TAVUK ETLERINDE Salmonella spp’NiN
IMMUNOMANYETIK SEPARASYON ve
GELENEKSEL YONTEM KULLANILARAK
BELIRLENMESI

Mehmet YUKSEL

Yiiksek Lisans Tezi
Gida Miihendisligi Anabilim Dal
Prof. Dr. Selahattin SERT
2013
Her hakki sakhdir



ATATURK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

TAVUK ETLERINDE Salmonella spp’NiN iMMUNOMANYETIK
SEPARASYON ve GELENEKSEL YONTEM KULLANILARAK
BELIRLENMESI

Mehmet YUKSEL

GIDA MUHENDISLiIGi ANABILiM DALI

ERZURUM
2013

Her hakki sakhdir



o\ * FENQ/
T.C. g,

ATATURK UNIVERSITESI FIGE
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU 9827

¥ *19g2+ QC“’Q

TEZ ONAY FORMU

TAVUK ETLERINDE Salmonella spp.’NIN IMMUNOMANYETIK SEPARASYON
ve GELENEKSEL YONTEM KULLANILARAK BELIRLENMESI

Prof. Dr. Selahattin SERT damigmanliginda, Mehmet YUKSEL tarafindan hazirlanan bu
caligma 16/09/2013 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Gida Miihendisligi Anabilim
Dali’'nda Yiiksek Lisans tezi olarak oybirligi/oy ¢oklugu (.../...) ile kabul edilmistir.

Bagkan : Prof.Dr.Selahattin SERT Imza : '

Uye : Prof.Dr.Orhan ERDOGAN

Uye : Dog.Dr.Biilent CETIN

Yukaridaki sonucu onayliyorum

Prof. Dr. ihsan EFEOGLU
Enstitiit Miidiiri

Bu ¢alisma BAP projeleri kapsaminda desteklenmistir.
Proje No: 2012/252

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve bagka kaynaklardan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve fotograflarin
kaynak olarak kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TAVUK ETLERINDE Salmonella spp.’NiIN IMMUNOMANYETIK SEPARASYON
ve GELENEKSEL YONTEM KULLANILARAK BELIRLENMESI

Mehmet YUKSEL

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Selahattin SERT

Bu ¢alismada tavuk etlerinde Salmonella spp. varligini arastirmak amaciyla geleneksel yontem
(ISO 6579) ve immiinomanyetik separasyon (IMS) yontemi kullanilmistir. Immunomanyetik
separasyon Ve geleneksel yontemde kullanilan XLD ve XLT4 agar segici kati besiyerleri, hem de
geleneksel yontemde kullanilan RVB ve SCB selektif zenginlestirme sivi besiyerleri izole edilen
Salmonella spp. pozitif sonuglar agisindan degerlendirilmistir. 30 tavuk pargasi érneginin (10
ciger, 10 gogiis, 10 baget) 16’sindan (%53,3) Salmonella spp. izole edilmistir. Analiz bulgulari
sonucunda IMS yontemiyle 30 ornegin 13’4 (%43,3), geleneksel yontem ile 15’1 (%50)
Salmonella spp. pozitif olarak bulunmustur. Bunun yanisira, geleneksel yontemle Salmonella spp.
belirlenemeyen 1 6rnek IMS yontemiyle pozitif bulunurken, IMS yontemiyle belirlenemeyen 2
ornek geleneksel yontemle pozitif bulunmustur. Geleneksel yontemin hassasiyeti %93,75 iken,
IMS yonteminin hassasiyeti %81,25 olarak belirlenmistir. Geleneksel yontemin selektif
zenginlestirme basamaginda kullanilan RVB siv1 besiyeri, SCB besiyerinden daha etkili olmustur.
Her iki yontemde Selektif kat1 besiyeri olarak kullanilan XLD ve XL T4 agar arasinda ¢ok 6nemli
bir fark gorilmezken, hem IMS hem de geleneksel yontemde XLD agarin daha etkili oldugu
goralmistiir.

izole edilen Salmonella spp. AP1 20E biyokimyasal test kitiyle %99,9 olasilikla dogrulanmis, API
20E test kitinin geleneksel biyokimyasal dogrulama testlerine gore %2100 hassasiyet gosterdigi
belirlenmistir.

Ayrica tavuk eti 6rneklerinde Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB), maya-kiif, psikrotrof
bakteri, koliform bakteri, Enterecoccus sayimi da yapilmistir. Tavuk cigeri, gogsii sirasiyla
TAMB sayis1 7,35 log kob/g, 7,39 log kob/g, psikrotrof bakteri sayisi 6,52 log kob/g, 6,51 log
kob/g, koliform bakteri sayis1 3,26 log kob/g, 3,19 log kob/g, maya-kiif sayis1 6,23 log kob/g,
7,43 log kob/g seviyesinde belirlenmistir. Bagetlerde yikama sivist (100 ml) dikkate alinarak
TAMB 9,81, psikrotrofik bakteri 8,32, koliform bakteri 5,67, maya-kiif 7,50 log kob/baget
seklinde belirlenmistir. Toplam 30 tavuk pargasindan 13 (%43) tanesinde Enterecoccus spp. izole
edilmistir. Tavuk cigerinde 3 (%30) , tavuk gogsiinde 4 (%40) ve tavuk bagetinde 6 (%60)
ornekten pozitif sonuglar elde edilmistir.

2013, 71 sayfa

Anahtar Kelimeler: Salmonella, tavuk eti, immunomanyetik separasyon (IMS), I1SO 6579



ABSTRACT

MS Thesis

DETERMINATION OF Salmonella spp. IN CHICKEN MEATS USING
IMMUNO MAGNETIC SEPARATION AND CONVENTIONAL METHOD

Mehmet YUKSEL

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Selahattin SERT

In this study, conventional (ISO 6579) and immunomagnetic separation (IMS) methods were used
for the investigation of presence of Salmonella spp. in chicken meat samples. XLD and XLT4
selective agars that used in immunomagnetic separation and conventional methods were
compared in terms of positive results. RVB and SCB selective enrichment broths that used in
conventional method were also evaluated.

Salmonella spp. were isolated as positive in the 16 of 30 (53.3) chicken meat samples (10
baguettes, 10 livers, 10 chests). As a result of the analysis, Salmonella spp. were found positive
in the 13 of 30 (43.3%) samples by IMS method and in the 15 of 30 (50%) samples by
conventional method. Also, Salmonella spp. not determined in one sample by conventional
method while, were as positive by IMS method. Conversely, Salmonella spp. were found positive
in two samples by conventional method that not found by IMS. Sensitivity of the conventional
method which was determined as 93.75%, whilst sensitivity of the IMS method was determined
as 81.25%. RVB that used for selective enrichment step of the conventional method and it was
more effective from than SCB. There was not a significant difference between the XLD and XLT4
agar that used as a selective solid medium for both methods. But, XLD agar was found more
effective in both methods.

Isolated Salmonella spp. were identified 99.9% probability using APl 20E biochemical test kit
and this kit showed 100% accuracy according to conventional identification method.

Furthermore, total aerobic mesophilic bacteria (TAMB), yeast-mold, psychotropic bacteria,
coliform bacteria and Enterococcus spp. were counted in chicken meat samples. The count of
TAMB 7.35, 7.39 log cfu/g, the count of psychrotrophic bacteria 6.52, 6.51 log cfu/g, the count
of coliform bacteria 3.26, 3.19 log cfu/g, the count of yeast-mold 6.23, 7.43 were determined in
chicken liver, chicken chest, respectively. On the other hand, the counting results (TAMB 9.81,
psychrotrophic bacteria 8.32, coliform bacteria 5.67, yeast-mold 7.50 cfu/b) in the chicken
baguettes were determined considering rinsing water (100 ml). Enterecoccus spp. were isolated
in the 13 of the total 30 (43%) chicken meat samples. Enterococcus spp. were isolated in the 3
(30%) chicken liver, 4 (40%) chicken chest and 6 (60%) chicken baguette.

2013, 71 pages

Keywords: Salmonella, chicken meat, immunomagnetic separation (IMS), ISO 6579



ONSOZ VE TESEKKUR

Bir gida iireticisi veya bir gida tiiketicisi olabilirsiniz. Ister tiiketici ister iiretici olun bir
sekilde Salmonella bakterisini duymussunuzdur. Ciinkii gida zehirlenmelerinde en sik
rastlanan bakterilerin basinda Salmonella bakterisi gelir. iste tam bu baglamda
Salmonella’yr tanimak, tamimlamak, belirlemek ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu
calismada, tavuk etlerinde Salmonella’larin  varhiginin  geleneksel kiiltir ve
immunomanyetik separasyon yontemi kullanilarak saptanmasi, elde edilen verilerin her
iki yontem agisindan yorumlanmasi amaglanmistir. Bu tez calismas1 Atatiirk Universitesi

2012/252 numarali Bilimsel Arastirma Projesi (BAP) ile desteklenmistir.

Lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi birikiminden faydalandigim, beraber
caligmaktan onur duydugum ve ayrica tecriibelerinden yararlanirken gostermis oldugu

hosgorii ve sabirdan dolay: degerli, danismanim Sayin Prof. Dr. Selahattin SERT e,

Calismalarim siiresince, bilgisini ve deneyimlerini her zaman ¢ok comertce paylasan ve

her manada yardimlarin1 esirgemeyen Sayim Dog. Dr. Biilent CETIN’e,

Calismalarim esnasinda gerek maddi gerek manevi desteklerini hissettigim ¢ok degerli
arkadaslarim Fatih IRTEM’e ve Fatih UCAR’a,

Her zaman desteklerini gordiigiim ok degerli Aileme TESEKKUR EDERIM.

Bu tez ¢alismasini tamistigimiz ilk giinden itibaren her konuda yanimda olan ve siirekli
destegini hissettigim Esim Arzu KAVAZ’a ITHAF EDERIM.

Mehmet YUKSEL
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1. GIRIS

Diinya kanatl eti tiiketimi genel olarak pili¢, hindi, 6rdek, kaz, bildircin ve devekusu
etlerinden olusmaktadir. Diinya genelinde kanatli eti tiiketimi iginde tavuk eti tiiketimi
%70, hindi eti yaklasik %8 ve diger kanatlilar %22 oraninda yer almaktadir (Cetin 2006).

FAO (2013) verilerine gore Tirkiye 2011 yilinda 1 618 350 ton tavuk eti tretimi
gerceklestirmistir. 2000 yilinda bu miktar 643 436 ton oldugu dikkate alinarak on onbir
yildaki bu artisin iilkemizde tavukeuluk sektoriiniin 6nemli mesafeler kat ettigini
gostermektedir. Diinya tavuk tretiminde Amerika Birlesik Devletleri, Cin, Brezilya,
Meksika, Rusya en yiiksek tiretime sahip olan tlkelerdir. Tirkiye, 2004 yili FAO
verilerine gore Diinya pili¢ tiretiminde 207 iilke arasinda 17.sirada yer alirken, 2013
verileri itibariyle 9. siradadir. Diinya tavuk tiretimine kitalar bazinda bakildiginda
Amerika kitas1 birinci sirada yer alirken, Okyanusya son siradadir. Pili¢ eti tiiketimi
ABD’de yillik kisi basina 43,2, Kanada’da 30,1, Rusaya’da 22,9, Avrupa Birliginde 18,1,
Tirkiye’de ise 19,3 kg’dir (Anonymous 2013a).

Kanath sektoriiniin son yillarda bu denli gelismesindeki en 6nemli etkenler yemi ete
dontistiirme verimliliginin artirilmasi ve yetisme stiresinin kisalmasidir. Tavukeulukta 1,9
kg yemle 1 kg tavuk eti tretilirken, sigirlarda 10 kg yemle 1 kg sigir eti iiretilmektedir.
Ayrica yetistirilen civcivler 45 giin igerisinde kesime uygun biyiikliige gelmektedir.
Ulkemizde her gegen giin gerileyen kirmiz: et iiretimi ile olusan hayvansal protein agig,
tavuk etinin tretiminin artis1 ile dengelenebilmistir. Tavuk eti ucuz, saglikh ve besleyici
bir gidadir. Yiiksek protein ve diisiik yag icerigine sahip olmasi ve uygun bir doymamis
yag asidi kompozisyonu sergilemesi tavuk etinin beslenme degerini artirmaktadir (Kogak
vd 2005).

Kanatl etleri, besin degerleri bakimindan diger etlere benzerler. Ancak, daha az yag
igerdiklerinden dolay: da enerji degerleri koyun ve sigir etlerine oranla disiiktiir. Doymus

yag ve kolesterol oran1 da daha diisiiktiir. Genel olarak tavuk eti, koyun ve sigir etlerinden



daha fazla protein icerigine sahiptir. Ancak demir icerigi daha diisiiktiir. Ayrica tavuk eti,
riboflavin, niasin, Be ve B1o vitaminleri agisindan zengin besinler arasinda yer almaktadir
(Baysal 2012).

Cizelge 1.1. Tavuk etinin genel bilesimi (100 gram ) (Anonymous 2013b)

Bilesen Miktar (gram)
Su 66,2

Yag 15,1
Karbonhidrat 0,0

Protein 18,7

Tavuk etinin ekonomimizdeki ve beslenmemizdeki yeri her gegen giin artmaktadir.
Ancak bilesimi ve isleme basamaklar: geregi hizli bozulma ve gida kaynakli hastaliklara
sebep olma durumu s6z konusudur. Bozulmaya uygunlugu nedeniyle raf émrii oldukca
distktir. Pili¢lerde raf 6mriine enzimatik aktivitenin katkisi olmakla beraber, asil etken
bakteriyel gelismedir. Bakteriyel kontaminasyonun kaynaklari arasinda hayvanin derisi
(1 cm?°de yaklagik 1,5x10° kob bakteri icerir), isletmede hijyen kurallarma uygunluk, isci
ve ambalaj materyali gibi farkli etkenler siralanabilmektedir. Isleme boyunca
gerceklestirilen kesim, haslama, tily yolma, yikama, i¢ organlarn c¢ikarilmasi gibi
asamalarda da kanatli karkasi bir¢ok mikroorganizma ile kontamine olmaktadir. Genel
olarak tavuk ve tavuk iriinlerine kontamine olan mikroorganizmalar igerisinde
Campylobacter, Enterobacter, Aeromonas, Alteromonas, Alcaligenes, Escherichia,
Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Acinetobacter,
Moraxella, Corynebacterium, Staphylococcus, Listeria, Clostridium, Yersinia, Shigella
ve Salmonella gibi bakteri cinsleri, funguslardan ise Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Rhodotorula, Yarrowia, Aspergillus cinslerine ait tiirlerin izolasyon ve
identifikasyonlar: bildirilmektedir (Cetin 2006).



Kanatl eti yiiksek besleyici degere sahip kompozisyonuna ilave olarak, uygulanan kesim
islemi, pH degeri, redoks potansiyeli ve muhafaza sicaklhigina baglh olarak patojen ve
bozulmaya neden olan bir¢ok mikroorganizmanin kontaminasyonu ve gelismesi igin
uygun bir ortam olusturmaktadir. Etlik piliclerde pH degeri gogiis etinde 5,7-5,9, butta
6,4-6,7, deride yaklasik 6,6’dir. Kanatli etlerinin aw degeri 0,98-0,99 arasindadir. Tiim bu
ozellikleriyle kanatli eti aynt zamanda bir¢ok mikroorganizmanin ¢ogalmasi igin ¢ok
uygun bir ortam niteligindedir. Kanatli kesim islemimin bircok asamasinda su
kullanilmas: da mikroorganizmalarin gelisimini arttiran diger 6nemli bir faktordir
(Yurdakul 2008).

Degisik tilkelerde yapilan ¢alismalarin sonuglari, kanatl etlerinin basta Salmonella spp.
ve Campylobacter jejuni olmak iizere, Clostridium perfringens, Stapylococcus aureus ve
Listeria monocytogenes gibi degisik patojen bakteriler ile onemli diizeyde kontamine
oldugunu ve insanlarda goriilen gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarinda biiyiik rol

oynadigini ortaya koymaktadir (Erol 2007).

Salmonella

Campylobacter %33

7
/

Listeria
%14

Escherichia coli
%27

Sekil 1.1. Gida zehirlenmelerinde sebep olan 6nemli bakteriler (Lazcka et al. 2007)



Salmonella spp. kanatli sektoriinde gida giivenligi agisindan énemli bir risk faktoridiir.
Bununla beraber gida zincirinde en o6nemli Salmonella kaynagini kanathilar

olusturmaktadir (Karapinar ve Goniil 2003).

Gergeklestirilen bir gok arastirma, tavuk eti ve iriinlerinden gida kaynakli enfeksiyon ve
zehirlenmelerinin baslica etmenleri olan Salmonella, Campylobacter, Staphylococcus
aureus, Clostridium perfringens, patojenik Escherichia coli suslar1 ve Bacillus cereus’un
sikga izole edildigini gostermektedir. Tavuklardan izole edilen patojenler arasinda 6nem
verilen ve tizerinde en ¢ok durulanlar Salmonella serotipleri, Campylobacter jejuni ve
diger Campylobacter tiirleri, Listeria monocytogenes ve diger Listeria tiirleri,
Clostridium perfringens ve Staphylococcus aureus’tur. Cig tavuk etinden izole edilen
diger patojen bakteriler ise Aeromonas, Shigella ve Streptococcus tiirleri ile Yersinia
enterocolitica’dir. Hayvanlarim uygun olmayan kosullarda kesimhanelere tasinmasi ve
kesimhanelerde haslama, tily yolma ve sogutma asamalarinda meydana gelen ¢apraz
kontaminasyonlar da enfeksiyonun yayilmasinda o6nemli faktorlerdir. Tavuklarin
bagirsaklarinda Salmonella ve Campylobacter gibi enterik patojenler yiiksek sayida
bulunabilmektedir. Bu nedenle i¢ organ ¢ikarma basamag: kontaminasyon riski agisindan
onemli bir noktadir. islem esnasinda bagirsag kesilmesi, delinmesi veya kullanilan
aletin diizenli ve iyi bir sekilde temizlenip dezenfekte edilmemesi bu riski artirmaktadir
(Sener ve Temiz 2004).

Salmonella ilk dikkat ¢ektigi 1940’lardan giiniimiize kadar en 6nemli gida ve su kaynakli
hastalik etkeni olarak bilinmektedir. Bu 6zelligini bu giin dahi korumas: dort faktore
baglanmaktadir (Cetin 2006):

1. Salmonella izolatlar1 arasindaki antimikrobiyal direngliligin artis
2. Salmonella ile kontamine gida tiretiminin hala devam ediyor olmasi
3. Bagisiklik sistemi zayif fertlerin toplumda artist

4. Yumurta ve drinlerinin kullaniminin artisi seklindedir.



2. KAYNAK OZETLERI

Gida patojenlerinin sebep oldugu hastaliklar insan saghgi igin ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Salmonella insan saghgm etkileyen gida patojenleri arasinda en sik
goriilenlerinden biridir. Bu bakteri et, siit, yumurta gibi hayvansal kaynakli kontamine
olmus gidalar aracihigiyla insanlara tasinmaktadir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
verilerine gore Amerika Birlesik Devletleri, gida salginlarinin en yogun yasandigi
bolgedir. Buna bagli olarak Amerika Birlesik Devletleri’nde salginlart 6nleme ve kontrol

etme adina birgok saglik ve arastirma merkezleri kurulmustur (Newell et al. 2010).

2012 yilinda, Hastalik Onleme ve Control Merkezi (CDC)’ne gore Salmonella ile
kontamine olmus gidalarin tiiketimi sonucunda 12 Salmonella salgini meydana gelmis ve
bu salginlardan yiizlerce kisi etkilenmistir. Bu salginlarin kontrol edilmesi ve salgindan
etkilenen insanlarm tibbi tedavi masraflart binlerce dolar maliyet getirdigi

belirtilmektedir (Anonymous 2013c).

Cizelge 2.1. 2012 yil1 ve 2013 yili ABD’de Salmonella salginlari (Anonymous 2013c)

2013 ilk 5 ay
1. Tahinli susamli pasta — Salmonella Montevideo and Salmonella Mbandaka
2. Canli kiimes hayvani— Salmonella Typhimurium
3. Canli kiimes hayvani— Salmonella Infantis, Salmonella Lille, Salmonella Newport
4. Salatalik — Salmonella Saintpaul
5. Tavuk — Salmonella Heidelberg

6. Sigir biftegi — Salmonella Typhimurium




Cizelge 2.1 (Devam)

2012

[EEN

. Fistik ezmesi — Salmonella Bredeney

N

. Kirpi — Salmonella Typhimurium

3. Mango — Salmonella Braenderup

4. Kavun — Salmonella Typhimurium and Salmonella Newport
5. Sigir biftegi — Salmonella Enteritidis

6. Canli kiimes hayvani — Salmonella Hadar

7. Canli kiimes hayvani — Salmonella Montevideo

8. Canl kiimes hayvani— Salmonella Infantis, Salmonella Newport, and Salmonella
Lille

9. Kopek mamasi — Salmonella Infantis
10. Ton balig: iriinii — Salmonella Bareilly and Salmonella Nchanga
11. Kaplumbaga— Salmonella Sandiego, Salmonella Pomona, and Salmonella Poona

12. Bir Cin lokantasi— Salmonella Enteritidis

Diinya Saglhk Orgiitii’niin (World Health Organisation-WHO) bildirdigi verilere gore
gida kaynakli hastaliklarin artis gosterdigi ve endiistrilesmis tilkelerde her yil niifusun
%5-10’unun gida kaynakli hastaliklardan etkilendigi belirtilmistir. Amerika Birlesik
Devletleri Ulusal Saglik Ofisi’nin tanimina gore, iki veya daha fazla kisinin ayni giday
tilketimi  sonucunda benzer etkiler gosteren rahatsizliklara gida kaynakli salgin
denmektedir. Kurum, tek bir gidanin dogrudan veya capraz olarak da hastaligin etkeni
olabilecegini de belirtmistir (Anonymous 1997b; Allos et al. 2004).

Hastalik 6nleme ve kontrol merkezi (CDC) Amerika Birlesik Devletleri’nde her alti
kisiden birinin gida kaynakli rahatsizliklardan dolay: hastahaneye bagvurdugunu ve 2011
yilinda 3 000 kisinin bu rahatsizliklardan dolay:r hayatin1 kaybettigini bildirmistir. Gida
kaynakli rahatsizliklarin %58’nin viriis, %33’liniin patojen bakteri, %9’unun ise parazit

kaynakli oldugu bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde Salmonella spp. 6liimle




sonuglanan gida kaynakli rahatsizliklarin ilk sebebi olarak goriillmektedir (Anonymous
2013e).

Parazit
%9

Sekil 2.1. Gida kaynakli1 hastaliklarin etmenleri (Anonymous 2013e)

Gida kaynakli patojenler arasinda en énemli yere sahip olan Salmonella uzun yillardir
hastalik yapici, veteriner kokenli bir bakteri olarak bilinmektedir. Bugiin Salmonella
enterica spp. Cholerasuis olarak anilan, Bacterium cholerasuis’i Daniel E. Salmon’un
1885 yilinda izole ettigi giinden bugiine kadar olan siireg igerisinde, Salmonella’ya bagl
olarak meydana gelen gastroenterit-tifoid hastaliklar ve zehirlenme vakalari toplum
saghgmi tehdit ettigi goriilmektedir. Diinyada her yil Salmonella’ya bagl olarak 16
milyon tifoid ates, 1,3 milyon gastroenterit hastalik ve 3 milyon 6lim meydana
gelmektedir (Bhunia 2008).

The European Food Safety Authority (EFSA)’ya ve The European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC)’ye gore 2010 yilinda 27 tiye iilkede yapilan arastirmalara
gore 99 020 Salmonella vakasi meydana gelmis ve Salmonella vakalari diger yillara

oranla artig gostermistir.



Uye iilkelerde meydana gelen vakalarm ¢ogunlugunun kiimes hayvanlaridan ve bu
hayvanlardan elde etilen tiriinlerden kaynaklandig: belirtilmistir. Salmonella vakalari en

sik taze piliglerde ve hindi etlerinde goriilmistiir (Sireli 2010).

Digerleri
%20 Kiimes hayvanlar

%29

Meyve,sebze
%13

Kirmizi et
%8

Yumurta
%18

Domuz
%12

Sekil 2.2. Gida kaynakli Salmonella salginlarinin kaynaklari (Anonymous 2013c)

Tirkiyede Salmonella enfeksiyonlari hakkinda degerlendirme yapilmaya g¢alisildiginda
yeterli veriye ulasilamadigindan saglikli bir sonug ortaya ¢ikmamaktadir. Bu durumun
temel sebebi, ulusal saglik sistemimizde gelismis tilkelerdeki sistemlere benzer dogru ve
stirekli ver akigsin1 saglayan hastalik bildirim merkezlerinin eksikligidir. Genel olarak
Tiirkiye’ye ait verilere uluslar arasi veritabanlarindan ulasmak miimkiin olmaktadir. En
saglikli veriler Diinya Saglik Orgiitiiniin 8.raporunda yer almaktadir. Raporda Tiirkiye’de
1999 senesinde 28 884 vaka ve %49,3 insidens oldugu, 2000 yilinda ise 26 489 vaka ve
insidensinin de %39,2 oldugu bildirilmektedir (Sireli 2010).

2008 yilinda Tiirkiye’de Sarigerme’de sekillendigi bildirilen bir salginda ingiltere’den
gelen 100’e yakin turistin Salmonella enfeksiyonu gegcirdigi ve enfeksiyona neden olan
sorumlu iriiniin otelde servis edilen gidalarin yetersiz 1sil islem gormiis oldugu veya

capraz kontaminasyona maruk kaldig: belirtilmektedir (Disley 2008).



Salmonella spp. Enterobacteriaceae familyasi iginde yer alan Gram negatif, ¢ubuk
seklinde, spor olusturmayan fakiiltatif anaerob bakterilerdir. S. Pullorum ve S. Gallinarum
hari¢ tiim Salmonella tirleri peritrik flagellalar: ile hareket yetenegine sahiptirler
(Anonymous 2002).

Salmonella ilk kez tifoid basili olarak 1880 yilinda Alman bakteriyologlar Ebert ve Koch
tarafindan tanimlanmis ve 1884 yilinda Gaffky Salmonella’y: kiiltiire etmeyi basarmistir.
1885 yilinda Amerikali veteriner hekim D. E. Salmon domuz vebasina neden olan domuz
kolera mikroorganizmasim1  karakterize ederek Bacterium suipestifer olarak
adlandirmistir. S6z konusu bakterinin adi daha sonraki yillarda Salmonella choleraesuis

olarak degistirilmistir (Bell and Kyriakides 2002).

Salmonella bakterisinin sebep oldugu salmonellozis salgimmnin ilk defa laboratuvarda
dogrulanmasi, 1888 yilinda Gaertner tarafindan sigirdan ve bu hayvanin etini tiiketen bir
insanin intestinal organlarindan Bacterium enteritidis’in (S. Enteritidis) izole edilmesiyle

gerceklesmistir (Bell and Kyriakides 2002).

Salmonella serotipleri adlarin1 yaptigi hastaliktan (S. Enteritidis), izole edildigi
hayvandan (S. Gallinarum), hem izole edildigi hayvandan hem hastaliktan (S.
Typhimurium), izole eden arastiricidan (S. Schottmuelleri), izole edildigi iilkeden veya
bolgeden (S. Panama, S. Kentucky), sehirden (S. Istanbul, S. Adana), hastaneden (S.
Virchow) alirlar. Bunlardan S. istanbul ve S. Adana diinyada ilk kez Tiirkiye’de izole
edilmiglerdir (T6reci ve Ang 1991; Mutlu vd 1999).

Salmonella’nin klasifikasyonu igin antijenik sema ilk olarak 1926 yilinda White
tarafindan o6nerilmis ve 1941 yilinda Kauffmann tarafindan Kauffmann-White semasi
olarak genisletilmistir (D’Aoust 1997).
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Cizelge 2.2. Salmonella tiir ve alt tiirleri (Guibourdenche et al. 2010)

Alt Tiir

Salmonella Tiir Ve Alt Tiirleri Dahilinde Kaynaklar

Serotip Sayisi
S. enterica
S.enterica subsp. enterica (1) 1547 Sicak kanli hayvanlar
S.enterica subsp.salamae (1) 513 Soguk kanli hayvanlar ve cevre
S.enterica subsp.arizonae (l11a) 100 Soguk kanli hayvanlar ve gevre
S.enterica subsp.diarizonae (I11b) 341 Soguk kanli hayvanlar ve gevre
S.enterica subsp.houtenae (V) 73 Soguk kanli hayvanlar ve ¢evre
S.enterica subsp.indica (V1) 13 Soguk kanli hayvanlar ve ¢evre
S. bongori
S. bongori (V) 23 Soguk kanli hayvanlar ve gevre
Toplam 2610

Salmonella’larin siniflandirilmasi, Kauffmann tarafindan ortaya konulan O (somatik), H
(flagellar) ve K (kapsiiler) antijenlerinin serolojik tanimlanmasini esas almakta ve her
serotip ayn bir tiir (S. Paratyphi A, S. Newport, S. Enteritidis vb.) olarak belirtilmektedir
(Brenner et al. 2000).

Salmonella’nin 2007 yilina kadar belirlenen 2610 serotipi oldugu bildirilmektedir
(Cizelge 2.2). 2003-2007 yillar1 arasinda Diinya saglik orgiitii arastirmalar ve referanslar
isbirligi merkezi tarafindan 70 yeni Salmonella serotipi karekterize edilmistir. 44 serotip
S. enterica subsp. enterica, 11 serotip S. enterica subsp.salamae, 5 serotip S. enterica
subsp.arizonae, 8 serotip S. enterica subsp.diarizonae, 1 serotip S. enterica
subsp.houtenae, 1 serotip S. bongori seklinde karakterize edilmistir (Guibourdenche et
al. 2010).
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Salmonella’larda 6nem tasiyan dominant ti¢ ¢esit antijen bulunmaktadir. Bunlar; Somatik
"O" antijenleri, Flagellar "H" antijenleri ve yiizeysel antijenlerdir. Salmonella‘lar O
antijenleri ile gruplara, H antijenleriyle de serovarlara ayrilir. O somatik antijenleri,
bakterilerin hiicre duvarindaki lipopolisakkarit katmanin polisakkarit biriminden
ibarettir. Isiya, alkole (%96'lik alkole 4 saat) ve asite direnglidirler. Formol etkisi ile
aktiviteleri kaybolur veya ¢ok azalir. Hareketli olsun veya olmasin tiim Salmonella’lar
cogu kez birden ¢ok sayida O antijeni bulundurur. Salmonella cinsi bakterilerde
saptanmig 60'dan fazla ve degisik yapida O antijenik grup vardir. Salmonella'lardaki O
antijenlerinin bazilari Escherichia, Citrobacter, Shigella ve Proteus spp. gibi baska
bakterilerde de bulunabilirler (Bilgehan 2004).

DNA hibridizasyon c¢alismalari Salmonella’nin tek bir tirden (S. enterica; bu
mikroorganizma onceleri S. choleraesuis olarak isimlendirilmistir) ibaret oldugunu
gostermektedir. Bu tek cins yedi alt tiire ayrilmaktadir. Ancak Judicial Commission of
the International Committee on the Systematics of Prokaryotes tarafindan yayinlanan
belgede (Opinion 80) baz: 6zelliklerinin farkliligindan dolay: bu yedi alt tiirden birisi olan
S. bongori’nin tiir seviyesine yiikseltilmesi onerilmistir. Dolayisiyla Salmonella cinsi S.
enterica ve S. bongori olmak tizere iki ayr tiirden olusmaktadir (Tindall 2005; Cetin
2006).

Salmonella’lar yaygin olarak antijen yapilarima gore incelenip kendi aralarinda
siniflandirtlirlar. Bu siniflandirma Kauffman-White semasi esas alinarak yapilmaktadir.
Bu semada mikroorganizma; somatik (O), flagella (H) ve kapsiil (Vi) antijenlerine gore
degerlendirilmektedir. Bahsedildigi iizere Salmonella 2600°den fazla serotipe sahiptir.
Bu kadar ¢ok serotipin bulundugu bir cinsin sadece iki tiirii olmas1 farkli suslarin
yaziminda zorluklarin yasanmasina neden olmaktadir. Bu nedenle son dénemlerde cins
isminden sonra italik olmayacak bicimde serolojik adin yazilmasi onerilmektedir.
Ornegin; “S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium” yerine sadece “Salmonella

Typhimurium” yazilmasi uygun goriilmektedir (Cetin 2006).
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Salmonella’larin besin ihtiyaglari oldukga basittir ve tiremelerini destekleyen karbon ve

nitrojen ihtiva eden ¢ogu besiyerinde tireyebilirler (Gast 2003).

Salmonella’lar fermentasyon yoluyla besinleri metabolize edebilme 6zelliginden dolay:
kemoorganotrofik bakterilerdir. Bu bakteriler D-glikoz ve diger karbonhidratlar: asit ve
gaz turetmek igin katabolize ederler. Oksidaz, VVoges-Proskauer, iireaz ve indol negatif
olup katalaz pozitiftir. Nitrat1 nitrite indirgerler. Tipik Salmonella izolatlar1 Triple Sugar
Iron Agar’da (TSIA) glikozdan gaz ve asit wiretirken, Brilliant Green Agar (BGA), Xylose
Lysine Deoxycholate (XLD) ve Hektoen Enteric (HE) agarlarda laktoz ve sakkarozu
kullanmazlar. Ayrica Lysine Iron Agar’da (LIA) kadaverin ile lizinin dekarboksilasyonu
sonucu alkali reaksiyonlarin hizli bir sekilde olusumunu saglamaktadirlar. Genel olarak
TSIA ve LIA’da hidrojen siilfiir ve gaz olustururlar (D’ Aoust 1997).

Cizelge 2.3. Salmonella spp. igin biyokimyasal 6zellikler (Bolat 2006)

Reaksiyon Degerlendirme
Katalaz +
Oksidaz -

Indol -
Metil kirmizisi +
Voges- Proskauer -
Sitrat kullanimr* +

Ureaz iiretimi -
Laktozdan asit tretimi -
Glukozdan gaz iretimi* +
Triple Sugar Iron (TSI) +
Lizin dekarboksilaz +
Ornitin dekarboksilaz +

*: Salmonella Typhi bu testler i¢in negatiftir.
-: Reaksiyon yok +: Reaksiyon var

Salmonella cinsi bakteriler basta glikoz olmak tizere arabinoz, maltoz, mannitol, mannoz,
ramnoz, sorbitol, ksiloz ve diger birgok karbonhidrat1 ve polihidroksi alkolii asit ya da
asit ile beraber gaz olusturarak fermente eden bakteriler olarak bilinmektedirler. Ancak
Salmonella Typhi’nin higbir zaman gaz tretmedigi de saptanmistir. Salmonella cinsi
bakteriler ayrica, katalaz pozitif olup, lizin ve ornitin dekarboksilaz testlerinde pozitif
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reaksiyon verirler. Nitrat: nitrite indirgeyebilen, safra tuzlarini tolere edebilen ve iireyi
hidrolize edemeyen bakteriler olarak da bilinirler. Salmonella cinsi bakteriler genellikle
hidrojen siilfid (H2S) tiretebilmekle beraber Salmonella Pratyphi A gibi HoS iiretmeyen
tirleri de mevcuttur. Salmonella cinsi bakterilerin ¢ogu laktozu fermente etmez fakat
Salmonella enteritidis’in ve Salmonella arizonae’in bazi tyeleri laktozu fermente
edebilme 6zelligine sahiptir. Bu nedenle, laktoz iceren bir besiyerinde laktoz pozitif olan
Salmonella cinsi bakterileri Salmonella olmayan bakterilerden ayirmak oldukca zordur
(Taban 2007).

Salmonella’larin gelismeleri icin gereken optimal aw degeri 0,99 olmasina ragmen
Salmonella’larn biyiik bir kismmin 0,93 gibi diisik aw degerlerinde canliliklarini
strdirebildikleri bildirilmistir (Adams and Moss 1995).

Salmonella’lar i¢in optimal pH degeri 6,5-7,5 arasinda olmasina ragmen 4,5-9,9 pH
araliginda tireme yetenegine sahiptir. Yapilan bir ¢calismada S. Pullorum, S. Oranienburg
ve S. Senftenberg’in s1vi yumurta albiimini igindeki gelisiminin pH degeri 8’e yaklastik¢a
ilerleyen bir sekilde azaldigi, pH degeri 9,5’in iizerinde oldugunda gelisemedigi
bildirilmistir (D’ Aoust 1989).

Salmonella’lar, 5-47°C arasinda treyebilmekte, optimum iireme sicakligi 37°C’dir
(Adams and Moss 1995).

Cizelge 2.4. Salmonella spp. igin iireme 6zellikleri (Erkmen 2007)

Parametre Minumum Optimum Maksimum
aw 0,94 >0,99 0,99

pH 4,0 6,5-7,5 9,5

% NaCl 0 0 8

Sicaklik (°C) 5,8 (2,0)! 35-37 47 (54)*

1: Baz1 Salmonella alt tiirlerinde olan degerdir.
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Salmonella’lar i¢in D degeri (decimal reduction time) 60°C’de genellikle 2-6 dakika,
70°C’de ise 1 dakika olarak belirlenmistir. S. Senftenberg gibi bazi serotiplerin diger
serotiplere gore 1s1ya daha direngli olduklar: belirtilmistir (Doyle and Mazzotta 2000).

Veeramuthu et al. (1998)’nin, hindi etinden yapilan kiymalarda S. Senftenberg’in 1s1ya
direncliligini belirlemek igin yaptiklar: ¢alismada D degeri 55°C’de 227,1, 60°C’de 13,5
ve 65°C’de 3 dakika olarak belirlenmistir. Tavuk kiymasi ile yapilan bir ¢calismada ise, S.
Senftenberg’i de igeren serotiplerin D degerleri, 67,5°C’de 2,8 ve 70°C’de 1,7 dakika
olarak bulunmustur. Juneja ve Eblen (2000)’in cesitli yag iceriklerine sahip sigir etinde
yaptiklari ¢alismada, S. Typhimurium DT104’iin termal inaktivasyonu igin gereken
stirenin uzunlugunun yag icerigiyle orantili oldugunu bildirmislerdir. Calismada %7 yag
varhiginda 58°C’de “lag” periyodu 4 dakika, %24 yag varliginda ise 28 dakika olarak
bulunmustur (Iseri 2007).

Salmonella’lar gevresel kosullara yiiksek direng gostererek, bazi gidalarda uzun siire
canliliklarmi koruyabilmektedir. Salmonella’larin yaklasik olarak sigir giibresinde 34 ay,
balik yeminde 24 ay, bahce topraginda 9 ay, kanatl altliginda 4 ay, kanatl giibresinde 1
ay ve cesme suyunda 2 ay siireyle canli kaldigi, ayrica taze ette 14 giin, dondurulmus ette
1 500 giinden fazla, siitte 140 giin, peynirde 270 giin, tereyaginda 105 giin, siittozunda
590 giin, dondurmada 2 500 giin, kurutulmug yumurtada 4 700 giin ve balik ununda 360
giin siireyle canliliklarint koruyabildigi bildirilmektedir (Erol 2007).

Salmonella’larn buzdolabi kosullarinda uzun siirelerde yasayabilecegi bildirilmistir.
Yapilan ¢alismalarda Salmonella’larin -23°C depolanan tereyaginda 2,5 aydan daha uzun
bir siire, buzdolabinda muhafaza edilen sebzelerin yiizeyinde 1 aydan daha uzun bir siire,
oda sicakliginda veya buz kutular: i¢inde depolanan siitlerde ise 6 ay canliligin1 korudugu
bildirilmistir. Ayrica Salmonella’lar ¢ikolata, karabiber ve jelatin gibi disiik su
aktivitesine sahip gidalarda bir yil veya daha uzun siire canliligini koruyabildigi
bildirilmektedir (Anonymous 2002).
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Salmonella enfeksiyonlarinin olusmasinda hayvanlar, yemler, gidalar ve insanlar arasinda
bir etkilesim s6z konusudur. Salmonella enfeksiyonlarinin hayvanlarda goériilmesinde en
biiyiik etken c¢iftlik hayvanlarinin siiriiler halinde bulunmasi, yemlerin, yem Kkatki
maddelerinin bulagmis olmasidir. Ayrica atik sular, kuslar, hastalikli veya tasiyici
hayvanlar, fareler, bocekler, Salmonella enfeksiyonu zincirinde yer alabilmektedir.
Ozellikle kanatli hayvanlar ve diger kasaplik hayvanlar kesim &ncesi bulasmay

kolaylastirir (Erkmen 2007).

Gidaya Salmonella bulasmasmin ¢ ana yolu vardir. Birincisi Salmonella tasiyici
hayvanlarin et ve siit iiretiminde kullanilmasidir. Kanatl etleri ve yumurtalari, kirmizi et
ve siit en énemli kaynaklardir. ikinci yol, cevreye ve sulara diski, mezbaha atiklar: gibi
atiklarin bulasmasidir. Bu yolla Salmonella daha ¢ok sebzelere gegmektedir. Ugiincii yol
ise gida hazirlanmasi veya servisi sirasinda ¢apraz bulasma ile baska bir ¢ig gidaya veya

pismis gidaya bulasmasidir (Erkmen 2007; Halkman 2013).

Gida kaynakli bakteriyel hastaliklar diinya genelinde insan sagligini tehdit eden bir unsur
olarak devam etmektedir. Son yirmi yilda, gida kaynakli hastaliklarin epidemiyolojisi
sosyal cevre degisikliklerinin ve patojen mikroorganizmalarin yeni ortam ve gidalara
adaptasyonunun sonucu olarak hizla artmistir. Salmonella, Escherichia coli 0157:H7,
Campylobacter ve Yersinia enterocolitica patojen mikroorganizmalarin sebep oldugu
hastaliklarin insidensi toplumda artis gostermistir. Bu mikroorganizmalarin sebep oldugu
hastaliklar halk sagligi agisindan bir sorun haline gelmistir. Salmonella bakterisi
Campylobacter’den sonra Kanada’da gida kaynakli bakteriyel hastaliklara sebep olan
etmen olarak goriilmektedir (Abouzeed 1998).

Salmonellozis diinya genelinde éneme sahip zoonotik bir hastaliktir. Ozellikle insanlarda
subklinikal rahatsizliklara sebep olan genis bir kaynaga sahiptir. Hastaliga bir¢ok
Salmonella serotipi sebep olur ve hastalik genis bir klinik sprektruma yayilmstir.
Insanlarda salmonellozis hastaligi akut, kendiliginden gegen, kendini sinirlayan
gastrointestinal veya sistemik bir enfeksiyon seklinde bagirsak sistemine lokalize olarak

ortaya ¢ikabilir. Hastaligin gastrointestinal formu intoksikasyondan ziyade bir enfeksiyon
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seklindedir ve “gida zehirlenmesi sendromu” olarak tanimlanir. Sistemik rahatsizlik ise
enterik ates olarak tanimlanan tifonun klasik bir seklidir. Genellikle biitiin Salmonella
serotipleri insanlar igin patojenik olarak kabul edilir. Salmonella enfeksiyonlar1 énemli
salginlara, oliimlere ve ekonomik kayipara sebep olur. Ozellikle ¢ocuklarda ve immiin
sistemi baskilanmis veya hasar gormiis yasli bireylerde mortalitesi yiiksek olabilir
(Abouzeed 1998).

Salmonella’nin sebep oldugu rahatsizliklar icin genellikle iki terim kullanilir: Morbidite
ve Mortalite. Morbidite terimi, belirli bir niifusta belirli bir zaman dilimi igerisinde
hastaliga tutulanlarin sayisi, hastalik nispetidir. Mortalite ise niifus igerisinde hastaliga

yakalananlar arasinda 6liim oranidir.

Salmonellozis olgularinda infektif doz 10%-10° kob/g olarak bildirilmekle birlikte,
minimal infeksiyon dozu, serotipin viriilensine, bireysel savunma mekanizmasina ve
gidanin kompozisyonuna bagl olarak biiyiik farkliliklar géstermektedir. Yeni doganlarda
ve kiiglik ¢ocuklarda immun sistemin tam olarak gelismemesi, yaslilarda immun sistemin
geg yanit vermesi veya ¢ok zayif olmasi ve kiicgiik gocuklarda gastrik asit iiretiminin az
olmast Salmonella’larin intestinal kolonilazasyonu kolaylastirmaktadir. Cocuklarda,
yaslilarda, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde hastalik olusturma dozunun 10? kob/g

kadar indigi saptanmstir (Erkmen 2007; Iseri 2007)

Salmonella’lar olusturduklari proteinler ile ince bagirsak yiizeyine tutunurlar. Béylece
epitelyum altina gegebilirler. Bu bolgede ¢ogalarak viicudun diger yerlerine yayilirlar.
Baz1 Salmonella serotipleri 1siya duyarli (LT) ve 1siya direngli (ST) ozellikte
enterotoksinler iretirler. Salmone//a’larmm bir kism1 yalniz insanlarda (S. Typhi) bazilar
ise insan ve hayvanlarda hastalik yaparlar. Hastalik semptomlari genellikle bakterinin
alimindan 24-36 saat sonra baslamakla beraber 8 saat kadar erken veya 42 saat kadar da
geg gozlenebilir. Bu belirtiler 2-3 giin siirmektedir (Ray 2004; Cetin 2006).
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Gidalar igin uluslararas1  mikrobiyolojik  spesifikasyonlar hazirlayan ICMSF
(International Commission on Microbiological Specifications for Foods) ve uluslararasi
standartlar hazirlayan I1SO (International Organization for Standardization) tarafindan
gidalarda Salmonella aranmasi ve tamimlanmasi igin onerilen geleneksel kiiltiirel
yontemler vardir. Geleneksel yontemler kantitatif ve kalitatif bilgi verebilirler, ancak
numunelerin analizi i¢in bir 6n zengistirmeye ihtiya¢ vardir. Ayrica geleneksel
yontemlerde gidalardan patojenlerin izolasyonu uzun bir siire gerektirmekte ve yogun bir
is giicii gereksinimi ortaya ¢ikartmaktadir. Gidalarin ¢ogunun sinirlt bir raf 6mriine sahip
oldugu diistiniildiigiinde geleneksel yontemlerle izolasyon yapilmadan, bu gidalarin

tiiketildikleri veya raf omiirlerini tamamladiklar: gériilmektedir (Iseri 2007).

Gidalarda patojen mikroorganizmalarin izolasyonu, identifikasyonu igin son yillarda hizl
metodlar iiretmek ve gelistirmek i¢in ¢aba harcanmaktadir. Gelistirilmeye calisilan
metodlarda amag kisa siirede sonu¢ almak, hassasiyeti artirmak, segici ve kolay olan
islemi tespit etmektir. Bu yontemlerin gelistirilmesi gida hijyeni agisindan biiyiik 6nem
arzetmektedir. Bu gelistirilen yeni metodlarin basinda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR),
biyosensor teknolojisi, antijen-antikor temelli reaksiyonlar gelmektedir. Bu yontemler
hizli tepki siiresine sahip olan ve bunun da 6tesinde daha duyarli, giivenilir, kullanimi
kolay, geleneksel kiiltirel yontemlerle kiyaslandiginda alternatif olarak goriilen
yontemlerdir (Liebana et al. 2009a; Liebana et al. 2009b; Salam and Tothill 2009).

Gida mikrobiyolojisinde analizler, hizli yontemler ve geleneksel kiiltiirel yontemlere
dayali olarak iki farkli sekilde yiiriitilmektedir. Geleneksel kiiltiirel yontemler gelistigi
giinden bu yana altin standart olarak kabul gormektedir. Hizli yontemler; klinik, gida ve
cevresel 6rneklerde bulunan bakteri, mantar, viriis ve protozoon gibi mikroorganizmalar
ile onlara ait metabolitlerin izolasyonu, identifikasyonu, sayimi ve bakterilerin
antibiyotiklere olan direnglerinin belirlenmesinde kullaniimaktadir. Mikrobiyologlar
1960’11 yillarda hizli yontemler alaninda basarili calismalar yapmis ve 1970°li yillarda bu

calismalar ivme kazanmistir (Fung 2006).
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Mikrobiyoloji alaninda ivme kazanan giivenli, spesifik, hassas ozellige sahip hizh

yontemlerin yillara gore gelisimi asagidaki gibi 6zetlenebilir (Fung 1995):

¢ 1965-1975: Minyatiirize edilmis biyokimyasal tanimlama yontemleri
¢ 1975-1985: immiinolojik, manyetik ayirma, antijen-antikor temelli yontemler
¢ 1985-1995: Polimeraz zincir reaksiyonu ve DNA hibridizasyon yontemleri

¢ 1995-.......: Biyosensor, mikroarray teknolojisi

Manyetik ayirma, bir heterojen karisimda bulunan manyetik 6zellikteki bilesenleri
ayirmak igin kullanilan bir yontemdir. Bu yontem diisiik tenorlii demir cevherlerinin
zenginlestirilmesinde, geleneksel ve niikleer enerji tesislerindeki kazan sularinda
ferromanyetik ozellige sahip safsizliklart uzaklastirmada, tretim islemleri sirasinda
makinalardan veya c¢evreden gidaya gecebilecek olan metal pargaciklarinin
uzaklastirilmasinda ve daha bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmigtir. Bu ydntemin
biyolojik bilimlere uygulanabilirligi ise 1970’li yillarda miimkiin olmustur. Bu teknigin
biyolojik bilim alaninda ilk kullanimi, memeli hayvan hiicrelerinin ayirnminda kendini
gostermistir. Manyetik ayirma ile dogrudan kan, kemik iligi, doku homojenatlarindan

hedeflenen hiicrelerin ayirilabildikleri bildirilmistir (Kohn 1999).

Dynal dynabeads teknolojisi, biyolojik materyallerin separasyonunda devrim
niteligindeki dnemli bir gelismedir. Norveg’li bilim adami Prof. Dr. John Ugelstad 1976
yilinda, tamamen aymi biyiikliikte polimer partikiilleri olusturabilen bir proses
gelistirmistir. Daha 6nce NASA tarafindan yergekimi olmayan, agirliksiz kosullarda esit
boyutta kiiresel partikiiller elde edilmisti. NASA tarafindan basarilan bu proses,
Ugeslstad ve ekibinin galisamlar: neticesinde, ¢aplari 0,5-100 um arasinda olan uniform
simetrik kiiresel partikiiller tiretilmeye baslanmistir. Ticari olarak partikiillerin tiretiminde
ilk 6nemli gelisme Norveg’de Dynal A.S tarafindan gergeklestirildigi bildirilmektedir. Bu
gelismeleri, manyetik partikiillerin yapilabilmesi gibi inanilmaz bir basar: takip etmistir.
Ekibin daha sonraki calismalari Dynabeads olarak adlandirilmis ve manyetik 6zellige

sahip uniform partikiillerin iretimi seklinde devam etmistir (Anonymous 1997a). Parg
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acik biciminde bazi manyetik kati1 fazlar, biyolojik organizmalarin, organellerin veya
molekiillerin manyetik separasyonu (MS) icin ticari olarak elde edilmektedir. Spesifik
olarak molekiiller bunlara baglanabilir. Partikiillerin ¢ogu manyetik bir alanda
bulunduklarinda stiper paramanyetiktir fakat manyetik alan kaldirilir kaldirilmaz
manyetik 6zelligi kaybolmaktadir. Partikiillerin birbirine yapismamasi igin 6ncelikle bir
magnet yardimiyla intermanyetik bir giigle ayrilmalar1 gereklidir fakat daha sonrasinda
partikiiller siispansiyon igine geri donebilmelidir. Partikiillerin sekil ve boyutlar1 gibi
fiziksel parametreler olduk¢a onemlidir. Bir siispansiyon igindeki partikiillerin,
sedimantasyon ve diger molekiillere baglanma kinetikleri, boyutlarinin belirlenmesi ve
partikiillerin formu bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Ticari olarak temin edilen, partikiiller
cesitli boyutlardaki pul sekilli manyetik oksitlerdir ve bu partikiiller yiizeyinde bir tabaka
halinde gesitli kimyasal guruplar: ihtiva etmektedir. Diger taraftan bu partikiiller, dogal
ve sentetik polimerlerle manyetik oksitlerin kiigiik graniillerinin Kkaristirllmasiyla
hazirlanmakta ve bunun ardindan uygun partikiil boyutu elde edilmektedir. Manyetik
oksitler, ayn1 zamanda polimer faz prosesi icinde iretilebilmektedir. Manyetik
parcaciklar, suda ¢6ziinmez bilesiklerden ve vinil monomerlerin karisimi igindeki
disperse manyetik oksitlerden hazirlanmaktadir. Bu dispersiyon, manyetik oksitleri
igeren bir siv1 dispersiyonundan olugmaktadir. Manyetik oksitler, manyetik partikiiller
icindeki monomerlerin  polimerizasyonuyla yapilabilmektedir. Bu polidispers
parcaciklarin tiimii, manyetik bir alanda manyetik 6zellik gostermektedir fakat boyutlart
farkli oldugu icin ayn1 manyetik giice sahip degillerdir (Sachar and Goldstein 1990;
Liberti and Feeley 1991).

En sik kullanilan monomereik, iiniform manyetik kiireler, Fe+2 ile tek boyutlu gozenekli
polimerlerin karisimindan yapilmaktadir. Yeni bir polimer yiizeyi daha sonra porlarla
kaplanmakta ve demir partikiiller icinde tutulmaktadir. Indrt bir yiizey, spesifik
molekiiller disindaki biyolojik elementlere baglanamaz ve IMS i¢in bu durum dogal
olarak arzu edilmektedir. Partikiil yiizeyinin kimyasal kompozisyonu, partikillerin

izolasyonun basaris1 bakimindan oldukca 6nemlidir (Ugelstad et al. 1991, 1992).
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Manyetik separasyon amaciyla kullanilan partikiiller homojen, siiperparamanyetik
polistren yapili mikro partikiillerdir. Mikro partikiiller y-Fe.Oz veya FesOs igeren
manyetik bir ¢ekirdek bolgesine sahiptir. Bu mikropartikiiller ¢ekirdek bolgesini saran ve
cekirdege cesitli molekiiller ile birlesme veya ¢esitli molekiilleri adsorblayabilmesi igin
yiizey alan1 kazandiran polimer 6zellikte hidrofobik bir kabuk ile kapanmslardir. Partikiil
olgiileri ve sekillerinin homojen olrnasi, fiziksel ve kimyasal acidan kararli bir sistemin

olusmasini saglamaktadir (Anonymous 2000).

Partikiil boyutlarinin ve sekillerinin homojen olmasmnin kazandirdig: birgok 6zellik soyle

izah edilebilmektedir:

1. Partikiil boyutlarinin homojen olmas: partikiiller ile hedef mikroorganizma arasindaki
reaksiyon Kkinetiginin optimal olmasin1 saglamaktadir. Boylece hizli ve etkin bir

baglanmanin gergeklesebildigi belirtilmektedir.

2. Kiiresel yapinin diizgiin olmasi, 6zgiil olmayan baglanmay: en aza indirebilmektedir.
Homojen yiizey alanmn, verimli kullanim ve hedef ile optimal bir etkilesimi sagladig
bildirilmektedir.

3. Partikdillerin dis yiiziindeki polimer kilif, hedef mikroorganizmay: demirin toksik

etkisinden korumaktadair.

4. Siiperparamanyetik o6zellikteki partikiiller manyetize o6zelliklerini sadece dis bir
manyetik alanin etkisiyle gosterdikleri ve bunun disinda normal maddeler gibi
davrandiklart bilinmektedir. Siiperparamanyetik partikiiller birbirleriyle manyetik

etkilesime girmemektedir.

5. Partikillerin hidrofobik karakterde olmasi, hedef hiicrelerin kolaylikla adsorbe

olmasin1 saglamaktadir.
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Spesifik mikroorganizmalarin izolasyonu amaciyla kullanilan Dynabeads® partikiillerin
caplart 2,8 um (Dynabeads® M-280), 4,5 um (Dynabeads® M-450) ve 5 pum
(Dynabeads® M-500) seklindedir. Partikiillerin yiizeyleri, bakterilerle birlesebilecek
ozellikteki saflagtirilmis antikorlar ile kovalent olarak baglanacak sekilde kaplanmustir.
y-Fe;,03 (Demir 11 oksit), FesOs (Manyetit), Cr,0s (kromdioksit), Er*® (Erbium) gibi
manyetize ozellige sahip veya mikroorganizma hiicresini manyetize hale getirebilen
maddeler, polimerlerle birlikte partikiillerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Polimer
bilesenler partikiillerin aktivasyonu igin gerekli olan fonksiyonel gruplarin kaynagidir.
45 um capindaki Dynabeads® M-450 partikiillerin yiizey alamnm 1-4 m? g?,
yogunlugunun 1,5 g cm® ve demir ihtivasimin hacimsel olarak %20 oldugu ve 1 mg
siispansiyon icinde 1,7x107 partikiile sahip oldugu bildirilmektedir. Bakterileri manyetize
hale getirebilmek amaciyla genellikle (Er*®) iyonlar kullanildig1 bildirilmektedir. Bu
iyonlar mikroorganizmanin dis Yyiizeyine giiclii bir sekilde afinite gosterip ve bu
afinitesini koruyabildigi icin tercih edilmistir. Er*® iyonlarinmm mikroorganizma
yiizeyinde baglanma bolgesinin glikoproteinlerdeki karboksil gruplarmin oldugu
bildirilmektedir (Ozbas 2002).

Dynabeads anti-Salmonella (Dynal, Oslo), spesifik antikorlarla kaplanmis manyetize
olabilme o6zelligine sahip partikiiller, toplanan biitin c¢evre ve gida orneklerindeki
Salmonella serotiplerine uygulanabilir. Uriiniin kullanim1 ve performans: kapsamli bir
sekilde Cudjoe et al. (1993), (1994a), (1994b), (1995) tarafindan rapor edilmis ve benzer
sonuglar diger arastiricilar tarafindan da bildirilmistir (Mansfield and Forsythe 1993,
1996; Molla et al. 1994; Coleman et al. 1995).

IMS 15-20 dakika stiirmektedir ve 18-20 saatlik geleneksel selektif zenginlestirmeyle
performans: degistirilebilmekte veya artirilabilmektedir. Immiinomanyetik ayirma
yonteminde, ¢ig gida 6rnekleri peptonlu su ile zenginlestirilmektedir. Bunun ardindan
bazi1 durumlarda plaklama (IMS-Plaklama) yapilmakta ve plaklardaki besi yerlerinde
hedef Salmonella’nin rekabet¢i floradan ayrilarak gelismesi saglanmaktadir (Cudjoe et
al. 1994a; Coleman et al. 1995). Bu rekabetci flora non-spesifik olarak boncuklara

baglanmakta veya boncuklar iizerine kaplanmis antikorlarla capraz reaksiyona
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girmektedir. Bu problem, Protesus spp., Eschericcia coli gibi mukoid koliformlar,
Kelbsiella aeogenes ve Enterobacter spp. gibi mikroorganizmalar igeren 6n
zenginlestirilmis o6rneklerde ortaya ¢ikmaktadir. Siipheli kolonilerin teshisi igin titiz
belirleme yapilmazsa Salmonella pozitif 6rnekler icin hatali sonuglar alinmasina neden
olabilir (Cudjoe et al. 1994a).

Yukarida anlatilan sorunlarin giderilmesi igin, bir ¢ok c¢alismanin sonucunda IMS
kaplama igin uygun modifikasyonlar ortaya konulmus ve ileride uygulanacak testler igin
2 yaklasim segilmistir. Bacto SBG Sulfa Enrichment (SBG), yumurta iiriinlerinden
Salmonella’nin izolasyonu igin orijinal olarak gelistirilmis selektif 6n zenginlestirme sivi
besiyeridir (Stokes and Osborne 1955).

Bu besiyeri, gram pozitif ve enterik mikroorganizmalar: inhibe ederek Salmonella’dan
ayrilmasini saglamak i¢in Birillant Green, Selenit ve Taurokolat gibi selektif ayirict
maddeler ihtiva etmektedir. Bu ortamin selektif 6zelliklerinin organik maddenin varligina
bagli olarak azalabilecegi kabul edilmektedir. Buna karsiik formiilasyonda
Sulphapyridine’nin olmas1 selektiviteyi stabilize etmektedir. Bu besi yeri ham ve
islenmemis numunelerin dogrudan selektif zenginlestirme asamasi igin uygun kabul
edilmistir. Yapilan cahsmalarda ¢ig orneklerden veya yiiksek direngli floradan
Salmonella’nin belirlenmesinde, SBG ve BPW gibi 6n zenginlestirme brothlarinin
performans: konusunda yapilan ¢alismalar rapor edilmistir. Salmonella tiirlerinin 6n
zenginlestirilmis 6rneklerden etkili izolasyon ve belirlenmesi igin  International
Standards Organisation (ISO) 6579’daki metot ve plaklara ekim yapilmadan &nce
Rapapport-Vassiliadis Soya Peptone Broth (RVS) iginde 42°C’de 18-24 saat IMS’nin
selektif zenginlestirmesini igeren metot kullanilmaktadir (Cudjoe et al. 19944, b).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, IMS’de kullanilan Dynabeads anti-Salmonellanin,
karisik orneklerden Salmonella’nin belirlenmesinde geleneksel yonteme gore daha
giivenli, spesifik ve duyarli oldugu sonucunu ortaya koymustur. Ancak bazen ortamda
Proteus spp., E. coli gibi mukoid koliformlar, Kelbsiella aeogenes ve Enterobacter spp.

gibi karisik tiirlerin gelismesi ve ortamda bulunmasi, kolonilerin izolasyonunu ve
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saflastirnlmasimi zorlastirmaktadir (Mansfield and Forsythe 1993, 1996; Cudjoe et al.
1994a,b; Molla et al. 1994; Coleman et al. 1995).

Immiinomanyetik purifikasyon ve konsantrasyon, immiinomanyetik separasyon
(IMS)’de kullanilan kiiciik siiperparamanyetik partikiiller veya boncuklar antikorlarla
hiicrelerin yiizeyinde bulunan antijenlere baglanmakta ve kan sivisi gibi sivilardan bazi
okaryotik hiicrelerin izolasyonunu saglamaktadir (Sekil 2.3). Bu yontem ¢esitli medikal

uygulamalarda da kullanilmaktadir (Ugelstad et al. 1992).

Son zamanlarda bu yontemin bakteriler gibi prokaryotik organizmalarin belirlenmesinde
uygun oldugu tespit edilmistir. Antijen antikor reaksiyonu sonucunda boncuklara
baglanan spesifik bakterilerin izolasyonu hedef mikroorganizma igin segici olan brotha
veya kat1 besiyerine aktarma sonucunda yapilmaktadir. Daha sonra tanimlama rutin veya

geleneksel yontemler kullanilarak gergeklestirilmektedir (Ushijima et al. 1990).

Sekil 2.3. Elektron mikroskobunda Dynabeadlerle baglanmis T hiicresi (1) ve E.coli
0157 (2) (Safarik et al 1995)

IMS veya immiinomanyetik zenginlestirmede, immiinolojik olarak manyetik boncuklara
yapigsmis bakterilerin genellikle canli kaldigi ve eger besinsel ihtiyaglar saglanirsa

cogalmaya devam edecekleri kabul edilmektedir (Torensma et al. 1993).
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Uygun besiyerine ekim yapilmadan 6nce immiinomanyetik olarak izole edilmis olan
stispansiyon spesifik olmayan ve yapisan mikroorganizmalart uzaklastirmak igin
yikanabilir. Hem poliklonal ve hem de monoklonal antikorlar IMS igin
kullanilabilmektedir. Bu antikorlar, ya dogrudan dogruya ya da dolayli olarak partikiiller
ile baglantili olabilir (Lund et al. 1988; Skjerve et al. 1991; Okrend et al. 1992).

IMS yontemi ¢esitli avantajlara sahiptir. Hedef mikroorganizma, ¢evreden ayrilmakta ve

yiiksek konsantrasyonlarda konsantre edilmektedir. Elde edilen bu konsantrasyon
plaktaki besiyerine ve broth’da ekim icin uygun olmaktadir. Ornekteki gelisme inhibitérii
olan ajanlarim ortamdan uzaklastirilmas: partikiillere bagli olan bakterinin gelisimini
artirir. Buna karsilik bu yontemin kullanimi, hedef mikroorganizmanin yiizeyine direk
olarak yonlendirilmis antikorlara gereksinimden dolayr ve test 6rnegi iginde serbest
antijenlerin yiiksek konsantrasyonda bulunmasi zorunlulugu oldugundan dolay: kisitlidir
(Olsvik et al. 1991).

Dynabead manyetik separasyon protokolii temel olarak 3 basamaktan olusmaktadir:

1. Baglama veya baglanma: Dynabeads iceren bir ortama numune ilave edildiginde,
Dynabeads istenen hedefe (hiicreler, patojenik mikroorganizmalar, niikleik asitler, peptit,
protein veya protein kompleksi vb.) baglanmaktadir. Bu etkilesim, partikiiliin yiizeyine

ait ligantin spesifik afinitesine dayanmaktadir.

2. Yikama: Dynabead-hedef kompleksi bir manyetik alan etkisiyle spesifik olmayan
bilesenlerden ayr1 bir alana ¢ekilir. Dynabeads-hedef kompleksi disinda kalan bilesenler
dikkatli bir sekilde pipet yardimiyla alinir. Bu durum bagli hedefin geri kalanindan etkili

bir sekilde ayrilmasina imkan saglar.

3. Ayirma: Dynabead tarafindan baglanilan hedef iki sekilde sonraki asamalar igin
kullanilabilmektedir. Dynabeads-hedef kompleksi dogrudan sonraki analizler igin
kullanima uygundur. Veya Dyanbeads-hedef kompleksi yikama sivisi ile muamele edilir

ve boylece bagli olan hedefler yikama sivisina gegmis olmaktadir.
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Dynabeadler oda
sicakliginda 10 dk
inktbasyon boyunca
hedef Salmonella'ya
baglanir.

Dynabeads anti-Salmonella Dynabead+Salmonella

ve numune florasinda kompleksi DynaMag™-2 Magnel
bulunan mikroorganizma ile ayrilir.

karigimi

Dynabeadler Salmonella 'lardan
DynaMag™-2 Magnet ile ayrilir.

Separasyon iglemi sonra PBS ile
yikama iglemi yapilir. Ve
bdylece Salmonella +Dynabead
kompleksi birbirinden aynlir.

~

Yikamanin
etkisiyle
ayrilma

Antikor ) Yikama g¢ozeltisi icerisinde
bulunan Salmonella'lar XLD ve
XLT4 Agar kati besi yerine alinip
35-37 °C'de 24 saat inkibasyona

birakilir.

Salmonella

Sekil 2.4. IMS yonteminin genel prensibi

IMS protokoliinde gelistirilmis yontem olarak yer alan analiz sekli, tiim gida ve ¢evresel
orneklerde onerilen yontemdir. Siipheli kabul edilen Salmonella pozitif sonuglar,
numunelerin alinmasindan sonraki 3 giin sonunda elde edilebilmektedir. konsantratin
transferi, yeniden siispanse edilmis bakteri-boncuk kompleksinin 10 ml Rappaport
Vassilliadis Soya peptone broth (RVS)’a transfer edilmekte ve 42°C’de 18-24 saat inkiibe
edilmektedir. Standart prosediirde izolasyon igin bir 6ze dolusu RVS kiiltiiriin herhangi
bir Salmonella besiyerine aktarilmasi islemi uygulanmaktadir.
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Hizli yontem, islenmis, mikroorganizma ihtiva etmeyen veya ¢ok az miktarda flora ihtiva
eden gidalar icin tavsiye edilen bir yontemdir. Stipheli kabul edilmis Salmonella pozitif
sonuglar numune alindiktan iki giin sonraya kadar da kullanilabilir. 50 pL yeniden
stispanse edilebilir partikiil-bakteri kompleksi, selektif Salmonella agar plaklarinin
(BGA, XLD, BSA, HE, XLT4, SSA) iizerine aktariimaktadir.

Dynabeads anti-Salmonella, gida, yem ve c¢evre orneklerinde bulunan insan ve
hayvanlarda hastaliga neden olan mevcut Salmonella serotipleri tizerinde reksiyon
gostermektedir. Dynabeads anti-Salmonella igin kullanilan yontemde, 25 gram ornekteki

canli Salmonella’nin varlig: arastiriimaktadar.

Dynabeads anti-Salmonella, karisik bir kiiltiirden Salmonella’y: dikkate deger bir sekilde
konsantre edebilmektedir. Belirli 6l¢iide capraz bir reaktivite ve spesifik olmayan
baglanma olabilir ancak iriiniin karsik bir kiiltiir icindeki Salmonella’ya baglanma

yetenegi kaybolmamaktadir.

IMS yoénteminin gida mikrobiyolojisi alaninda uygulamaya konmasi, Dynabeads
teknolojisinin biyolojik sistemlere uygulanabilirliginin hemen ardindan gelismistir. Bu
uygulamalar arasinda cesitli gida kaymakli patojen bakterilerin tespiti, bazi bakterilerin
toksinlerinin (Staphylococcus ve C. Perfringes) belirlenmesi bulunmaktadir. Salmonella
Spp., Pseudomonas puti, E.coli 0157, Listeria spp., Yersina pestis, Yersina
enterocolitica, Vibrio parahaemolyticus, Mycobacterium spp., Coxiella burnetii, Bacillus
cereus, Legionella spp., Clostridium perfringens, Cryptosporidium spp. IMS yontemiyle
izole edilebilen mikroorganizmalar arasindadir (Cizelge 2.5). Birgok bakteriyel antijen
IMS yonteminde asil hedeftir. Ornegin hiicre duvarindaki O-antijenleri, kamg1 veya
fimbria antijenleri hedef bakterinin yakalanabilmesi icin kullanildiklar: bildirilmektedir.
Yakalanan bakteriler kiiltiirel ve mikroskobik yontemlerin yani sira ELISA(enzyme-
linked immunosorbent assay), MEIA(magnetic enzyme immunoassay), PCR(polymerase
chain reaction), MIPA(magnetic immuno PCR assay) gibi ileri yontemlerle kombine
edilerek de incelenebilmektedir (Adcliffe and Holbrook 2000).
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Cizelge 2.5. Gida mikrobiyolojisinde bazi IMS uygulamalar:

Mikroorganizma Yontem
Clostridium perfringens (Enterotoksin A) | IMS-ELISA
Staphylococcus aureus (Enterotoksin B) | MEIA
Salmonella spp. IMS-ELISA, IMS-PCR, IMS-Kiiltiirel
Echerichia coli 0157 IMS-Kiiltiirel
Echerichia coli 026 IMS-Kiiltiirel
Listeria spp. IMS-Kiiltiirel, IMS-PCR
Aeromonas salmonicida IMS
Cryptosporidium IMS
Pseudomonas putida IMS
Vibrio parahaemolyticus IMS
Thermodesulfobacterium mobile IMS

Gida mikrobiyolojisinde ilk IMS uygulamalari, 1984°de J.H. Mattingly tarafindan
Salmonella’larin gidalardan ve fekal 6rneklerden izole amaciyla baslatilmistir. Daha ¢ok
klinik alanlarda sirdiiriillen IMS ¢alismalar1 daha sonralari, E. skjerve ve O. Olsvik adl
iki mikrobiyolog tarafindan gerceklestirilmistir. Bu iki bilim adamu siit tozu, yogurt, et ve
sebzelerde bulunan Salmonella bakterilerini IMS duyarliliginda ayirabildiklerini rapor
etmislerdir (Skjerve and Olsvik 1991).

Salmonella’larin gida 6rneklerinden izole edilmesinde, geleneksel kiiltiirel yontemler ve
IMS yonteminin detayli olarak karsilastirilmasi ilk defa 1993 yilinda yapilmistir. 120 gida
orneginde gergeklestirilen aragtirmada, dynabead partikiillerin geleneksel kiiltiirel
yontemlerde Selenit broth besiyerinde zenginlestirme basamagindaki kadar etkili oldugu
bildirilmistir. Ayrica toplam analiz siiresinde 1 giinlik kazanim saglandigi
belirtilmektedir. Yine bu calismada baharatlarda bulunan zarar gormiis, geleneksel
kiiltiirel yontemlerle izole edilemeyen Salmonella’larin da IMS yontemiyle izole
edilebildigi belirtilmistir (Patel 1995).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Calismada kullanilan tavuk etleri

Calismada kullanilan 10 adet tavuk gogsii, 10 adet tavuk cigeri, 10 adet tavuk bageti
(100+5 gram) Erzurum piyasasindan caligma giinleri temin edilmis, uygun kosullarda
laboratuvara getirilip analize tabi tutulmustur. Kullanilan her bir materyal farkli satis
yerinden ve farkli giinlerde alinmistir. Satin alinan yerlerde muhafaza sicakligi 8-12°C

arasinda degisiklik gostermistir.

3.1.2. Genel mikrobiyolojik analizlerde kullanilan besiyerleri ve kimyasallar

3.1.2.a. Diliisyon sivis1

Seyreltme amaciyla diliisyon sivist olarak %0,85 NaCl ve %0,1 pepton iceren steril
fizyolojik ¢ozelti kullanilmistir. Standart 16x160 mm tiiplere 9’ar ml dagitilip, tiipler
121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.

Bagetlerin analizi igin Lattuada et al. (1998) ve Cetin (2006) onerdigi metod
kullanilmistir. Bagetler 100 ml steril seyretme sivisi ile yikanmiglardir. Desimal
seyreltme islemi ardindan uygun diliisyonlardan ekim gerceklestirilmistir. Sayim
sonuglart diliisyon faktorii ve seyreltme sivist miktart géz Oniinde bulundurularak
hesaplanmistir. Bagetlerde yikama sivis1 100 ml kullaildig: icin sayim sonuglar: 100 ile
carpilmigtir (Lattuada et al. 1998; Cetin 2006).
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3.1.2.b. Plate Count Agar (PCA) (Merck 1.05463)

Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) ve toplam psikrofil aerob bakteri (TPAB)
sayiminda kullanilmak tizere genel kat1 besiyeri 22,5 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde
isitilarak eritilip, otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis ve steril petri kutularina
12-15’er mL dokiilmiistiir.

3.1.2.c Violet Red Bile Agar (VRB) (Merck 1.01406)

Koliform grubu bakteri sayiminda kullanilmak tizere, dehidre besiyeri, 39,5 g/L olacak
sekilde damitik su i¢inde karistirilarak kaynatilarak hazirlanmigtir. Yontem geregi dokme

kiiltiir ve 2. kat ilave yontemi kullanilacagi i¢in besiyeri analiz asamasinda hazirlanmstir.

3.1.2.d. Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck 1.0130)

Maya-kiif sayimi igin dehidre besiyeri, 39 g/L olacak sekilde damitik su iginde sitilarak
eritilip, 121°C'de otoklavda 15 dakika sterilize edilmis ve asitlendirme igin %210’luk laktik
asit %1.4 oraninda kullanilmig ve besiyeri steril petri kutularma 12-15'er mL

dokilmistiir.

3.1.2.e Kanamycin Esculin Azide Agar (KEAA) (Merck 1.05222)

Enterekok bakteri sayiminda kullanilmak tizere dehidre besi yeri 47,5 g/L olacak sekilde
damitik su i¢inde 1sitilarak eritilip, 121°C'de otoklavda 15 dakika sterilize edilmistir.
Hazirlanan besi yeri steril petri kutulara 12-15’er ml olacak sekilde dokiilmiistiir.
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3.1.3. Salmonella spp. izolasyon ve identifikasyonunda kullanilan materyaller

3.1.3.a Tamponlanms Peptonlu Su (TPS) (Oxoid CM0509)

Geleneksel yontem ve IMS yonteminin 6n zenginlestirme asamasinda ve diger
mikrobiyolojik analizler i¢in kullanilmak tizere, hazir dehidre besi yerinden 20 g tartilarak
1 litre distile suda ¢6ziindiiriilmiis ve pH degeri 7,2+0,1’e ayarlandiktan sonra 121°C’de

15 dakika otoklavda sterlize edilmistir.

3.1.3.b. Rappaport -Vassiliadis (RV) Enrichment Buyyon (Oxoid CM669)

Geleneksel kiiltiir yonteminin selektif zenginlestirme asamasinda kullanilmak tizere,
hazir besi yerinden 30 g tartilarak 1 litre distile suda ¢6ziindiiriilmiis ve pH degeri
5,2+0,1’e ayarlandiktan sonra 16x150 mm tiiplere 10’ar ml paylastirilarak 115°C’de 15
dakika otoklavda sterlize edilmistir.

3.1.3.c. Selenite Cystine Broth Base (SCBB) (Oxoid CM699)

Geleneksel kiiltiir yonteminin selektif zenginlestirme asamasinda kullanilmak iizere,
hazir dehidre besi yerinden 19 g tartilarak ve 4 gram Sodyum Biselenit (Sodium hydrogen
selenite) ilave edilerek 1 litre distile suda ¢oziindirilmiis ve pH degeri 7.0+0.2°ye
ayarlandiktan sonra su banyosunda 15 dakika tutuldu ve aseptik kosullarda 16x160

mm’lik steril tiiplere 9’ar ml paylastirilmistir.

3.1.3.d. Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD) (Fluka 95586)

Geleneksel kiiltiir ve IMS yonteminde selektif kati besi yeri olarak kullanilmak tizere,
hazir besi yerinden 56,7 g alimip 1 litre distile suda ¢oziindiiriilerek pH 7,4+0,2’ye
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ayarlanmistir. Daha sonra 1sitic1 ocak ile sik sik karistirilip tamamen eritilip 50°C’ye

kadar sogutulmus ve besi yeri steril petrilere dokiilerek hazirlanmastir.

3.1.3.e. Xylose Lysine Tergitol-4 Agar Base (XLT4) (Merck 1.13919)

Geleneksel kiiltiir ve IMS yonteminde selektif kat1 besi yeri olarak kullaniimak iizere,
hazir besi yerinden 59 g alinip ve 4,6 ml/L olacak sekilde XLT4 Agar Supplement (Merck
1.08981) ilave edilip 1 litre distile suda ¢oziindiiriillerek pH 7,4+0,2’ye ayarlanmustir.
Daha sonra isitict ocak ile sik sik karistirilip tamamen eritilerek 50°C’ye kadar

sogutulmus ve besi yeri steril petrilere dokiilerek hazirlanmistir.

3.1.3.f. Triple Sugar Iron Agar (TSIA) (Merck 1.03915)

Geleneksel kiiltiir ve IMS yonteminin biyokimyasal tanimlama testlerinde kullanilmak
tizere, hazir besi yerinden 65 g tartilarak 1 litre distile suda ¢oziindiiriilmiis ve pH degeri

7,4+0,2’°ye ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda iyice eritilmistir. Daha sonra 16x160
mm tiiplere 9-10 ml paylastirilarak 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra 1,5-2
cm yiikseklikteki ¢ubuklara yatik bir pozisyona getirilip katilasmasi saglanarak yatik agar

elde edilmistir.

3.1.3.g. Lysine Iron Agar (LIA) (Merck 1.11640)

Geleneksel kiiltiir ve IMS yonteminin biyokimyasal tanimlama testlerinde kullaniimak
tizere, hazir besi yerinden 65 g tartilarak 1 litre distile suda ¢oziindiiriilmiis ve pH degeri
6,7+0,2’ye ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda iyice eritilmistir. Daha sonra 16x160
mm tiiplere 9-10 ml paylastirilarak 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra 1,5-2
cm yiikseklikteki cubuklara yatik bir pozisyona getirilip katilasmasi saglanarak yatik agar

elde edilmistir.
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3.1.3.h. Dynabeads® anti-Salmonella (Dynal A.S., Oslo, Norway, Prod. No. 71002)

IMS yonteminde kullanilmak tizere Dynabeads® anti-Salmonella (5 mL) kullanilmustir.
+4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3.i. Phosphate Buffered Saline (PBS) (Oxoid BR 0014G)

IMS tekniginin yikama isleminde kullanilmak tizere, 100 ml distile su igerisine 1 tablet
PBS (Oxoid BR 0014G) atilarak tamamen eritildikten sonra icerisine %0,05’lik Tween
20 (Merck 822184) eklenmis ve hazirlanan karisim 115°C’de 10 dakika otoklavda
sterilize edildikten sonra 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3.J. IMS yonteminde kullanilan DynaMag™-2 Magnet

Yeni DynaMag™-2 magnet kii¢iitk numune hacimlerinde (1,5-2 ul) manyetik ayirma igin
optimize edilmis bir yapiya sahiptir. DynaMag™-2 Magnet esnek, ergonomik tasarimi
ile etkili bir ayirma islemi saglamaktadir. Vortex ile veya elle karisimi saglamak igin
mitkemmeldir. Coklu numune galismalart igin uygun olup 16 numune tiipii alabilecek
kapasitededir. Optimal tiip hacimleri 10-2000 pL’dir. Tiplerin yerlestirildigi portal
cikarilabilir yapiya sahiptir.
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Sekil 3.1. IMS yonteminde kullanilan DynaMag-2 Magnet

3.2. Yontem

ornekler temin edildikten sonra laboratuvara derhal getirilip analize alinmistir. Genel
mikrobiyolojik analizler ve Salmonella analizleri 6ngoriilen plana gore yapilmistir. Bu
kapsamda Salmonella’lar IMS ve geleneksel kiiltiir yontemiyle izole edilmis ve izole
edilen Salmonella’lar identifikasyon amaciyla geleneksel yontemde varsayilan
biyokimyasal testlere tabi tutulmustur. Ayrica izole edilen Salmonella’lar API 20E
biyokimyasal test Kiti ile de dogrulanmistir. Yontem geregi olarak tavuk etlerinde yapilan

analizler asagida sirasiyla izah edilmistir.
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3.2.1. Genel mikrobiyolojik analizler

3.2.1.a. Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayimi

TAMB saymmui igin PCA besiyeri kullanilmistir. Yayma kiiltiir yontemi kullanilarak,
uygun diliisyonlardan 0,1’er ml petri plagina aktarilmis ve steril drigalski spatiilii ile
yiizeye yayma yapilmistir. Petri plaklart 30-32°C 48 saat inkiibasyona birakilmis ve
inkiibasyon sonrasi gozlenen koloniler sayilmistir. Sayim sonuglari diliisyon faktorii goz
oniine alinarak TAMB sayis1 kob/g seklinde tespit edilmistir (Harrigan 1998; Maturin and
Peelern 1998)

3.2.1.b. Psikrotrof bakteri sayim

Psikrotrof bakteri sayimi PCA besiyerinde yapilmistir. Yayma Kkiiltiir yontemi
kullanilarak, uygun diliisyonlardan 0,1’er ml petri plagina aktarilmis ve steril drigalski
spatiilic ile yiizeye yayma yapilmistir. Petri plaklart 7-10°C 10 giin inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyon sonrasi1 gozlenen koloniler sayilmistir. Sayim sonuglari
dilisyon faktorii géz oniine aliarak psikrotrof bakteri sayisi kob/g seklinde tespit
edilmistir (Bailey et al. 2000).

3.2.1.c. Koliform bakteri sayim

Koliform sayiminda VRB Agar besiyeri kullanilmistir. Uygun diliisyonlardan, petri
plagina 1 ml aktarilmis ve tizerine 45°C’de 15 ml VRB agar dokiilerek homojen karisim
saglanmaya calisilmistir. VRB Agar katilastiktan sonra tizerine 5 ml daha ilave edilerek
35-37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tipik koloniler sayilmistir
(Harrigan 1998)
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3.2.1.d. Maya-kiif sayim

PDA besiyeri sterilize edildikten sonra %10’luk steril laktik asit ¢ozeltisi kullanilarak
asitlendirilmis (pH 3,540,1) ve petri plaklarina dokiilmistiir. Petriler katilastiktan sonra
uygun diliisyonlardan ekim yapilmis ve oda sicakliginda (25 °C) 5 giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon esnasinda iigten fazla petri istiflemesi yapilmamis ve petriler hareket

ettirilmemistir (Tournas et al. 1998).

3.2.1.e. Enterekok bakteri sayim

Eneterekok bakteri sayiminda KEAA besiyeri kullanilmistir. Yayma Kkiltir yontemi
kullanilarak, uygun diliisyonlardan 0,1’er ml petri plagina aktarilmis ve steril drigalski
spatiilii ile yiizeye yayma yapilmistir. Petri plaklari 35-37°C 24 saat inkiibasyona

birakilmis ve inkiibasyon sonrasi gézlenen koloniler sayilmistir (Harrigan 1998).

3.2.2. Salmonella spp. izole asamalarn

3.2.2.a Geleneksel kiiltiir yontemi

Analiz 6rneklerinde Salmonella spp 'nin geleneksel kiiltiir yontemi ile izolasyonunda ISO
6579 (The International Organization for Standardization) ve FDA (Food and Drug

Administration) tarafindan belirtilen yontem takip edilmistir (Anonymous 2007).

Salmonella spp. izolasyonunda geleneksel kiiltiir yonteminde baslica olarak on
zenginlestirme, selektif zenginlestirme, selektif kati besiyerine ekim, biyokimyasal

dogrulama test basamaklar: takip edilir
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On zenginlestirme

Her bir analiz 6rneginden aseptik kosullarda filtreli steril stomacher posetlere (Tempo
SPCC BAGS, Biomerieux SA 12061.3, Fransa) 25’er gr tartilip, tizerine 225’er ml
tamponlanmis peptonlu su (TPS, Oxoid CMO0509) ilave edildikten sonra karigim
stomacherde (Mayo SEWARD Homogenius) 2-3 dakika homojenize edilmis ve 6n

zenginlestirme amaciyla 37°C’de aerob kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Selektif zenginlestirme

On zenginlestirme igleminin ardindan selektif zenginlestirme amaciyla, 10 ml Rappaport-
Vassiliadis Buyyon , 9 ml Selenite Cystine Broth Base bulunan tiiplere sirasiyla 0,1, 1 mi
on zenginlestirme homojenatindan ilave edilerek yine sirasiyla 43, 37°C’de 24 saat

inkiibe edilmistir.

Selektif kati besi yerine ekim

Selektif zenginlestirme buyyonlarindan bir 6ze dolusu alinarak XLD ve XLT4 Agar’a
cizme yontemi ile ekim yapilarak petri plaklari 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
XLT4 ve XLD agarda tireyen merkezi siyah olan tipik kolonilerden secilerek
biyokimyasal testler icin PCA besiyerine ekim yapilmistir.

Sekil 3.2. XLT4 agarda tireyen tipik stipheli koloniler
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Cizelge 3.1. Salmonella spp.’nin geleneksel yontemle analizi (Anonymous 2007)

1. Giin (On Zenginlestirme)
25 gram Numune + 225 ml Tamponlanmis Peptonlu Su
35-37°C, 24 saat

2.Giin (Selektif Zenginlestirme)

Selenite Cystine Buyon Rappaport Vassiliadis Buyon
37°C, 24 saat 43°C, 24 saat

l

3. Giin (izolasyon)

Xylose Lactose Tergitol 4 Agar Xylose Lysine Deoxycholate Agar
35-37°C, 24 saat . 35-37°C, 24 saat

4. Giin (BiyoKimyasal Testler)

Triple Sugar Iron Agar Lysine Iron Agar
35-37°C, 24 saat 35-37°C, 24 saat
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3.2.2.b. immiinomanyetik separasyon (IMS) yéntemi

Her bir ornek igin steril eppendorf tiiplerine, vortex ile homojen karisimi saglanan
immunomanyetik mikro partikiillerden (Dynabeads® anti-Salmonella) 20’ser pl
konularak tizerine TPS’de 6n zenginlestirmesi yapilan homojenattan 1 ml ilave edilmistir.
Eppendorf tiiplerindeki karisim vortekslenerek magnetin  (DynaMag™-2 Magnet)
cikarilan portiipiine yerlestirilmis ve oda sicakliginda 10 dakika siirekli karistirilarak
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda immunomanyetik mikro partikiillerin
Salmonella’lar ile spesifik antijen-antikor etkilesimi saglanmistir. Inkiibasyon sonrasi
eppendorf tiiplerinin bulundugu portiip yerine yerlestirilmis ve olusan manyetik ¢ekimle,
Salmonella spp. ile baglanan dynabead’ler eppendorf tiiplerinin magnete degdigi yiizeye
dogru yogunlasip orada tutulmustur. Dynabeadlerin karisimdan tamamen ayirilip bir
tarafta yogunlasmasi i¢in 3 dakika beklendikten sonra manyetik manada bagli olmayan
kistm mikro pipet ile dikkatlice alimirak atilmis ve sonrasinda portiip manyetik alani

saglayan kisimdan ayrilarak yikama islemine gecilmistir.

Yikama islemi i¢in %0,05 Tween 20 iceren Phosphate-Buffered Saline kullanilmustir.
Yikama ¢ozeltisinden 1 ml alinarak eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Yikama islemi 3
defa tekrarlanmistir. Yikama isleminden sonra dynabeadler 200 ul yikama sivisi PBS ile
muamele edilmis ve portiip manyetik alan olusturan magnet’e yerlestirilip dynabeadlerin
yogunlagmasi saglanmis ve bu sividan XLD ve XLT4 agar’a ekim yapilmistir. Petri
plaklar1 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve Inkiibasyon sonrasi tipik Salmonella
spp. kolonilerine biyokimyasal testler uygulanmistir (Anonymous 2013d).
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Cizelge 3.2. Salmonella spp.’nin IMS yontemiyle aranmasi (Anonymous 2000)

1. Giin ( On Zenginlestirme )
25 gram Numune + 225 ml Tamponlanmis Peptonlu Su
35-37°C, 24 saat

2. Giin (Immunomanyetik Separasyon)

e

Xylose Lactose Tergitol 4 Agar Xylose Lysine Deoxycholate Agar
35-37°C, 24 saat . 35-37°C, 24 saat

3. Giin (Biyokimyasal Testler)

PN

Triple Sugar Iron Agar Lysine fron Agar
35-37°C, 24 saat 35-37°C, 24 saat

3.2.3. izole edilen Salmonella spp’lerin identifikasyonu
3.2.3.a. Geleneksel biyokimyasal identifikasyon

XLD ve XLT4 agarda tireyen merkezi siyah olan tipik kolonilerden segilip Triple Sugar
Iron Agar’a ve Lysine Iron Agar’a platin igne ile dibe batirma ve yiizeye c¢izme
yontemiyle ekim yapilarak tiipler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrasi test sonuglarina gore TSIA ve LIA testleri pozitif olan koloniler Salmonella

stipheli olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.3. Triple Sugar Iron Agar’da ve Lysine Iron Agar’da Salmonelta spp. goriiniimii

3.2.3.b. API 20E biyokimyasal test kiti ile Salmonella spp. identifikasyonu

IMS ve Geleneksel kiiltiir yontemiyle izole edilen Salmonella’lar PCA besiyerine alinmis
ve daha sonra API 20E biyokimyasal test kiti ile tanimlanmistir. API 20 E stribi dehidrate
substratlar iceren 20 mikrotiipten olusmaktadir. Bu testler ortamin yeniden hazirlanmasini
saglayan bir bakteriyel siispansiyon ile inokiile edilir. inkiibasyon sirasinda, metabolizma
sonucu spontan olarak ya da reaktiflerin eklenmesiyle renk degisimi olusmaktadir.
Reaksiyonlar, okuma tablosuna gore okunur ve tanimlama, analitik profil indeksi ya da
bilgisayar ortaminda tanimlama programi kullanilarak sonuglar elde edilir.

IMS ve geleneksel kiiltiir yontemiyle izole edilen Salmonella stipheli kolonilerden PCA
besiyerine alinanlardan %0.85 NaCl Medium ampul’e (5 ml) 6ze ile tek koloniden ekim
yapilmistir. Alinan tek koloni siispansiyon sivisi iginde iyice ezilip homojen hale
getirildikten sonra sterilize pastor pipetiyle strip tiiplerine, tiiptin dibinde hava kabarcigi
olmayacak sekilde bakteri siispansiyonu inokiile edilmistir. CIT, VP ve GEL strip tiipleri
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kiipiile kadar bakteriyel siispansiyon ile tam doldurulmustur. Diger striplerin sadece tiip
kism1 doldurulmustur. ADH, LDC, ODC, H.S ve URE tiipleri mineral yag ile kapatilip
anaerobik ortam olusturulmustur. Stripin yerlestirilecegi inkiibasyon kutusu 5 ml distile
veya demineralize su ile nemlendirildikten sonra nkiibasyon kutusu dikkatli bir sekilde
kapatilip 18-24 saat siireyle 36°C’de inkiibe edilmistir.

3.2.4 istatistiksel analizler

Mikrobiyolojik analiz bulgularmin istatistiksel degerlendirmesi igin SPSS-14.01 istatistik
hazir paket programi kullanildi. Geleneksel yontem ve IMS yontemini Karsilastirmak,
yontemlerde kullanilan selektif sivi ve kati besiyerlerini Kkarsilastirmak amaciyla

istatistiksel analizler yapilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu tez calismasinda, piyasaya taze ve paketlenmis olarak tiikketime sunulan (10 tavuk
cigeri, 10 tavuk gogsii, 10 tavuk bageti) toplamda 30 tavuk pargasi 6rneginde geleneksel
yontem (ISO 6579) ve immunomanyetik separasyon (IMS) yontemleriyle Salmonella
spp. varlig: arastirilmistir. Bunun yanisira toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi, maya-
kiif sayisi, psikrotrofik bakteri sayisi, koliform bakteri sayisi, enterokok bakteri sayisi da

tespit edilmistir.

4. 1. Genel mikrobiyolojik analizlerin sonug¢lari

4. 1. 1. Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayis1

Tavuk cigeri, bageti ve gogsiinde yapilan toplam aerobik mezofilik bakteri sayim

sonuglar: Cizelge 4.1°de goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Tavuk cigeri, gogsii ve bagetinde TAMB sayim sonuglari (log kob/g)*

Ornek kodlar
Omek A B C D E F G H i 3 og o
Ciger ' 7,69 7,47 7,00 7,00 7554|754 700 747730754735 ;:2(9)
Gogtis | 7,01 | 7,44 | 7,45 7,46 739|740 7,47 7,39 746|743 7,39 ;:2%
Baget* | 9,70 | 9,81 | 9,60 | 9,85 | 9,76 | 10,1 1 9,96 9,86 9,68 | 9,92 | 9,81 196’6001

*: Sonuglar tekerriir ortalamasi olarak verilmistir.
**: Bagetlerde sayim sonuglari log kob/baget seklinde verilmistir.

Sonuglar incelendiginde, genel olarak ciger ve gogiis orneklerinde 7 log kob/g
seviyesinde TAMB sayisi1 tespit edilmistir. TAMB sayisi ortalama olarak en diisiik deger
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tavuk cigerinde tespit edilmistir. Bagetlerde sayim sonucu 9-10 log kob/b seviyesinde

belirlenmistir.

Tavuk eti, mikrobiyel gelisme i¢in oldukga uygun bir ortamdir. TAMB sayilarindaki
yiiksek degerler bunun en 6nemli gostergesidir. Konu ile ilgili yapilan c¢alismalarda
benzer sonuglar alimmustir. Ornegin, Cetin (2006), tavuk bagetinde TAMB sayisin1 log
7,32 kob/b seviyesinde bulmustur. Yine Efe (2005) yaptig1 ¢alismada tavuk butlarinda
Toplam aerobik mezofilik bakteri sayisini; en diisiik log 2,32 kob/g, en yiiksek log 7,81
kob/g ve ortalama log 5,49 kob/g oldugunu bildirmistir.

Sagun vd (1996), Van’da tiiketime sunulan pili¢ but ve gogiis etlerinin hijyenik kalitesi
tizerine yaptiklar: bir ¢calismada, cesitli satis yerlerinde tiiketime sunulan 20 pili¢ but ve
20 pili¢ goglis olmak iizere toplam 40 numune incelemislerdir. Arastirmacilar, toplam

canl sayisii butlarda 1,4x10° kob/g, gdgiislerde 1,0x107 kob/g olarak bulmuslardar.

Saunders (1983), piliclerde toplam aerobik bakteri sayisin1 maksimum 1,0x10° kob/g, Jay
(1970), ise etlerdeki toplam koloni sayistn1 maksimum 1,0x10° kob/g-1,0x107 kob/g
olarak bildirmistir.

Yurtyeri (1980), paketlenmis piliglerin yiizey mikroflorasi tizerine yaptiklar: arastirmada,
toplam koloni sayis1 1,36x103-2,5x10%cm? araliginda bulmuslardir. Gokalp vd (1987),
ise tavuk gdvde etlerinde toplam koloni sayisin1 ortalama olarak 4,5x10° kob/g olarak
tespit etmislerdir.

Gida hijyeni ve giivenligi bakimindan gidalarda patojen bakterilerin bulunmasina izin
verilmemektedir. Benzer sekilde patojen olmasa dahi fekal kontaminasyon gostergesi
olan bakteriler de gidalarda bulunmamalidir. Bu ¢ercevede gidalarda bulunmasina izin
verilenler sadece saprofitik karakterli mikroorganizmalardir. Bunlar arasinda toplam
aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayis1 gidalarda mikrobiyolojik kalitenin
belirlenmesinde yaygin sekilde basvurulan olgiitlerdendir. Gidanin TAMB analizinde

onemli olan mezofilik ve aerobik sinirlarda gelisen bakterilerdir. Bunun nedeni; gidalarda
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bulunan mikroorganizmalarin biiyiik ¢cogunlugunun aerobik-mezofilik olarak tanimlanan
smirlar iginde gelisebilmesi, 6zel besin maddelerine gereksinim gostermemesi ve
gidalarin biiyiik ¢ogunlugunda oldugu gibi hafif asitli ortamlarda gelisebilmesidir. Bu

asamada 6nemli olan konu bunlarin cins ve tiirleri degil toplam sayisidir (Tunail 1999).

Gidalarda toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi ile isletme kosullari, isleme sonrasi
depolama ve tasima kosullart hakkinda genel bilgi sahibi olunmakta ve ayrica bunlarin
asgari standartlara uyup uymadigi belirlenebilmektedir. Boylece gidada bozulmanin
baslamasi ve raf 6mrii Plate Count Agar (PCA)’da toplam aerobik mezofilik bakteri

saymmi ile saptanabilir (Efe 2005).

4.1.2. Psikrotrofik bakteri (PB) sayisi

Psikrotrofik bakteri sayis1 Cizelge 4.2.’de goriildiigii gibi ortalama olarak en diisiik deger

tavuk bagetinde goriiliirken, en yiiksek deger tavuk cigerinde gorilmdstiir.

Cizelge 4.2. Tavuk cigeri, gogsti ve bagetinde PB sayim sonuglari (log kob/g)*

Ornek kodlan
. . Min
k
Orne A B C D E F G H 1 J | Ort Max
Ciger | 6,04 | 6,60 | 6,30 | 6,77 6,69 6,34 | 6,01 684 691 674 652 28‘1‘
Gogiis | 6,35 | 6,83 | 6,65 | 6,68 | 6,53 | 6,32 6,35 | 6,81 | 6,10 6,55 6,51 g’;g
Baget* | 8,47 827 843 814 811834849 820 817 867 832 g'é%

*. Sonuglar tekerrtir ortalamasi olarak verilmistir.
**: Bagetlerde sayim sonuglari log kob/baget seklinde verilmistir.

Tespit edilen degerlere bakildiginda 6 log kob/g seviyesindeki psikrotrof bakteri sayisi
tiriniin 8-10 °C sicakhikta muhafazasi sirasinda mikrobiyal bozulmanin en 6nemli
etkenlerinden biri oldugu gorilmiistir. Cetin (2006), yaptigi ¢alismada bagetlerde
psikrotrof bakteri sayisini en diisiik log 6,12 kob/b, en yiiksek log 6,93 kob/b seviyesinde
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tespit etmistir. Yine ayni ¢alismada depolamanin sonraki giinlerinde sonuglar log 10

kob/b seviyelerinde goriildiigii bildirilmistir.

Kundaker vd (1991), PVC ambalajli olarak 0°C’de depolamanin 16. giiniinde psikrofilik
bakteri sayismin gogiiste 1.8x10° kob/g, butta ise 1,1 x10° kob/g oldugunu ifade
etmektedir. Bailey et al. (2000), psikrofilik bakteri sayisin1 4°C’de muhafazada 0. giinde
log kob 3,60/ml, 7. giinde log kob 7,47/ml ve 14. giinde log kob 7,60/ml olarak
saptamiglardir.

Sogukta muhafaza edilen gidalarda psikrofilik ve psikrotrofik bakteriler 6nemlidir. Bu
bakteriler icin optimum gelisme sicakligi genellikle 15-20 °C civarinda olmakla beraber
donma noktasinin altinda -10°C’ye kadar gelisme gosterebilirler. Sogukta saklanan et, siit
ve diger hayvansal iriinlerde bozulma genellikle Pseudomonas, Moraxella,
Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium ve Alteromonas gibi aerobik psikrotrof
bakterilerin metabolik aktivitesi sonucu meydana gelmektedir. Psikrotrof bakterilerin

dondurulmus gidalarda uzun siire canliligini korudugu bulunmustur (Unliitiirk 1998).

4.1.3 Koliform bakteri sayisi

Cizelge 4.3. Tavuk cigeri, gogsii ve bagetinde koliform sayim sonuglar1 (log kob/g)*

Ornek kodlan
- . Min
Ornek
A B C D E|F G H i 3 ot pg.
Ciger | 3,39 /354330 330347 30| 30 (330/30 |3,30 3,26 33’504
Gogiis | 3,23 13,11 | 3,27 | 2,90 | 3,20 | 3,04 | 3,39 | 3,22 | 3,25 | 3,36 | 3,19 :23'28
Baget* | 5,69 | 5,25 539|555 561 574 587 581 585|594 567 253

*: Sonuglar tekerriir ortalamasi olarak verilmistir.
**: Bagetlerde sayim sonuglari log kob/baget seklinde verilmistir.
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Cizelge 4.3.de goruldugt tizere koliform grubu bakteri sayisi ciger ve gogiis
orneklerinde log 3 kob/g seviyesinde tespit edilmistir. Bagetlerde 100 ml yikama sivisi

g0z Oniine alinarak sayim sonuglari log 5 kob/b seviyesinde belirlenmistir.

Sagun vd (1996) nin, inceledikleri 20 pili¢ but ve 20 pili¢ gdgiis numunesinde koliform
grubu mikroorganizma sayisini sirasiyla ortalama 9,6x102 kob/g ve 1,4x10° kob/g olarak
saptamuslardir. Incelenen but drneklerinin %45’inde ve gogiis drneklerinin %80’inde
standartlarm iizerinde (>1,0x10! kob/g) koliform grubu mikroorganizma bulundugu

ortaya konulmustur.

Kundakg1 vd (1991), koliform grubu mikroorganizma sayisint 0°C’de depolamanin 16.
giiniinde PVC ambalajli 6rneklerin boyun, gogiis ve but kisimlarinda sirasiyla 9,1x103
kob/cm?, 6,3x10° kob/cm? ve 6,9x10° kob/cm?; PE/PA ambalajli érneklerde ise sirasiyla
8,3x10° kob/cm?, 5,2x10° kob/cm? ve 5,0x10% kob/cm? olarak tespit etmislerdir. Gokalp
vd. (1987), yaptiklar1 bir arastirmada tavuk gogiis ve but etlerinde ortalama koliform

bakteri sayisini, sirasiyla 1,2x10* kob/g ve 1,7x10° kob/g olarak bulmuslardir.

Anar vd (1992), tavuk butlar1 tizerine yaptiklar: bir arastirmada koliform grubu bakteri
sayisimi en diisiik 6,0x10! kob/g, en yiiksek 3,0x10° kob/g, ortalama 1,9x10° kob/g olarak
bulmuslar ve orneklerin %17,5’inde koliform grubu bakteriye rastlayamadiklarini
bildirmislerdir. Guang-Hua and Xiano-Ling (1994), tavuk eti numunelerinde koliform
bakteri sayisim %50’sinde 10? kob/g’dan biiyiik, %50°sinde ise 10 kob/g’dan kiigiik

bulmuglardir.

Koliform grup bakteriler, Enterobacteriaecea familyasi icinde yer alan, fakiiltatif
anaerob, Gram negatif, spor olusturmayan, 35°C’de 48 saat iginde laktozdan gaz ve asit
olusturan, comak seklindeki bakterilerdir. Bu grupta yer alan ve gida mikrobiyolojisi
acisindan énemli olan mikroorganizmalar; Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes,

Enterobacter cloacae, E. coli ve Klebsiella pneumoniae’dir (Erol 1999).
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Koliform grup mikroorganizmalara pek ¢ok gida hammaddesinde rastlanmaktadir.
Gidalarda koliform mikroorganizmalarin bulunmasi, kot sanitasyon kosullarinin,
yetersiz veya yanlis pastorizasyon uygulamalarinin, pisirme ve pastorizasyon sonrasi

tekrar bulasma oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Tunail 1999).

4.1.4. Enterekok bakteri (EB) sayis1

Cizelge 4.4. Tavuk cigeri, gogsti ve bagetinde EB sayim sonuglari (log kob/g)*

Ornek kodlan
Ornek AlB c'p EIEle H i | 3 Mn
Max
Ciger <1247 <1 |260 <1 |<1| <1 <1 300 <1 ;100
Gogiis <l <1 | <1 2741269 <1/259(284| <1 | <1 2<é|'4
Baget* <1 488 494 474 487|<l 487 <l | <1 494 2194

*: Sonuglar tekerriir ortalamasi olarak verilmistir.
**: Bagetlerde sayim sonuglari log kob/baget seklinde verilmistir.

Toplam 30 tavuk pargasindan 13 (%43) tanesinde Enterecoccus spp. izole edilmistir.
Tavuk cigerinde 3 (%30) 6rnekten, tavuk gogsiinde 4 (%40) 6rnekten ve tavuk bagetinde

6 (%60) ornekten pozitif sonuglar elde edilmistir.

Bayram vd (2011), Mersin ilinde satisa sunulan 40 adet tavuk eti 6rneklerinde yaptiklart

analizler sonucunda 5 (%12,5) 6rnekte Enterecoccus spp. tespit etmislerdir.

Enterokoklar tekli, ikili veya kisa zincirler olusturan gram pozitif koklardir. Bu
mikroorganizmalar insan ve hayvanlarda normal intestinal sistem florasinin 6nemli bir
kismint olustururlar. Tavuk eti 6rneklerinde Enterecoccus spp. saptanmasi hayvan kesim
isleminin ve tavuk etlerinin hazirlandigi ortamin sanitasyonuna dikkat edilmedigini

gostermektedir (Bayram vd 2011).
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4.1.4. Maya-Kiif sayisi

Kiifler ve mayalar tavuk etinin bozulmasinda etkili olan diger bir mikroorganizma
grubudur. Maya ve kiifler, oldukga genis pH araliginda (pH 2-9), depolama sicakliginda
(10-35°C) ve su aktivitesinde (0,85 ve tizeri) iireyebilmektedirler. Ayrica pektin ve diger

kompleks karbonhidratlari, organik asitleri, proteinleri ve lipitleri kullanabilmektedirler.

Cizelge 4.5. Tavuk cigeri, gogsti ve bagetinde maya-kiif sayim sonuglari (log kob/g)*

Ornek kodlarn
N . Min
Ornek
rne A B C D |  E | F | G| H I oot \ax
Ciger |6,17 | 6,30 | 6,54 | 6,39 | 6,00 6,47 | 6,30 | 6,00 | 6,17 | 6,00 | 6,23 gig
Goglis | 649 6,46 640 646 662 628 619 662 629 646 643 7
Baget™* | 7.47 | 7.39 | 7.69 | 7.30 | 7.47 | 7.55 | 7.60 | 7.64 | 7.46 | 7.51 | 7.50 ;gg

*: Sonuglar tekerrtir ortalamasi olarak verilmistir.
**. Bagetlerde sayim sonuglari log kob/baget seklinde verilmistir.

Sayim sonuglar1 incelendiginde maya-kiif sayisi 6-7 log kob/g arasindadir. En yiiksek
maya-kif sayis1 gogiis etinde goriilmiistiir. Cetin (2006), tavuk etinde yaptigi analizler
sonucunda maya-kiif sayisini ilk giinde 5-6 log kob/b seviyesinde tespit etmistir. Ayni

calismada 10.giinde maya-kiif sayis1 8-10 log kob/b seviyesinde oldugu bildirilmistir.

4. 2. Geleneksel yontem ve IMS yontemi analiz sonuglarn

Geleneksel yontem ve IMS yontemiyle analize alinan toplam 30 tavuk pargasi (10 tavuk
cigeri, 10 tavuk gogsii, 10 baget) 6rneginin 16 tanesi (%53,3) Salmonella spp. bakimindan
pozitif olarak bulunmustur. Calismada geleneksel yontemle 15 6rnek (%50) ve IMS
yontemiyle 13 6rnek (%43,3) Salmonella spp. yoniinden pozitif olarak tespit edilmistir.
Calismada 12 6rnek her iki yontemle Salmonella spp. ortak pozitif olarak bulunurken,

aynmi orneklerden geleneksel yontem ile Salmonella spp. tespit edilen 2 6rnek IMS
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yontemiyle izole edilemezken, yine IMS yontemiyle tespit edilen 1 6rnek geleneksel

yontemle Salmonella spp. izole edilememistir.

Cizelge 4.6. Geleneksel yontem ve IMS yontemiyle izole edilen Salmonella spp. pozitif
orneklerin dagilimi

Geleneksel IMS IMS+Geleneksel
n/N 15/30 13/30 16/30
% 50 43,3 53,3

(n: pozitif 6rnek sayisi; N: Toplam 6rnek sayist)

IMS yontemiyle Salmonella spp. pozitif olarak tespit edilen 13 adet 6rnegin 4°i gogiis,
4’1 ciger, 5’1 baget seklinde bulunmustur. Geleneksel yontemle 10°ar adet analize alinan
tavuk gogsii, tavuk cigeri ve tavuk bagetlerinden 5’er tanesi Salmonella spp. pozitif olarak
belirlenmistir. Geleneksel yontem ile %50, IMS yonteminde ise %43,3 oraninda

izolasyon saglanmuistir.

Cizelge 4.7. Tavuk gogsii, tavuk cigeri, tavuk bageti 6rneklerinde izole edilen Salmonella
spp. pozitif orneklerin yontemlere gore dagilimi

Gogiis Ciger Baget

Geleneksel 5/10 5/10 5/10
IMS 4/10 4/10 5/10
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Sekil 4.1. Tavuk pargas1 6rneklerinde geleneksel yontem, IMS ve her iki yontemle elde
edilen Salmonella spp. pozitif sonuglarin dagilimi

Geleneksel yonteminin secici zenginlestirme basamaginda kullanilan RVB (Oxoid
CM669) geleneksel yontemle izole edilen toplam 15 6rnekten 15’inin, SCBB (Oxoid
CM699) 6 6rnegin Salmonella spp. pozitif olarak izole edilmesini saglamistir  (Cizelge
4.8). Yapilan istatiksel analizlerde kullanilan selektif zenginlestirme ortamlar: arasindaki

fark 6nemli oldugu bulunmustur (P<0,01).

Cizelge 4.8. RVB ve SCBB ile izole edilen Salmonella spp.’nin 6rneklerin dagilimi

RVB SCB
n/N 15/15 6/15
% 100 40

n: RVB ve SCB selektif zenginlestirme besiyerleriyle Salmonella spp. izole edilen 6rnek sayisi; N:
geleneksel yontemle Salmonella spp. izole edilen 6rnek sayist
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Salmonella spp.’nin geleneksel yontemle izolasyonu igin kullanilan segici kat1 besi
yerlerinden XLD agar ile 15 (%2100) 6rnek, XLT4 agar ile 14 (%93,3) 6rnek Salmonella
spp. agisindan pozitif olarak bulunmustur. IMS yontemiyle Salmonella spp. pozitif olarak
saptanan 13 6rnek (%2100) hem XLD agar ile hem de XLT4 agar ile izole edilmistir. Her
iki yontemde kullanilan XLD ve XLT4 secici kat1 besi yerleri arasinda ¢ok énemli bir

fark gorilmemistir.

Cizelge 4.9. Salmonella spp. izolasyonunda kullanilan XLT4 ve XLD selektif kat:
besiyerlerindeki pozitif 6rnek dagilimi

Geleneksel IMS Geleneksel+IMS
XLD Agar 15/15 13/13 16/16
XLT4 Agar 14/15 13/13 15/16

Geleneksel yontem ve immiinomanyetik separasyon yonteminin hassasiyetleri pozitif ve
hatali sonuglar dikkate alinarak hesaplanmistir. Bir yontemde hassasiyet su sekilde

hesaplanir (De Boera and Beumer 1999).

pozitif sonuglarin sayisi(p) pozitif sonuglarin sayisi (p)

Hassasiyet = =
4 p + hatali negatiflerin sayist  toplam pozitif sonuglarin sayst

Cizelge 4.10. Salmonella spp. tespit etmede kullanilan yontemlerin hassasiyetleri (n:30)

Pozitif Negatif Hatah Hassasiyet (%)
Geleneksel 15 15 1 93,75
IMS 13 17 3 81,25

Geleneksel yontemin %12,5 daha fazla hassasiyete sahip oldugu goriilmektedir.

Hassasiyet yontemlerin giivenirligini belirlemek i¢in sik¢a kullanilan bir kriterdir.
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4.2.1 izole edilen Salmonella spp.’lerin identifikasyon sonugclar

Salmonella spp. stipheli olan kolonilere oksidaz testi uygulanmis oksidaz negatif olan
kolonilere geleneksel biyokimyasal testler ve API 20E test kiti (BioMérieux, Inc., France)

ile uygulanarak dogrulama testleri tamamlanmustir.

XLD ve XLT4 agarda tireyen merkezi siyah olan tipik kolonilerden segilip Triple Sugar
Iron Agar’a ve Lysine Iron Agar’a platin igne ile dibe batirma ve yiizeye ¢izme
yontemiyle ekim yapilarak tiipler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrasi test sonuglarina gore TSIA ve LIA testi pozitif olan koloniler Salmonella spp.
stipheli olarak degerlendirilmistir.

API 20E biyokimyasal testi igin izolatlar plastik stripteki 20 minyatiir test tiipiine inokiile
edilmistir. Ug tiip (CIT, VP ve GEL) tamamen doldurulurken, bes test tiipii (ADH, LDC,
ODC, H2S,URE) aneorobik reaksiyonlarn gerceklesmesi icin mineral yag ile
kapatilmistir. 37°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra stripte yer alan test tiiplerine
Cizelge 4.11°de belirtilen reaksiyon ve renk degisimlerine gore (Cizelge 4.12)
degerlendirilmistir. Elde edilen bilgiler apiweb (https://apiweb.biomerieux.com/)
veritabanina islenmis ve program verisi sonucunda siipheli koloniler %99,9 olasilikla

Salmonella spp. olarak bulunmustur.

Geleneksel yontemle 15 ornekten pozitif olarak elde edilen izolatlar geleneksel
biyokimyasal testlerle dogrulanmistir. IMS yontemiyle tespit edilen 13 izolatin
geleneksel biyokimyasal testleri yapilip toplamda 16 pozitif 6rnegin dogrulanmasi API
20E biyokimyasal test kitiyle tekrarlanmigtir. Her iki biyokimyasal dogrulama test

yontemi elde edilen Salmonella spp. siipheli izolatlar1 ayn1 hassasiyette dogrulamislardir.
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Cizelge 4.11. API 20E test kiti i¢in degerlendirme kriterleri (Bolat 2006)

Degerlendirme

Test Substrat Reaksiyon - —
Negatif Pozitif
ONPG ODrEh;e;InailirtggierQH 0' slijt- Beta-galaktosidaz Renksiz San
ADH Arjinin Arjinin dehidrolaz Sart Kirmizi/Oranj
LDC Lizin Lizin dekarboksilaz Sari Oranj
oDC Ornitin Ornitin dekarboksilaz Sari Kirmizi/Oranj
CiT Sodyum sitrat Sitrat kullanimi Soluk yesil/sar1 | Mavi yesil/mavi
H2S Sodyum tiyosiilfat H,S tretimi Renksiz/gri Siyah dip
URE Ure Ureaz Sari Kirmizi/Oranj
TDA Triptofan Triptofan deaminaz Sar Koyu
kahverenai
IND Triptofan indol iiretimi Sart halka Kan\é?&gngi
VP Sodyum piriivat Aseton iiretimi Renksiz Pembe/Kirmizi
GEL Kohn’s jelatin Jelatinaz ;?/gﬁﬁg”%%’;‘;s ;@?ﬁﬁgﬂgn )
GLU Glukoz Fermentasyon/oksidasyon| Mavi/mavi yesil Sari
MAN Mannitol Fermentasyon/oksidasyon| Mavi-mavi yesil Sar
INO Inositol Fermentasyon/oksidasyon| Mavi-mavi yesil San
SOR Sorbitol Fermentasyon/oksidasyon| Mavi-mavi yesil Sar
RHA Ramnoz Fermentasyon/oksidasyon| Mavi-mavi yesil Sari
SAC Siikroz Fermentasyon/oksidasyon| Mavi-mavi yesil San
MEL Melibioz Fermentasyon/oksidasyon| Mavi-mavi yesil Sar
AMY Amigdalin Fermentasyon/oksidasyon| Mavi-mavi yesil San
ARA Arabinoz Fermentasyon/oksidasyon Mavi-mavi yesil Sar
OKSIDAZ Filtre kagid: iizerinde Sitokrom-oksidaz Renksiz Menekse rengi
NO3-NO? Glukoz NO; tiretimi Sar Kirmizi
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Cizelge 4.12. API 20E test kitinde kullanilan reaktifler (Bolat 2006)

Ayirag Degerlendirme
Test damlatilacak Ayirag Bse“krISST ¢
stripler u Negatif ~ Pozitif
1 damla TDA
TDA TDA ayiract Hemen | Sann | Koyu kahve
1 damla IND . San
IND IND ayiract 2 dakika halka Kirmizi halka
1’er damla VP1 : .
VP VP ve \/P2 10 dakika Renksiz Pembe/kirmizi
1 damla NIT1 2-3
NO:2 Glukoz 1 damla NIT2 dakika San Kirmizi
NO Glukoz 1 damla ZN 5 dakika | Kirmizi Sarn
. Filtre kagid: iizerine |1 damla OX 1-2 .| Menekse
OKSIDAZ alinmis koloni ayiraci dakika Renksiz rengi
Swanson and Collins (1980), tarafindan hayvansal &rnekten elde edilen

Enterobacteriaceae familyasina ait patojen enterik bakterileri kullanarak yaptiklari bir
caligmada, API 20E test Kitini identifikasyon amaciyla kullanilip kullanilamayacagini
arastirmuglardir. Test Kiti izolatlarin %96°sin1 dogru, %3’{inti yanlis identifiye etmis ve

%21’ini identifiye edememistir.

Nucera et al. (2006), yaptiklar1 ¢alismada API 20E biyokimyasal testini ve invA PCR
yontemiyle kiyaskamis ve APl 20E test kitinin hassasiyetini %96, spesifikligini %86,
invA PCR yontemi icin hassasiyeti %96, spesifikligi %79 olarak bulmustur.

Taskale (2010), Turkiye’de farkli bolgelerde satisa sunulan 217 adet hayvansal kaynakl
gida kullanilarak vyiiriitilen caligma sonucunda 41 farkli 6rnekte Salmonella spp.
izolasyonu gergeklestirmis ve APl 20E biyokimyasal test sonuglarina gore izolatlarin

%89,4-%99,9 olasilikla Salmonella spp. oldugunu gostermistir.
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4.3 Geleneksel yontem ve IMS yonteminin karsilastiriimasi

Yaptigimiz bu ¢alismada Salmonella spp. izole etmek igin kullanilan geleneksel yontem
(ISO 6579) ve IMS yontemi duyarliliklart agisindan Karsilastirilmustir. Calismada
geleneksel yontem 9%93,75 duyarlilikta iken, IMS yontemi %81,25 duyarliliga sahip

oldugu gorilmistiir.

Geleneksel yontemin ve IMS yonteminin Karsilastirildigi birgok ¢alismada yaptigimiz

calismanin sonuglarina benzerlik ve farklilik arzeden bulgular elde edilmistir.

Mansfield and Forsythe (1993), 120 adet dogal kontamime ve Salmonella spp. kiiltiirii ile
kontamine edilen 60 adet gida 6rnekleriyle yaptiklari caligmada IMS yontemi kullanilarak
gerceklestirilen secici zenginlestirme basamaginin, geleneksel yontemde selenit sistin
(SC) broth, tetratiyonat (TT) broth ya da Rappaport-Vassiliadis (RV) broth kullanilarak
gerceklestirilen segici zenginlestirme basamaklar: kadar etkili bir izolasyonu daha kisa

stirede sagladigini bildirmislerdir.

Cudjoe et al. (1994), IMS yontemini kullanarak, 180 adet kanathi etinin 135 (%75)
adedinin Salmonella spp. ile kontamine oldugunu saptayabilmisken, ISO 6579 geleneksel
yontemini kullanarak ayni 6rneklerin yalnizca 98 (%54,4) adedinin Salmonella spp. ile

kontamine oldugunu belirleyebilmislerdir.

Elde ettigimiz IMS sonuglar1 Coleman et al. (1995a) yaptig1 ¢alismalar sonucunda elde
ettigi bulgular ile ortiismektedir. Arastirmada IMS yontemi ile %20 oraninda yanlis
pozitif sonug alinabilecegini, Citrobacter freundii, Pseudomonas ve mukoid koliformlar
(E. coli, Enterobacter spp. ve Klebsiella aerogenes) disinda spesifik olmayan
baglanmalarin ¢ok diisiik oldugunu ve diger arastiricilar arasinda da (Blackburn et al.
1991; Skjerve and Olsvik 1991), bu konunun tartisildigini belirtmisler ve mukoid
koliformlarin selektif agar tizerinde cogalarak, bol miktarda eksopolisakkarit iiretip
stipheli kolonilerin saf olarak elde edilmesini zorlastirdigini bildirmislerdir.



56

Safarik et al. (1995)’nin yaptig1 ¢calismada, IMS yonteminin geleneksel yonteme gore
daha az duyarli olmasinin sebebini, manyetik partikiillerin yiizeyleri iizerinde birden fazla
mikroorganizmay: tasiyabilmesine ve bu mikroorganizmalarin selektif besiyerlerinde
koloni olusturmasma baglamiglardir. Bunun sonucunda da Salmonella spp.’nin

izolasyonunun zorlastigi belirtilmistir.

IMS yonteminde yikama isleminin ardindan selektif kat1 besiyerine ekim yoénteminin,
besiyeri iizerinde Salmonella’dan ayirt edilemeyen Citrobacter freundii’den dolay: yanlis
pozitif sonuglara neden oldugu ve duyarliligi azalttigi bildirilmistir. RVB gibi
zenginlestirme besiyeri kullanildiginda ise Citrobacter freundii’nin ¢ok az gelisebildigi
ve bu nedenle IMS sonras1i RVB’a gegilmesi ile Salmonella spp.’nin izolasyon sansinin
arttig1 belirtilmistir. Ayrica Enterobacter agglomerans, Aeromonas hydrophila, Proteus
spp., Escherichia coli, Klebsiella aerogenes ile spesifik olmayan baglanmalar sonucu
Salmonella spp. izolasyon sansinin diistiigii belirtilmistir (Coleman et al. 1995b).

Poppe et al. (1996), Salmonella spp.’nin izole edilmesi amaciyla farkli yontemleri
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, 60 hindi eti 6rneginde geleneksel yontem ile %78, IMS
yontemiyle % 45 oraninda pozitiflik saptamislardir. Geleneksel yontemin IMS yontemine

gore daha etkin oldugunu gostermislerdir.

Cudjoe and Krona (1997) yaptiklar: bir ¢alismada, 100 adet gida 6rneginden yalnizca 31
(%31) adedinin Salmonella spp ile kontamine oldugunu geleneksel yontem kullanarak
saptayabilmisken, IMS yontemini kullanarak 39 (%39) adedinin Salmonella ile
kontamine oldugunu belirleyebilmiglerdir. Yapilan c¢alismalar sonucunda IMS

yonteminin, geleneksel yonteme kiyasla daha etkili bir izolasyon yaptigi vurgulanmistir.

Ripabelli et al. (1997), 69 adet domuzdan yapilmis sucukta ve 68 adet tavuk parcasinda
Salmonella spp. varligini arastirmak amaciyla geleneksel yontem ve IMS yontemini
kullanmistir. Toplamda 18 (%13,13) adet 6rnekte Salmonella spp. izole edilmis ve izole
edilen orneklerin 15 (%83,3) tanesinin geleneksel kiiltir yontemiyle, 12 (%66,7)

tanesinin IMS yontemiyle izole edildigi bildirilmistir.
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Mercanoglu (2002), Cesitli gidalarda Salmonella spp. varligini arastirmak amaciyla
yaptigi calismada 50 adet gida 6rneginin 12’sinin (%24) Salmonella spp. ile kontamine
oldugunu geleneksel yontem ile tespit ederken, IMS yontemi ile 14 (%28) o6rnegin
Salmonella spp. ile kontamine oldugunu belirlemistir. Ayrica ayni ¢alismada 102 kob/mL
seviyesinde S. enteritidis inokiilasyonu gerceklestirilen 14 adet gida 6rnegi arasinda IMS,
geleneksel yonteme (ISO 6579) gore 1 adet daha fazla Salmonella spp. pozitif 6rnek
belirlendigi bildirilmistir.

Lynch et al. (2004), kanatli hayvanlarin érneklerinden Salmonella spp. izolasyonunda
IMS yontemiyle, geleneksel yonteme kiyasla, hem daha hizli hem de %15,5 daha

duyarlilikta sonuglar alinabilecegini saptamislardir.

Ozer ve Kimiran-Erdem (2010), istanbul ilinde 50 kiyma ornegi iizerinde yaptiklar
calismada hem gelenksel yontem hem de IMS yontemi kullanarak Salmonella spp
varhgini tespit etmeye calismuslardir. Incelenen 50 kiyma érneginin, geleneksel kiiltiir
yontemi ile 5’inden (%10), IMS yontemi ile 3’tinden (%6) Salmonella cinsi bakteri izole
edildigi belirtilmistir. Gerek geleneksel kiiltiir yontemi gerekse de IMS yonteminde
besiyeri iizerinde iireyen kolonilerden elde edilen izolatlar APl 20E test Kitiyle

Salmonella choleraesuis spp. arizonae ve Salmonella spp. olarak tanimlanmustir.

Tiirk (2012), 2008 ve 2009 yillarinda Samsun ilinde tiiketime sunulan 150 tavuk eti
ornegini (75 karkas ve 75 parga eti) Salmonella spp. varligi yoniinden geleneksel yontem
ve IMS yontemini kullanarak analiz etmistir. Analiz bulgular gergevesinde; 150 6rnekten
67 (%44,66)’sinin Salmonella spp. ile kontamine oldugu saptapimistir. Ayrica analiz
bulgularinin 6rneklere gore dagilimi incelendiginde; Salmonella spp. izole ve identifiye
edilen 67 6rnegin 41 (%54,66)’inin tavuk karkasina ve 26 (%34,66)’sinin ise tavuk parga
etlerine ait oldugunu belirtmistir. Geleneksel yontem ile toplam 38 (%25,33), IMS

yontemi ile ise toplam 57 (%38,00) 6rnekten etkeni izole ettigini belirtmistir.

Geleneksel yontem kullanilarak kanatli etlerinde Salmonella spp. izole etmek i¢in yapilan

bazi ¢alismalarin sonuglar: asagida verildigi gibidir. Yaptigimiz ¢alismanin sonuglariyla
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karsilastirildiginda benzerlik oldugu gorilmiis ve Salmonella spp. dagilim: %12,5 ile
%88,4 arasinda degismistir. Bu degisim kontaminasyon seviyesine bagl olarak farklilik
arz edebilmektedir. Kesim sartlari, isleme yontemleri, isletmenin hijyen ve sanitasyon
durumu, hayvanin intestinal organlarindaki patojen bakteri seviyesi bu degisime sebep
olabilmektedir. Tavuklarin bulundugu ortamin hijyen durumu, beslendikleri yemin
mikrobiolojik kalitesi, kesim yontemi, tavuk kesim aletlerinin ve parcalama
ekipmanlarmin  sterilizasyonu,  personel  hijyeni, ambalajlama  materyalinin
kontaminasyonu gibi cesitli etkenler tavuk etinin raf omriinii belirlerken beraberinde

patojen mikroorganizma tasima riskini de getirmektedir.

Lammerding et al. (1988), 1983 yilinda yaptiklar: bir ¢alismada 230 hindi karkasinin

159’unda (%69,1) Salmonella izole etmislerdir.

Telo et al. (1998), tarafindan yapilan bir ¢alismada , kanatli etlerinden olusan 80 6rnekte
7°si tavuk, 2’si hindi eti ve 1’i de hindi karacigeri olmak tizere toplam 10 6rnekten

Salmonella izole edilmistir.

Chang (2000), Kore’de tavuk etlerinde Salmonella spp.’nin varliginin belirlenmesi
amaciyla yaptigi1 bir ¢alismada toplam 27 6rnegin %25,9’undan Salmonella spp. izole

etmistir.

Dominguez et al. (2002), siipermarket ve perakende satis yerlerinden topladiklari 198

tavuk eti 6rneginin 71’inden (%35,8) Salmonella spp. izole etmislerdir.

Capita et al. (2003), Ispanya’da kanatli eti ve iiriinlerinde Salmonella’nin varligim
arastirmak amaciyla tavuk karkasi, tavuk parcalari ve i¢ organlari (kanat, but, karaciger
ve yirek) ve islenmis tavuk iriinleri (sosis, hamburger koftesi) tizerine yaptiklar:

caligmada 6rneklerde ortalama %49 oraninda Salmonella spp. belirlemislerdir.
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Fratamico (2003), ABD’de 1999-2001 yillar: arasinda 104 hindi kiyma ve 86 tavuk kiyma
ornegi tizerinde yaptig1 bir calismada geleneksel yontemle sirasiyla %16,8 ve %18,0

oranlarinda Salmonella spp. izole etmistir.

Erol vd (2004), pili¢c karkaslarinda Salmonella’larin varligini saptamak igin yapmis

olduklar1 galismada 69 6rnegin 61’inde (%88,4) Salmonella izole etmislerdir.

Yazicioglu vd (2005), tavuk kesimhanelerinin pargalama tinitelerinden topladiklari 662

boyun ve kanat érneklerinin 58’inden (%8,7) Salmonella izole etmislerdir.

Efe (2005), Ankara Garnizonunda tiiketime sunulan tavuk etlerinde yaptigi analizler
sonucunda tavuk butlarinda %18, tavuk derisinde %26, tavuk gogsiinde %16 seviyesinde

Salmonella spp. izole etmistir.

Fakhr et al. (2006), Amerika’da satisa sunulan hindi etleri tizerinde yaptiklar ¢alismada,

99 hindi etinin 49’unun (%49,4) Salmonella ile kontamine oldugunu saptamislardir.

Unlii (2011), Ankara, Bolu ve Balikesir'deki kesimhanelerden gelen, 721 tavuk karkas
orneginden, 100 adedinin (%13,8) Salmonella spp. igerdigini tespit etmis ve identifiye

etmistir.

Tavuk etlerinde gergeklestirdigimiz izolasyon oran1 Erol vd (2004) ve Yazicioglu vd
(2005) yaptiklar: ¢calismalarda elde ettikleri izolasyon oranlari (%88,4-%8,7) arasindadir.
Ulkemizde yapilan bir ¢ok calismanin Salmonella spp. izolasyon oranlarmnin yiiksek

oldugu goriilmektedir.



60

Geleneksel yontemin selektif zenginlestirme basamaginda kullanilan RVB ve SCBB
besiyerleri, yine geleneksel yontem ve IMS yonteminde kullanilan XLD ve XLT4 selektif
kat1 besiyerleri gesitli calismalarda karsilastirilmastir.

Mansfield and Forsythe (1993), yagsiz siit tozu, kakao tozu, baharat, karides, yem ve
donmus tavuk etinden olusan 120 6rnekte Salmonella varligini IMS ve geleneksel yontem
kullanarak incelemislerdir. IMS yontemi ile 120 6rnegin 63t (%52,5) Salmonella spp.
pozitif olarak belirlenmistir. Geleneksel yontemde SCB, Mueller-Kauffmann
Tetrathionate (MKT) buyyon ve RVB’nin karsilastirmasini da yapmislar ve SCBB ve
RVB ile 62 ornek (%51,66), MKT buyyon ile 61 &rnek (%50,83) pozitif olarak

bulunmustur.

Molla et al. (1994), tavuk, hindi eti ve sakatati, ¢ig yumurta ve yumurta sarisi, baharat,
sigir ve domuz kiymasindan olusan toplam 165 6rnegin 54°tinden (%32,7) Salmonella
spp. izole ederken, IMS ve geleneksel yontem arasindaki performansin farkli olmadigin
bildirmisler ve IMS tekniginin RVB ve SCB gibi selektif zenginlestirme besiyerlerine bir
alternatif olabilecegini gostermislerdir.

Cudjoe ve Krona (1997), tavuk derisi, fekal swablar, tavuk cigeri, tavuk eti ve kanath
yemi olmak tizere toplam 100 ornek tizerinde Salmonella’nin izolasyonu amaciyla
caligmiglardir. IMS-RVB kombinasyonuyla 39 pozitif 6rnek (%39), geleneksel kiiltiir
yontemiyle ise 31 pozitif ornek (%31) belirlenmistir. IMS islemi sonucunda selektif
zenginlestirme yapilmadan selektif besiyerine ekildiginde ise bu ¢calismaya benzer sekilde
geleneksel yonteme gore IMS yontemi ile pozitiflik oran1 daha diisiik olarak (%20)
bulunmustur. Ripabelli ve ark. (1999), kontamine edilen 86 sigir kiymasi 6rneginden
Salmonella’nin izolasyonunda selektif zenginlestirme besi yeri olarak SCB’nin
kullanildig1 geleneksel yontemin IMS yontemine gore daha tstiin oldugunu belirtmistir.
Bu calismaya gore, on zenginlestirmeyi takiben IMS uygulanmasi sonucunda
Salmonella’nin daha diisitk oranda izole edilmesinin nedeninin spesifik olmayan
baglanmalarin selektif kati besiyerlerindeki izolasyonu zorlastirmasi oldugu seklinde

aciklanmstir.
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5. SONUC

Gida giivenligi agisindan patojen mikroorganizmlarin gidalarda bulunmamasi gerektigi
saglik kurumlari ve kuruluslar tarafindan belirtilmektedir. Mutfaklarimiza ¢ig olarak
giren ve Salmonella spp. gibi énem arzeden bir patojen mikroorganizmay tasima riski
yiiksek olan tavuk etleri, insan saglig: icin 6énemli olan ¢apraz kontaminasyona sebep
olabilmektedir. Tavuk etlerinin uygun sicaklik ve siirede pisirilmesi varolan patojen
mikroorganizmlarin yok edilmesini saglasa da asil énemli olan gapraz kontaminasyon
riskidir. Bu yiizden tavuk etlerinin ve diger gidalarin Salmonella spp. agisindan kontrol

edilmesi onemlidir.

Tavuk etleri; kesim, pargalama, tasima ve depolama iglemleri sirasinda kontaminasyona
maruz kalmakta ve bu sekilde pazarlandiginda hizli bir sekilde bozulmaktadir. Kanatl
etleri igerisinde en yiiksek tiiketim seviyesine sahip olan tavuk etleri, bu gida
patojenleriyle kontamine olma riski yiiksek olan bir gidadir. Salmonella, E. coli,
Campylobacter gibi gida patojenlerinin gastroenterit rahatsizliklara sebep oldugu bilinen

bir gergektir.

Giintimiizde insan niifusunun 6zellikle sehirlerde yogunlasmasina parelel olarak, tavuk
etinin tiiketiminde de artis meydana gelmistir. Tavuk eti tiiketimine bagl olarak
mikroorganizmalardan kaynaklanan gastroenterit vakalarin da artisi, arastirmacilar: bu iki

olay arasindaki iliskiyi arastirmak tizere harekete gecirmistir.

Bu calisma ile diger c¢alismalarin sonuglari degerlendirildiginde tavuk etlerinin
Salmonella spp. ile kontaminasyon oranlarinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. zolasyon
oranlarinin % 80 gibi oldukga yiiksek seviyelere kadar yiikselmesi salmonellozisin en

onemli kaynaklarindan birisinin nigin tavuk eti olarak kabul edildigini agiklamaktadir.
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Capraz kontaminasyona sebep olmasi ve potansiyel gida zehirlenemsi etkeni olmasindan
dolayr mikrobiyolojik kriterler tebliginde 25 g gida o6rneginde Salmonella spp.
bulunmamalidir. Erzurum ilinde Satis yerlerinden toplanan 6rneklerden Salmonella spp.
izolasyonu; tavuk etlerinin iretimi, tasinmasi, depolanmasi ve islenmesi gibi asamalarin
herhangi birinde ya da birden fazla asamasinda hijyen kurallarina uyulmadigin
gostermektedir. Salmonellozis sorununu engelleyebilmek igin birbiriyle iliskikli olan bu

asamalarmn izlenmesi gerekmektedir.

Bu c¢alismada elde edilen bulgular ile genel olarak su sonuglar ¢ikarilmistir:

1. Yapilan bu c¢alismada patojen ve diger mikroorganizmalarin yiiksek seviyede
bulunmasi iretim, yikama, paketleme ve depolama kosullarinin iyi olmadigini,
teknolojinin  gelismesine ragmen hijyen kurallarimin  yeterince  uyulmadigim
gostermektedir. Genel olarak tavuk etlerinin mikrobiyolojik kalitesi tizerine yaptigimiz
analizlere bakildiginda sonuglar diger arastirmacilarin bulgulariyla paralellik gostermekte

ve yiiksek seviyelerde goriillmektedir.

2. Gidalarda patojen mikroorganizma aramada geleneksel yontemler altin standat olarak
kabul gérmektedir. Bunun yaninda geleneksel yontemlerin zaman alici olmasi, kullanilan
sarf malzemenin ¢oklugu, analizler igin yogun is giiciine gereksinim duyulmas: gibi
dezavantajlar bilim insanlarmi ve bu konuda ¢alismalar yapan akademisyenleri yeni

yontemlere yonlendirmistir.

3. Bu ¢alisma sonucunda yeni ve hizli yontemlerin geleneksel yontemlerin spesifikligini,
hassasiyetini artirabildigi gibi, daha giivenilir, hizli sonuglar almaya da katk: sagladigi
gorilmustiir. Yaptigimiz ¢caligmada 30 tavuk parcasi drneginden 16 tanesi Salmonella
spp. pozitif olarak saptanmistir. Pozitif 6rneklerin 15’ geleneksel yontem ile izole
edilirken, 13’i IMS yontemiyle izole edilmistir. Geleneksel yontemin 1 ornekte izole
edemedigi Salmonella spp. IMS yontemiyle belirlenebilmistir.
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4. Salmonella spp. prevalans1 bakimindan bu ¢alisma bulgular: ile diger arastiricilarin
bulgulart arasinda goriilen farkliigin, kesimhane hijyeni, friinlerin  ¢apraz
kontaminasyonu, arastirilan orneklerin farkliligi, 6rneklerin islenme prosediirii, tiriiniin
mikrobiyal yiikii ve uygulanan izolasyon ve identifikasyon metodlarinin etkinliginden
ileri geldigi distinilmektedir. Ayrica kiimeslerdeki populasyonun fazla oldugu
durumlarda veya tasima esnasinda olusan strese bagli olarak fekal icerikteki patojen
yiikiin artabilecegi ve sonugta da karkaslar arasinda c¢apraz kontaminasyonun
sekillenmesiyle son iiriiniin kontaminasyon diizeyinin degisecegi bildirilmistir (iseri
2007).

5. Bu ¢alisma ile geleneksel yontemin IMS yontemine gore ustiinlik sagladigi
belirlenmis, geleneksel yontemde kullanilan sivi besiyerleri igcerisinde ise RVB’nin SCB
buyyona gore tstiinliik sagladig: ortaya konulmustur. Her iki yontemde kullanilan XLD

ve XLT4 selektif kat1 besiyerleri arasinda ise dnemli bir fark bulunamamustir.

6. Orneklerden elde edilen izolatlarin biyokimyasal identifikasyonu igin APl 20E
biyokimyasal test kiti kullanilmigs ve bu test kitinin hasassiyeti geleneksel yontemde

identifikasyon amaciyla kullanilan TSI ve Li agar’a gére %100 olarak tespit edilmistir.

7. Gida tiretiminde Salmonella spp. ile kontamine olan triinlerin hizli ve giivenilir olarak
kontrolii i¢in, Salmonella varligin1 belirleyen yontemlere her gegen giin daha ¢ok ihtiyag
duyulmaktadir. Bu yontemlerin kullanilabilirligi geleneksel yontemlerle kiyaslanip

yorumlanarak gelistirilmesi i¢in daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ duyuldugu gériilmiistiir.

8. Bu galismada, giivenilir analiz sonuglar igin geleneksel yontem ve IMS yonteminin
kombine halde kullanilmasinin daha faydali olacagi sonucuna varilmistir. Geleneksel
yontem ve IMS yonteminin birlikte kullanilmasiyla, her bir yontemin tek basina

gosterdikleri spesifiklik ve duyarlilik 6zelliklerinin arttigi gorilmistiir.
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IMS yonteminin geleneksel yonteme gore etkinliginin diisiik olmasmin muhtemel
sebepleri taranan literatiirlerde goriilmiis ve bu sorunun asilmasi igin fikirler 6ne
stirilmiistiir. Genel olarak sonuglardan ¢ikarim yapildiginda IMS yonteminde kullanilan
materyallerin  sterilizitesine ¢ok dikkat edilmesi gerektigine vurgu Yyapmak
gerekmektedir. Yikama sivisi dahil biitiin materyalin sterilizitesi gozden gegirilerek
analizler yapilmalidir. Dynabead anti-salmonella ile diger mikrofloranin etkilesmesi
sonucu Salmone/la larin izolasyonunun zorlastig1 goriilmiistiir. Ozellikle yikamanin etkin
bir sekilde yapilmamasi sonucunda kati besi yerine ekim yapildiginda yabanci mikroflora
Salmonella spp. kolonilerininin izole edilmesini imkansiz hale getirecek sekilde

ureyebilmektedir.
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