaginda

kullanilmigtir.

Bilesimi: gram/L
Kazein peptonu 5

L (-) sistin 0.01
Laktoz 4
Fosfat tamponu 10
Sodyum hidrojen selenit 4
Damitik su 1L
pH: 7.0+ 0.2

Hazirlanist:

Hazir karisimdan 23 gram tartilarak, 1 L damitik su iginde ¢ézduralar. Erlen,
balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak, gerekirse ¢dzdirme
isleminin verimini arttirmak amaci ile maksimum 60°C sicakliktaki su
banyosunda bekletilir. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Besiyeri buzdolabinda
muhafaza edilmelidir ve kullanim éncesi oda sicakligina getiriimelidir (Anon.,
2000b).

Rappaport-Vassiliadis Broth (RV Broth)-LAB M No. LAB 86

ISO 6579 referans metodunun segici zenginlestirme basamagdinda
kullaniimistir.
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Bilesimi: gram/L

Soya peptonu 4.5
NaCl 7.2
KH2PO4 1.26
KoHPO4 0.18
Magnezyum Kklorit (susuz) 13.58
Malasit yesili 0.033
Damitik su 1L
pH: 52+ 0.2

Hazirlanigi:

Hazir karisimdan 26.8 gram tartilarak, 1 L damitik su icinde ¢dzdarilir. Test
tiplerine gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika

sterilize edilir. Besiyerini iceren tilipler buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve
kullanim éncesi oda sicakligina getiriimelidir (Anon., 1999b).

Triptik Soy Agar (TS Agar)

Mikroorganizmalann gelistiriimesinde kullaniimistir.

Bilesimi: gram/L
Kazein peptonu 17
Soya peptonu 3

D (+) glukoz 2.5
NaCl 5
KoPOy4 25
Agar 156
Damitik su 1L
pH: 7.3+ 0.2

TSB besiyerinin hazir karigima 15 gram agar eklenerek tartilan karigim, 1 L
damittk su icinde ¢ozdurtlir. Erlen, balon gibi cam kaplara ya da test
tuplerine gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C'de 15 dakika

sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi, erlen, balon gibi cam kaplardaki besiyeri
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Petri kaplarina dokiilerek katilagsmaya birakilir ya da besiyerini iceren tlpler
yatik halde katilagsmaya birakilir. Besiyerini iceren Petri kaplar ters olarak
buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve kullanim ©&ncesi ylzeyleri
kurutulmalidir. Besiyerini iceren tlipler de buzdolabinda muhafaza edilmelidir
ve kullanim &ncesi oda sicakligina getiriimelidir (Anon., 2000b, Temiz, 2000).

Rambach Agar-MERCK Cat. No. 1.07500

Gerek 1SO 6579 referans metodunun gerekse IMA yontemi-gekirdek

metodunun segici katl besiyerlerine inokullasyon basamaginda kullaniimgtir.

Bilesimi: gram/L
Pepton 8

NaCl 5
Sodyum deoksicolat 1
Kromojenik karigim 15
Propilen glikol 10.5
Agar 15
Damitik su 1L
pH: 7.3+ 0.2

Hazirlanisi:

1 vial sivi karigim, 250 mL damitik su iginde ¢ézdurilir. Bu ¢dzeltinin Uzerine,
daha sonra, 1 vial besiyeri eklenir. Erlen, balon gibi cam kaplara gerekii
miktarlarda dagitilarak, ¢ézdiirme igleminin verimini arttirmak amaci ile kaynar
su banyosunda bekletilir ve sik sik karigtirihr. Bu besiyeri otoklavlanmaz.
Sterilizasyon sonrasi, besiyeri Petri kaplarina dékilerek katilagsmaya birakilir.
Besiyerini iceren Petri kaplan ters olarak buzdolabinda muhafaza edilmelidir
ve kullanim 6ncesi ylizeyleri kurutulmalidir (Anon., 2000b).

* Mat pembe renkli bu besiyerinde Salmonellalar, kirmizi renkli koloniler
olusturmaktadtr.
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BPLS Agar*-MERCK Cat. No. 1.07237

Gerek ISO 6579 referans metodunun gerekse IMA yoOntemi-gekirdek

metodunun segici kati besiyerlerine inokiilasyon basamaginda kullaniimistir.

Bilesimi: gram/L
Et peptonu 5
Kazein peptonu 5

Et ekstrakti 5

NaCl 3
Na;HPO4 2
Laktoz 10
Fenol kirmizisi 0.08
Brilliant yesili 0.0125
Agar 12
Damitik su 1L
pH: 6.9+ 0.2

Hazirlanis:

Hazir karigimdan 57 gram tartilarak, 1 L damitik su icinde ¢ézdurilir. Erlen,
balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C’de 15
dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi, besiyeri Petri kaplarina dékulerek
katilagmaya birakilir. Besiyerini iceren Petri kaplari ters olarak buzdolabinda
muhafaza edilmelidir ve kullanim &ncesi ylzeyleri kurutulmalidir (Anon.,
2000b).

* Kirmizi renkli bu besiyerinde Salmonellalar, kirmizi zon ile gevrilmis pembe renkii
koloniler olugturmaktadir.

Harlequin Salmonella ABC (Freeman Formiilii)*-LAB M No. HAL001

Gerek ISO 6579 referans metodunun gerekse IMA ydntemi-¢cekirdek
metodunun segici kati besiyerlerine inokiilasyon basamaginda kullaniimigtir.
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Bilesimi: gram/L

Sigir eti ekstrakti 5
Pepton 5
Sodyum sitrat 8.5
Sodyum deoksicolat 5
X-oc-Gal 0.08
CHE-Gal 0.3
Ferrik amonyum sitrat 0.5
IPTG 0.03
Agar 12
Damitik su 1L
pH: 7.2+ 0.2

Hazirlanist:

Hazir kanisimdan 36.5 gram tartilarak, 1 L damitik su iginde ¢ézdurilir. Erlen,
balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak, ¢ézdirme igleminin
verimini arttirmak amaci ile kaynar su banyosunda bekletilir ve sik sik
kanstinlir. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon sonrasi, besiyeri Petri
kablarlna dokilerek katilagmaya birakilir. Besiyerini iceren Petri kaplan ters
olarak buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve kullanim &ncesi ylzeyleri
kurutulmahdir (Anon., 1999b).

* Acik sar renkli bu besiyerinde Salmonellalar, saydam zon ile ¢evrilmis mavi-yesil
renkli koloniler olugturmaktadir.

Ksiloz Lizin Deoksicolat Agar (XLD Agar)*-MERCK Cat. No. 1.05287

Tanimlama ve dogrulama analizlerinde kuilaniimigtir.

Bilesimi: gram/L
Maya ekstrakti 3

NaCl 5

D (+) ksiloz 3.5
Laktoz 7.5

devam ediyor
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L (+) lizin 5
Sodyum deoksigolat 2.5
Sodyum tiyosiilfat 6.8
Amonyum demir (lll) sitrat 0.8
Fenol kirmizisi 0.08
Agar 13.5
Damitik su 1L
pH: 74 £0.2

Hazirlanist:

Hazir karigimdan 55 gram tartilarak, 1 L damitik su iginde ¢ézdurilir. Erlen,
balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak, ¢ézdirme igleminin
verimini arttirmak amaci ile kaynar su banyosunda bekletilir ve sik sik

kanstirihr. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon sonrasi, besiyeri Petri

kaplarina dékilerek katilasmaya birakilir. Besiyerini iceren Petri kaplarn ters

olarak buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve kullanim &ncesi ylizeyleri

kurutulmalidir (Anon., 2000b).

* Kirmizi renkli bu besiyerinde Salmonelllalar, bazen siyah bazen de saydam
merkezli kirmizi renkli koloniler olugturmaktadir.

Triple Sugar Iron Agar (TSI Agar)-MERCK Cat. No. 1.03915

Tanimlama ve dogrulama analizlerinde kullanilmistir.

Bilesimi:

Kazein peptonu
Et peptonu

Et ekstrakt
Maya ekstrakti
NaCl

Laktoz

Sukroz

D (+) glukoz

gram/L

15

10
10

devam ediyor
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Amonyum demir (111) sitrat 0.5

Sodyum tiyosiilfat 0.5
Fenol kirmizisi ; 0.024
Agar 12
Damitik su 1L
pH: 7.4 + 0.2

Hazirlanist:

Hazir karisimdan 65 gram tartilarak, 1 L damitik su iginde ¢dzduarulur. Test
tuplerine gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi, besiyerini iceren tlpler yatik halde
katilagsmaya birakilir. Besiyerini igeren tlpler buzdolabinda muhafaza
edilmelidir ve kullanim dncesi oda sicaklijina getirilmelidir (Anon., 2000b).

Tripton Water

Tanimlama ve dogrulama analizlerinde kullaniimistir.

Bilesimi: gram/L

Kazein peptonu 10 ’
NaCl 5

Damitik su 1L

pH: 7.3+ 0.2

Hazirlanist:

Bilegenler tartilarak, 1 L damitik su iginde ¢ézdurtlur. Test tiplerine gerekli
miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.
Besiyerini igeren tlpler buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve kullanim éncesi
oda sicakligina getirilmelidir (Temiz, 2000).

Glukoz Fosfat Broth

Tanimlama ve dogrulama analizlerinde kullanilmigtir:
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Bilesimi: gram/L

Pepton

D-glukoz

KzHPO4

Damitik su 1L
pH: 7.5+ 0.2

Hazirlanisi:

Bilesenler tartilarak, 1 L damitik su icinde ¢ézduriilir. Test tplerine gerekli
miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilir.
Besiyerini iceren tupler buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve kullanim 6ncesi
oda sicakligina getiriimelidir (Temiz, 2000).

Ure Agar-MERCK Cat. No. 1.08492
Tanimlama ve dogrulama analizlerinde kullanilmigtir.
Bilesimi: gram/L

Et peptonu 1
D (+) glukoz 1
NaCl 5
KH,PO4 2
Fenol kirmizisi 0.012
Agar 12

Damitik su 1L

+ %40’k tre ¢ozeltisi 50 mL

pH: 6.8 £ 0.2

Hazirlanist:

Hazir karigsimdan 21 gram tartilarak, 1 L damitik su iginde ¢dzdarilur. Erlen,
balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda dagtilarak, otoklavda 121°C’de 15
dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi besiyerine, filtrasyon yéntemi ile

sterilize edilmis, 50 mL %40'lk Gre ¢ozeltisi eklenir ve karistinlarak gerekli
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miktarlarda steril test tlplerine dagitilir. Besiyerini igeren tlpler yatik haide
katilagsmaya birakilir. Besiyerini iceren tipler buzdolabinda muhafaza
edilmelidir ve kullanim 6ncesi oda sicakligina getirilmelidir (Anon., 2000b).

Karbonhidrat Fermentasyon Besiyerleri
Mannitol iceren besiyeri

Tanimlama ve dogrulama analizlerinde kullaniimigtir.

Bilesimi:

Pepton 109

Et ekstrakti 3g
NaCl 59
Bromkresol moru ¢ozeltisi 3 mL
Damitik su 886 mL
+ %10’'luk mannitol ¢ézeltisi 111 mL
Hazirlanisi:

Bilesenler ve bromkresol moru ¢ézeltisi (0.012 gram bromkresol moru+0.4 mL
0.05 N NaOH+2.6 mL damitik su) tartilarak, 886 mL damitik su iginde
cOzdurdalar. Erlen, balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak,
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi besiyerine
111 mL, filirasyon yontemi ile sterilize edilmis, %10’'luk mannitol ¢ézeltisi
eklenir ve karstirilarak gerekli miktarlarda steril test tlplerine dagitilir.
Besiyerini igeren tipler buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve kullanim éncesi

oda sicakhgina getirilmelidir.

Salisin igeren besiyeri

Tanimlama ve dogrulama analizierinde kullaniimigtir.
Bilesimi:

Pepton 10g

devam ediyor
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Et ekstrakti 39

NaCl 59
Bromkresol moru ¢ézeltisi 3 mL
Damitik su 886 mL
+ %10'luk salisin ¢gézeltisi 111 mL
Hazirlanisi:

Bilesenler ve bromkresol moru ¢dzeltisi (0.012 gram bromkresol moru+0.4 mL
0.05 N NaOH+2.6 mL damitik su) tartilarak, 886 mL damitik su icinde
gozdurtltur. Erlen, balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda dagditilarak,
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrast besiyerine
111 mL, filtrasyon yéntemi ile sterilize edilmis, %10’luk salisin ¢tzeltisi eklenir
ve karistirilarak gerekli miktarlarda steril test tiiplerine dagitiir. Besiyerini
iceren tupler buzdolabinda muhafaza edilmelidir ve kullanim 6ncesi oda
sicakligina getirilmelidir.
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