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Salmonella enterica subsp. enterica serovarlar1 diinyada ve Tiirkiye’de kanathilarin (1-
8) en dnemli bakteriyel infeksiyonlarindan birkagini olusturur. Insanlar icin ise, gida
kokenli bakteriyel infeksiyonlarin en énemlilerinden biridir (9-13). Kanatlilardaki kontrol
programlarinin ana hedeflerinden biri de insan Sa/monella infeksiyonlarimin sikligini
azaltmaktir (14). Salmonellalarin vertikal yolla anag¢ tavuklardan civcivlere bulagsmasi,
damzlik diizeyinde bir koruma ve kontrol programimin gelistirilmesini ve uygulanmasin
zorunlu hale getirmistir (15-21). Sa/monella infeksiyonlarinin etiyolojilerinin 6zellikleri,
klinik hastalik formlari, patolojileri, immiiniteleri gibi konulara ait literatiir bilgisi klasik
kitaplarda, derlemelerde ve makalelerde verildigi icin (15, 18, 22-38), burada kisaca
deginilecek, konuyla ilgili bilgilerle sinirl kalinmaya c¢aligilacaktir.

Tavuklardaki Salmonella serovarlar1 “konake1 bagimli” ve “konake1 bagimsiz” olmak
tizere iki gruba ayrilir. S. Gallinarum (Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Gallinarum) ve S. Pullorum konak¢i bagimli serovarlar temsil ederlerken, S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Agona ve S. Seftenberg gibi diger yaklasik 200 serovar “konake1
bagimsiz” veya “paratifo” grubu olarak anilirlar. “Konake¢1 bagimli” salmonellalar
tavuklarda akut sistemik ve kronik hastalik tablolarina neden olurlar ve infekte tavuklar bu
bakterileri dollerine vertikal olarak aktarirlar (16). Ulusal diizeyde, hemen hemen biitiin
iilkeler bu “konak¢1 bagimli” serovarlara karsi serolojik ve bakteriyolojik temele
oturtulmus kendi koruma kontrol programlarimi gelistirmisler ve eger siki ve uygun bir
bi¢imde uyguladiklarinda, bu programlarin damizlik siiriilerde “konakg¢1 bagimli”
serovarlar1 oldukc¢a 6nemli bir bigimde azalttigini, hatta tamamen yok ettigini
belirlemislerdir (16, 17).

“Konake1 bagimsiz” Salmonella serovarlari genellikle tavuklarin sindirim kanalina
yerlesirler ve ancak yogun stres sartlar1 altinda akut sistemik hastalik olgularina neden
olurlar (18). Bu serovarlar genellikle tavuklarda sindirim kanali infeksiyonlarini
olustururlar ve yumurtay1 bulastirarak yumurta-kokenli (18, 39, 40), kesim sirasinda ¢apraz
bulasik (karkastan karkasa) veya kesim sonrasi (iiriinlin hazirlanmasi) siirecinde
kontamine, uygun pisirilmemis tavuk eti kokenli gida zehirlenmelerinde birincil etkendir
(41-43). “Konake1 bagimsiz” serovarlara karsi olusturulan tarama metodlariin temeli ise
etkenin bakteriyolojik identifikasyonunu gerektirmektedir.

Salmonella infeksiyonlariin sadece tavuklara 6zgii serovarlarla miicadele anlaminda



kalamayacagi, insanlara bulasan bir¢ok serovarla da etkin bir sekilde ugragsmanin
gerekliligi ortadadir.

Kanatli hayvan ve iiriinlerini kapsayan bir tiretim zincirini barindiran kanath
sektoriinde, “konakg¢1 bagimli” ve “konake1 bagimsiz” Salmonella infeksiyonlarindan
korunma ancak ¢ok iyi tarama (screening) ve izleme (monitoring) programlari ile
basarilabilir (19-21). Bu programlarin temelini, ¢cabuk lam aglutinasyon ve ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) gibi serolojik yontemler ile bakteriyolojik
metodlar olusturmaktadir (44, 45). Serolojik testlerin 6zgiinliiklerinin azlig1 nedeniyle,
ancak birincil tarama testleri durumundadir ve sero-pozitif siiriiniin bakteriyolojik olarak
teyit edilmesi gerekir. Diger taraftan bakteriyolojik yontemlerle Sa/monella taramasi 5-11
glin arasinda bir zaman gerektirmektedir (19-21). Bu siire hizli bir bicimde kontrol
onlemleri almak veya siirii hakkinda karar vermek i¢in bekleyen yetistiriciler agisindan
veya satisa ¢ikarilacak kanatli iiriinlerinin saglikliliginin denetlenmesi agisindan gida
sektorii i¢in olduk¢a uzun bir siirectir. Ayrica, genellikle Sal/monella ile subklinik infekte
tavuklardan alinan 6rneklerden ve belirli isleme siireclerine tabii tutulan kanatli etlerinden
Salmonella izolasyonu zor olabilir. Bunun nedenleri arasinda; Salmonella sayisimin azligi
ve yarismact mikrofloranin yogunlugu ve gidalarda depolama siireclerinde zarar gérmiis
Salmonella hiicrelerinin varligi sayilabilir.

Tan siiresinin kisaltilmasi, 6zgilinliigiin arttirilmasi ve duyarliligin yiikseltilmesine
yonelik bir¢ok test gelistirilmistir. Diger birgok infeksiydz etkenin tanisinda kullanim
alan1 bulmus bir metot olan PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu; Polymerase Chain
Reaction), Salmonella identifikasyonu ve taramasi yontemlerinin iginde duyarliligi ve
ozginliigii yiiksek ve tan1 zamanini kisaltan bir test olarak tanimlanmistir. Sal/monella
PCR’u ile ilgili ¢alismalarda, Salmonella DNA’smin hedef bolgeleri olarak /b geni (46),
OriC geni; origin of replication (replikasyon baslangi¢ bolgesi) (47), invA geni (invazyon
A geninin bir bolgesi) (48), spvR-geni (Salmonella virulence plasmid genleri) (49), iroB
genes (Fur-regulated gene) (50), OmpC geni (outer membrane proteini) (51), f7iC geni
(52), sefA geni (53) gibi bircok bolgesi amplifiye edilmistir.

Salmonella PCR’1n dncesinde insan digkis1 (46, 54), hayvan digkis1 (55, 56) ve gida
orneklerinin (57-59) bir 6n ve/veya birincil zenginlestirme broth’u i¢inde, uygun bir
bigimde inkiibasyonunun testin duyarliligini ve 6zgiinliigiinii arttirdig1 ortaya koyulmustur
ve bunun etkisinin ortamdaki canli Sa/monella sayisimi attirmak ve drnek i¢inde olasi

bulunacak PCR inhibitorlerini seyreltmek oldugu agiklanmustir.



Bu calismada, tavuk ve hindi etlerinde, standart bir bakteriyolojik yontem ve air-
thermal cycler kullanim ile uygulanan bir kapiller PCR ile Sa/monella varlig

karsilastirmali olarak arastirildi.



GENEL BIiLGILER

Salmonella genusu su anda yaklagik 2500 Sal/monella serovarini1 kapsamaktadir ve
bunlarin birgogu tek bir tiir altinda toplanmistir (60). Salmonella genusu konakgi
Ozgiinliigiine gore iki ana gruba ayrilir. Birinci grupta, kanatlilarla ilgili olarak “konakgi
bagimli” serovarlar olan S. Gallinarum (Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Gallinarum) ve S. Pullorum (Salmonella enterica subsp. enterica serovar Pullorum)
mononiikleer fagositik sistemi etkileyerek sistemik infeksiyonlara neden olurlar (15).
Ikinci grubu ise “konak¢1 bagimsiz” (Paratifo grubu) diye anilan “Paratifo
infeksiyonlar1”nin etkenleri olan serovarlar olusturur (18, 61).

Paratifo grubu salmonellalar insan, memeli, kus, siirlingen, bocekler olmak iizere ¢ok
genis bir konake1 spektrumuna sahiptir (18, 22). Dolayisiyla 6zellikle bazi hayvan tiirleri
basta olmak {izere tiirler aras1 bulasma potansiyeline sahip olup; zoonotiktirler (62, 63).
Bunlardan sadece yaklasik 200 kadar1 kanatli hayvan tiirleri ile ilgilidir. Kanatlilar,
insanlarda infeksiyona neden olan salmonellalarin en 6nemli rezervuarlari olarak
belirlenmistir (64-67). Tavuklar ve hindiler bircok Sa/monella serovarina duyarli olmasina
ragmen, infeksiyonun olusumunda hayvanin yasi, infekte edici doz ve predispoze edici
faktorler, infeksiyonu olusturan serovardan daha 6nemlidir. Paratifo grubu salmonellalar
bir¢ok farkli yolla kanatl stiriileri igerisine girebilir ve farkli farkli mekanizmalarla siirii
icinde ve siiriiler arasinda kolaylikla yayilabilir (18, 61).

Paratifo grubu salmonellalarin hem vertikal hem de horizontal bulagsma gdstermeleri
ve sindirim sistemine kolonize olup genellikle hastalik belirtisi gostermeksizin diski ile
sa¢ilmalar1 sonucu kesimhanelerde kesim sirasinda ve kanatli etlerinin islenme siirecinde
karkaslarin kontamine olma riski, kanatli etlerinin uygun olmayan kosullarda pisirilmesi
sonucu gida zincirine katilan salmonellarin insanlarda gida zehirlenmelerine neden
olmalar1 halk saglig1 agisindan biiyiik bir risk faktoriidiir (66, 67).

Paratifo etkenleri “konake¢1 bagimli” olmadiklarindan ve konakgilari onlart higbir
hastalik belirtisi gostermeksizin diski ile etrafa sagtiklarindan, “konake1 bagimli” olan
salmonellalara gore epidemiyolojileri daha komplekstir. Bir giinliik civicivlerin infekte
anag slriilerinden vertikal bulagsma sonucu Salmonella ile infekte olmalari temel risk
faktorlerinden biridir (68). Vertikal bulagsma, yumurtanin internal ve/veya eksternal
kontaminasyonu sonucu sekillenir. Kuluckahaneler, iki nedenle kiimeslerde Sa/monella

kontaminasyonun temel kaynaklarindan biri durumundadir. Birincisi, kulugkahane



Salmonella i¢in iyi bir rezervuardir. Bu durumu destekleyen iki raporu 6rnek verebiliriz.
Cox ve arkadaglar (69), kulugka 6rneklerinin yaklasik % 75’inin Salmonella ile kontamine
oldugunu rapor etmistir. Jones ve arkadaglar1 (70), 1 giinliik civcivlerin % 5-9’unun
kulugka kaynakli olarak Salmonella-pozitif oldugunu bulmustur. ikinci neden, kulugkadan
yeni ¢ikan civcivlerin ergin kanatlilardan daha fazla Salmonella kolonizasyonuna duyarli
olmasidir. Artan yasla birlikte, ergin kanatlilar, olgunlasan barsak mikroflorasi nedeniyle
Salmonella’nm intestinal kolonizasyonuna daha direnglidir. Vertikal bulasmanin yanisira
kiimes i¢inde horizontal bulasmanin da ¢ok kolayca sekillendigi bilinmektedir. infekte
rodentler bu yatay bulasmada ¢ok 6nemli rol oynar (18, 71). Hayvansal proteinleri iceren
ozellikle peletlenmemis yemlerle beslenme, daha 6nce Salmonella infeksiyonu gecirilen
bir kiimese giinliik civcivlerin yerlestirilmesi, kontamine alet ve ekipman, kiimeslere
kontrolsiiz girisler, kiimes ¢alisanlar1, Sa/monella ile kontamine i¢gme sular1 ve sicak
mevsimler Salmonella’nin yaygin bulasiminda etkin faktérlerdir. Salmonellalarin uygun
cevresel kosullarda uzun siire infektif kalmasi siirii iginde ve siiriiler arasinda infeksiyonun
bulagmasina olanak verdigi i¢in epidemiyolojik agidan 6nemlidir (18).

Kanatl et iiriinleri, gida kokenli insan salmonellozisinin en 6nemli kaynaklarindan
biridir. Infekte bir siiriiniin kesimi veya kesimden &nce hayvanlarin bekletildigi
seksiyonlarin kontaminasyonu, kesim esnasinda ¢apraz karkas kontaminasyonu ve/veya
kesim sonrasi karkaslarin tagindig1 sandiklarin Sa/monella kontaminasyonu, isleme,
depolama ve marketlerde pazarlama asamasinda hijyen kurallarina uyulmamasi, kanatl et
iirlinlerinde {iriin bazinda kontaminasyonunun nedenleridir (18, 72, 73).

Salmonella serovarlarmin prevalans ve insidensleri farkli cografi bolgelerde degisiklik
gostermekle birlikte (74-76), bir bolgede farkli zamanlarda serovar tipleri degisik grafik
cizmektedir (1, 2). Diinyada bazi iilkelerde degisik zaman kesitlerinde kanatl siiriilerinde
Salmonella serovarlarmin durumu ile ilgili bazi bilgiler verilmektedir (1-4, 75-78). Bu
bilgiler, iilkemizde zaman siirecinde degisen serovar tablosu ile karsilagtirilinca
epidemiyolojik agidan 6nemli olabilecegi gibi, belki de Salmonella korunma pratikleri ile
ilgili alinacak kararlara da yardimci olacaktir. Ulkeler arasindaki serovar dagilimi ve
prevalanslar arasindaki bu farkliliklar tilkelerin farkli cografi alanlarda yer almasi basta
olmak iizere, ge¢miste sorun olan serovarlara kars1 gerceklestirmis olduklar1 koruma
kontrol programlar1 gibi nedenlere bagh olabilir.

Ulkemizde tavukguluk yetistirmelerinde kronolojik olarak yapilan bazi galismalar

incelendiginde, her ne kadar bunlar Salmonella serovar tagtyiciligi lizerine net bilgiler



vermemekteyseler de, yapildiklar1 doneme ait Salmonella serovar varliklarini tanimlayici
nitelikte olduklar1 goriilmektedir. Ulkemizde, 1989 yilinda Bursa bdlgesinde Carli (5),
hastalikl tavuk digkilarinda toplam 197 Salmonella susu izole etmis, 186’sin1 S.
Gallinarum, 7’sini S. Typhimurium, 2’ser adedini S. Pullorum ve S. Infantis olarak rapor
etmistir. Daha sonra 1995 yilinda yapilan iki farkli Sa/monella izolasyon ¢aligmasi
bulunmaktadir. Bunlardan ilkinde Ozdemir (6), Bandirma ve Bursa bdlgelerinde inceledigi
Salmonella infeksiyonundan siipheli 24 ticari yumurtaci isletmenin 21’inden, 7 broyler
isletmesinin ise 2’sinde izolasyon yapmuis; izole edilen suslari yumurtacilarda 13’iiniin S.
Gallinarum, 5’inin S. Enteritidis ve 3’{iniin S. Typhimurium, broylerlerde ise 1’inin S.
Enteritidis ve 1’inin S. Gallinarum oldugunu rapor etmistir. Goncagiil ve Carli (7), Bursa,
Istanbul, Izmir bélgelerinde saglhikli damizlik, ticari yumurtaci ve broyler olmak iizere
toplam 50 isletmeden 7 adet S. Typhimurium, 6 adet S. Enteritidis ve 5 adet S. Gallinarum
izole etmislerdir. 1996 yilinda Carli ve arkadaslari (8), 22 haftalik yumurtaci bir tavuk
stiriistinden S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Essen’i birlikte, ayn1 hayvandan izole
etmiglerdir. 2001 yilinda Carl1 ve arkadaslar1 (79), 28 broyler ve 5 yumurtaci siiriiden
kesim hatt1 stirecinde alinan 814 sekumun 151 (% 18.6) adedinin 4 farkl Salmonella
serovari ile kontamine oldugu bulmuslardir. Arastirmacilar, broilerlerden S. Enteritidis (%
81.5), S. Agona (% 7.6), S. Thompson (% 10.1), and S. Sarajane (% 0.8) izole ettiklerini, S.
Enteritidis’i sadece yumutaci tavuklarda tespit edebildiklerini bildirmislerdir. 1989 ve
1995 yillarinda yapilan ¢alismalarda da ayn1 serovar profilinin gézlendigi ve bazi yeni
serovarlarin bu profile eklendigi dikkati gekmektedir.

Gida iiretimi amaciyla yetistirilen hayvanlar, 6zellikle kanatlilar ve kanatl tirtinleri,
insanlarda Salmonella nedenli infeksiyonlarin temel kaynagi olarak kabul edildikleri i¢in
kanatl {iriinlerinin Sa/monella ile kontaminasyonu, sadece yerel bir halk sagligi problemi
degil, kanatli ve bunlarin yan {iriinlerinin ihracatiyla uluslararasi bir problem haline
gelmistir. Salmonella prevalanslariin belirlenmesi epidemiyolojik agidan dnemli oldugu
gibi, ayn1 zamanda o iilkede veya bolgede alinacak kontrol ve koruma dnlemlerine 151k
tutucu olacaktir. Asagida diinyada bazi iilkelerde degisik zaman kesitlerinde satigsa sunulan
tavuk ve hindi etlerinde Salmonella serovarlariin durumu ile ilgili baz1 bilgiler
verilmektedir. Salmonella sikliklar1 (prevalans ve insidens) orani, calismanin yapildig
iilkeye, ornekleme planina ve metodun saptama limitine bagl olarak iilkeden iilkeye % O-
% 100 aras1 farklilik gostermektedir.

Dujkeren ve arkadaglari (80), 1984-2001 arasinda Hollanda’da, insan ve hayvanlardan



izole edilen Sal/monella suglarinin serotip ve faj tiplerini belirlemek icin yaptiklari
aragtirmada, insanlardaki predominant serotipleri; S. Typhimurium (% 44), S. Enteritidis
(% 24) olarak belirlerken tavuklarda; S. Enteritidis (% 12), S. Infantis (% 14), S.
Typhimurium’u (% 18) predominant serotipler olarak bildirmislerdir. S. Enteritidis
PT4’lin tavuk ve insanlarda en sik ratlanan faj tip oldugu rapor edilmistir. 1984-1989
arasindaki periyotta insanlarda en ¢ok rastlanan serovarlar; S. Typhimurium (% 57.2), S.
Enteritidis (% 5.4), S. Panama (% 4.7), S. Virchow (% 4.3)’dur. 1990-1995 arasinda %
38.8’le S. Enteritidis, % 33.1°le S. Typhimurium, % 4.7 ile S. Virchow predominant
serovarlar olarak bulunmustur. 1999- 2001 periyodunda S. Enteritidis (% 43.6), S.
Typhimurium (% 32), % 1.8’le S. Infantis ve S. Hadar’in predominantlig1 rapor edilmistir.
1984-1989°da tavuklarda, S. Typhimurium (% 26.1), S. Infantis (% 17.8), S. Virchow (%
11.1) predominant serovarlarken, S. Enteritidis’in izolasyon oran1 % 5.5°dir. 1990-1995
arasindaki periyotta ise; % 16 S. Hadar, % 15 S. Enteritidis, % 14.3 S. Typhimurum, %
11.4 S. Virchow tavuklardan siklikla izole edilen serovarlardir. 1996-2001y1llar1 arasinda
S. Enteritidis (% 20.3), Salmonella Paratyphi B var. Java (% 14.8), S. Infantis (% 12.8)
predominantligi belirlenmistir. Her 5 yillik 3 zaman diliminde S. Typhimurium’un azalan
ve S. Enteritidis’in artan prevalansi tavuk ve insanlarda dogru orantilidir. Arastirmacilar,
S. Typhimurium PT 150’deki diisiisiin tavuk ve insanlarda ayni zaman periyotlarina denk
geldigini rapor etmislerdir. Insanlarda izole edilen S. Enteritidis faj tipleri ve oranlar1
sirasiyla, PT4 (% 65), PT21 (% 5.9), PT28 (% 5.9), PT1 (% 5.1), PT6 (% 4.5) iken,
tavuklarda siralama; PT4 (% 57.9), PT21 (% 8.1), PT28 (% 3.5), PT6 (% 3.4), PT1 (%
2.9)’dir. Hollanda’da pek ¢ok salmonellosis vakasinin gida orijinli oldugunu belirten
arastirmacilar, iilkeye ithalat1 yapilan hayvansal gida iirlinleri ve hayvanlarin da insan
salmonellosis vakalarinin %10’unda sorumlu oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle S.
Enteritidis izolasyon oranindaki artigin, tavuk ithalat1 baglaminda Avrupa ve Amerika’da
tavuk ve tavuk {iriinlerinin neden oldugu insan salmonellosis vakalarindan sonraki birkag
y1l iginde Hollanda’da gozlendiginin {izerinde durmuslardir. Beli ve arkadaslar1 (81),
Arnavutluk’ta 1996-1998 arasindaki 3 yillik periyotta, 4 farkli serogrup ve 9 serotipe ait
toplam 31 adet Salmonella spp.’yi, inceledikleri 461 tavuk eti drneginin 30’unda (% 6.5)
izole ettiklerini bildirmislerdir. Otuz Salmonella pozitif 6rnegin % 53.3’den S. Enteritidis
en fazla izole edilen serovar olmustur. Izole edilen diger serotipler; S. Seftenberg (3
izolat), S. Newport (2 izolat) ve 1’er izolat S. Abony, S. Agona, S. Banana, S. Brancaster,

S. Infantis, S. Oslo’dur. Diger 4 Salmonella susu ise tiplendirilememistir. Ispanya’da



kanatl tiriinlerinde Sa/monella prevalansini belirlemek icin, Capita ve arkadaslari (82)’nin
yaptiklar ¢aligmada, siipermarket ve perakende tavuk satan diikkanlardan toplanan
orneklerde [tavuk karkaslar1 (kanat, but, sakatat-karaciger ve kalp) ve islenmis tavuk
tiriinleri (kirmiz1 sosis, beyaz sosis ve hamburger)]| Salmonella prevalansi belirlenmistir.
Derili tavuk karkaslarindan % 55°lik yiiksek bir oranla ve karkaslarla kiyaslandiginda %
20’lik daha diisiik bir oranla hamburgerlerden, % 49 gibi yliksek bir yiizde ile incelenen
tiim 6rneklerden Sa/monella izole edildigi rapor edilmistir. Siiper marketlerden toplanan
tavuk karkaslarinda Salmonella kontaminasyon orani (% 75), perakende tavuk satan
diikkanlardakine (% 25) gore daha yiiksek bulunmugstur. S. Enteritidis, S. Poona, S.
Paratyphi B ve S. Worthington’un, incelenen 6rneklerdeki izolasyon oranlar1 sirasiyla %
34.3,% 11.4, %2.8, ve % 1.4’diir. Bir kirmizi sosis 6rneginin ise, S. Enteritidis ve S.
Worthington olmak tizere 2 serotipi birden igerdigi tespit edilmistir. Tayland’da 1997
yilinda Boonmar ve arkadaslar1 (83)’nin, Sa/monella prevalansini belirlemek icin yaptiklar
calismada, Bangkok’ta perakende tavuk eti satan 10 adet diikkandan toplanan 100 tavuk eti
Orneginin 72’sinden, ihracat yapan 1 kesimhaneden alinan 200 tavuk etinin 20’sinden ve
Tayland’in dogusunda yer alan 3 ¢iftlikten toplanan 285 tavuk diskisinin 19’undan izole
edilen 22 farkli Salmonella serovari icinden, perakende satilan tavuk etlerinin % 28’inde,
kesimhaneden toplanan tavuk etlerinin % 4.5’inde ve tavuk digkilarinin % 6.6’sinda, S.
Enteritidis predominant serovar olarak belirlenmistir. Perakende satig yapilan yerlerde
ikinci sirada en fazla izole edilen serovar S. Muenchen olmustur. Bunu S. Blockley ve S.
Montevideo izlerken, siipermarketlerden S. Anatum, kesimhanelerden S. Hadar izole
edilmistir. S. Enteritidis 1 giinliik civcivlerden alinan 15 fekal 6rnegin 11’inden (% 73.3)
ve 30 giinliik civcivden alinan 270 6rnegin 8’inden (% 3.0) izole edilirken, pelet yem, i¢me
suyu, altlik gibi ¢cevresel 6rneklerde bu serovara rastlanmadigi rapor edilmistir.
Arastirmacilar perakende tavuk eti satan diikkanlardaki Sa/monella kontaminasyon
oraninin, kesimhanedeki kontaminasyondan yiiksek olmasini kesimhanelerde isleme
stirecinde kullanilan ekipmana ilaveten perakende satis yerlerinde kontamine aletlerin
kullanilmasina baglamislardir. Bir giinliik civcivlerin digkilarinda % 73.3 oraninda S.
Enteritidis’e rastladiklarin1 ve civicivler kiimese sokulmadan 6nce alinan ¢evresel
orneklerde bu serovarin tespit edilmedigini bildirirken, civcivlerin parentlerinden vertikal
yolla infekte olduklar1 yorumuna gitmislerdir. Otuz giinliik civcivlerden alinan diski
orneklerinde S. Enteritidis izolasyon oraninin diigmesi, igme suyuna katilan amoxycilline’e

baglanmaktadir. Ciftliklerden toplanan tavuk digkilarinda S. Enteritidis izole edilmesi, .



Enteritidis ile tavuk etlerinin kontaminasyonunun kesimhanelerdeki aletlerin intestinal
icerik ile bulagsmasiyla ilgili oldugunu diisiinmiislerdir. Skai ve arkadaglar (84), 1989-
1993 yillar1 boyunca WHO (Diinya Saghk Orgiitii)’dan ve Tayland Saglik Bakanligi, Tip
Bilimleri Departmani, Klinik Patoloji Boliimii’'nden Sa/monella serotiplerine ait verilerin
analizleri sonucunda, S. Enteritidis’in 1990’dan beri dramatik bir artig gosterdigini ortaya
koymuslardir. 1972-1989 arasinda rapor edilen tiim Salmonella izolatlar1 i¢inde
insanlardan izole edilen S. Enteritidis izolatlarinin % 0.70+% 0.41iken, 1990 yilinda %
1.33 ve ardi sira gelen 3 yil boyunca sirasiyla, % 2.98, % 9.54, % 16.98 oldugunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar, ayn1 zaman periyotlar1 arasinda tavuk eti 6rneklerinde de
insanlardaki izolasyon oranina benzer sonuglara rastlamiglardir. 1990’dan 6nce tiim tavuk
eti 6rnekleri, insan gidasi i¢inde ayrim yapilmaksizin degerlendirildiginden dolay1 bu
donemle ilgili kesin veriler bulunmamakla birlikte, tavuk etlerinden izole edilen S.
Enteritidis izolatlar1 1990°da % 1.40 iken, 1991-1993 arasinda yillara gére izolasyon
oraninin sirasiyla; % 5.28, % 11.27, % 16.75 gibi gdze carpan bir artigla seyrettigini
bildirmislerdir. Arastirmacilar, tavuk ve insan S. Enteritidis izolatlar1 arasindaki
epidemiyolojik iliskinin, faj tiplendirme ve diger Salmonella tiplendirme metodlari ile
kanitlanmasi gerekliligi sonucuna varmislardir. Boonmar ve arkadaglar1 (85) tarafindan,
Tayland’da 1990-1997 yillar1 arasinda S. Enteritidis faj tiplerini ve bu serovarin neden
oldugu insan infeksiyonlarinda potansiyel kaynagi aciga ¢ikarmak i¢in toplanan, kanatli,
insan ve tavuk eti izolatlarinin faj tiplendirilmesi yapilmis ve PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis) ile analiz edilmislerdir. Faj tiplendirmesi yapilan 302 izolat i¢cinde 10
farkl1 faj tip belirlenmis ve insanlarda % 73.9’1a, kanathilarda % 76.2 en sik rastlanan faj
tipin; PT4 oldugu bulunmustur. insan izolatlarinda bunu % 80’le PT1, % 3.6’yla PT8 ve
% 2.2 ile PT7a izlerken, kanatlilarda PT4’1 sirastyla PT7a (% 4.9), PT1 (% 3.7), PT12 (%
2.4) izlemektedir. PFGE ile analiz edilen 53 izoltin 45’1 birbirinden ayirt edilemeyen
patternler sergiledigi, 8 izolatin ise sadece birkag¢ bantta farklilikla birbirine ¢ok benzer
patternler olusturdugu bildirilmistir. Arastirmacilar, PFGE sonuglarina gore, Tayland’da
insan ve kanath izolatlar1 arasinda ¢ogunlukla genetik olarak identikal klonlarin sacildigim
ortaya koymustur. Ispanya’da 1999 yili Subat-Ekim aylar1 arasinda Dominquez ve
arkadaslar1 (86) yaptiklar arastirmada, 198 tavuk eti 6rneginde Campylobacter ve
Salmonella prevalansini belirlemislerdir. Muayene edilen 198 6rnegin; 71’inde (% 35.83)
Salmonella izole edilmis, predominant serovarlar; % 47.88 ile S. Enteritidis, % 25.35 ile S.

Hadar ve % 19.71 ile serotip 4,12:b:-(II) olarak belirlenmistir. S. Mbandaka, S. Derby, S.



Virchow ve S. Paratyphi B gibi diger serovarlar ise ¢ok diisiik oranlarda izole edilmistir.
Incelenen érneklerde termofilik Campylobacterleri % 49.5 oraninda tespit ettiklerini
bildirirken, ayni arastirmacilar, yaptiklar faj tiplendirmede ise; S. Enteritidis izolatlarinin
% 58.82’sini (20 adet) faj tip 4’e, % 26.47’sini (9 adet) faj tip 6a’ya, % 14.70’ini (5 adet)
faj tip 7’ye ait oldugunu bulmuslardir. Ispanya’da salmonellosise en ¢cok neden olan faj
tip; faj tip 4 olarak rapor edilmistir. Brezilya’da 1995-1997 yillar1 arasindaki 2 yillik
siiregte Nunes ve arkadaglar1 (87), yumurta {irlinlerinin tiiketimi ile iligkili insan
gastroenteritis salginlarindan izole edilen Salmonella suslarindan, hasta tavuklardan,
kanatl etlerinden, broiler tavuklarin embryolarindan, et yemeklerinden, kanath yetistirilen
yerlerdeki cevresel 6rneklerden, mayonez, peynir ve kek gibi bir¢ok gidadan, S. Enteritidis
faj tiplerini belirlemek icin aldiklar1 6rneklerde, S. Enteritidis susunu izole ederken, en sik
goriilen faj tipi PT4 olarak tespit etmisler ve bunu sirastyla PT7, 21, 35, 6, 4a, 8, 30, 6a, 5a,
1 ve 1b’nin izledigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, direkt tavuk iligkili suslar arasinda
PT 1b, 4, 5a, 6 6a,7, 8, 21, 30, 35’1 identifiye etmiglerdir. Kanatl iligkili izolatlarda PT4
ve PT7 % 95.6’lik yiiksek bir oranla en sik rastlanan faj tiplerken digerleri nadiren
goziikmektedir. PT6, kanath eti, mayonez, peynir ve kek gibi cesitli yiyeceklerden izole
edilirken tavuklarin yetistirildigi ¢evresel 6rneklerde ve et yemeklerinden PT4a, ve PT1
izole edilmistir. Insanlarda siklikla izole edilen faj tipin, PT4 oldugu ve bunu PT7, PT8’in
izledigi bulunmustur. PT4’{in insan ve tavuklarda goriilen en predominant faj tip
olmasinin, gida orijinli insan salmonellosis salginlari ve tavuk rezervuari arasindaki 6zel
bir iliskiyi ortaya koyan bir sonug olarak rapor etmislerdir. Boonmar ve arkadaslar1 (88),
Tayland’da 1993-1996 yillar1 arasinda tavuk etlerinden, insanlardan, hazir Tayland yerel
yemeklerinden izole ettikleri toplam 27.497 Salmonella susunu, insan ve yiyeceklerdeki
predominant Salmonella serovarlarini tespit etmek icin serotiplendirmislerdir. Insan ve
yiyecek orneklerinde sirasiyla 72 ve 81 farkli serovar tespit etmislerdir. Bu dort yillik
periyotta insanlardan alinan idrar, serebrospinal s1vi, kan, digk: ve tiikriik gibi 6rneklerde,
S. Enteritidis % 47.2 ile predominant serovar olarak tespit edilirken, dondurulmus tavuk eti
orneklerinde 1993 yilinda % 17.1, 1994 yilinda % 33.8, 1995 yilinda % 29.6, 1996 yilinda
% 15.1 ile yine S. Enteritidis predominant serovar olarak bulunmustur. Mikolajczyk ve
arkadaslar1 (89), Polonya’da 1999 yilinda Ocak-Mart, Nisan-Haziran, Temmuz-Eyliil,
Ekim-Aralik olmak iizere 4 zaman diliminde tavuk eti igleme platformlarinda tavuk
karkaslarindaki Salmonella kontaminasyonunu arastirmislar ve incelenen 400 tavuk etinin

95’inin Salmonella spp. ile kontamine oldugunu tespit etmislerdir. incelenen 100 6rnekte
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soklama sonrasinda % 6, eviserasyondan sonra % 24, sogutmadan dnce % 52, sogutmadan
sonra % 13 Salmonella kontaminasyonuna rastlamislardir. En disiik Salmonella
kontaminasyon orani soklama 6ncesinde tespit edilirken, en yiiksek oran sogutma
oncesinde bulunmustur. Bu sonuglar; islemelerin bazi noktalarinda Salmonella spp.’nin
daha fazla bulunabilecegini gostermektedir. Tavuklardan izole edilen Salmonella spp.’nin
serolojik tipleri; S. Enteritidis predominant serovar olarak basi ¢ekmekle birlikte, sirasiyla
S. Typhimurium, S. Saintpaul, S. Agona ve S. Infantis’dir. Arastirmacilar, 1 yillik siiregte,
ilk iki periyotta, Ocak-Mart, Nisan-Haziran, Salmonella spp.’yi daha siklikla izole
ettiklerini rapor etmislerdir.

Calismalarda bahsedilen S. Enteritidis predominantligi Rodrigue ve arkadaslari (90),
tarafindan WHO verileri baz alinarak insanlarda goriilen Salmonella salginlari i¢in 1979
yilindan itibaren 1987 yilina kadar olan 6nceki siireg i¢in bildirilmektedir. Arastirmacilar,
Atlantik Okyanusu’nun her iki ucunda da, insanlarda goriilen S. Enteritidis
infeksiyonlarinda biiytik bir artis oldugunu rapor etmislerdir. WHO’nin 1979-1987
Salmonella taramalarina gore Kuzey Amerika, Giiney Amerika, Avrupa ve Afrika
kitalarinda S. Enteritidis’in gostermis oldugu yiikselen grafik dikkate degerdir. 1979-1987
arasinda 35 iilkenin 24 (% 69)’ilinde S. Enteritidis izolasyon oraninin artis gosterdigi rapor
edilmistir. 1979 yilinda, 21 {ilkenin (% 10) sadece 2’si S. Enteritidis’i en yaygin serotip
olarak bildirirken, 1987 yilinda 21 iilkenin 9 (% 43)’u -ki bu dokuz iilkeden 8’i Avrupa
tilkesi- S. Enteritidis’i predominant serotip olarak bildirmislerdir. S. Enteritidis’teki global
artisin nedeni acik bir sekilde ortaya konmasa da, bu iilkelerde yapilan arastirmalar bu
bakteriyi tagiyan yumurta ve kanatl etlerinin tiiketiminin insanlarda goriilen S. Enteritidis
salginlariin asil nedeni oldugu yoéniindedir. Goncagiil ve arkadaslar1 (91), Tiirkiye’de
sekiz sirketten toplam 315 adet tavuk kanadindan yaptiklar1 Sa/monella izolasyon
caligmas1 sonucunda, 315 adet tavuk karkasinin kanat bolgesi derilerinin 27’sinden (%
8.57) S. Enteritidis izole ettiklerini bildirmislerdir. Buna karsin Coagan ve arkadaslari
(92), 1997°den itibaren insanlarda goriilen Salmonella infeksiyonlarinda dramatik bir
diistislin oldugunu rapor etmislerdir.

Yukarida degisik epidemiyolojik verilerin bir sonucu olarak, Salmonella kontroliiniin
kiimesten sofraya kadar saglanmasi gereken bir siire¢ oldugu ortadadir. Sal/monella
infeksiyonlarindan korunmanin kanath sagligi, gida endiistrisi ve dolayistyla halk saglig
agisindan dnemli oldugu agiktir. Bu infeksiyondan korunma ancak kanatli yetistiriciligi ve

gida sektoriinde uygulanan iyi tarama ve izleme programlari ve diizgiin bir 6rnekleme plani
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ile saglanabilmektedir (19-21).

Kanatli siiriilerinde “Paratifo grubu” salmonellarin teshisi, sirasiyla aglutinasyon
testleri (44, 93) konvansiyonel bakteriyolojik yontemler (21), ELISA-tabanli testler (45,
94-97), IMS (immunomagnetic separation) ile bakteriyi yogunlastirip daha sonra
uygulanan testler (98, 99) ve bakterilerin ¢ok sayida oldugu durumlarda uygulanan DNA-
DNA hibridizasyon testleri (100-102) ile yapilmistir.

Gidalarda ise Avrupa’da ISO6579 (International Standart Office; Uluslararasi Standart
Ofisi), Amerika Birlesik Devletleri’nde BAM (Bacteriological Analytical Manual) gibi
konvansiyonel bakteriyolojik yontemler, ELISA tabanl serolojik testler (103), IMS (104,
105) ve DNA-DNA hibridizasyon testleri (106, 107) Salmonella teshisinde kullanilmstir.

Fakat bu metodlarla ilgili yasanan duyarlilik ve 6zgiinliik sorunlar1 ve diagnostik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda daha hizli teshis yontemlerine duyulan gereksinim, bu
aciklarini kapatan alternatif tan1 yontemlerinin gelisimine yol agmustir (54-59).

Yiiksek duyarliliga sahip ¢esitli aglutinasyon, enzyme immunassay testleri ile Paratifo
grubu salmonellalara karsi spesifik antikorlar, infekte kanatlilarin serumlarinda yiiksek
diizeyde tespit edilmektedir (94). Bu serum antikor titreleri, salmonellalar dokulardan
temizlenene ve fekal sagilim kesilene kadar siirekliligini korur (94). Salmonella’ya karsi
olusan antikorlar, hem dogal (44) hem de deneysel (95) infekte kanatlilarda saptanmigtir.
Fakat antikor arayan testler sadece Salmonella’ya ilk maruz kalis1 belgeledigi ve siiri
icerisinde o an devam eden infeksiyonu birebir ortaya koyamadig i¢in pozitif serolojik
sonuclar genellikle bakteriyoloji ile konfirme edilmelidir. Yeterli invazyon ve yayihim
olmaksizin fekal sagilima neden olan subklinik infeksiyonlarda antikor tepkisinin
yeterince olusmamasi, geng kanatlilarin Sa/monella infeksiyonlarina kargi immun-
tepkisizligi, benzer paratifo serotiplerine karsi olugan antikorlar arasi ¢capraz reaksiyonlar
antikor tabanli testlerin giivenilirligini gdlgelemektedir (18, 44, 45). “Konak¢1 bagimsiz”
Salmonella-infekte siiriileri teshis etmek i¢in kullanilan ELISA, “konak¢1 bagimsiz”
Salmonella-infekte bireyleri tanimak i¢in diisiik 6zgiinliige sahiptir ve bundan dolay1 da
yanlis pozitif veya negatif sonuglara neden olabilir. Buna ek olarak, serovar-6zgiin
serolojik testler sadece kendi serotipi ile infekte bireyi belirler; bu ise iki yolla biiyiik
probleme neden olur: Birincisi; eger siiriide birden fazla sayida serovar mevcutsa,
serolojik test kendi taradigi serovar disindaki serovarlarin infeksiyonunu
yakalayamamaktadir. Bir digeri ise; iilkeler arasinda serovar dagilimlari biiyiik farklilik

gosterdiginden dolayi, serolojik test uygulansa bile, kendi serovari o yérede yoksa bosuna

12



ugras verilmig olur (108).

Serolojik testlerden, 6nce aglutinasyon testleri “paratifo grubu” salmonellalarla dogal
ve deneysel olarak infekte bireyleri belirlemekte kullanilmistir (44, 93). Kanath
immunglobulinlerine kars1 ikincil antiglobulinlerin kullanimi “paratifo grubu” serovar
infeksiyonlar1 sonucu olugan antikorlar1 belirleyen aglutinasyon testlerinin duyarliligini
arttirmaktadir (109). Kanatlilarda “paratifo grubu” Salmonella infeksiyonlar1 ¢ok sayida
ELISA yaklasimlar1 kullanilarak teshis edilmistir. Ornegin; LPS (Lipopolisakkarit),
flagella ve outer membran proteinlerini iceren antijenler ile ELISA testleri, S.
Typhimurium, S. Enteritidis ile deneysel ve dogal infekte kanatlilar1 identifiye etmistir (45,
95, 96). lyi belirlenmis antijenler kullanarak ELISA, aglutinasyon testleriyle
karsilastirildiginda 6zgiinliigii yiiksektir ve serotipler arasindaki ¢apraz reaksiyonlar
nedenli yanlis pozitif sonuglar oldukca diisiik diizeydedir (94). Salmonella LPS ve
flagellasina kars1 poliklonal antikorlar kullanarak yumurta, doku, kloakal svab, drag svab,
altlik, yem ve gidalarda mevcut olan salmonellalari saptamak i¢in gelistirilen bu testlerle
ilgili ¢ok sayida calisma vardir (110, 111). “Outer membran proteinleri” ve flagellaya
kars1 monoklonal antikorlarla yumurta, doku ve ¢evresel 6rneklerde spesifik olarak S.
Enteritidis’in tespitinde ELISA kullanimu ile ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir (112).
Konvansiyonel kiiltiirel metodlar kadar duyarli olmamasina ragmen (113), genellikle
antijen arayan ELISA testlerinin standart metodlarla karsilastirildiginda daha kisa zamanda
Salmonella tespit edebildigi bildirilmistir (114). Metodun duyarlilik esiginin 10°-10" cfu
ml" oldugu gézéniine alinirsa, ELISA 6ncesi daha fazla zenginlestirme kiiltiir basamagina
10°-10" cfu ml™' Salmonella’y1 saptamak i¢in gereksinim duyulmaktadir (112). Fakat
konvansiyonel kiiltiirel metodlar gibi, ELISA testleri de zenginlestirme besiyerlerinde
iireme kabiliyetine sahip yarismaci mikrofloradan dolay1, yanlis negatif sonuglar
verebilmektedir (115).

Salmonella infeksiyonlarinin teshisinde ve prevalanslarinin saptanmasinda bir¢ok tani
yonteminden faydalanilsa da izolasyon prosediirleri kesin karar ve teyit i¢in mutlaka
uygulanmasi gereken islemlerdir. Konvansiyonel kiiltiirel tekniklerle (bakteriyolojik
yontemler) klinik érneklerden Salmonella izolasyon ve identifikasyonu oldukc¢a zaman
alict ve isgiicii gerektiren bir prosediirdiir. Klinik 6rneklerden bakteriyolojik metodla
Salmonella aranmasi 5-11 giin alir (19-21). Salmonella serovarlari ile infekte
populasyonlardan ¢ikan ve ¢evresel kontaminasyonun potansiyel kaynagi olan kronik

asemptomatik tastyicilarin tespiti bakteriyoloji ile olduk¢a zor ve zaman alicidir (116).
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Salmonella infeksiyonlarinin tanisinda izolasyon ve identifikasyon prosediirleri kesin
karar ve teyit i¢in mutlaka uygulanmasi gereken islemlerdir. Bu nedenle Salmonella’nin
izolasyonu i¢in ¢ok sayida selektif besiyeri gelistirilmistir. Bu agarlarin i¢inde kullanilan
secicilik saglayan maddeler; boyalar, antibiyotikler ve safra tuzlaridir (117). Ilk etapta,
Salmonella’nin diger bakterilerden ayiriminda genellikle hidrojen siilfid tiretimi ve
laktozun fermente edilmemesi gibi basit biyokimyasal 6zellikler baz alinsa da,
salmonellalar ile benzer 6zellikler gosteren Proteus, Citrobacter, Pseudomonas gibi
tiirlerden ayirim yapilabilmesi i¢in bazi bagka analizlar gerekmektedir (117). Ayrica bazi
Salmonella tiirlerinin H,S-, laktoz+ olmas1 durumunda yanlig-negatif sonuglar elde
edilebilmektedir. Bunun yanisira, incelenen 6rnek tipi, Salmonella dis1 bakteri
kontaminasyon seviyelerindeki farkliliklar, 6rneklerdeki Sa/monella sayisi, izole edilmek
istenenen serotiplerin farkliligi, zenginlestirme ve izolasyonda kullanilan besiyerleri
arasindaki etkinlik farki ve laboratuvar ¢aliganlarinin becerisine bagli olarak
laboratuvardan laboratuvara Sa/monella izolasyon oranlari da farklilik gostermektedir
(118).

Tavuklarda Salmonella izolasyonunda kullanilan kat1 besiyerleri XL T4 Agar (Xylose
Lysine Tergitol-4 Agar), BGN Agar (Novobiosinli Brilliant Green Agar), NGBL Agar
(Novobiosinli Brilliant Green Glycerol Lactose Agar), BG Agar (Brilliant Green Agar),
XLD Agar (Xylose Lysine Deoxycolate Agar), HE Agar (Hektoen Enteric Agar), BS Agar
(Bismuth Sulfid Agar), SS Agar (Salmonella Shigella Agar ) , MacConkey Agar, DCA
Agar (Desoxycholate citrate Agar), MSRV (Modifiye Semi-Solid Rappoport Vassiliadis),
MLCB Agar (Mannitol Lysine Crystal Violet Brilliant Green Agar)’lardir. Bu
besiyerlerinin bir¢ogunda sekerlerin yikimlanmasi, besiyeri bilesimi i¢ine katilan
antibiyotikler, boyalar ve ¢esitli katki maddeleri ile yarigmaci mikrofloranin {iremesi inhibe
edilirken Salmonella’nin iiremesi provoke edilmistir. Dusch ve arkadaglar (119), paratifo
grubu salmonellalarin izolasyonunda etkin olan besiyerini belirlemek i¢in konvansiyonel
besiyerlerinden HE agarla RA, SM-ID (Salmonella Detection and Identification Medium),
XLT4, BGN agarlari karsilastirmislardir. MSRV ve XL T4 agarlarin digkidan paratifo
grubu salmonellalarin izolasyonunda en etkili besiyerleri olugu sonucuna varmislardir.
Direk diskidan ve TTB (Tetrathionate broth)’da zenginlestirmeden sonra, XLT4 ve MSRV
agarlarda yapilan izolasyon sonucunda duyarliliklar sirasiyla; XLT4 i¢in % 32.9 ve % 86.6
bulunurken, MSRYV i¢in sirasiyla; % 63.4 ve % 100°diir. Besiyerlerinin 6zgtinliikleri
XLT4 igin sirastyla; % 100 ve % 99.8, MSRYV i¢in sirasiyla; % 99 ve % 98.8 olarak

14



belirlenmistir. Bu iki besiyerinin duyarlilig1 ve 6zgiinliigii HE agardan oldukea yiiksek
bulunmugtur. XLT4 agar % 100’e varan 6zgiinliigii ile rutin laboratuvarlarda is yiikiinii
azattig1 i¢in diskidan izolasyonda Onerilmektedir (119).

Bu besiyerlerine alternatif olarak son yillarda spesifik enzimler i¢in substrat olarak
gorev alan bilesimler olan kromojenik enzim substratlari ile enzim aktivasyonu sonucu
olusan renk degisiminden faydalanilan kromojenik agarlar devreye girmistir (120-126).
Bunlar RA (Rambach Agar), CAS (CHROMagar Salmonella Medium), SCM (Salmonella
Chromogenic Medium), CSE (Chromogenic Ester Agar Medium), ABC Medium (a-3
Chromogenic Medium), SM-ID Medium’dur. Kromojenik agarlarin maliyetleri bir
dezavantaj olarak goziikse de izolasyonda yiiksek duyarlilik ve 6zgiinliikleri, goreceli
olarak identifikasyon zamaninin kisalmasi ve harcanan emegin azalmasi gézoniinde
bulundurulursa, bu besiyerlerinin kullanimi aslinda laboratuvarlar i¢in birer avantaj olarak
goriilmektedir (120-126). Her ne kadar kromojenik agarlar paratifo grubu salmonellalar
icin spesifik besiyerleri olsalar da, yanlis pozitif ve/veya nagatif sonuglarin da sekillendigi
yadsmilmayacak bir gercektir. Ornegin; Freydiere ve arkadaslar1 (125), gida orijinli,
Salmonella salginlarinin tespit edilmesinde onerilen, kromojenik agarlarin ilki olan, RA ile
yaptiklan bir calismada, Pseudomonas aeruginosa ve Acinotobacter spp.’nin besiyeri
icinde mevcut olan iki kromojenden biri olan propilen glikolii metobolize etmeleri ve -
galaktosidaz aktivitesi gostermemeleri ile Sa/monella spp. gibi tipik kirmizi koloniler
olusturduklar i¢in izolasyonda yanlig-pozitif sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir. Digk1
orneklerinden yapilan bir calismada, ABC medium’un hindiler i¢in problem olan
Salmonella enterica serovar Arizonae suslariin B-galaktosidaz aktivitesi gostermeleri ve
S. Braenderup ve S. Saintpaul’un a-galactosidase iiretmemelerinden dolay1 yanls negatif
sonuclarin alindig1 ortaya konmustur (126).

Tavuk etlerinden Salmonella izolasyonunda, rutin laboratuvar ¢aligmalarinda siklikla
kullanilan besiyerileri BGN, MSRV ve XLT4 agarlardir. XLT4 agar i¢ine katilan
Tergitol4 suplementi Proteus, Pseudomonas, Providencia ve diger enterik bakterilerin
tamamiyle inhibisyonunu saglarken, Sa/monella kolonileri besiyeri igine katilan ferrik
amonyum siilfat sayesinde gézlemlenebilen, sodyum tiosiilfattan H,S formasyonu sonucu
merkezlerinde siyah renk olustururlar. Kolonilerin periferi xylose’un tiiketimine bagh
olarak sar1 (asit)’dan pembeye (alkali) doniislir. XLT4 agar pleytlerinde, 24 saat icerisinde
siyah koloni olusturma yetenegindeki tek genusun Salmonella oldugu ve boylece XL T4

agarin bu genusa ait etkenlerin diger mikroorganizmalardan kolaylikla ayrilmasini
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sagladigi ve kisa siirede dogru sonuglarin alindigi saptanmustir (119). Fakat, Salmonella
izolatlarmin birgogu laktozu fermente etmezken, S. Enteritidis izolatlarmin yaklagik olarak
%11 ve Salmonella enterica serovar Arizonae izolatlarinin %15-85’1 laktozu fermente
edebilmektedir. Bu nedenle laktozun kullanimi temel alinarak hazirlanan besiyerlerinde
laktoz+ izolatlarin diger mikroorganizmalardan ayirimi oldukca giictiir. Bunun yanisira
H,S- suslarin varolabilecegi olasiligi da gézardi edilmemesi gereken bir durumdur (127,
128). MSRV Agar diisiik agar konsantrasyonlarinda hareketli bakterilerin go¢ etmesi
esasina dayanan bir besiyeridir. Koliformlar bu besiyerinde, arttirilmis ozmotik basing,
malasit yesili, 41-43 °C’lerde inkubasyonla inhibe edilirler. Yalniz bu besiyeri oldukca
hassas olup, dikkatli bir manuplasyon gerektirmektedir (129, 130). Bunun yanisira hasar
gbrmiis ve hareket yetenegini kaybetmis salmonellarin izolasyonu, hareketlilik temelli bu
besiyeri ile imkansizdir. Ayrica BGN agar’da yeterli H,S formasyonu sadece gliserol ve
laktozdan asit liretmeyen koloniler tarafindan gergeklestirilir. Ciinkii diisiik pH, H,S
formasyonunu engeller. BGN agar Proteus ve Citrobacter tiirleri i¢in renksiz, Salmonella
tiirleri i¢in siyah renkli koloniler olusturur (117).

Salmonella izolasyonunda kullanilan besiyerleri kadar, bu besiyerlerini de iceren
uygun bir sistematik i¢inde siirdiiriilen Sa/monella izolasyon test yontemleri de,
kullanilacak materyallere gore optimize edilmistir. Gidalarda ve fekal drneklerde
Salmonella yiikiiniin az ve diger yarigmaci mikrofloraninin da mevcut olmasi dolayisiyla,
kanatli etlerinden ve klinik drneklerden Salmonella izolasyonu igin, 6n zenginlestirme ve
ardindan zenginlestirme yapildiktan sonra izolasyon prosediiriine ge¢ilmesi zorunluluktur
(21, 131-133). Zenginlestirme basamagina alternatif bir metod olan IMS, salmonellalar1
konsantre etmekte, sublethal zarar gérmiis Salmonella hiicrelerine herhangi bir yan
etkisinin olmamasinin yanisira teshis zamanini kisaltmaktadir. Selektif agarlarda
izolasyondan once IMS kullanilarak salmonellalarin konsantre edilmesi kanatl eti,
dokular1 yumurta kabugu, yem, kloakal svab, veya fekal svab 6rneklerinde konvansiyonel
selektif zenginlestirme veya hareketlilik temelli zenginlestirmelere gore daha yiiksek
siklikla Salmonella saptayabilmistir (134-136). IMS ayn1 zamanda zenginlestirme
besiyerleri ve ELISA ile kombine uygulanarak, yumurta igerigindeki diisiik seviyelerde S.
Enteritidis kontaminasyonunu belirlemek i¢in kullanilmistir (137). Fakat; Ripabelli ve
arkadaslar1 (138), BPW (buffered peptone water)’da dnzenginlestirme ve ardindan sirasiyla
SC (Selenite Cystine) broth’da zenginlestirme ve IMS’den sonra HE agar ve RA agarlar’da

dana kiymasindan yaptiklari izolasyon ¢aligmasi sonucunda; IMS uygulanan 6rneklerden
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HE ve RA agar pleytlerde tireyen Salmonella sayisinin SC broth’ta zenginlestirme
yapilarak pasaj edilen kiiltiire gore diisiik oldugunu ortaya koymuslardir. Bunu iki nedene
baglamislardir: Bunlardan birincisi, dana kiymasi gibi yiiksek diizeyde yag igceren
gidalarda anti-Salmonella Dynabead’leri ile non-spesifik baglanmalar olabilecegi ve ayn
zamanda manyetik boncuklarin birbirlerine tutunan Sa/monella hiicrelerini tek bir koloni
olarak belirleyebilecegini soylemislerdir. Ikinci neden ise, gida numuneleri igerisinde
mevcut olan yarigmaci mikrofloranin sadece BPW’da 6nzenginlestirme ile 6nlenememesi
ve bu mikrofloranin ¢apraz reaksiyonlardan dolay1 manyetik boncuklarla non-spesifik
baglanmasi olabilecegini tespit etmislerdir. FDA’nin BAM’ma gore, tavuk etleri ve
iiriinlerinden 6nzenginlestirme amaciyla kullanilan broth LB (Lactose broth)’dur.
Onzeginlestirmeyi takiben RVB (Rappoport Vasilliadis broth), TTB (Tetrathionate broth)
ve SCB (Selenite Cycstine broth)’de zenginlestirme kiiltiirlerinin hazirlanmas1 6nerilmistir
(131). Kanath et 6rneklerinden 25’er gram tartildiktan sonra, et drneklerinin steril
makaslar yardimu ile kiigiik pargalara ayrilip, 225 ml LB igerisinde 1 saat oda 1sisinda
onzenginlestirme amaciyla homojenize edilmesi gerekliligi, ardindan 6nzenginlestirme
kiiltiirlerinden, 0.1’er ml i¢inde10 ml RVB bulunan tiiplere, 1’er ml de 10 ml SCB ve 10
ml TTB igeren tiiplere inokule edildikten sonra, TTB 37 °C’de, SCB 35 °C’de su
banyosunda ve RVB 42 °C’de 18 saat zenginlestirme i¢in inkube edildiginde izolasyon
sansinin arttig1 bildirilmistir (132). Yapilan arastirmalarin sonuglari; bu ii¢c zenginlestirme
broth’unun etkinliginin incelenen drnek tipine ve uygulanan inkubasyon siiresine gore
goreceli olarak farklilik gosterdigi yoniindedir. Hammack ve arkadaglar1 (132), diisiik
mikrobiyal yiike sahip gidalardan Salmonella izolasyonu i¢in TTB’u 35 °C’de, RVB’u 42
°C’de inkube etmeyi dnermektedir. SCB’la yapilan zenginlestirmeden sonra izolasyon
sansiin RVB ve TTB’a gore daha diisiik olmasimin nedenini, besiyeri iginde bulunan
toksik seviyelerdeki selenyuma baglamiglardir.

Kanatlilarda Sa/monella’nin hizli aranmasi i¢in son yillarda kabul géren bir diger
yaklasim, Salmonella genusuna ve hatta serotiplere 6zgii 6zel DNA dizileri i¢in problar
kullanmaktir. Ornekten ekstrakte edilen DNA ile probun hibridizasyonu pozitif sonug
verir. DNA-DNA hibridizasyon yontemleri klinik 6rnekler icin son yillarda yaygin bir
bigimde kullanilmistir (100). Hem radiolabelled hem de colorimetric testlerde DNA
problar yiiksek 6zgiinliik ile kanath fekal 6rnekleri ve gevresel 6rneklerden, gidalardan
Salmonella teshisinde uygulama alani bulmustur (107, 139-141). Bu amagla kullanilan
dot-blot hibridizasyon, reverse dot blot hibridizasyon gibi DNA-DNA hibridizasyon
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yontemlerinin goriintiilenmesinde konjugat, DNA ile reaksiyon veren 6zel antikorlara ve
enzim isaretli substratlara gereksinim vardir. DNA hibridizasyonu ile salmonellalarin
aranma duyarlilig1, antijen arayan ELISA’ya benzerdir. Bu nedenle genellikle Sa/monella
sayisini arttiracak bir veya daha fazla zenginlestirme basamagi yapilmasina ihtiya¢ vardir
(142).

Konvansiyonel bakteriyolojik yontemlerle gidalardan Salmonella tespitinin zaman
alic1 olmasi, laboratuvarlara is ytlikli getirmesi ve diisiik mikrobiyal yiike sahip
numunelerde duyarhiligin diisiik olmasi, salmonellosisin gerek kanath sektoriinii gerek
insan saglhigini tehdit eder boyutlara ulagsmasi ile kanatlh etlerinden Salmonella’nin tanisini
koyabilmek i¢in hizli, duyarl ve giivenilir teshis metodlarina gereksinim vardir. Teshiste
yasanan zaman ve duyarlilik problemleri arastirmacilari yeni arayislar igine itmistir.
Bunun sonucunda kullanilan son teknik PCR (Polimerize Zincir Reaksiyonu; Polymerase
Chain Reaction)’dir. PCR, konvansiyonel metodlarla karsilastiriliginda herhangi bir
substrat kullanimi veya antijen ekspresyonuna dayanan bir teknik degildir (143). Bu
nedenle biyokimyasal paternlerde ve detekte edilebilir antijende gozlenen fenotipik
varyasyonlardan etkilenmez (144). 1980’li yillarin ortalarinda bir¢ok gida patojeninin
aranmasinda kullanilan PCR (145-150), Sa/monella igin saf kiiltiirlerde veya selektif agar
pleytlerde (151, 152) veya direkt 6n zenginlestirme ve/veya zenginlestirme besiyerlerinde
(56, 57, 59, 153-157) veya gidalarda (158, 159) identifikasyon metodu olarak kullanilmak
iizere tanimlanmisgtir.

Salmonella saptanmasi i¢in gelistirilen PCR protokollerinde; farkli PCR makinalari,
PCR tiipleri, annealing sicakliklari, MgCl, konsantrasyonlar ve buffer sistemleri, PCR
kitleri, primer ¢iftleri kullanilmaktadir (160).

PCR reaksiyonlari i¢in ¢ok sayida farkli ticari PCR makinas1 kullanilmistir: AG 9600
AmpliSensor Analyzer (Gene Amp PCR systems 9600, The Perkin Elmer Corp., Norwalk,
Conn), Gene Amp 2400 thermocycler (Perkin Elmer Instruments, Norwalk, CT, US),
Robocycler 96 Grad (Stratgene, La Jolla, Calif.), DNA Air Thermal Cycler Model 1605
(Idaho Technologies, USA), Light Cycler (Roche Dianostics , Mannheim, Germany),
Perkin Elmer 9600 Thermocycler (Warrington UK), PTC-200 (MJ Research, Wartertown,
MA USA) Programmable Thermal Controller (PTC-100; MJ Research, Inc.) Perkin
Thermocycler Model 9700 (Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
gibi. Temelde hava gevreli ve su ¢evreli olmak tizere 2 ¢esit PCR makinas1 vardir.

Konvansiyonel PCR makinalarinda, aksesurlarin sicaklik gegirgenliginin az olmasi, arzu
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edilen sicakliga uzun zamanlarda erisilebilmesi, dolayisiyla zamanin ¢ogunun
denatiirasyon, annealing ve ekstensiyon basamaklarina geciste harcanmasi, bunlarin
kullaniminlariyla ilgili bilyiik dezavantajlar getirmektedir. Air Thermal Cycler Model
1605 (Idaho Techonologies, USA) gibi hava ¢evreli PCR makinalarinda ise; havanin diisiik
yogunlugu nedeniyle sogutma ve 1sitmanin hizli yapilabilmesi, havanin 1s1 iletkenliginin
yliiksek olmasi nedeniyle PCR basamaklarinin daha kisa siirelerde ve verimli bir sekilde
tamamlanabilmesi en 6nemli avantajdir. Bu tip PCR makinalarinda, DNA amplifikasyonu
i¢in sicaklik siklus protokolii 3 bitis sicaklig1 ve 3 transferin yapildig: sicaklik olmak iizere
6 segmente ayrilmaktadir. Konvansiyonel PCR makinalari ile karsilagtirildiginda sicaklik
transferi sirasinda harcanan zaman c¢ok kisadir. Ayrica, ekstensiyon ve denaturasyondan
sonraki gecis basamaklarinda harcanan zamanin PCR {izerinde herhangi bir etkisi yoktur
(161). Ozetle, PCR makinalari arasindaki performans farkliliklar1 PCR sonucunu kalite ve
zaman yonleriyle etkilemektedir (162).

PCR makinasi kadar drneklerin hacimleri, kullanilan PCR tiiplerinin 6zellikleri de
PCR performansini etkileyen diger onemli 6gedir. Iyi bir PCR tiipiiniin sahip olmasi
gereken Ozellikler; tiipiin kapag1 kapandiktan sonra buharlasma olmamasi, diisiik 1s1l
kiitleye sahip olmasi, sicaklik gecirgenliginin yiiksek olmasi ve ¢apraz reaksiyonlara izin
vermeksizin reaksiyon hacimlerinin tiiplere konulabilmesidir. Kalin ¢eperli PCR
tiiplerinin, icerdikleri 6rneklere 1s1 transferini randimanli bir sekilde yapamamakla birlikte
tiipiin ylizeyine temas eden 6rnek hacminin sinirli olmasi, PCR protokollerinde belirlenen
sicakliklarin 6rneklerde saglanamamasi veya 6rnegin belirlenen zamandan daha kisa bir
siire final sicakliga maruz kalmasi1 da PCR’1n verimli bir sekilde uygulanmasini engeller.
Bundan dolay1 ince ¢eperli 200 pl’lik tiipler PCR’da tercih edilmelidir. PCR
amplifikasyonu i¢in kullanilan farkli bir tagiyici ortam ise borosilikat cam borucuklardir.
Bunlar i¢inde PCR yapmanin avantajlar1 su sekilde dzetlenebilir; borosilikat kapiller cam
PCR borucuklarin yiizeyiyle maksimum temasa ge¢cmesi, kapiller borucuklarin alev
yardimiyla uglarinin kapatilmasi sonucu buharlagma ve ¢apraz kontaminasyon oraninin en
aza indirgenmesi, borucuklarin 1s1 gegirgenliginin yiiksek olmasi, sonucu PCR Ilehine
cevirmektedir (161).

Gidalari analizinde kullanilan ticari PCR kitleri oldukc¢a az sayidadir. Kanath
etlerinden Salmonella teshisinde halihazirda kullanilan PCR kitleri; BAX™ (Qualicon,
Wilmington, DE, USA), TagMan™ (Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster Cty, CA,

USA), Probelia™ (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes La Coquette, France) olmak iizere
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3 adettir. Her {i¢ kitinde, diger bakterilerle capraz reksiyon olusturmaksizin Salmonella
deteksiyonunda giivenilir bir sekilde kullamlabilecegi, fakat Probelia™ (163, 164),
TagMan™ PCR’1n (165, 166) 10* cfu ml™ esik duyarlilig ile 10°-10" esik duyarliligma
sahip BAX™ PCR’na (41, 58, 167) gore daha hassas oldugu vurgulanmaktadir. Ayrica
Probelia™ (163, 164), TagMan™"in (165, 166) 96 gozliik pleytler olmasi dolayisiyla ¢ok
sayida 6rnegin incelenmesine olanak sagladigi rapor edilmistir. BAX™ PCR kitinin, PCR
icin gerekli olan primerler, enzim, deoksiriboniikleotidler gibi tiim reagentlerin basit
liyofilize bir tablet icerisinde bulundurmasi ve bu nedenle laboratuvarlarda molekiiler
biyoloji agisindan gerekli tecriibesi bulunmayan laboratuvar ¢alisanlarinin olast
manuplasyon hatalarin bertaraf ettigi bildirilmistir (41, 58, 167). Bailey ve arkadaslar
(167), kitlerle Sa/monella aranmasini kanatl karkaslarindan ve tiiketime hazir kanath
iriinlerinden, konvansiyonel kiiltiirel metodla karsilastirildiginda 2-3 giin, ELISA ve
genetik hibridizasyon metodlari ile karsilastirildiginda 1 giin avantaji oldugunu
belirtmislerdir. Fakat her ii¢ kitte de, PCR’dan 6nce 16-20 saatlik 6nzenginlestirme
kiiltiirleri uygulanmstir.

Salmonella PCR calismalarinda, Salmonella DNA’smin hedef bolgeleri olarak »fb
gene (46), OriC; origin of replication (replikasyon baglangi¢ bolgesi) (47), invA gene
(invazyon A geninin bir bolgesi) (48), spvR-gene (Salmonella virulence plasmid genleri)
(49), iroB genes (Fur-regulated gene) (50), OmpC geni (outer membran protein genleri)
(51), fliC geni (52), sefA geni (53), 1S200 (158), 16S rRNA gene (rDNA) sekanslar1 (159,
168-171) kullanilmastir. S. enterica ve S. bongori olmak iizere tim Salmonella tiirlerinde
mevcut olmasi (22) ve daha 6nce Rahn ve arkadaslari (48), tarafindan 6zglinliigiiniin
kanitlanmasi dolayisiyla bu ¢aligmada invA geni segilmistir.

Niikleik asitlerin spesifik fragmanlarinin amplifikasyonu ile gergeklestirilen PCR
teknolojisinin iire, kan, serebrospinal s1vi, diski kloakal svab gibi klinik 6rneklerden,
kiimeslerden alinan ¢evresel 6rneklerden ve gida 6rneklerinden direk spesifik patojenin
identifikasyonu i¢in kullanimindaki en biiyiik engel 6rnekler icerisinde mevcut olan
inhibitor substanslardir (54, 141, 142). Bundan dolayi, inhibitor substanslarin elimine
edilmesi amactyla DNA ekstraksiyon prosediirlerinden faydalanilmaktadir. Bu prosediirler
genellikle bir gecelik 6nzenginlestirme basamagindan sonra, proteinaz K (56), guanidine
isothiocyanate (172), DNA baglayan matriksler (173), phenol-chloroform (174),
santrifiigasyon ve filtrasyon (175), Salmonella spp.’ye kars1 antikor kapli manyetik
boncuklarin (176) kullanimi ile uygulanmaktadir. Fakat birgogu PCR’dan dnce ¢ok sayida
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manuplasyon gerektirdigi i¢in drnekler arasinda ¢apraz kontaminasyon sekillenmesi
olasidir. Digk: 6rneklerinden Salmonella aranmasi i¢cin PCR’dan 6nce DNA
ekstraksiyonunun yapilmasindaki amag; diski igerisinde mevcut olan bilurubin, safra
tuzlar1 gibi substanslarin reaksiyonu inhibe etmesi nedenlidir (177). Gida 6rneklerine PCR
uygulamasi sirasinda mikrobiyal metabolitler ve gida 6geleri, reaksiyonun sekillenmesini
engelleyebilmektedir. Gidalarda bulunan inhibitorler tam olarak karakterize edilmediyse
de, inhibisyonu hiicre lizisini engelleyerek, niikleik asitleri degrade ederek veya niikleik
asitlere baglanarak, DNA polymerase’1 inhibe ederek veya primer-DNA template anneling
reaksiyonunun sekillenmesini bloke ederek yaptiklari seklinde goriigler mevcuttur (162).
PCR reaksiyonlarinin inhibisyonu diisiik saptama duyarliligi nedeniyle yanlig-negatif
sonuca neden olabilir. Gida 6rneklerinin kompozisyonlarindaki farkliliklar, farkl
ekstraksiyon prosediirlerine gereksinim duyulmasina neden olur. Gidalarda 6zellikle
organik, fenolik bilesikler, glikojen, yag ve kalsiyum gibi gida matriksleri DNA
amplifikasyonunun engellenmesine neden olmaktadir (178). Soumet ve arkadaslari (56),
tavuk tirtinlerine uyguladiklari 4 farklt DNA ekstraksiyon prosediirleri sonucunda,
proteinaz K ve/veya santrifiigasyonun en etkili metot oldugunu bildirmislerdir. Li ve
arkadaslar1 (178) kaynatma ve santrifiijiin en etkili ve ucuz metot oldugunu ortaya
koymustur. DNA ekstraksiyonu amaciyla ¢ok sayida kimyasal kullanilmaktaysa da,
bunlarin birgogunun PCR i¢in inhibitér oldugu yadsinilmayacak bir gercektir. Tavuk etleri
ve digki, kloakal svab gibi aranilan patojenin sayisinin diisiik oldugu 6rneklerde
ekstraksiyondan once zenginlestirme yapilmasi saptama duyarliligin arttirdig1 igin birgok
arastirmaci tarafindan onerilmektedir.

PCR sonucu amplifiye olan yiiksek miktardaki Salmonella DNA’smin ilgili gen
parcacigini gdzlemlemek icin gel elektroforezi, ELISA tabanli yontemler ve fluorometrik
yontemlerden faydalanilir. Sa/monella saptanmasi igin spesifik bircok PCR-tabanli metot
tanimlanmustir (46, 48, 49, 58, 157, 164, 165, 179). Elektroforez ve ELISA-tabanli bu
PCR metodlari, PCR firiinlerini sirasiyla, ya ethidium bromide/gel elektroforez ya da post-
PCR hybridization-capture metodlar1 kullanarak goriintiilemektedir. Gel-tabanli metodlar
zahmetli, zaman alic1, daha az duyarliliga sahip olmalarinin yanisira otomotize
edilebilmeleri de zordur. Ayrica ethidium bromide’in ¢evreye toksik etkisi bulunmaktadir.
Hoorfar ve arkadaslari (180), ancak 10° pmol DNA’nin gel elektroforezle saptanabildigini
bildirmektedir. PCR sonrast hybridization capture metodlarinin jel tabanli metodlara gore

daha duyarli ve 6zgiin oldugu, otomatize edilmelerinin daha kolay oldugu rapor edilmistir.
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Fakat bu metodlar, kimi zaman jel tabanli metodlardan daha zahmetli ve zaman alic1 goklu
sinyal gelistirme basamaklar gerektirmektedirler. Diger bir ifade ile, ELISA-tabanh
metodlarda DNA ile birlesen 6zel antikorlara, enzime ve substrata ihtiyac vardir. Her iki
yontemle (jel elektroforezi ve ELISA-tabanli yontemler), PCR iiriinii olusurken
gozlemleyebilmek miimkiin degildir ve PCR f{iriinii 6zenli bir sekilde alinmazsa potansiyel
kontaminasyon kacinilmazdir. PCR teknolojisindeki son yenilikler PCR sonrasi islemi
elimine ederek, PCR iiriiniiniin ger¢ek zamanli (real-time) tespitini olanakli hale
getirmektedir (180, 181). Real-time PCR tamamen kapali1 PCR tiiplerinde devam
ettirilmekte, boylece rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda PCR metodlarinin
uygulanmasinda en énemli problemlerden biri olan ¢apraz-kontaminasyon riski
azaltilmaktadir. Salmonella’nin hizl bir sekilde aranmasini saglamak i¢in PCR {iriinlerinin
farkl floresan-tabanl sistemler kullanarak saptanmasi olanaklidir. Bu nedenle floresan
“intercalating” (olusan DNA iplikgikleri arasina giren ve baglanan) boyalarinin floresan
sinyal olusturma 6zellikleri ve spesifik DNA fragmaninin termal denatiirasyon
karakteristigi kombine edilerek homojen floresan tespit metodlar gelistirilmistir (182,
183). “5 niikleaz” testi ile “quencher dye” ve “reporter dye” ile isaretli olan spesifik
problarla hibridize olmus DNA molekiillerinde , Taq DNA polimerazin 5 —-3 y&niinde
ekzoniikleaz aktivitesi, amplifikasyon esnasinda hibridize olmus problari ayristirarak, PCR
esnasinda her amplifikasyondan sonra “reporter dye”in floresan sinyalindeki artigin
gbzlemlenmesine ve floresan yogunlugunun otomotik olarak dl¢iilebilmesine izin
vermektedir (184, 185). Bu sistemlerin avantaji, PCR {iiriinlinde sekillenmesi olasi olan
potansiyel kontaminasyonu engellemesi ve daha iirlin olusurken, eszamanli olarak, hizli ve
duyarli sonuglarin alinmasidir. Fluorometrik yontemleri konvansiyonel PCR saptama
tekniklerinden 10 kat daha hizli sonug vermekle birlikte (56, 57, 156), duyarlilig1 gel
elektroforeziden yaklagik 100 kat daha fazladir (186).

Gidalarda ve klinik 6rneklerde Sa/monella saptanmasi igin bazt PCR-tabanli kisa siiren
yontemler tanimlanmigtir. Fakat bunlar sadece saf Salmonella kiiltiirlerinin seri
dilusyonlar1 kullanilarak yapay kontamine edilen 6rneklerde denenmistir (52, 56, 187,
188). Gidalarda bulunan salmonellalar saf laboratuvar kiiltiirleriyle ayn fiziksel
kosullarda bulunmadiklari i¢in bu metodlarin duyarliliklarmin giivenilirligi hakkinda
yoruma gidilemez.

Bazi aragtirmalarda, selektif olmayan bir besiyerinde 6n-zenginlestirme basamagindan

sonra zenginlestirme basamagi atlanarak DNA ekstraksiyonununun ardindan direk PCR
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yapildigi bildirilmistir (56, 189). Fakat Salmonella’nin kanatl etleri gibi bakteri yiikii
diisiik kontamine 6rneklerde uniform bir dagilim gostermedigi gozoniinde tutuldugunda,
ornekleme yapildiktan sonra miimkiin olan en kisa zamanda drneklerin ¢aligiimasi
gerekmekte ve teshis sansi azalmaktadir (190).

Zaman ve duyarlilik problemlerinin iistesinden gelebilmek i¢in zenginlestirme
broth’unda 6n inkubasyon ile PCR Salmonella spp. saptanmasinda, insan (46, 54, 176,
191), hayvan (156, 192, 193), gida (58, 59, 194), yem (195, 196) 6rnekleri i¢in
uygulanmistir. Ornekler igerisindeki canl Salmonella sayisindaki artisi takiben testin
duyarliligimin artmasi, bu yontemleri oldukga yararh ve hizli kilmistir (197).
Zenginlestirme broth’u ve PCR kombinasyonu ile ilgili bazi ¢aligmalardan su 6rnekler
verilebilir. Whyte ve arkadaglar1 (198), ticari broiler kesimhane servisinde 40 siiriiden
topladiklar1 toplam 198 boyun derisi 6rneginde, bakteriyoloji ile tiim drneklerin % 16’sinin
(32 ornek) Salmonella spp. ile kontamine oldugunu bulurken, PCR ile test edilen
orneklerdeki Salmonella yikini % 19 (38 6rnek) olarak tespit etmiglerdir. Arastirmacilar,
peptonlu suda 6n-zenginlestirme, RVB’da zenginlestirme sonrasinda oérnekleri PCR ile
incelediklerinde 198 6rnegin 45’°inin (% 23) Salmonella ile kontamine oldugunu ve
zenginlestirme ve PCR’nun kombine kullanildiginda testin duyarliliginin arttigini
bildirmislerdir. Tuchili ve arkadaslar1 (55), kabuk alt1 6liimlerin sekillendigi 45 adet
embryolu yumurtadan direkt PCR ile 20’sinde (% 44.4) Salmonella spp. saptarken,
zenginlestirme ve ardindan PCR uyguladiklarinda 23’iinde (% 51.1) Salmonella spp. tespit
etmiglerdir. Malkawi ve arkadaslar1 (199), tavuk, koyun, sigir etlerinin 6n-zenginlestirme
kiltlirlerini PCR’na uyguladiklarinda Sal/monella yoniinden toplam 300 6rnegin 93’iinii
(% 30) PCR ile, 67’sini bakteriyoloji ile pozitif bulduklarini rapor etmislerdir. Chiu ve
arkadaslar1 (54), insan disk1 6rneklerinden yaptiklar bir ¢calismada, tanimladiklar1 PCR
testinde 2 basamak kullanmislardir. Ilkinde, diskida bulunan bilurubin, safra tuzlar gibi
inhibitor substanslarin eliminasyonunu digkinin 10-20 kath dilusyonlarla GNB (Gram
negatif broth)’ta 6 saatlik inkubasyonla sagladiklarini bildirmislerdir. Ikinci basamakta ise,
arastirmacilar bu kiiltiirleri templeyt olarak kullanarak PCR testini uygulamislardir.
Aragtirmacilar test ettikleri 57 hastanin 40°1nin (% 70) Salmonella ile infekte oldugunu
PCR veya Kkiiltiir ile tespit etmislerdir. Kirk pozitif 6rnek icerisinde, PCR 38 (% 95) diski
orneginde bakteriyi tespit ederken, 16 6rnek kiiltiir ile negatif sonu¢ vermistir. Geriye
kalan 2 6rnegin kiiltiir pozitif, PCR negatif sonu¢ vermesini aragtirmacilar 2 nedene

baglamistir: Dilusyonlarla yeterli diizeyde diisiiriilemeyen inhibitor bilesimlerin anormal

23



konsantrasyonda varligi ve deteksiyon limitinin altinda bakteri bulunmasidir. Boylece
PCR testinin duyarliliginin % 95 olmasina karsin kiiltiirel metodun ki % 60 olarak
bildirilmistir. Cohen ve arkadaglar1 (156), at fekal ve ¢cevresel svab 6rneklerinden
yaptiklari ¢alisma, TTB zenginlestirme-PCR’1n standart kiiltiir metodundan daha fazla
sayida pozitiviteyi yakaldigini ortaya koymustur. Arastirmacilar 152 at fekal 6rneklerinin
26’sinda, 313 ¢evresel svab 6rneginin 8’inde PCR ile Salmonella yoniinde pozitivite tespit
ederken, kiiltiirel metodla her iki 6rnek grubunda da, Salmonella spp. izole
edememislerdir. Waage ve arkadaslar1 (200), non-selektif zenginlestirme ve PCR ile tespit
edilen Salmonella spp. oraninin arttigini rapor etmislerdir. Bailey ve arkadaslar1 (41),
peptonlu suda zenginlestirmenin ardindan PCR yaptiklarinda 50 hindi kiymasinin 28’inde
(% 56) Salmonella tespit ederken, kiiltiirel metodla 25 6rnekte Sa/monella izole
etmislerdir. Ayni arastirmacilar 150 tavuk etine, PCR ve kiiltiirel metodla Salmonella
kontaminasyon oranini sirastyla, % 15 ve % 12 olarak belirlemislerdir.
Onzenginlestirmenin 6rnek igerisindeki az sayidaki bakteriyi konsantre ettigini,
zenginlestirmenin canlt Salmonella hiicrelerinin sayisini arttirdigini ve zenginlestirme
kiiltiirlerine uygulananan PCR’nun bakteriyolojiyle kiyaslandiginda yiiksek duyarhlik ve
ozginliik ile Sa/monella saptayabildigini bildirmislerdir (201, 202).

Bu ¢alismada, zenginlestirmeli kapiller PCR, Salmonella tespiti amaciyla optimize
edildi ve optimize edilen kapiller Salmonella PCR ve BAM (131)’da tanimlanan standart

bakteriyoloji ile tavuk ve hindi etlerinden karsilagtirmali olarak Salmonella arandi.
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GEREC ve YONTEM

GEREC

1. Standart Bakteri Susu: Pasteur Enstitiisii’'nden (Institut Pasteur 28 reu du Dr Roux,
75015 Paris Codex 15, France) saglanan Salmonella Enteritidis 64K susu kapiller PCR

testinin optimize edilmesi amaciyla kullanild.

2. Besiyerleri

2.1. izolasyon besiyerleri: Salmonella izolasyonunda “On-zenginlestirme” (PE) igin
LB (Lactose broth) (Difco, 0004-01-5, Becton Dickinson, USA) ve “Zenginlestirme” (E)
amaciyla (TTB) (Tetrathionate broth base) (Difco, 0104-17-6, Becton Dickinson, USA),
SCB (Selenite Cystine broth) (Difco, 0687-17-1, Becton Dickinson, USA), RVB
(Rappoport Vassiliadis R10 broth) (Difco, 1858-17, Becton Dickinson, USA), selektif
besiyeri olarak XL T4 (Xylose Lysine Tergitol 4) agar (Difco, 0234-17-9, Becton
Dickinson, USA) kullanildi. Besiyerleri tiretici firmalarin belirttigi formulasyona gore

hazirland.

2.2. Biyokimyasal Test Besiyerleri: Salmonellalarin biyokimyasal karakterizasyonu
amaci ile TSI (Triple Sugar Iron) Agar (Difco, 0265-17-1, Becton Dickinson, USA), LI
(Lysine Iron) Agar (Difco, 0849-17-6, Becton Dickinson, USA), Simmons Citrate Agar
(Difco, 0687-17-1, Becton Dickinson, USA) kullanildi. Besiyerleri iiretici firmalarin

belirttigi formulasyona goére hazirlandi.

3. Antiserumlar: Sa/monella izolatlarinin serogruplandirilmasi amaci ile Sa/monella “O”
Antiserum Poly A (Difco, 2534-47-6, Difco Laboratories, Detroit Michigan, USA),
Salmonella “O” Antiserum Poly B (Difco, 2535-47-5, Difco Laboratories, Detroit
Michigan, USA), Salmonella O Antiserum Factor 4 (Difco, 2659-47-5, Difco Laboratories,
Detroit Michigan, USA), Salmonella O Antiserum Factor 5 (Difco, 2660-47-2, Difco
Laboratories, Detroit Michigan, USA), Sa/monella O Antiserum Factor 9 (Difco, 2818-47-
3, Difco Laboratories, Detroit Michigan, USA), Salmonella O Antiserum Factor 12 (Difco,
2779-47-0, Difco Laboratories, Detroit Michigan, USA), Salmonella “O” Antiserum
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Factor 14 (Difco, 2661-47-1, Difco Laboratories, Detroit Michigan, USA), Salmonella
“0” Antiserum Group C1 Factors 6, 7 (Difco, 2949-47-5, Difco Laboratories, Detroit
Michigan, USA), Salmonella “O” Antiserum Group C2 Factors 6, 8 (Difco, 2950-47-1,
Difco Laboratories, Detroit Michigan, USA), Salmonella “O” Antiserum Group E1 Factors
3,10 (Difco, 2952-47-9, Difco Laboratories, Detroit Michigan, USA) kullanildu.

4. Primerler: Daha 6nce Rahn ve arkadaglar1 (48) tarafindan duyarliligi ve 6zgiinligii
belirlenmis olan invA; (Iontek, 0403241456-33, fontek Ltd, Istanbul, Tiirkiye ) ve invA,
(Iontek, 0403241456-34, lontek Ltd, Istanbul, Tiirkiye) kullanildi. invAl ve invA2
niikleotid dizilerine su sekildedir: 5°-GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA-3’
ve 5’-TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC C-3’. Bu primer ¢ifti Expedite DNA
sentezleyicide (Perspective Systems, USA) sentezlenmis ve reverse-faz yiiksek basingl
likit kromotografi (high pressure liquid chromatography) kullanarak (BioCAD700E;
Perspective Systems, USA) saflastirilmistir. Salmonella genus-spesifik primerin amplifiye

ettigi kapiller PCR iiriinii biiyiikliigii 284 baz cifti olarak hesaplandi.

5. PCR Makinasi: Caligmada Air Thermal Cycler Model 1605 (Idaho Techonologies,
USA) hava bazli bir PCR makinasi kullanildi. Makinanin bazi 6zellikleri su sekilde
siralanabilir: Havanin diisiik yogunlugu nedeniyle sogutma ve 1sitmanin hizl
yapilabilmesi, havanin 1s1 iletkenliginin yiiksek olmasi1 nedeniyle PCR basamaklarinin
daha kisa siirelerde ve verimli bir sekilde tamamlanabilmesini saglamaktadir. Bu cycler’in
ozelligi yaklasik 30 siklusluk tiim reaksiyon siiresinin 25-30 dk’da tamamlanabilmesidir.
Calismada kullanilan PCR makinasinda, DNA amplifikasyonu i¢in sicaklik siklus
protokolii; 3 bitis sicaklig1 ve 3 transferin yapildigi sicaklik olmak {izere 6 segmente
ayrilmaktadir. Konvansiyonel PCR makinalar ile kargilagtirildiginda sicaklik transferi
sirasinda harcanan zaman ¢ok kisadir. Bu ¢alismada kullanilan kapiller PCR
borucuklarinda, 25 pl’lik reaksiyon hacminin kapiller borularin yilizeyiyle maksimum
temasa ge¢cmesi, kapiller borucuklarin alev yardimiyla uglarinin kapatilmasi sonucu
buharlagma ve ¢apraz kontaminasyon oraninin minimalize edilmesi, borucuklarin sicaklik
gecirgenliginin yiiksek olmasi, denaturasyon, annealing ve ekstensiyon siiregleri i¢in
gerekli sicakliklara gegisin seri sekillenmesi sonucunda mispriming en aza indirgenmistir.

Bu sayede olusan spesifik iiriin (amplikon) net bir bicimde ortaya koyulabilmistir.
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6. Pipetler: 0.5-10 ul (Eppendorf, 1915724, Ependorf AG, Hamburg, Germany), 2-20 pl
(Eppendorf, 1792574, Ependorf AG, Hamburg, Germany),10-100 pul (Eppendorf, 1740954,
Ependorf AG, Hamburg, Germany), 20-200 pl (Eppendorf, 1858954, Ependorf AG,
Hamburg, Germany ), 100-1000 pl (Eppendorf, 1972784, Ependorf AG, Hamburg,
Germany)’lik pipetler kullanildi.

7. Jel Elektroforez Unitesi ve Reagentler

7.1. Jel Elektroforez Unitesi: Gel elektroforez iinitesi (BIO-RAD, 170-4472, Wide
Mini Sub-Cell GT systems, Bio-Rad Laboratories, Milano, Italy) ve {initenin 2 adet tepsisi
(BIO-RAD, 170-4422, Mini Gel Caster, Bio-Rad Laboratories, Milano, Italy ve BIO-RAD,
170-4416, GT UVTP Gel Tray, 15x10 cm, Bio-Rad Laboratories, Milano, Italy) kullanildi.

7.2. Jel Eletroforez Unitesinin Taraklar: iki farkli tarak kullamldi. Kullanilan
taraklardan biri (BIO-RAD, 170-4445, Sub-Cell Systems Combs, Bio-Rad Laboratories,
Milano, Italy) ile jel {izerinde 0.75mm kalinlikta, 5.52 mm genislikte ve 20.7 pl hacim
alabilen 15 adet kuyucuk elde edildi. Taraklardan ikincisi ile (BIO-RAD, 170-4447, Sub-
Cell Systems Combs, Bio-Rad Laboratories, Milano, Italy), 0.75 mm kalinliginda, 4.84
mm genislikte 18.2 pl hacim alabilen 20 adet kuyucuk agildi.

7.3. Gii¢ Kaynagi: Uriinlerin go¢ etmesi icin gii¢ kaynagi (BIO-RAD, 164-5050,
PowerPac Basic™™ Power Supply, Bio-Rad Laboratories, Milano, Italy) kullanildi.

7.4. DNA Elektroforezinde Kullanilan Buffer’lar ve Solusyonlar

0.5 M Na;EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) pH=8.0 1litre: 186.12 gr
Na,EDTA-2H,0 (Sigma, E-5134, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany)
(Disodium ethylenediaminetetraacetic acid, MW=372.24) 800 ml su i¢ine katilip, manyetik
kanstiric1 (Janke&Kunkel, IKAMAG RH, IKA- Labortechnik)’da ¢ok iyi karigtirilarak
cozdiriildii. pH’y1 8’e ayarlamak igin NAOH (~ 20 gr NAOH peleti) ilave edildi ve
toplam hacim su ilavesi ile 1 It’ye ayarlandi. Hazirlanan karisim 500 ml’lik siselere

boliiniip, otoklave edildi ve oda sicakliginda sakland.

27



50X TAE (Tris-acetate-EDTA) 1 litre: 242 gr Tris (Roche, 708 968, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) 500 ml su i¢inde ¢ozdiiriildii. 57.1 gr glacial
acetic acid (Riedel-de Haen, 27 225, RdH Laborchemikalien GmbH & Co, Seelze,
Germany) ve pH’s1 8 olan 0.5 M Na,EDTA (Sigma, E-5134, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Germany)’dan 100ml karigim i¢ine ilave edildi. Karigimin hacmi 1

It’ye tamamlandi. Karigim oda sicakliginda saklandi.

1X TAE: 50X’lik TAE’den 1X’lik TAE hazirlandi. 20 ml 50X TAE, 980 ml
ddH;O0 igerisine ilave edildi.

Yiikleme Solusyonu: 20 ml’lik mezur i¢ine 3 gr gliserol, 9.5 ml H,0, 0.5 ml 0.5M
Na,EDTA 25 mg bromphenol blue (Sigma, B-5525, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany) ve 25 gr xylene cyanol (Sigma, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,

Steinheim, Germany) ilave edildi. Karigim oda sicakliginda sakland.

Ethidium Bromide Boya Solusyonu: 100 ml ddH,O igerisine 1 gr ethidium
bromide (Sigma, E-8751, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) (2, 7-
Diamino-10 ethyl-9phenyl-phenanthridinium bromide) ilave edilerek 10 mg/ml’lik stok
solusyon hazirlandi. Stok karanlikta +4 °C’de saklandi.

8. Karistirici: Gel elektroforesisi sonrasi jeldeki iirlinlerin ethidium bromide ile
boyanmasi asamasinda karistiricidan (Stuart, Mini Orbital Shaker S05, Staffordshire, UK)

yararlanildi.

9. Ultraviyole Cihaz : Jelin boyanmasini takiben {iriinler UV cihazinda (Vilber Lourmat,

4x6 W- 312 nm tube, Power: 50 W, France) gozlendi.

10. Fotograf Makinasi: UV’de gozlenen iiriinler fotograf makinasi (Polaroid GelCAm,;
Polaraid Corp., Cambridge, USA) ile goriintiilendi.

11. Fotograf Filmi: Polaroid, 667, UK
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12. Kanath Et Ornekleri: Temmuz- Ekim 2004 tarihleri arasinda, Bursa’da bulunan 4
perakende tavuk eti satan marketten 5 farkl firmaya ait but, kanat, gogiis, boyun, biitiin
tavuk olmak {izere 100 adet tavuk eti 6rnegi ile 3 siipermarketten 2 farkli firmaya ait
gogiis, kusbagi-but, parca, kusbasi-fileto olmak iizere 100 adet hindi eti 6rnegi alind.
Tavuk etleri; 4 farkli firmanin perakende satis yapan marketlerinden toplanan toplam 30
adet derili tavuk kanat eti 6rnegi, 2 farkli firmadan 6rneklenen 20 adet derili tavuk but
ornegi, 4 farkli firmadan alinan (C firmasindan 15 adet derili, G, F, E firmalarindan derisiz
boyun eti) toplam 30 adet boyun eti 6rnegi, 2 farkl firmadan saglanan 15 adet derili
gogiis eti ornegi ve 1 slipermarketten 6rneklenen derili 5 biitiin tavuk eti 6rnegi olmak
iizere topland1 (Tablo-1). Hindi et 6rnekleri; 2 farkli firmadan saglanan toplam 50 adet
hindi gogiis eti 6rnegi (derisiz), bir firmadan érneklenen 5 adet kugbasi (derisiz), 5 adet
fileto (derisiz), 15 adet parga (derili), 10 adet kusbasi-fileto (derisiz), 15 adet but-kusbasi
(derisiz) olmak tizere toplandi (Tablo-2). Marketlerde satisa sunulan tavuk ve hindi etleri
rastgele secilerek, herbir 6rnek fermuarli naylon posetlerde buz kaliplar ile laboratuvara
getirildi. Ornekler arasinda ¢apraz kontaminasyon olmamasi i¢in numuneler alinirken her
numune i¢in eldiven degistirildi. Alinan 6rnekler, ayni giin i¢inde laboratuvara getirildi ve

izolasyon c¢alismalarina baglandi.
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Tablo-1 Tavuk eti 6rneklerinin toplandig1 firma kodlar1 ve 6rneklemenin yapildigi isletme

tiirleri
Ornek Tipi Firma kodu Ornek sayis1 (adet) Orneklemenin
yapildigi isletme tiirii

C 10 a
5 a
D 5 a

Kanat
E 5 a
F 5 a
C 10 a

But

D 10 a
C 15 a
G 5* a

Boyun
F 5% a
E 5% a
C 10 a

Gogiis
D 5 a
Biitiin tavuk D 5 b

TOPLAM 5 ADET 100 5 ADET
*: derisiz

a: perakende satis yapan diikkan

b: Siipermarket
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Tablo-2 Hindi eti 6rneklerinin toplandig1 firma kodlar1 ve 6rneklemenin yapildigi isletme

tiirleri
Ornek Tipi Firma kodu Ornek sayis1 (adet) Orneklemenin yapildig
isletme tiirii
A 15 a
20 a
Gogiis B 15 a
Kusbasi B 5 b
Fileto B 5 b
Parga (Derili) B 15 b
Kusbasi-fileto B 10 b
But-kusbas1 B 15 c
a: Bir marketin soguk hava deposu b: A firmasinin Bursa dagitim bayii
a': a marketinde satisa sunulan dokme et ¢ : Siiper markette satisa sunulan et

YONTEM

1. Standart Bakteriyoloji ile Yapay Kontamine Orneklerde Arama Limiti

Hesaplanmasi

Tavuk Eti Orneginin Salmonella-ari Durumunun Tespiti: Yapay ornek hazirlamak
icin markette satisa sunulan bir biitiin tavuk alind1. Oncelikle tavuk etinin Salmonella-ari
olmas1 gerektigi icin tavuk eti 6rneginin Salmonella yoniinden bakteriyolojik analizi
yapildi. Bu amagla; FDA’1in BAM’ 1inda tanimlanan Salmonella izolasyon islemi
uygulandi. Aseptik olarak alinan 25 gr tavuk eti 6rnegi, steril bir parcalayici kabi i¢ine
konuldu ve 6n-zenginlestirme amaciyla tizerine 225 ml steril LB broth eklenerek, 2 dk
karigtirildi. Karigim oda sicakliginda 1 saat inkube edildi ve ardindan zenginlestirme
amactyla icerisinde 10 ml TTB bulunan tiipe 1 ml LB kiiltiiriinden inokule edildi. TTB
kiiltiir 37 °C’de 18 saat inkiibe edildikten sonra, TTB kiiltiirden 20 pl alinarak XLT4
agara gegcildi ve 35 °C’de 24 saat inkube edildi (131). Inkubasyonun sonunda Salmonella-
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ari oldugu tespit edilen tavuk eti 6rnegi ile yapay kontamine 6rnek hazirlamak i¢in

kullanildi.

S. Enteritidis 64K Saf Stok Kiiltiiriindeki Bakteri Sayisinin Hesaplanmasi:
[zolasyon islemine gegmeden once, S. Enteritidis 64K izolatindaki bakteri sayisini
hesaplamak i¢in, 18 saatlik TTB’daki saf stok kiiltiiriin PBS (phosphate buffer saline )’de
10 katli sulandirmasi yapildi ve 103, 10,107, 10, 107, 10%, 10” sulandirmalardan 100
pl alinarak XL T4 agara gecildi. 35 °C’de 24 saat inkubasyon sonrasinda S. Enteritidis
64K saf stok kiiltiiriindeki bakteri sayis1 hesaplandi.

Yapay Kontamine Ornek Hazirlanmasi: izolasyon sonrasi Salmonella-ari oldugu
teyit edilen biitiin tavuk etinden alinan 25’er gr 8 adet tavuk eti 6rneginin her biri steril
parcalayici kap icine koyularak her 6rnek iizerine 225’er ml steril LB eklenerek, 2 dk
karigtirildi. Homojenat igine S. Enteritidis 64 K saf kiiltiirliniin 100, 107, 10'2, 103, 107,
10'5, 10'6, 107°1ik PBS sulandirmalarindan 0.1 ml inokule edildi ve On-zenginlestirme
amaciyla 1 saat oda sicakliginda inkube edildi. Ayni giin, LB’deki herbir 6n-
zenginlestirme kiiltiiriinden, 1’er ml 10 ml TTB ve 10 ml SCB igeren tiiplere, 0.1’er ml 10
ml RVB iceren tiiplere aktarildi. TTB 37 °C’de, SCB 35 °C’de su banyosunda ve RVB 42
°C’de 18 saat zenginlestirme amaciyla inkube edildi. Zenginlestirme islemi sonrasinda,
herbir sulandirmaya ait kiiltiirden 20 pl alinarak XL T4 agara gecildi. 35 °C’de 24 saat
inkube edildi. RVB, SCB ve TTB’un 18 saatlik kiiltiirlerinden 1’er ml eppendorflara
alind1 ve kapiller PCR ile yapay kontamine 6rneklerde arama limiti hesaplanmasi i¢in —20

°C’de sakland:.

Yapay Kontamine Ornekten Standart Bakteriyoloji ile Arama Limiti
Saptanmas:: 18 saatlik TTB, SCB ve TTB kiiltiirlerinin 10”’dan 107"ye kadar olan
sulandirmalarmin XL T4 agarda 35 °C’de 24 saat inkubasyon sonrasinda tiremeler

degerlendirilerek, Sa/monella koloni sayilar belirlendi.

2. Kapiller Polimeraz Zincir Reaksiyonu Optimizasyonu ve Arama Limiti

Saptanmasi

Optimize Edilen Kapiller PCR Reaksiyonu: Tavuk etlerinden Sa/monella PCR
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deteksiyonu i¢in test standart S. Enteritidis 64K susu TTB’da iiretilerek ve XL T4 agar
tizerinde ve %5 koyun kanli agarda saflik kontrolleri yapilarak kullanildi ve farkl
annealing sicakliklarinda ve farkli MgCl, konsantrasyonlarinda kapiller PCR uygulanarak
optimal parametreler saptandi.

25 pl’lik total reaksiyon hacmi icerisinde; 0.3 pl Tag DNA polimeraz (5 U/ pl’lik)
(Roche, 1 418 432, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), 2.5 pul 10X PCR
buffer (3.5 mM MgCl,) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), 0.5 ul ANTP
(deoxynucleotide triphosphate) karisimi (2mM) (Roche, 1 888 412, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany), 1’er pl her primerden (5 pmol/ml) (Iontek, Merter,
Istanbul), 4 pl templete DNA, 0.25 ul bovine serum albumine (2.5 mg/ml) (Roche, 711
454, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), 15.45 ul deiyonize su
bulunmaktadir. Bu karigim brosilikat kapiller tiiplere (Idaho Technologies, USA) ¢ekildi.
PCR inkubasyonlar1 Model 1605 (Idaho Technologies, USA) marka bir DNA air thermal
cycler kullanilarak gergeklestirildi. Siklus sartlar1 su sekildedir: 94 °C’de 20 sn bir
baslangi¢ inkubasyonunu (6n denaturasyon) takiben, 94 °C’de 5 sn denaturasyon, 50 "C’de
5 sn primer baglanmasi (annealing) ve 72 °C’de 20 sn primer uzamasi (extension) 30 siklus
devam ettirildi. Son siklusu takiben, 72 °C’de 5 dk final bir uzama inkubasyonu daha

uygulandi. PCR firiinleri 5 dk. buz {izerinde tutuldu.

Agaroz Jel Hazirlamisi: 15x10 cm GT UVTP Gel Tray (BIO-RAD, 170-4416, Sub-
Cell GT Systems, Bio-Rad Laboratories, Milano, Italy)’de 0.75 cm ytikseklikte %1.8’lik
agaroz jel hazirlamak amaciyla, 1.62gr MP Agarose (Roche, 1 388 991, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) tartildi ve 90 ml 1X TAE bulunan 250 ml’lik erlenmayer
icine kondu ve 25 ml’lik erlenmayer ters ¢evrilerek 250 ml’lik erlenmayerin {izerine
manyetik karistiricida ¢éziinme esnasinda buharlagsma dolayisiyla hacim kaybin1 6nlemek
amacityla kapak vazifesi gérmesi icin kapatildi. Partikiil kalmayimcaya dek manyetik
karistirict da (Janke&Kunkel, IKAMAG RH, IKA- Labortechnik) ¢ozdiiriildii ve sicakligt
60 "C’ye gelinceye dek sogutuldu ve ardindan iizerine 2 adet (BIO-RAD, 170-4445, 170-
4447, Sub-Cell Systems Combs, Bio-rad Laboratories, Milano, Italy) tarak yerlestirilen
15x10 cm GT UVTP Gel Tray (BIO-RAD, 170-4416, Sub-Cell GT Systems, Bio-Rad
Laboratories, Milano, Italy) iizerine balon olusmasina izin vermeksizin 6zenli bir sekilde
dokiildii. 20 dk kadar oda sicakliginda jelin katilagmasi i¢in beklendi. Katilagsma

sekillendikten sonra taraklar 6zenli bir sekilde jelden ¢ikarildi.
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PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

Jel Elektroforezi: Uriiniin gozlenmesi amaciyla agaroz jel {izerindeki kuyucuklara
4ul yiikleme solusyonundan ve 10ul PCR iiriinii konuldu. Elektroforez iglemi, 60 dk 60
V’da PowerPac Basic™ Power Supply (BIO-RAD, 164-5050, PowerPac Basic'™ Power
Supply, Bio-Rad Laboratories, Milano, Italy)’la gergeklestirildi.

Ethidium Bromide ile Boyama: Elektroforez tamamlandiktan olusan iiriinlerin
gozlenebilmesi i¢in bir konteynir iginde karistirict (Stuart, Mini Orbital Shaker S05,
Staffordshire, UK) lizerinde 10 dk ethidium-bromide ile boyama yapildiktan sonra UV
(Vilber Lourmat, 4 x 6 W- 312 nm tube, Power: 50 W, France)cihazinda bantlar gozlendi.
Uriiniin biiyiikliigiinii belirlemek igin 100 bp’lik DNA Agirlik Belirleyicisi 50ug (0,25w/
ul) (Roche; DNA Molecular Weight Marker; XIV, 100 bp ladder, 1 721 933, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) kullanildi. Jel elektroforezi sonrasinda PCR
iiriinleri Polaroid GelCAm (Polaroid Corp., Cambridge, USA) fotograf makinasi ile

goriintiilendi.

Yapay Kontamine Orneklerde Kapiller Polimerize Zincir Reaksiyonu ile
Arama Limiti : izolasyon sonras1 Salmonella-ari oldugu teyit edilen biitiin tavuk etinden
aliman 25’er gr 8 adet tavuk eti 6rneginin her biri steril pargalayici kap i¢ine koyularak her
ornek tlizerine 225’er ml steril LB eklenerek, 2 dk karistirildi. Homojenat igine S.
Enteritidis 64K saf stok kiiltiiriiniin 10°, 10, 107, 107, 10, 10, 10°%, 107"lik PBS
sulandirmalarindan 0.1 ml inokule edildi ve 6n-zenginlestirme amaciyla 1 saat oda
sicakliginda inkube edildi. Aymi giin, LB’deki herbir 6n-zenginlestirme kiiltiiriinden, 1’er
ml 10 ml TTB ve 10 ml SCB igeren tiiplere, 0.1’er ml 10 ml RVB igeren tiiplere aktarildi.
TTB 37 °C’de, SCB 35 °C’de su banyosunda ve RVB 42 °C’de 18 saat zenginlestirme
amaciyla inkube edildi. TTB, SCB, RV’nin 10%°dan 10'7’ye kadarki sulandirmalarindan
1’er ml eppendorflara alind1 ve yapay kontamine 6rneklerde arama limiti hesaplanmasi i¢in

optimize edilen kapiller PCR uygulandi.

3. Kanath Eti Orneklerinden Templeyt DNA hazirlanmasi: Bu amagla, Soumet ve
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arkadaslar1 (56) tarafindan tanimlanan bakteri lizis metodunun, Carl1 ve arkadaslar1 (179)
tarafindan modifiye edilmis sekli kullanildi.

TTB, SCB ve RVB’un 18 saatlik zenginlestirme kiiltiirlerinden Salmonella DNA’si,
Soumet ve arkadaslari (56) tarafindan tanimlanan metodun modifikasyonu ile hazirlandi.
Her 6rnek i¢in, ii¢ zenginlestirme broth’unun 18 saatlik kiiltiirlerinden 1’er ml 8000
rpm’de 4 dk santrifiij edildi. Dipte olusan pelete dokunulmadan siipernatant atildi. Pelet
tizerine 1 ml FTS ilave edilip vortexlendi ve tekrar 3 dk 8000 rpm’de santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra peletin biiyiikliigiine gore 50 ul veya 20 ul deionize su
ilave edilip, pelet iyice siispanse edildi. Siispansiyon 200 pl’lik ince duvarli PCR tiiplerine
(Axygen, 321-02-051, Axygen Scientific, Inc., Union City, USA) aktarild1 ve Air Thermal
Cycler (Model 1605, Idoha Technology, USA)’da 95 °C’de 10 dk. kaynatildiktan sonra,
14.000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatantin 4 pl’si PCR’da “template” olarak
kullanildi.

4. Kanath Eti Ornekleri icin Kapiller PCR: 100 adet tavuk eti ve 100 adet hindi eti
ornegi olmak iizere toplam 200 adet kanath eti 6rneginin FDA’nin BAM’1inda tanimlanan
metoda gore hazirlanan 18 saatlik RVB, TTB, SCB Kkiiltiirlerine kapiller PCR
uygulanmistir (131).

5. Kanath Etleri icin Bakteriyolojik Inceleme: Bu amacla, “FDA’in BAM’mnda
tanimlanan Sa/monella izolasyon islemi uygulandi (131). Aseptik olarak alinan 25 gr
tavuk eti 0rnegi, steril bir parcalayici kabi i¢ine konuldu ve 6n-zenginlestirme amaciyla
iizerine 225 ml steril LB broth eklenerek, 2 dk karistirildi. Homojenat 6n-zenginlestirme
amaciyla 1 saat oda sicakliginda inkube edildi. Ayni giin, LB’deki 6n-zenginlestirme
kiiltiirtinden, Iml 10 ml TTB igeren tiipe aktarildi. TTB 37 °C’de, 18 saat zenginlestirme
amaciyla inkube edildi. Zenginlestirme islemi sonrasinda, zenginlestirme kiiltiiriinden 20
ul alinarak XLT4 agara gegildi ve 35 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkubasyon siiresi
sonunda pleytler lizerinde Sa/monella siipheli koloniler biyokimyasal ve antijenik olarak

karakterize edildi (203).
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BULGULAR

S. Enteritidis 64K Saf Stok Kiiltiiriindeki Bakteri Sayisi: 10°, 10°, 107
sulandirmalarda sirasiyla, 901, 84, 2 bakteri sayildi. S. Enteritidis 64K saf stok

kiiltiriindeki bakteri sayis1 6x10® cfu ml™ olarak hesaplandu.

Yapay Kontamine Ornekten Standart Bakteriyoloji ile Arama Limiti: TTB ve
SCB’nin 10”dan 107ye kadar olan sulandirmalarina ait pleytlerde H,S pozitif olan tipik
Salmonella kolonileri gdzlenirken, RVB’nin 10°°dan 10”’¢ kadar olan sulandirmalaria
ait pleytlerde tireme olmasina ragmen, 10 ve 107 sulandirmalarina ait pleytlerde iireme
gozlenmedi (Tablo-3). Dolayisiyla standart bakteriyolojinin arama limiti TTB ve SCB i¢in
6 cfu ml”, RVB i¢in 600 cfu ml" olarak hesaplandu.

Yapay Kontamine Orneklerde Kapiller Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Arama
Limiti: TTB kiiltiirlerin tiim dilusyonlarinda kapiller PCR ile Sa/monella DNA’s1
belirlendi. SCB kiiltiirlerin sadece 10°-107 sulandirmalarinda kapiller PCR ile Salmonella
DNA’s1 detekte edilebilirken, 10-107 dilusyonlarda herhangi bir bant olusumu
gozlenmedi. RVB kiiltiirlerinde ise, 10°-10° dilusyonlarda Salmonella DNA’s1
belirlenirken, 107 lik dilusyonda bant gézlenmedi (Tablo-3, Sekil-1, 2). Dolayisiyla
kapiller PCR’1n TTB i¢in arama limiti 6 cfu ml™', RVB i¢in 60 cfu ml”, SCB i¢in 6x10*

cfu ml™, olarak hesaplandu.

Tavuk ve Hindi Etlerinde Standart Bakteriyoloji ve Kapiller PCR ile Salmonella
Kontaminasyon Oranlari: Bursa’da Temmuz ve Eyliil aylar1 arasinda marketlerde satisa
sunulan 100 adet tavuk eti 6rnegi ve 100 adet hindi eti 6rnegi olmak iizere toplam 200 adet
kanatl eti 6rneginin; kapiller PCR ile % 4’ii (8 adet) , bakteriyoloji ile % 3’ii (6 adet)
Salmonella spp. ile kontamine bulundu. Kapiller PCR ile tavuk etlerinde Salmonella
kontaminasyon orani, % 8 bulunurken, bakteriyoloji ile tavuk etlerindeki Salmonella yikii
% 6 olarak tespit edildi. Hindi etlerinde ise bakteriyoloji ve kapiller PCR ile Salmonella
tespit edilmedi (Tablo-4).
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Tablo-3 Salmonella Enteritidis 64K saf kiiltiirii ile yapay kontamine edilen tavuk eti
orneklerinin 10 kath sulandirmalarindan kapiller PCR ve reizolasyon sonuglari (deteksiyon

limitleri)

Sulandirmalar ve SE" sayilari PCR" Reizolasyon

TTB® 10° (6x10” cfu ml™) + +

TTB 10" (6x10° cfu ml™)

TTB 107 (6x10° cfu ml™)

TTB 10” (6x10° cfu ml™)

TTB 10™ (6x10° cfu ml™)

TTB 10” (6x10° cfu ml™)

TTB 10° (6x10' cfu ml™)

TTB 107 (6x10° cfu ml™)

SCB® 10° (6x107 cfu ml™)

SCB 107 (6x10° cfu ml™)

SCB 107 (6x10° cfu ml™)

+ 4| | | | | ] ] ] |+

SCB 10~ (6x10* cfu ml™)

SCB 10 (6x10° cfu ml™)

SCB 107 (6x10° cfu ml™)

SCB 10 (6x10" cfu ml™)

SCB 107 (6x10° cfu ml™)

RVB“10° (6x10" cfu ml™)

RVB 107 (6x10° cfu ml™)

RVB 107 (6x10° cfu ml™)

RVB 107 (6x10* cfuml™)

RVB 10 (6x10° cfu ml™)

o o o O O I o o I I N A O Ao (S S N O 0 o R A

RVB 107 (6x10” cfu ml™)

o e I I o I S I

RVB 10° (6x10" cfu ml™)

RVB 107 (6x10° cfu ml™) -

“SE: Salmonella Enteritidis ®SCB: Selenite Cystine broth
°TTB: Tetrathionate broth ‘RVB: Rappaport Vassiliadis broth
¥PCR: Polymerase chain reaction; Polimeraz zincir reaksiyonu

37




Sekil-1 Yapay kontamine edilen tavuk etinin 18 saatlik TTB (Tetrathionate broth) kiiltiirlerinin
kapiller PCR ile arama limitleri;

1. Kulvar: DNA Molekiiler Agirlik Marker’1, Roche, XIV, 100 bp; Kulvar 2: S. Enteritidis 64K
DNA’s1 (pozitif kontrol) kullanilarak izole edilen 284 bp PCR iiriinii; Kulvar 3: deiyonize su
(negatif kontrol) kullanilarak elde edilen PCR {iriinii; Kulvar 4-11: sirasiyla 6x10” cfu ml™, 6x10°
cfuml”, 6x10° cfuml”, 6x10* cfuml”, 6x10° cfuml”, 6x10° cfuml”, 6x10' cfuml”, 6x10° cfu mI
"Jik kiiltiir kullamilarak elde edilen PCR iiriinleri

Sekil-2 Yapay kontamine edilen tavuk etinin 18 saatlik RVB (Rappaport Vassiliadis) kiiltiirlerinin
kapiller PCR ile arama limitleri;

1. Kulvar: DNA Molekiiler Agirlik Marker’1, Roche, XIV, 100 bp; Kulvar 2: S. Enteritidis 64K
DNA’s1 (pozitif kontrol) kullanilarak izole edilen 284 bp PCR iiriinii; Kulvar 3: deiyonize su
(negatif kontrol) kullamilarak elde edilen PCR iiriinii; Kulvar 4-10: sirastyla 6x107 cfu ml”, 6x10°
cfuml”, 6x10° cfu ml”, 6x10* cfu ml™, 6x10° cfu ml™”, 6x10% cfu ml™, 6x10" cfu mI™"lik kiiltiir
kullanilarak elde edilen PCR f{iriinleri
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Tablo-4 Tavuk eti ve hindi eti 6rneklerinden kapiller PCR ve Salmonella izolasyonu

sonuglari

Ornek Tipi Ornek sayis1 PCR* Bakteriyoloji
(adet) adet (%) adet (%)

Tavuk eti 100 8 (% 8) 6 (% 6)

Hindi eti 100 0(% 0) 0(% 0)

TOPLAM 200 8 (% 4) 6 (% 3)

¥ . . . . .
PCR: Polymerase chain reaction; Polimeraz zincir reaksiyonu

C firmasmin 10 adet derili kanat eti 6rneginden, standart bakteriyoloji ve kapiller PCR

ile sirastyla 4 adet (% 13.33) Serogrup D’de yer alan Salmonella izole edilirken, kapiller
PCR ile toplam 8 adet (% 26. 66) Salmonella pozitif 6rek belirlendi (Tablo-5).

Bakteriyoloji ile pozitif bulunan 4 kanat eti 6rnegi kapiller PCR’la da tespit edildi.

Birincil Zenginlestirme kiiltiirlerinin kapiller PCR {izerine etkinligi yoniinden
sonuglar; TTB-PCR kombinasyonuyla 8 adet (% 26.66), SCB-PCR kombinasyonu ile 5
adet (% 16.66), RVB-PCR kombinasyonu ile 7 adet (% 23.33) kanat eti 6rneginde

Salmonella kontaminasyonu belirlendi (Tablo-5).

Aymni firmanin (C firmasi) toplam 15 adet derili boyun eti 6rneginden; bakteriyoloji ile

2 adet (% 6.66) Salmonella spp. izole edilirken, kapiller PCR ile bu 6rneklerde herhangi

bir Sa/monella kontaminasyonu (% 0.00) belirlenmedi. C firmasinin 2 adet boyun eti

orneginden izole edilen Salmonella spp. izolatlarinin her ikisi de, Salmonella “O”

Antiserum Poly A (Difco, 2534-47-6, Difco Laboratories, Detroit Michigan, USA) ve

Salmonella O Antiserum Factor 5 (2660-47-2, Difco) ile aglutinasyon veren Serogrup B’de

yer alan Salmonella olarak belirlendi.

Toplam 100 adet tavuk eti 6rneginde TTB-PCR, RVB-PCR, SCB-PCR ve

bakteriyoloji ile Salmonella kontaminasyon oranlar sirasiyla; % 8, % 7, % 5 ve % 6

bulundu (Tablo-5).
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Tablo-5 Tavuk eti 6rneklerinin TTB, RVB, SCB olmak {izere 3 farkli zenginlestirme

yapilarak kapiller PCR ve TTB’de zenginlestirmeden sonraki bakteriyoloji sonuglari

Ornek Tipi Ornek TTB°-PCR | RVBf-PCR | SCB°-PCR | Bakteriyoloji
Sayisi1 (adet) adet (%) adet (%) adet (%) adet (%)
Kanat 30 8 (% 26.66) | 7(%23.33) | 5(% 16.66) | 4 (% 13.33)
Salmonella
Serogrup D
But 20 0(% 0) 0(% 0) 0(% 0) 0(% 0)
30 0(% 0) 0(% 0) 0(% 0) 2 (% 6.66)
Boyun Salmonella
Serogrup B
Gogiis 15 0(% 0) 0(% 0) 0(% 0) 0(% 0)
Biitiin tavuk 5 0(% 0) 0 (% 0) 0(% 0) 0 (% 0)
TOPLAM 100 8 (% 8) 7% 7) 5(%5) 6 (% 6)

°TTB: Tetrathionate broth

‘RVB: Rappaport Vassiliadis broth

°SCB: Selenite Cystine broth
PCR: Polymerase chain reaction, polimerize zincir
reaksiyonu

Incelenen hindi eti 6rneklerinde farkl1 zenginlestirme besiyerlerinden alinan 6rneklerle

uygulanan kapiller PCR ve bakteriyoloji ile Salmonella bulunamadi.

Incelenen toplam 75 adet derili tavuk eti drneginden, 8’1 kanat, 2’si boyun eti olmak

tizere 10’nunda Sa/monella kontaminasyonu tespit edildi. Derisiz tavuk eti 6rneklerinde

hem kapiller PCR hem de bakteriyoloji ile Sa/monella saptanmadi..
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TARTISMA ve SONUC

Bu aragtirmanin ilk basamaginda kullanilan test sistemlerinin (standart bakteriyoloji ve
kapiller PCR) arama simirlarini (deteksiyon limitlerini) 6lgmenin anlamli olacagi
diistiniildii. Salmonella izolasyonu amaciyla standart 2 uluslararasi yontem olarak FDA ve
ISO’da tanimlananlardan, FDA y6nteminin kullanimina daha dnceki bir ¢alismamiz
dikkate alinarak karar verildi (183). Salmonella taramalarinda standart olarak kullanilan,
FDA bakteriyolojisinin saptadigi minimum Salmonella sayis1 degisik birincil
zenginlestirme besiyerinde farkli bulundu. Bu sonuglara gore, bakteriyoloji ile birincil
zenginlestirme TTB ve SCB kullaniminin, diger birincil zenginlestirme besiyeri olan
RVB’tan daha duyarl bir bicimde Salmonella saptayabildigi gortildi. TTB ve SCB’nin
bakteriyoloji ile saptama limiti RVB’den100 kat daha fazlaydi. Bdylece, yapay kontamine
orneklerden standart bakteriyoloji ile arama limitinin saptanma deneyi sonucunda, TTB ve
SCB’nin RVB’ye gore bakteriyoloji ile daha giivenilir ve duyarl bir bigimde
kullanilabilecegi saptandi. Daha sonra sadece TTB’nin birincil zenginlestirme besiyerleri
olarak dogal tavuk eti 6rneklerinden Sa/monella izolasyonu amactyla kullanimi tercih
edildi. Bunun yanisira kapiller PCR ¢alismalarinda ise 3 farkli birincil zenginlestirme
besiyerini de kullanmaya ve sonuglarinin nasil olacagini gérmeye karar verildi.

Gidalardan PCR ile Salmonella aranmas1 amaciyla templeyt hazirlamada bir¢cok
yontem kullanilmistir (56, 178). Bazi ¢alismalarda hi¢bir 6nzenginlestirme yapilmaksizin
gida orneklerinden templeyt hazirlanmis (55, 101), bazilarinda birincil zenginlestirme ve
immunomanyetik separasyon yontemleri ve bunlarin kombinasyonlari kullanilmistir (153,
194). Daha onceki deneyimlerimize (179, 204) dayanarak, bu ¢alismada bakteriyolojinin
birincil zenginlestirme basamagindan kapiller PCR 6rnegi ve templeyt hazirlamanin
anlamli olacagini diisiinerek bu ¢alismanin ikinci basamagi olarak, optimize edilen kapiller
PCR’nun Salmonella yapay kontamine TTB, RVB, SCB birincil zenginlestirmelerinden
hazirlanan templeytlerle yapilan kapiller PCR’nda Salmonella arama sinirlarinin sirasiyla,
6 cfu, 60 cfu ve 6x10* cfu mI™" oldugu hesaplandi. Bu sonuglara dayanarak TTB’den
kapiller PCR i¢in templeyt hazirlamanin daha anlamli olacagi belirlenmis oldu.

Bu aragtirmada birincil zenginlestirme besiyerlerinden TTB nin Salmonella ile yapay
kontamine tavuk eti 6rneklerinden templeyt hazirlanarak yapilan kapiller PCR’da verdigi

istlin duyarlilik, ayn1 sekilde dogal kontramine gida drneklerinden kapiller PCR yapildigi
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zamanda saptandi (Tablo-5). Bu durum TTB’un tavuk etlerinden Sa/monella aramada,
kapiller PCR i¢inde templeyt hazirlamak i¢in iyi bir ortam oldugunun teyiti niteligindeydi.
Benzer sonuglara 6rnek olarak, Lin ve Tsen (191)’in yaptig1 ¢alisma verilebilir.
Arastirmacilar bu ¢caligmalarinda Laktoz-TTB kombinasyonu i¢inde yapay kontamine
ornek hazirlayarak templeyt hazirlamislar ve testin duyarliligini 1 cfu bulmuslardir. Yine
Makino ve arkadaslar1 (191)’nin yaptig1 bir bagka calismada sigir digkisi ve et 6rneklerini
TTB’nin bir modifikasyonu olan TTB-Hajna ile yaptiklar1 birincil zenginlestirmelerde
PCR duyarliligini ayni sekilde 1 cfu gr' olarak tespit etmislerdir. Carli ve arkadaslari
(179), tavuk barsak 6rnekleri iceren TTB-Hajna ve TTB’yi yapay olarak Salmonella suslar
ile kontamine ederek yaptiklar1 denemelerinde PCR duyarhliklarii, S. Enteritidis ile 3 cfu,
S. Typhimurium ile 3 cfu, S. Gallinarum ile 7 cfu olarak saptamislardir. Eyigor ve
arkadaslar (183), yapay kontamine ettikleri barsak 6rneklerinin TTB’de zenginlestirmenin
ardindan saptama limitini bu ¢aligmayla ortiisiir sekilde 6 cfu ml ! olarak bulmuslardr.
Calismamiz ve yukaridaki arastirma sonuglari PCR igin templeyt hazirlamada, birincil
zenginlestirme besiyeri olarak TTB’yi kullanmanin yararli oldugunu gosterir niteliktedir.
Bu sonugclarin aksine, Stone ve arkadaslari (192), hayvan diskilarindan Sal/monella PCR
icin primer zenginlestirme besiyeri olarak RVB, TTB, SCB ve BHI broth’u kullanmislar ve
sadece SCB ile 100 cfu mI™, BHI ile ise 80 cfu mI™ duyarlilik saptamislardir.
Aragtirmacilar, TTB ve RVB’nin PCR ig¢in inhibit6ér oldugunu bildirmislerdir. Lin ve
arkadaglar1 (171), siit ve tavuk eti rnekleri ile yaptiklari ¢calismada sadece SCB’yi birincil
zenginlestirmede kullanmiglar ve PCR duyarliligini 1-9 cfu olarak saptamiglardir.

TTB’nin kanatlh eti 6rneklerinde iistiin segiciligi, Salmonella iiremesini provoke ederken,
yarismact mikroflorayi inhibe etmesi ve bundan dolay1 PCR ile daha fazla pozitif sonug
elde edilmesi nedenlidir. Aym1 zamanda, Salmonella PCR icin zenginlestirme broth’u
se¢imi Ornek tipine de bagli olabilir (54, 192). Ciinkii 6rnekteki kompozisyon farkliliklari
zenginlestirme ortamini degistirebilir ve hatta Salmonella iiremesini inhibe edebilir.
Ornegin Stone ve arkadaslar1 (192), memeli (s181r, at) diskilar1 ve doku &rneklerinde BHI
broth’u Salmonella tiremesi icin en iyi zenginlestirme besiyeri olarak tanimlarken, Lin ve
Tsen (191), insan digki 6rnekleri ve gida 6rnekleri igin Laktoz-TTB kullaniminin avantajh
olacagimi rapor etmislerdir. Bu calismalarin disinda, Schrank ve arkadaglar1 (205), SCB ve
TTB kullaniminin, tavuk tiiyii tozlarindan PCR ile Salmonella duyarliligim
degistirmedigini ve duyarliligin her iki zenginlestirme broth’u ile PCR yapildiginda 5.7 cfu

oldugunu bildirmislerdir. Ancak yazarlar, TTB’nin Sa/monella ile deneysel infekte edilen
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bir giinliik civcivlerden alinan sekum ve i¢ organ 6rneklerinin zenginlestirmelerinde daha
etkin oldugunu bildirmislerdir.

Dogal kontamine farkli kanatl 6rneklerinin ve gida 6rneklerinin 6nzenginlestirme ve
birincil zenginlestirmelerinde kullanilan farkli besiyerlerinin Salmonella izolasyonu ve
PCR’1 lizerine birgok ¢alisma vardir (57, 59, 171, 132, 133, 206, 207). Son yillarda birgok
arastiricl primer zenginlestirme yerine dnzenginlestirme besiyerlerinden direk 6rnek alarak
PCR templeyti hazirlamiglardir (208-210). Bu ¢aligmada, gidalardan Salmonella
izolasyonunun dogal siireci icinde bir basamak olan 6nzenginlestirmede LB kullanildig1
halde, bu asamada PCR i¢in templeyt 6rneklemesi yapmadigindan, bu konuda bir yoruma
gitmemiz olanakli olmamustir.

Bu calismada, kapiller PCR ile bakteriyoloji sonuglari karsilastirildiginda TTB ve
RVB birincil zenginlestirmelerden yapilan kapiller PCR’1n bakteriyolojiden daha duyarl
bir bigimde Salmonella saptadig1 gozlendi (Tablo-5). Ancak SCB’den yapilan kapiller
PCR ile Salmonella aranmasi, standart bakteriyolojinin altinda kalmistir. Bu durum,
Eyigor ve arkadaslar1 (183)’nin kanath 6rnekleri ile yaptiklar1 caligmalarin bulgularinin
bir kismu ile ortiisiir goziikkmektedir. Bunun bir nedeni arastirmalarinda primer
zenginlestirme besiyeri olarak bu ¢alismadaki besiyerlerinden biri olan TTB kullanmalar
olabilir. Bir diger benzerlik ise kullandiklar1 PCR sisteminin kapiller PCR’1n
modifikasyonu olugudur. Ayni durum ayrica, laboratuvarimizda daha 6nce tavuk
diskilariyla yapilan bir bagka ¢alismada da rapor edilmistir (179). Kapiller PCR olmasa da,
PCR ile bakteriyolojiyi Sa/monella taramalarinda kullanan ve karsilastiran bircok
arastirmaci vardir (201, 202, 205, 207).

Salmonella aranmasinda PCR’unun bakteriyolojiye gore etkin oldugunu saptayan
arastirmalara ilk 6rnek Fratamico (166)’nun ¢alismasini verebiliriz. Bu ¢alismalarinda
hindi etlerinde kiiltiir ile % 16.8 oraninda Salmonella saptarken, PCR ile % 24 oraninda
pozitivite saptamuglardir. Ayni arastirmacilar kiiltiir ve PCR ile tavuk etlerinde % 18 ve %
28.5 oranlarinda pozitiflik belirlemislerdir. Yine bagka bir aragtirmada 103 degisik kanath
ornegi timiiyle degerlendirildiginde Salmonella varligi PCR ile 41 adet 6rnekte,
bakteriyoloji ile 18 adet 6rnekte saptanmistir (211). PCR’nun bakteriyolojiye gore benzer
sonuclar farkli klinik ve dogal 6rnekler igeren baska arastirmalar1 da literatiirde gérmek
olanaklidir (200, 201, 204). Genel olarak PCR’1n Salmonella bakteriyolojisine gore
etkinliginin nedeni olan faktorler su sekilde siralanmaktadir: Dogal kontamine

orneklerdeki salmonellalar atipik biyokimyasal karakter gosterebilirler ve Sa/monella
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hiicreleri canlh fakat kiiltiirleri yapilabilir statiilerde olmayabilirler (101, 180).

Salmonella aranmasinda PCR’1n bakteriyolojiye gore daha etkin oldugunu rapor eden
caligmalarin tersine, bakteriyolojinin daha duyarh oldugunu saptayan arastirmalar da
bulunmaktadir (157, 179). Ornegin Soumet ve arkadaslar1 (157), 207 tavuk eti drnegini
analiz etmisler ve bu 6rneklerin kiiltiir ile 7 adedinde daha fazla Salmonella izole
etmiglerdir. Carli ve arkadaslar1 (179), 50 ileosekal 6rnegin 35’ini PCR ile pozitif
bulurken, bakteriyoloji ile 42 pozitivite saptamiglardir. Bu ¢alismalarda yazarlar,
bakteriyolojinin PCR iistiinliigiiniin nedenlerini gida ve barsak 6rneklerinde PCR’unu
inhibe edici maddelerin, tiim purifikasyon islemlerinden sonra bile kalic1 olmasi ve
ornekler icinde PCR deteksiyon limiti altinda Sa/monella DNA’sinin PCR reaksiyonuna
girmesi seklinde vermiglerdir.

PCR ve bakteriyolojinin biribirine iistlinliiklerinin yanisira, sonuglarinin ayni sekilde
rapor edildigi calismalar da bulunmaktadir (185, 197). Bu galigmalarin iginde de birincil
zenginlestirme basamagindan PCR templeyt 6rnekleri alindigi icin, eger drnek iginde
yeterli sayida Salmonella igerilirse, PCR ve bakteriyoloji de hata yapilmadigi da var
sayildiginda, bu tip bir sonucun normal olacagi da bildirilmektedir.

Bu calismada, kanat, but, boyun, gogiis ve biitiin tavuk olmak iizere toplanan tavuk eti
orneklerinden, en ¢ok Salmonella izolasyonu, kanat (derili) bolgesinden yapilmistir. Bu
bolgeyi ikinci sirada boyun (15’1 derili, 15’1 derisiz) bolgesi izlemektedir. Bu calisma ile
paralel olarak, arastirmacilar, boyun ve kanatlarda Salmonella izolasyon oraninin yiiksek
olmasinin nedenini; kesim agamasinda hayvanlarin bas asag1 ayaklardan asilmasi sonucu
suyun ayaklardan akarak, su damlalarinin en son boyun ve kanatlara toplanmasi ve
kontamine mikrofloranin potansiyel olarak buralarda lokalizasyon gostermesi seklinde
agiklamiglardir (42, 43, 91).

Bu calismada, FDA’1in BAM’inda yer alan etlerden Salmonella izolasyon prosediiriine
bagh kalarak 25’er gr kanath eti 6rnegi alind1 (131). Kotula ve arkadaslari (42), broiler
derilerinden yaptiklar1 Salmonella izolasyon ¢aligmasinda 1, 5, 10’ar gr aldiklar1 boyun,
g0gis, vent derisi orneklerinde, 5-10’ar gram 6rnekten Sa/monella izolasyon sansinin 1 gr
ornege gore daha yiiksek oldugunu belirtmiglerdir. Sonug olarak, alinan deri miktarinin
fazla olmasinin intraselliiler bakteri olan Sa/monella’niun izolasyon sansini arttirdigini
bulmuslardir. Buna karsin; FDA’in BAM’inda alinmasi gereken miktar1 25 gr belirtilse de,
aragtirmacilar 25 gr deriyi 6rnek basina toparlamanin giicliigiinden dolay1 6rnekleme

miktarini en fazla 5-10 gr tutulmasinin daha uygun oldugunu rapor etmislerdir.
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Arastirmacilar Salmonella izolasyon oraninin 5 ve 10 gr gégiis derisinde sirasiyla; 3.77
logio cfu/gr, 3.82 logo cfu/gr, boyun derisinde ise sirasiyla; 3.55 logo cfu/gr, 3.66 logjo
cfu/gr oldugunu ve karkas kalitesine zarar vermemesi agisindan boyun derisinden
yapilacak drneklemenin Salmonella izolasyonu i¢in uygun lokalizasyon oldugu kararina
varmiglardir. Tiim arastirmalardan ve ¢alismamizdan ¢ikan sonug; kanatli et 6rneklerinde
orneklemenin yapilacagi yer kadar, alinmasi gereken 6rnek miktarinin Salmonella
izolasyon sansini arttirdig1 yoniindedir.

Calismamizda, C firmasina ait derili boyun eti ve derili kanat eti 6rneklerinde
Salmonella kontaminasyonuna rastlanirken, derisiz boyun eti 6rmeklerinde Salmonella
yiikiine rastlanmamustir. Derili et 6rneklerinde izolasyonun daha yiiksek olmasinin sebebi
su sekilde agiklanabilir: tavuklar yetistirme ve tasinma sekillerinden dolayi, isleme
tinitelerine derileri tizerinde Salmonella’y1 tasimaktadir. Salmonella bakterileri oncelikle
deri iizerindeki su tabakasi ile yakalanmakta ve ardindan suya daldirildiktan sonra sirt ve
deri iizerinde yarik ve ¢atlaklar tarafindan tutulduklar1 yerlerde deri icerisine go¢
etmektedir (212). Calismaya paralel olarak, Uyttendaele ve arkadaslar1 (43), Belgika’da
perakende kanath eti satan diikkanlarda yaptiklar1 izolasyon c¢aligmasi sonucunda; derili
kanat ve but 6rneklerinden 183 6rnegin 86’sim1 Salmonella ile kontamine bulurken, derisiz
islenmis tavuk eti 6rneklerinde Sa/monella kontaminasyon oranini 63/182 bulmuslardir.

Bu calisma ile Bursa’da Temmuz-Eyliil aylar1 arasinda perakende satig yapan
diikkanlardan 6rneklenen tavuk ve siiper marketlerde satisa sunulan hindi etlerinde
Salmonella insidensi sirastyla, % 8 ve % 0 bulundu. Tavuk etlerinden yapilan izolasyon
sonucunda serogrup D ve serogrup B’de yer alan Salmonella’lar tespit edilmistir. Diinyada
kanath etlerinden Sa/monella izolasyon ¢alismalari ile ilgiler veriler genel bilgiler
kisminda verildigi i¢in burada tekrar yinelenmeyecektir. Fakat iilkemizde konuyla ilgili
caligmalardan birka¢ 6rnek vermek gerekirse; Bekar ve arkadaslar (213), tavuk
mezbahalarin1 Salmonella yoniinden taradiklari ¢aligmalarinda, Etlik Hayvan Hastaliklar
Aragtirma Enstitilisti, Pendik Arastirma Enstitiisii, Bornova Hayvan Asilar1 Merkez Kontrol
Enstitiisii ve Adana Hayvan Hastaliklar1 Arastirma Enstitiisii’nde sirasiyla inceledikleri
1704 6rnekte Salmonella kontaminasyon oranint % 5.046, 1356 6rnekte % 1.17, 1580
ornekte % 0.69 ve 1598 ornekte % 0.18 olarak tespit etmislerdir. Sarimehmetoglu ve
arkadaslar (214), 3 farkli kesimhanenin farkli platformlarindan topladiklar tavuk etleri ile
yaptiklar1 ¢alismada toplam 270 6rnekten 89 unun Salmonella ile kontamine oldugunu

bildirirken, Kalender ve Muz (215), 365’1 kesimhaneden toplanan ve 162’si hastalik
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siiphesiyle Elazig Veteriner ve kontrol Aragtirma Enstitiisiine getirilen toplam 527 tavugun
%>57’sinden Salmonella izole etmislerdir. Calismamizda kanatli etlerinden Salmonella
aranmas1 konusunda kapiller PCR kullanimu literatiirde yapilmis ilk denemedir. Bu
calisma ile toplam PCR siiresi, konvansiyonel PCR’a gore 3-4 saat arasinda azaltilmis oldu
(179, 216). Kapiller PCR’da zamanin kisa olmasinin nedeni, kapiller borucuklar
cevresinde donen havanin 1sitilmasidir. Konvansiyonel PCR’da ise bilindigi gibi, PCR
tiipleri ¢cevresini saran metal bloklar ¢cevresinde donen sivi 1sitilmaktadir (161, 216, 217).
Bu durum annealing, ekstensiyon ve denaturasyon siirelerinin uzamasina neden
olmaktadir. Kapiller PCR’da, PCR basamaklarinda olugsan zaman kisalmasiyla primerlerin
yanlis baglanmasi sansi en aza indirgendigi i¢in, spesifik PCR iirlinii alma miktarinda da
artis olusu bir baska 6zelligidir. (161, 216, 217).

Sonug olarak bu tez ¢aligmasiyla tavuk ve hindi etlerinde bakteriyolojik yonteme
paralel olarak Salmonella aranmasi igin, diger konvansiyonel PCR’lara gore ¢ok daha kisa

siirede ve etkin bir sekilde sonug veren kapiller Sa/monella PCR testi gelistirilmis oldu.
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