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TURKCE OZET

BROYLER YENILEBILIR IC ORGANLARINDA SALMONELLA
VARLIGININ ISO 6579-1:2017 VE SALMONELLA-SPESIiFiK REAL-TIME
PCR iLE BELIRLENMESI

Calismada, bir kanatl kesimhanesinde kesilen broylerlere ait sevkiyat dncesi
paketlenmis yenilebilir i¢ organlardan karaciger, kalp, dalak (KKD) ve taslik (T)
orneklerinden izole edilen salmonellalarin varligi ve serotipinin belirlenmesi
amaciyla sirasiyla uluslararasi referans metot olan revize ISO 6579:2017-1 ve ISO
6579:2014-3 kullanimi yan1 sira metot etkinliginin Salmonella-spesifik real-time
PCR (Salm-PCR) ve S. Enteritidis ve S. Typhimurium spesifik r-PCR (SE/ST-PCR)
ile dogrulanarak degerlendirilmesi amaglandi. Bunun i¢in, 30 KKD ile 30 T olmak
lizere toplamda 60 6rnek Salmonella varligi yoniinden ISO 6579:2017-1 ile analiz
edildi. Tir ve SE/ST serovar dogrulamas sirastyla Salm-PCR ve SE/ST-PCR ile,
SE/ST-PCR ile konvansiyonel serotiplendirme arasindaki uyum ise ISO 16140-
6:2019 degerlendirildi.

Tim KKD (%100,00-30/30) ve %90,00 T (27/30) o6rneginin Salmonella
tasidigi, genel prevalansin %95,00 (57/60) oldugu bulunurken Salm-PCR ile
izolatlarin tiimiiniin  (%100) Salmonella oldugu dogrulandi. Konvansiyonel
serotiplendirme ile broyler yenilebilir i¢ organlarinda en yiiksek diizeyde bulunan
serovarin S. Virchow (%80,70-46/57), bunu %19,30 (11/57) ile S. Enteritidis’in
izledigi tespit edildi. Konvansiyonel serotiplendirmenin S. Enteritidis olarak
saptadigi bir T izolati, SE/ST-PCR ile tespit edimedi (%17,54-10/57). Yiiksek rolatif
dogruluk (%98,25), duyarlilik (%100,00) ve 06zgiinlik (%100,00) degerleri ile
yontemler arasindaki yiiksek uyum (x: 0,94), SE/ST-PCR’1n, SE/ST deteksiyonunda
konvansiyonel serotiplendirmeye alternatif olarak kullanilabilecegini gdsterdi.

Kesimhane kaynakli broyler yenilebilir i¢ organlarinda tespit edilen yiiksek
Salmonella prevalansinin, bu patojeni ilk kez en yiliksek duyarlilik ve 6zgiinliikle
tespit edebilen uluslararas1 referans bakteriyolojik metot ile belirlendigi ¢aligma
verileri, orijinal nitelikte olup halk saglig1 yoniinden énem arz etmektedir. Ayrica,
dominant serovar olarak S. Virchow’un bulunmasi, S. Enteritidis’in nispeten diisiik
prevalansta olup Orneklerin hig¢birinde S. Typhimurium’a rastlanilmamasi, kanath
endiistrisinde sirkYle eden g¥Yncel serovar bilgisi a*3s6ndan ulusal/uluslararasé
literatlire ve mevzuata tarafsiz veri olusturacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella, broyler, yenilebilir i¢ organ, ISO 6579-1:2017,
real-time PCR
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INGILIiZCE OZET

DETERMINATION OF SALMONELLA PRESENCE IN BROILER
INTERNAL EDIBLE ORGANS BY ISO 6579-1:2017 AND SALMONELLA-
SPECIFIC REAL-TIME PCR

This study aimed to determine the presence and serotype of salmonellae in
packaged pre-shipment edible internal organ samples as liver, heart, spleen (LHS)
and gizzard (G) of slaughtered broilers by international reference methods as revised
ISO 6579:2017-1 and ISO 6579:2014-3, respectively, and also to evaluate and verify
method efficiency of Salmonella-specific real-time PCR (Salm-PCR) and S.
Enteritidis and S. Typhimurium specific r-PCR (SE/ST-PCR). For this, a total of 60
samples, comprised of 30 LHS and 30 G, were analyzed by ISO 6579:2017-1 for the
presence of Salmonella. Species and serovar verification was performed by Salm-
PCR and SE/ST-PCR, respectively, where agreement between SE/ST-PCR and
conventional serotyping was evaluated according to ISO 16140-6:2019.

All LHS (100,00%-30/30) and 90,00% (27/30) of G samples harbored
Salmonella with an overall prevalence of 95,00% (57/60) in all samples examined,
where all isolates were confirmed as Salmonella by Salm-PCR. Conventional
serotyping revealed the most prevalent serovar in broiler edible internal organs as S.
Virchow (80,70%-46/57), followed by S. Enteritidis 19,30% (11/57). SE/ST-PCR
(%17,54-10/57) could not detect one G isolate, which was serotyped as S. Enteritidis
by conventional serotyping. High relative accuracy (98,25%), sensitivity (100,00%)
and specificity (100,00%) and agreement between methods (k: 0,94) revealed SE/ST-
PCR as an alternative in SE/ST detection to conventional serotyping.

Data on high Salmonella prevalence in broiler edible organs of
slaughterhouse origin, and detection of the pathogen by using an internationally
recognized reference bacteriological method of high sensitivity and specificity is of
significance for public health. Additionally, idenitification of S. Virchow as the
dominant serovar, a relatively lower prevalence of S. Enteritidis with no detection of
S. Typhimurium from the samples, would be of use as unbiased and up to date
circulating serovar information in poultry industry, both for national/international
literature and legal regulations.

Keywords: Salmonella, broiler, edible internal organ, ISO 6579-1:2017, real-time
PCR
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Doktora/ Yiiksek Lisans tezi olarak sundugum “Broyler Yenilebilir i¢ Organlarinda
Salmonella Varliginin ISO 6579-1:2017 Ve Salmonella-Spesifik Real-Time PCR ile
Belirlenmesi ”baslikli tez 6. Kiiresel Siirdiiriilebilir Kalkinma Hedefleri ile iliskilidir.



1.GIRiS

Salmonella evcil hayvanlarda ve -iftlik hayvanlarbnda, bu hayvanlaron
yetistirildigi ve iirline doniistiiriildiigi alanlarda ve islendikleri iirlinlerde bulunma
olasilig1 olan 6nemli bir patojendir. Kanath eti ile ‘yenilebilir i¢ organlar1® 6zellikle
tashik ve karaciger bu patojenin rezervuarlaridir. Bagirsaklarin yaninda karaciger,
safra kesesi, dalak ve sekum tavuklarda, dolayisi ile broylerlerde Salmonella
rezervuart olarak bilinmektedir (Cox ve ark., 2007; Gast, Guraya, Jones, &
Anderson, 2013; He, Tian, Qian, Cheng, & Deng, 2010) Perakende veya
kesimhaneden elde edilen broyler karaciger drneklerinde Salmonelladnin prevalansi
Diinya’da %2,74 ile %90 arasinda (Abdellah, Fouzia, Abdelkader, Rachida, &
Mouloud, 2009;Cox ve ark., 2007; Sedeik ve ark., 2019 iilkemizde yapilan
«ald!malarda ise %2,4 ile %33,8¢(li, Bieer, Kahraman, Telli, & Do'ruer, 2018;
YYksel, ,etin, & Sert 2019 araliginda rapor edilmistir.

Kanatld hayvan karkas®, Ylkemiztitayvansal Goédalar isin ...zel Hijyen
Kurallard Y3netmelili (TYrkiye Goda KodekgiGK], 2011)Onin 4. Maddesi (Y)
fikrasinda “Teknigine uygun kesilmis, kan1 akitilmus, tiiyleri yolunmus, bobrek harig
olmak iizere i¢ organlar1 ¢ikartilmig, yikama ve sogutma islemi gdrmiis, suyu
sizdirilmig kanatli hayvanin biitiin halindeki govdesi”, sakatat ise (gg) fikrasinda “i¢
organlar ve kan dahil karkas haricindeki et” olarak tanimlanmistir.O Q\ym
Ynetmelilin OEt YrYnlerinde hammadde kullandm&0 séndrlamalarénd belirleyen 33
MaddesiOnde de kanatld hayvanlara ait ibik, kulaklar, gerdan ve ibik bari@kiet,
bas, ayak, yemek borusu, kursak, bagirsaklar ve genital organlarin herhangi bir {iriin
tretiminde  kullanilamayacagi belirtilmistir. Bu {i¢ tanim g6z Onilinde
bulunduruldu'unda kesilen bir broylerin eti ve karkas Yzerinde kalan b3sbrek
haricinde (YrYaislenme dahil) yenilmesine izin verilen i¢ organlari ‘karaciger, kalp,
dalak ve taslik’ olarak belirlenmektedir (TGK, 2011).

20120de Amerika Birlelik Devletleri (ABD) Tardm Bakanld"d Gdda GYvenli'i
ve Teftis Hizmetleri (USDA-FSIS, 2018) tarafdndan -eeliil perakende broyler
etlerinde Salmonellavarld!6nén tarand®!6 bir sSrveyde yenilebilir ie organlarda
Salmonellabulunma oran1 %40,4 olarak rapor edilmistir (USDA-FSIS, 2012)2019
ydlonda yapdlan bir eald!mada ise ABDOde perakende ei" karaci'er Srneklerini
%359,4 (148/249)’liniin 6,4 MPN/g ile 2,4 log kob/g seviyelerinde Salmonella tasidigi



bildirilmi'tir (Jung ve ark., 2019)Bu durum, kontamine broyler karacigerlerinin
Salmonellaydniinden buyuk bir tehlike oldu!unu, Grtinde yeter li olmayan 6sdl illem
uygulamalardéndn vauhtemelpost kontaminasyonun, salmonelloz risidbebiile
halk sa!l!6nd tehdit edebilecelini gSstermektedir.

Broyler kesimhanelerinde, et haricinde perakende tYketime sunulan
yenilebilir is organlar olan ta!lok, kalp ve karaci'eri¥fikemizdeki pazar payd ve
tYketim miktarlard resmi olarak bilinmemekle birlikt621 yilinda, Tiirkiye’de kisi
basina diisen broyler eti tiiketimi (kg) miktar1 20,680dir (Beyaz Et Sanayicileri ve
DamdzIokedlard Birlili Derne!i [BESBIR], 2022). Diinya ¢apindaki broyler eti
tYketim miktardndn 202021 yillarindaki ortalamasi ise, (Organization for
Economic Cooperation and Development [OECD]) ve (Food and Agriculture
Organization [FAO])@an almmus verilere gore, 130.832.000 kg’dir (OECD/FAO,
2022). Diinya capinda da broyler i¢ organ tiiketimine yonelik veri bulunmamaktadr,
bu organlardan ozellikle broyler karacigerinin, dana ve kuzu karacigerine kiyasla
oldukca ekonomik ve daha kolay ulasilabilir olmasi nedeni ile talebinin giderek
artti@1 disiiniilmektedir. Bunun yandnda, ta!lok ve kalbin de kdrmdz6 ete gSre *ok daha
ekonomik olmasd nedeni ile 3Szellikle gelir dYzeyi dY!Yk kililerce daha fazla
tYketilebilece!i $ngsrYImektediSaglikli ve diizenli beslenme, bireylerin saglikli bir
yasam siirdiirebilmeleri i¢in gereklidir ve bu ballamda, protein iserili as6sdndan
hayvansal protein ihtiyacondn kar!6lanmasé bYyYk SneAkaidr Yalgin, Ceylan,

& Olhan, 1999). Saglikli bir bireyin giinlik ortalama tiikketmesi gereken 70-gram
proteinin yakla!dk Yste birinin hayvansal kakh gidalardan elde edilmesi
gerekmektedir(Yoruk, & Bolat, 2003). Broyler yenilebilir ie organlarondn sd!6r ve
kuzudakine kdyasla bazd besin Sleleri ySnYnden daha zengin olmasd bu organlardn
tYketiminin art6!6na neden olan bir di"er faktSrdYr. AyrdggdikBabir broyler
karaci'erinin hem demir, magnezyum, esansiyel aminoasitler, protein ve vitamin
B12, niasin ve folat y3nYnden zengifib(-Salem, & Arab, 2010JSDA, 2019,

hem de tYketici a«dséndan s6!6r ve kuzu karacilerine g3re daha ekonomik bir besin
kaynag1 oldugu bilinmektedir (Xiong ve ark., 2017). Broyler karacilerindeki toplam

yag miktarinin diger tiirlere kiyasla daha diisiik olmasi nedeni ile kalorisi de daha az

olan bir iiriin olarak diyette daha ¢ok tercih edilebilmektedir. Broyler kalbinin sigir

ve kuzu kalbine gore demir, magnezyum, vitamin B12, riboflavin, pantotenik asit ve



folat miktardndn ise daha yYksek oldulu rapor edilmi"tir. Ayrdca, ta"lok da ya! ve
enerjisi diisiik, protein oram1 yiiksek, ekonomik bir besin kaynagi olarak
belirtiimektedir (USDA, 2019). Broylerlerde SalmonellaOndn diler yenilebilir ie
organlar olan kalp, dalak ve talldkta bulunma oranlardndn perakende ya da illetmeden
alénan 3rneklerin incelendili sdndrld sayddaki ald"mada; etkenin kalpte DYnyaOda
%14-80 (Fowler, Sharma, Pan Singh, & Wilkins, 2021; Jerngklinchani,
Koowatananukuv, Daengprom, & Saitanu, 1994; Sodagari, Mashak, &
Ghadimianazar 2015)YrkiyeOde ise %Q7 (Oral, & TYrkyilmaz, 2008; Telli ve
ark., 2018 oraninda; dalakta Diinya’da %7,5-11 orandndaSérba ve ark.., 2020;
Sedeik ve ark., 20)9tashkta ise Diinya’da %2,1-80, TYrkiyeOde % (Acarsz,
Girler, Kara, Arslan, & Zembheri, 2018; Al, Hizlisoy, Ertas, Yildirim, & Goniilalan,
2016) oranlarinda bulundugu bildirilmistir. Tiim bu veriler, bu tiir yenilebilir i¢
organlardon hijyenik kalitesinin v&a/monella bulundurma olasiliginin insan sagligi
ydnYnden Snem arz ettilini gSstermektedir.

Tavuk karacileri, kalp ve ta"lok Ylkemizde birlikte veya ayrd ayr6 olarak daha
-0k sote, kavurma, yalda k&zartma gibi yYksek s@cakisiire ile pisirmeyi
gerektiren teknikler kullandlarak tYketilmektedir. Bu tip tYketimlerde, organlarén tam
olarak pi'mesi ile etkenin elimine edildi"i var say6ld6"6nda, mikrobiyal risk ancak
pi'mi!  Yr¥YnYn sunum 3ncesi post veya sapraz/kros kontaminasyibe
lekillenebilmektedir. Izgara !eklinde tYketimde ise organlarn homojen bir s6l i'leme
tabi ol(a)mama olasilig1 s6z konusudur. Bu nedenle, 1zgara tiiketim diger etlerde de
oldugu gibi tavuk yenilebilir i¢ organlarinda da olas1 bir patojen ile kontamine ise,
etkenin yikimlan(a)mamasi ile gida zehirlenmelerinde risk teskil edebilecektir. Tavuk
karacigeri, lilkemizde ayrica sarkiiterilerde 6zellikle ciger ezmesi vb. farkl: iirlinlere
islenmis sekillerde hazir meze olarak da satilmaktadir. Bu iriinlerin iiretiminde
uygulanan 1s1l islemin, mikrobiyal tehlikeleri elimine edemeyebilecegini gdsteren
caligmalar bulunmaktadir (Jung ve ark., 2019PortoFett ve ark., 2019). Bunun
yaninda, marketlerden perakende satin alinma sonrasinda, tiiketicinin bir¢ok basili
(yemek kitabi, dergi vb) ya da sosyal medya uygulamalarindaki (6r. web sitesi, blog)
kaynaklardan yararlanarak hazirlayacagi ciger ezmesi tariflerinde de yapilan 1sil
islemin derece ve siiresi ile ilgili yetersizlikler oldugu bilinmektedir. Oysaki diler

kanath iirYnlerinde oldu'u gibi tavuk ciler patenin de gdda kaynakld salmonelloz



riskini ortadan kaldirmak amaci ile i¢ sicaklig1 73,9 °C olacak sekilde 1s1l igleme tabi
tutulmas1 gerekmektedir (NACMCF, 2007 USDA-FSIS, 2013). Son 15 yili
kapsayan dsnemde, yeterdilGslem gérmemis tavuk karaciger ezmesi tiiketiminin
ABD’nde ve Birlesik Krallik’da hem salgin hem de bireysel vakalarda en 6nemli
salmonelloz etkeni oldugu rapor edilmistir (CDC, 2012; Lanier, Hale, Geissler, &
Dewey-Mattia 2018).

Kanathi kesimhanelerinde, prosese bagli olarak gerceklesen ve tamamen
onlenemese de asgari diizeye indirilebilen olasi ¢apraz kontaminasyonlara bagl

olarak son iiriinde mikrobiyolojik tehlikeler olugabilmektedir. Mikrobiyal yiikii cok

olan ve bilhassa Salmonella gibi enterik patojeleri bardndéran yenilebilir
organlarin, uygun olmayan kosullarda tiiketicilere ulasmasi sonrasinda, yetersiz
pisirilerek ya da kontamine organlarin diger hazir tiiketilen gidalara bulagmasi ve
tilketilmesi ile vaka veya salgin olarak gdozlemlenen gida zehirlenmeleri meydana
gelmektedir. Halk sagligi agisindan 6nem arz eden bu durum ayrica sektor ve
ticarette de ciddi boyutta ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Diinya ¢apinda olugan
hastaliklarin  bildirildigi (Centers for Disease Control [CDC])’de 2022-2023
yillardonda dana kdyma, un, <! kurabiye hamuru, baldk ve yer fost6!0 ezmesinden
kaynakld gdda zehirlenmesi sonucu salmonellozis vakasd bildirilmiltir (CDC, 2023).
Aynm zamanda 2022’de (Diinya Saghk Orgiiti [WHO])'niin yapmis oldugu
asGklamada dYnyada -eikolataiiMeriyle iligkili 151 salmonellosiz valasi oldugu
bildirilmistir (“Another salmonella case detected in Belgium”, 2023). Ancak kanatlh
yenilebilir i¢ organlarina dair vaka bildirilmemistir

SalmonellaOnén gbddalarda varl!6ndn izlenmesi ile ilgili olavakpaA
Parlementosu ve KonseyiOnin (EC) 2160/2003 NoOlu Y3netmeli!liOnin Ek 110si ile
Avrupa KonseyiOnin (EC) 2073/2005 NoOlu YsnetmeliliOnin Ek 1Qinde deli"iklik
yapdlmas6éna dair 1086/2011 NoOlu ve 27 Ekim 2011 tarihli Avrupa Birlili Komisyon
TYzY'Y Commision Regulation [EU], 201ilgili maddelerine gore; son YrYmlarak
sadece ‘perakende satisa sunulan taze kanathi etinin 25 graminda, EN ISO 6579
Standart metodu v@Vhite - Kauffmann - Le Minor Semas1 (serotiplendirme igin)
kullanilarak test edilmesi sonucunda, GSalmonella enterica sSubsp.enterica serovar
Typhimurium §. Typhimurium) (monofazik S. Typhimurium 1,4, Carramifiana ve

ark. 1997), 12:i- iseren) ve S. Enteritidis@ raf SmrY sYresince bulungeamasd



gerektigi’ bildirilmektedir. Bununla birlikte, kesim hijyeninin iyilestirilmesi, proses
kontrolleri ile kYmeslerdeki biyogYvenlik $nlemlerinin gdzden geeiriimesi amacd ile

illetmede solutma sonrasd karkaslardaalonan birle!tirilmi!  boyun derisi

orneklerinin 25 gramdnda EN ISO 6579 standart metoduSaknonella spp.
varl6!6non belirlenmesi sonrasdnda izolat&arByphimurium veS. Enteritidis olma
olas6ldklard ysnYnden serotiplendiriimeleri gerektili belirtimekte ise de Oyenilebilir
ie organlarcaOSalmonellavarl6!6ndn test ediimesine y3nelik bir yaptdrém henYz
bulunmamaktador.
tlkemizde 2011 ydl6 5996 say0dlo Veteriner Hizmetleri, Bitki Sa!lg!6, Goda ve
Yem KanunuOnun 4. Maddesi, 639 say6ld Gdda Tardém ve Hayvancdldk Bakanl6!60n
Telkilat ve GSrevleri Hakkdnda Kanun HYkmYnde Kararnamenin 7. Maddesi
hYkYmlerine dayandlarak ve Zoonozlar ve Zoonotik Etkenlerin !zlenmesine dair
2003/99/EC saydld Avrupa Birlili Konsey DirektifiOne paralel olarak, géda kaynakl®
bazd zoonozlardn da isinde yer aldd!d MdZy ve Zoonotik Etkenler, !lgili
Antimikrobiyal Direns ve Gdda Kaynakld Salgénlardn !zlenmesi Y3netmeBHO (
2011) yaydmlanmd! ve yaydm tarihinde yYrYrlY"e girmi'tir. Y3netmelik ekinde yer
alan ve izlenmesi 2016 ydlondan itibaren devam eden zaom®zaonotik etkenler
iserisinde Osalmonellozis ve etkenleriO de bulunmaktaddr. Bunun yanénda, TYrk Gdda
Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Y8netmelili TGK, 2017 Ek 1. Goda GYvenilirli!i
KriterleriOne g&re 1.3. Et ve Et tr¥nleri (1.3.3. ,i! kanatld etihazdrlanmd! kanatl®
eti kar6!dmlard), ile Ek 2. fretim Hijyeni KriterleriOne gdre ise 2.1. Et ve et Yr¥nleri
(2.1.5. Broyler ve hindi karkasd)Or@monellavarld!dndn referans metot olarak
gSsterilen EN/ISO 6579 ile test edilmesi ve bu YrYnl&aenon#a bulunmamasd
gerektili bildirilmektedir. Ancak, aynd y3netmelikte Obroyler yenilebilir i
organlardndan® Srnek alma ve illenmesi ile ilgili bir b3IYm bulunmamaktadér. Yasal
dYzeydeki bu bo!lukKSalmonellata!dma olasdld"d oldukea yYksek olan broyler is
organlardndn kontrolsYz tYketiminin halk sa!l6!6nd ciddi boyutta tehdit edebileceline
ilaret etmektedir.
Avrupa Birlili Yye Ylkeleri ile Ylkemizde salmonellalarén gdda ve hayvan
yemi ile sevre ve feees gibi farkld Srnek tiplerinden tespitinde uluslararasé Gold
Standart referans metotlar olarak kabul gsren ve séraséyla OISO 6579:2002 Gdda ve

Hayvan YemlerininMikrobiyolojisi - Salmonellaspp. Tayini isin Yatay MetotO ile



OISO 6579/A1:2007 Géda ve Hayvan Yemlerinin Mikrobiyc!Sasnonellaspp.

Tayini i*in Yatay MetotTadil 1: Ek D: llk tretim Basama"ondan Ba#layarak ,evre
...reklerinde ve Hayvan Dd&!kélardSdimonella spp. TayiniO balldkld iki ayrd
metodun kullandmd benimsenmiltir. Her be! ydlda bir kullandmlarbndaki geri
dsnYlleri, yetersizlikleri/eksiklikleri g3z 3nYnde bulundurularak de"erlendirilip
revize edilen bu standartlaron, 2017 ydlonda yapOlaondsid sonrasdnda; iki ayrd
metot bir araya getiriimi! ve OISO 6579 Seri StandarddOndn birinci b3lYmY, OISO
65791:2017 Gdéda Zinciri Mikrobiyolojistalmonell®ndn Tespiti, Saydmé ve
Serotiplendirilimesi isin Yatay Y3ntemB3IYm 1:Salmonellaspp. Tespiti®larak
yaydmlanma! ve yYrYrlY"e girmiltiSQ, 2017. ORevize ISOO metodundaki bu
deli"iklikler sonrasbnda gereekle"tirilecek olan izolasyon ve identifikasyonlarda,
revizyonlardn sadece prevalans orand Yzerindeki etkisinin de!il aynd zamanda hangi
serovalardn 3ncelikli olarak Yredilinin, hangilerinin ise baskélandd!6ndn do!rulama
(validasyon) «alé!malard dd!6nda ve 3zelidenonellekontaminasyonu ySnYnden
birincil Sneme sahip g6dalar olan yumurta ve broyler etlerinde yapay/do!'al
kontamine Srnekler Wiandlarak bilimsel sald!malar ile de de"erlendiriimes v
desteklenmesi Snerilmektedir.

DYnyaOda ve Ylkemizde bugYne dek yapdlmé! olan ilgili sald!malar ieerisinde;
bu metodun 2019 ydldndan gYnYmYzetadelk d6'kdMthembu, Zishiri, & El
Zowalaty 2019, s6!6r do"k@&(sch, Hotzel, & Methner 2020jodent eti Mlagui—a
Molina, Pons, Beltrin, & MoraleSauti, 202), merkezi sinir sistemi semptomlard
gSsteren tavuklarBadr, Soliman, & Nasef 2020le tavuk eti Mour<o ve ark.,

2020 olmak Yzere farkld Sklerde Salmonellavarld!6nén saptanmasé amacd ile
kullandldd!d tespit edilmitir. Bu tez eald"masd Szelinde delerlendirildilinde ise,
broyler yenilebilir i» organlarénd&almonellavarl6!6nén belirlenmesinde Orevize
ISOO metodunun toplam 45 rnelin 150ini olu"turan perakende karacilerlerde test
edildili O3n +ald"ma0 tarzénda sadece bir adet ara"tdrmandn bulundu'u belirlenmi"tir
(YYksel ve ark., 2099 Dolayds6 ile etkenin broyler arganlaréndaki varld!dndn
revize 1SO ile kapsamld olarak de!erlendirimesi ve bunun yanénda raf 3mrY
oldukea kdsa olan bu YrYnler&almonellatespitinde dolrulama a"amasdnda
Salmonellaspesifik reaitime PCR le desteklenerek etkinli'inin

de!erlendiriimesinin Sncelik ve Snem arz etmesi gYncellilini halen korumaktadar.



Literatiirde broyler ve tavuk yenilebilir i¢ organlarinda Sa/monella varld!dnon
belirlenmesine ySnelik olarak farkld metotlar kullanflarak yap8lma! olan birsok
«ald!ma bulunmaktaddr. Bu @&malardan Szellikle son 20 y6la ait verileri iseren
literatYr incelendilinde,Salmonellatespitinde USDAFSIS metodu Jung ve ark.,
2019, Yikelerin kendi ulusal standartlaF@yier, Estrada, Otero, & Escudero, 2013;
Minharro ve ark., 2015Rojas ve ark 201) ya da ara!tdrmaconon referans aldd"o
farkld izolasyon ve identifikasyon yakla!omlar@diti¢llah ve ark., 2009Abd El-

Aziz, 2013 Fowler ve ark., 2021; Freitas ve ark., 2010; Molla, & Mesfin, 2003;
Procura, Bueno, Bruno, & RogZ, 20B&deik ve d., 2019; Zdragas ve ark,., 2012
uyguladdklaré belirlenmiltir. Ayrdca, TYrkiyeOde ISO 6579 metodunurOr8p3&(
TYrkyilmaz, 2008ve 2002 Goncuoglu, Bilir, Uludag, & Iplikcioglu, 2016; Telli ve

ark., 2018 ydllaréna ait olan versiyonlaronon kulldapldanun yandonda ee"itli
Ylkelerde 2002 versiyonu ile gersekleltirilen araltérmalardn da old&romer,
Abdeen, Shama, Fekry, & Kotb, 2019; Elghany, Sallam, Elkhalek, & Tamura, 2015;
Hassan, Salam, & Abdel 2019; Hassan, Tawab, &lidnnat 2020; Raji verla.,

2021; Sarba ve ark., 20R®@espit edilmiltir. Burada Snemli olan; s§z konusu ie
organlardn olasd en do!ru ko'ullarda Srneklenerek, duyarlls!d ve SzgYnlY!Y
kanGtlanma! referans bir test metodu olan revize 1SO ile analiz edilmesidir. Ancak bu

n~

lekilde, istatistiksel boyutta gYvenilirlili/anlaml&16!6 olan ve bilimsel deler ta"dyan
verilerin elde edilebilmesi s8z konusu olabilecekfigroca eald!ma sonuelardndn
Szellikle uluslararasd boyutta de!erlendirilebilmesinde en azdndan metot benzerliline
dikkat ailmesi gerekmektedir. Benzer/aynd Srnekleme ve analiz protokollerinin
kullangldd!6 sald"malar, farkld Yikelerin mikrobiyolojik verileri arasénda kdyaslama
yapblmasdna ve delerlendirmelerin daha iyi anla"6lmasdna olanak sallamaktador.
BSylece, uluslararagitaret ve ticari anlalmalardn desteklenmesi alamasdnda, broyler

i organ gYvenlilinin iyile"tiriimesine y3nelik ortak addmlar atdlmas6 isin alt yapd
bilgileri elde edilebilmektedir (Giombelli, Cavani, & Gloria 2013).

Salmonella varligin1 tespit etmek icin kullanilan bakteriyolojik analiz
yontemleri, 0zellikle kisa raf omriine sahip gidalarda, hizli ve giivenilir sonuglar
gerektiginde onemlidir. Bu yontemler, tavuk eti (Jayaweera ve ark., 2020; Mourdo ve
ark., 2020; Raharjo ve ark., 2018; Santos, Widmer, & Rivera 2020), tavuk yenilebilir
i¢ organlar1 (Arkali, & Cetinkaya, 2020; Liu ve ark., 2020; Raji ve ark., 2021) ve ¢ig



sit (Demirci ve ark., 2019) gibi iirlinlerde siklikla kullanilmaktadir. Birgok
aragtirmada, etkenin selektif kati besiyerinde izolasyonunun ardindan siipheli
kolonilerden elde edilen DNA’nin template olarak kullanildigi PCR tabanli hizli testt
kitleri ile desteklendigi goriilmektedir. Bu tez calismasinda da benzer sekilde, kisa
raf Omriine sahip broyler yenilebilir i¢ organlarinda Salmonella tespiti i¢in revize
edilmis ISO'nun dogrulama asamasinda Salmonella-spesifik real-time PCR ile
desteklenmesi ve etkinliginin degerlendirilmesi yapilacaktir. Tiim bu bilgiler goz
onlinde bulundurularak bu c¢alismada, gilinlimiizde Salmonella izolasyon ve
identifikasyonunda Gold Standart olarak kabul edilen revize ISO 6579-1:2017
metodunun, broyler yenilebilir i¢ organlarinda Sa/monella tespitinde kullanilmasi ve
dogrulama asamasinda Salmonella-spesifik real-time PCR ile birlikte etkinligi
degerlendirilecektir. Bilgimiz dahilinde, bu metodun broyler yenilebilir i¢ organ
orneklerinde Ozellikle kesim asamasinda Salmonella varliginin incelenmesindeki
etkinligi hentiz degerlendirilmemistir. Dolayist ile bu ¢aligmada, Balikesir’de faaliyet
gosteren Ozel bir kanatli kesimhanesinde kesilen broylerlere ait yenilebilir i¢ organlar
olan karaciger, kalp, dalak ve taghk orneklerinde Salmonella varligmin revize ISO
6579:2017-1 metodu ve Salmonella-spesifik real-time PCR kullanilarak

prevelansinin belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Tarihge

Salmonella, 19. yiizyilin baslarindan itibaren ¢ok sayida doktor ve bilim
insanin tifo hastaligina neden oldugunu diisiinmesi sonrasinda bu organizmanin
dogasin1 kesfetme amacma yonelik bilimsel alanda arastirma yapma istegi
uyandirmigtir (Cunha, 2004; Marineli, Tsoucalas, Karamanou, & Androutsos, 2013).
1873 yilinda ilk kez William Budd tarafindan Ingiltere’de bu hastaligin klinik
ozelliklerinin tanimlamasiyla Salmonella’ya ‘klinik hastalik etkeni’ olarak
tanimlanmistir. 1979 yilinda Karl Joseph Eberth mezenteriyel lenf yumrularinda ve
dalakta tifo basilini teshis etmis ve bir yil sonra ise bu kesfini yaymlamistir. 1984°te
hastalaanmig olan Almanlardan aldigi numunelerden saf kiiltiir halinde tiretemeyi
basaran bilim adami Gaffky George Salmonella serovar Typhi etkenini izole ederek,
Joseph Eberth’in bulgusunu dogrulamistir. Soinraki yillardda, Amerikali Daniel E.
Salmon ve Theobald Smith, domuz bagirsagindan izole ettikleri ve giliniimiizde
domuz vebasi etkeni olarak bilinen yani 'Salmonella choleraesuis 'yaban domuzu
kolera basili' diger adiyla (Bacterium suipestifer) olarak adlandirmislardir. 1888
senesinde, Almanya'da yasayan insanlarin bozulmus siir etinin tiiketmeleri
sonucunda taihteki ilk toplu gida zehirlenmesi vakasi rapor edilmistir. Tarih boyunca
salmonelloz salgini ilk kez, hastalanan insanlardan alinan numuneler sayesinde
labaratuvara getirilerek, laboratuvar sartlar1 altinda cesitli incelemeler yapilarak
onaylanmis ve izole edilmis olan bu mikroorganizmanin, August Gértner tarafindan
onceden konulmus isim olan Bacterium enteritidis yerine S. enteritidis olarak
adlandirilmistir. Sa/monella, hem saglikli tasiyici kavraminin Amerika’da ilk kez
kullanilmis olmasina sebep olmasi hem de yarattigi vakalar yoniinden Onemli
olmustur (Ellermeier, & Slauch, 2006).

Salmonella tiiriinlin ad1, tarihte ilk defa 1900 yilinda Joseph Léon Ligniéres
tarafindan Salmon’a armagan edilmek i¢in Onerilmistir. 1929 yilinda Topley ve
Wilson isimli bilim insanlar, Salmonella’nin laktozu parcalayamayan, dekstroz ve
diger sekerlerden asit ve gaz lireten, ksilozu fermente eden ve litmus milk’te alkali
reaksiyon gosteren bir basil (cubuk) olarak tanimladiklarini  belirterek

isimlendirilmesine katkida bulunmuslardir. Bu arastirmacilar, Bacterium enteritidis



ve Bacterium aertrycke ile enfekte olmus besinlerin tiiketimiyle akut gastroenteritin
sebebi olup, sonucunda gida zehirlenmesinin olustugunu ifade etmistir. 1990’larin
basinda, typhosum (sonradan typhi olarak adlandirilan), paratyphosum A ve B
(paratyphi A ve B), gallinarum ve typhimurium gibi Salmonella'nin diger 6nemli
tirleri de tanimlanmistir. Tanimlanan bu tiirlerin hem insanlar hem de hayvanlar
tizerinde hastalik etkeni oldugu genis c¢apta belirlenmistir. Salmonella tiirleri,
giiniimiizde onemli patojenler olarak tamimlanan gida ve su kaynakli yollarla
bulagsmakta olup, gida kaynakli zehirlenmeler sonucunda yani gastroenterit, tifo,
paratifo, bakteriyemi ve septisemi gibi ciddi hastaliklara neden olabilmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii'niin Salmonella Referans ve Arastirma Merkezi (WHOCC-
Salm) tarafindan, bilinen tiim Salmonella serovarlarinin antijenik formiilleri ve
isimlendirilmesi 'Antigenic Formulae of The Salmonella Serovars' isimli resmi bir
referans semast lizerinden yapilmaktadir. Bu isimlendirme sistemi, Salmonella
cinsini, 16S rRNA dizi analizindeki farkliliklara dayanarak iki tlire ayirmaktadir. Bu

tiirler S. Enterica (tip tiirleri) ve S. Bongori’dir (Eng ve ark., 2015).

2.2. Taksonomisi ve Nomenklatiirii

Salmonella’lar Gram negatif, spor olusturmayan, saprofit, kommensal veya
patojen olabilen bakteriler olup insan, hayvan bagirsaklari, bitki ve toprakta
bulunabilmektedirler. 1980 senesinde International Journal of Systematic
Bacteriology dergisinde yaymlanan 'Approved Lists of Bacterial Names' (Bakteri
Isimlerinin Onaylanmis Listesi) adl1 ¢alismada, Enterobacteriaceae familyasi altinda
Salmonella spesifik bir tiir olarak tanimlanmustir.

Salmonella cinsi iyelerinin siniflandirilmasinda  homolog antiserumlar
kullanilarak olusan agliitinasyon reaksiyonlar1 sonucunda Sal/monella tiirleri antijenik
olarak ayirt edilebilmektedir. 20°de Sal/monella’nin sahip oldugu antijenik farklilik
lizerine yapilan arastirmalarda, hiicrenin ylizeyinde bulunan O (somatik-yiizey)
antijenleri ve bir¢ok kiiltiirde iki evrede eksprese edilen H (flagella) antijenleri (H1
ve H2) ile oldukca az sayida etkende iiretilen Vi (kapsiil) antijenleri lizerine
calisilmistir. Bu antijenler her bir Sa/monella serovarina 6zgiil ve essiz bir 'antijenik
formiil' olusturmaktadir. Calisma sonucunda yaklasik olarak 20 serotip tanimlanmis

ve her bir serotip; konak¢ida olusturmus oldugugu hastalik tipine ve ilk kez izole
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edildigi konak¢iya ya da izole edildigi yer ile iligkilendirilerek isimlendirilmistir.
Buna o6rnek verilecek olursa; S. #yphi insanlarda tifo ates hastalifina, tavuklardan
izole edilen S. gallinarum ve etken Dublin’de izole edildigi i¢in S. dublin isimlerini
almiglardir. Bu bulunan tiplerin adlandirilmasinda kullanilan yontem, geleneksel
metottur. Phillip Bruce White tarafindan Sa/monella’larin sahip oldugu antijenlerin
identifikasyonu ve isimlendirilmesi 1926 yilinda gerceklestirilmis olup Fritz
Kauffmann ise 1930 yillarinin basinda bu ¢alismay1 gelistirmis ve White-Kauffmann
semasin1 tanimlayarak, her bir Salmonella serotipini ve onlarla alakali olan antijenik
formiillerini bu semaya kaydetmistir. Ilk kez 1934 senesinde “Uluslararasi
Mikrobiyologlar Birligi (International Association of Microbiologists)” tarafindan
herkesin faydalanmasi i¢in sunulan White-Kauffmann semasi, o seneden itibaren
hala etkin bir sekilde kullanilmaktadir. (Aydin ve ark., 2006).

1966 senesinde, ilk olarak Kauffmann’in 6ne siirdiigli serovar-bir cins
yaklasimi (6rnegin, S. choleraesuis) Salmonella cinsinin nomenklatiiriinde, her bir
serotipin ayr1 bir tiir oldugu kabul edildigi bu yaklasim dogrultusunda ¢agimizda
2659 Salmonella serotipi bulunmaktadir. ilerleyen arastirmalarda, suslarm klinik
rolleri ve biyokimyasal 6zellikleri géz oniinde bulundurularak serotiplerin alt tiirlere
ayrilmast ve genomik bemsallerinin incelenmesiyle alternatif taksonomik
yaklagimlar onerilmistir.

Bilim insanlari, Salmonella tirlerinin ¢ok sayida olmasi nedeniyle
nomenklatiirde olusabilecek karmasikligi onlemek amaciyla, Salmonella cinsinin
bazi temel tiirlere ayrilmasmi Onermistir. Oncelikle, Salmonella’y1 iige ayirmayi
donermiglerdir: “S. choleraesuis (tip tiir), S. typhosa (S. typhi) ve S. kauffmannii.
Daha sonra, Kauffmann ve Edwards tiim Salmonella tiirlerini kapsayacak sekilde
Salmonella enterica adini1 dnermistir. 66’da Ewing tarafindan onerilen ii¢lii serovar
(tlir) modeli, S. typhi, S. choleraesuis ve bunlarin disinda kalan tiim serovarlar1 temsil
eden S. enteritidis olarak tamimlanmistir (Agbaje, Begum, Oyekunle, Ojo, &
Adenubi, 2011).

1987°de iLe Minor ve Popoff’un 6nerisi ile Sa/monella’nin yedi alt cinsi, alt
tir (I, I, IIa, IIb, IV, V ve VI) olarak adlandirilmis ve alt tiir ITI, genomik yakinlik
ve biyokimyasal reaksiyonlar1 goz oniine alinarak Illa ve IIIb olarak ikiye ayrilmistir.

Alt tiir Illa (S. enterica subsp. arizonae) monofazik “Arizona” serotiplerini, alt tiir
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IIIb (S. enterica subsp. diarizonae) ise difazik serotipleri igermektedir. Tablo 1’de
gosterildigi gibi, giiniimiizde de kullanilan White-Kauffmann-Le Minor semasinda;
Salmonella cinsi, S. enterica ve S. bongori olmak {lizere iki tiirden olusmaktadir. S.
enterica tiiri Romen rakami ve ismi ile adlandirilmis 6 alt tiir igermekte olup (I S.
enterica subsp. enterica; 11 S. enterica subsp. salamae; 1lla S. enterica subsp.
arizonae; 1llb S. enterica subsp. diarizonae; IV S. enterica subsp. houtenae; VI S.
enterica subsp. indica); S. bongori tiirii ise herhangi bir alt tlir icermemektedir. Bu
tabloya gore giincel serotip sayist 2659 olarak bildirilmektedir.” White-Kauffmann-
Le Minor semasinda bildirilen 2659 Salmonella serotipinin 1600’1 S. enterica subsp.

enterica alt tiirline ait oldugu rapor edilmistir.

Tablo 1. Salmonella taksonomisi ile giincel serotip sayilari

Tiir Alt tiir (subsp.) Say1

Salmonalla enterica

enterica (I) 1586
salamae (1) 522
arizonae (I11a) 102
diarizonae (111b) 338
houtenae (IV) 76
indica (V1) 13
Salmonella bongori* 22
Toplam 2659

*: Eskiden alt tiir V olarak bilinirdi.

Salmonella tiirleri igerisindeki serovarlarin ortalama %601 yalnizca S.
enterica subsp. enterica'ya ait olup bu alt tlirlin en yaygin serogruplar1 A, B, C1, C2,
D ve E'dir ve bu serogruplarin ortalama %99'u insanlar ve sicakkanli hayvanlarda
Salmonelloza sebep olmaktadir. Bunun yaninda gida giivenligi yoniinden de en
onemli alt tlir olarakta taninlanmaktadir. Yeni tanimlanmis olan Salmonella
serovarlart her yil “Research in Microbiology dergisinde” rapor edilmektedir.
Fransa’daki “Pasteur Enstitiisi vee WHOCC-Salm”, yeni tanimlanan Salmonella

serovarlarini diizenli olarak giincellemektedir.

Tablo 2'de belirtildigi gibi, giincel nomenklatiirde sadece alt tiir I'deki
serotipler isimleriyle, alt tiir II, III, IV, VI ve S. bongori'ye ait serotipler ise antijenik

formiilleriyle ifade edilmektedir. Ayrica, alt tiir I, IV, VI ve S. bongori'ye ait olup
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1966 yilindan o©nce adlandirilan serotipler hem isimleri hem de antijenik

formiilleriyle birlikte kullanilmaktadir.

Tablo 2. CDC’de kullanilan giincel Salmonella nomenklatiirii

Taksonomi Giincel Nomenklatiir
Cins (italik) Salmonella
e enterica (1, 11, Il1a, ITIb, IV ve VI)

Tiir (italik)
*  bongori (Eskiden alt tiir V olarak bilinirdi)

) v Serotip metin igerisinde ilk defa kullanilacak ise; serotip adi ‘serotip’ ya da ‘ser.’
Serotip (Biiyiik harf,

kisaltmasindan sonra yazilir (Salmonella serotip (ser) Typhimurium)
italik degil)
v'Alt tiir I’e ait serotipler adlar ile; alt tiir II, III, IV, VI ve S. bongori’ye ait serotipler

antijenik formiilleri ile tanimlanir (Sa/monella 11 50:b:zs, Salmonella 111b 60:k:z)

v\ Alttir I1, IV, VI ve S. bongori’ye ait serotiplerden 1966 yilindan 6nce adlandirilan varsa
adlart da yazilir [Salmonella ser. Marina (IV 48:g,z5:-)]

2006 yil1 American Society for Microbiology (ASM) yayinlarinda, Center for
Disease Control and Prevention (CDC) tarafindan kullanilan Salmonella
nomenklatiiriic  benimsenmistir. CDC’nin  nomenklatiir sistemi, WHO-Salm’in
tavsiyelerine dayanmaktadir. Tirler yazilirken, nomenklatiirde su siralamaya gore
adlandirismustir: 'Salmonella enterica', 'Salmonella enterica subsp. arizonae', 'S.
enterica subsp. arizonae'. Tirlerin yazilisinda ise; 'Salmonella enterica serotype
Typhimurium' ve 'Salmonella enterica serotype Typhimurium' seklinde belirtilmistir.
Bunun yaninda, glinlimiizde sadece Alt tiir I’deki serotiplere 6zgii olarak, isimlerin
kullanimmi kolaylastirmak icin isimler kisaltilmaktadir. Ornegin, 'Salmonella
enterica subsp. enterica serotype Typhimurium' ya da 'Salmonella Typhimurium' ya
da 'S. Typhimurium' seklinde Giiniimiizde, 'serotip' ve 'serovar' kelimeleri birbirinin
yerine kullanilsa da, bilimsel iletisimde Prokaryot Sistematigi Uluslararasi Komitesi
(International Committee on the Systematics of Prokaryotes-ICSP)’nin Yetkili
Komisyonu tarafindan kurulan Rules of Bacteriological Code'a gore 'serovar' terimi

tercih edilmektedir (Lin-Hui, & Cheng-Hsun, 2007).

13



2.3. Etiyoloji

Salmonella’lar, Enterobacteriaceae familyasina ait, Gram negatif, kapsiilsiiz
ve sporsuz mikroorganizmalardir. Cubuk seklinde goriintii veren 0,7-1,5 x 2,0-5,0
um biiyiikliiktedir. Gram negatifler fakat metilen mavisi ve korbol fuksin boyalar1 ile
boyanabilirler. Paratifoid suslarinin ¢ogu, sahip olduklar1 peritrik flagellalar
sayesinde hareket yetenegine sahip olup, ancak tavuklarda bulunan S. Pullorum ve S.
Gallinarum (tavuk tifosuna etkeni) hareket yetenegine sahip degillerdir. Etken
tirtiyebildigi ortam kosullar1 sOyledir: fakiiltatif anaerobiktir ve hem anaerobik hem
de aerobik. Cesitli kiiltiir ortamlarinda iireyebilen bu mikroorganizmalar, kati besi
yerlerinde 37°C’de 24 saat icerisinde gozle goriilebilen, kiigiik, yuvarlak, S tipinde,
parlak ve yaklasik 2-4 mm capinda koloniler olustururken, sivi besi yerlerinde ise,
homojen bir sekilde hafif bulaniklik meydana getirirler (Erol, 2010; Mahmoud,
2012).

Salmonella’lar, genellikle glikoz, mannitol ve maltoz gibi baz
monosakkaritleri fermente ederek asit ve gaz (0rnegin, hidrojen siilfiir) iiretirler,
ancak laktoz, sakkaroz ve salisini fermente edemezler. Bununla birlikte, etkenin bazi
serotiplerinin laktoz disakkaritini de fermente edebilme yetenegi oldugu
bilinmektedir. Ayn1 zamanda etken karbon kaynagi olarak sitrati kullanabilirler.
Normal sartlar altinda proteinlerin yapi tasi olan amino asitlerden azot kaynagi olarak
yararlanmasalar da etkenin serotipi olan S. Typhimurium amino asitleri pargalayip
nitrat, nitrit ve amonyagi azot kaynagi olarak kullanabilmektedir. Bununyaninda
Salmonella’larin H,S, katalaz, lizin ve ornitin dekarboksilaz pozitif olup, nitrati
nitrite indirgerler; oksidaz, indol ve iireaz ise negatif sonug verirler.

Salmonella’larin temel biyokimyasal 6zellikler Tablo 3’te, tiir ve alttiirlere

gore karsilastirmali biyokimyasal 6zellikleri ise Tablo 4’te gosterilmektedir.
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Tablo 3. Salmonellalarin ana biyokimyasal 6zellikleri

Ozellik Reaksiyon
Katalaz +
Oksidaz -
Laktozdan asit tiretimi -
Glukozdan gaz iiretimi* +
indol -

Ureaz tiretimi

Triple Sugar Iron agardan Hidrojen siilfit tiretimi +
Karbon kaynag1 olarak sitrat kullanim1* +
Metil Red +
Voges Proskauer -
Lizin dekarboksilasyonu +
Ornitin dekarboksilasyonu +

+: pozitif reaksiyon; -: negatif reaksiyon *: Bu testlerde S. Typhi negatif reaksiyon gosterir.

Tablo 4: Salmonella tirlerinin ve alt tiirlerin farkli karakterleri (Le Minor, Veron, & Popoff 1982; Le
Minor, & Popoff, 1987)

“Tiirler S.enterica S.bongori
Alttiirler enterica  salamae arizonae diarizonae houtene indica
Karakterler
Dulsitol + + - - - d +
OPNG testi - - + + - d +
Na-Malonat - + + + - - -
Jelatinaz - + + + + + -
Sorbitol + + + + + -+
KCN ile Ureme - - - - + I
Tartrat® kullamlan + - - - - - -
Galakturonat - + - + + + o+
o-Glutamil transferaz ~ + (*) + - + + +  +
B- glukuronidaz d d - + - d -
Mukat testi + + + - (%70) - + o+
Salisin - - - - + - -
Laktoz - - - (%75) +(%75) - d -
Faj Ol ile lize + + - + - + d
Olagan habitat Sicakkanli Sogukkanlt hayvanlar ve gevre

hayvanlar

(a): d-tartrat; (*): Typhimurium; d: Dublin; (d); Farkli serovarlar tarafindan verilen farkli
reaksiyonlar; (+): %90 veya daha fazla pozitif reaksiyon; (-): % 90 veya daha fazla negatif
reaksiyon; ONPG: ortho-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside.

Salmonella’lar, diger mikroorganizmalar gibi hayatta kalmak ve gelismek
icin belirli faktorlere ihtiya¢ duyarlar. Mezofilik 6zellik tasidiklart i¢in, tiremeleri

ve gelismeleri icin sicaklik araligi 5,0-45°C arasinda degisir. Optimum gelisim
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sicakligl 35-37°C'dir; ortam sicakligi bu araligin disina c¢iktiginda, Salmonella'nin
gelisimi 6nemli Olglide yavaglar. Bu mikroorganizmalar, 70°C'nin stiindeki
sicakliklara, bilhassa pastorizasyon islemine kars1 hassastir; ancak kuruma
kosullarina kars1 direnclidirler. Kuru feges ve toz gibi kuru ortamda uzun siire canl
kalabilmektedirler. Dondurma kosullarinda bakteri sayisinda bir azalma
gozlemlense de etken dondurularak saklama sartlari altinda uzun yillar boyunca
canli kalabilir (Cummings ve ark., 2009; Holley, Arrus, Ominski, Tenuta, &
Blank, 2006).

Salmonella’larin  gelismesini  etkileyen Onemli faktorlerden biri pH
seviyesidir. Etkenin gelismesi i¢in gerekli olan pH aralig1 4,0-9,0 ve optimum pH
ise 6,5-7,5 olmalidir. pH seviyesinin 4,0'm altina veya 9,0'm iizerine ¢ikmast
Salmonella'ya kars1 bakterisidal (Oldiiriicti) etki yapar. Uygun olmayan pH
kosullarinda, mikroorganizmalar flagella ve fimbriya gibi yapisal ozelliklerini
kaybedebilirler. Buna ek olarak, pH degeri 3,7 olan bazi elma tiirlerinde
Salmonella'nin gelisebildigini gosteren arastirmalar bulunmaktadir. Sa/monellanin
gelisebilecegi minimum pH degeri serovar tiirline, inkiibasyon sicakligina ve
ortamda bulunan asidin ¢esidine gore degisiklik gdostermektedir. Kimi serovarlar,
bazilarina kiyasla asidik ortam kosullarina daha toleranshidir (Gast, 2013). Gelisimi
etkileyen bir diger faktor, inkiibasyon sicakligi ve pH degeri arasindaki
etkilesimdir. Optimal inkiibasyon sicakliklarinda, organizmanin diisik pH
kosullarma olan tolerans1 artar. Ornegin, hidroklorik ve sitrik gibi inorganik
asitlerin ortam pH'sini 4,0'a duisiirdiigi durumlarda, Salmonella genellikle gelisim
gosterebilir. Ancak, propiyonik asit, laktik asit, asetik asit ve biitirik asit gibi
organik asitlerin eklenmesi, Salmonella {iizerinde bakteriyostatik etki yapar.
Mayonez iiretiminde kullanilan sirke (asetik asit) ile pH ayarlandiginda,
Salmonella’lar pH 5,0'in altina diistiigiinde gelisememektedir. Bununla birlikte,
bazi1 serovarlar daha asidik kosullara digerlerinden daha toleranslidir.

Salmonella tiirlerinde oldugu gibi, tiim bakterilerde besin igerigi, sicaklik, pH
ve su aktivitesi (aW) parametreleri birbiriyle iligkilidir. Etken, su aktivitesi 0,945 ile
0,999 arasinda olan gidalarda iireyebilir. Su aktivitesi, organizmanin yasayabilecegi
pH araligin1 belirlemede 6nemli bir faktordiir. Ortamin pH’sinin nétr ve nétre yakin

oldugu seviyelerde, aW degerinin 0,94'lUn altindaki Salmomnella’nin biiylimesi
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gozlenebilirken, pH seviyesi diistiikge, bakterinin {ireyebilmesi i¢in gerekli ortamin
aW seviyesi daha yiiksek olmalidir.

Salmonella tiirleri, kuru kosullarda uygulanan termal islemlere, nemli
ortamlardakilere gore daha direnglidir. Ornegin, kurutulmus yumurta aki, sivi
yumurta akia kiyasla aymi sicaklikta yaklasik 650 kat daha fazla dayaniklilik
gosterir. Bu durum, kuru 1sitma ile nemli 1sitma arasindaki farki ortaya koymaktadir.
Salmonella'nin kuru ortamda uygulanan 1sil islemlere kars1 daha yiiksek direng
gosterdigi bilinmektedir. Sa/monella serovarlarmin sicakliga duyarliliklari arasinda
farkliliklar vardir; 6rnegin, S. Senftenberg 775W, diger serovarlara oranla yaklasik
15 kat daha fazla 1siya dayanmiklhidir. Ayrica, gidalarin bilesenleri de Salmonella'nin
sicaklikla etkisiz hale getirilmesinde Onemli rol oynar. Sakkaroz eklenmesi,
bakterinin sicakliga karsi direncini artirabilir. Ornegin, biitiin yumurtalarda S.
Typhimurium kontaminasyonu durumunda, 60°C'de D degeri yaklasik 0,27 dakika
iken, %10 sakkaroz ilavesi bu degeri yaklasik 0,6 dakika artirir. Buna ek olarak,
Salmonella yiiksek tuz oranlarina karsi1 direng gostermez; %4-5 tuz igeren ortamlar
bakterinin iliremesine olanak tanirken, %9'un iizerindeki tuz konsantrasyonlarinda
hayatta kalamaz.

Salmonella’lar lreme ve gelisme icin spesifik bir besin maddesine
gereksinimleri olmayip, sadece bir glikoz-tuz ortaminda da gelisebilmektedirler.
Karigik besi ortamlarinda ise daha hizli iireyebilir ve diisitk pH seviyelerine adapte
olabilirler. Etkenin gelisimini ve iiremesini etkileyen bir diger faktor, bulundugu
ortamdaki sayisidir. Baslangigta 10 adet/g olan Salmonella sayisinin 107 adet/g
seviyesine ulasmasi, etkenin daha diisiik pH degerlerinde gelisebilmesine olanak
tanir.

Oksidasyon-Rediiksiyon potansiyeli de etkenin gelisimi i¢in Onemlidir.
Salmonella, aerobik kosullarda oldugu gibi oksijensiz ortamlar da geligebilir, ancak -
30 mV'un altindaki Eh sevviyelerinde gelismesi engellenebilir.

Salmonella’lar genellikle ii¢ ana antijene sahiptir: somatik 'O' antijenleri,
flagellar 'H' antijenleri ve kapsiiler 'Vi' antijenleri. O antijenleri ile serogruplara, H
antijenleri ile de serovarlara ayrilmaktadirlar. O somatik antijenler, hiicre
duvarindaki lipopolisakkarit katmanda bulunmaktadir. Hareketli veya hareketsiz tiim

salmonellalar en az bir O antijenine sahiptir. Sicaklik, alkol uygulamasive asitlere

17



kars1 direngli olup, formaldehit uygulamasiyla aktivitelerini kaybederler veya
faaliyetleri cok azalmaktadir.

Flagellar 'H' antijenleri protein yapisinda olup, 60°C'nin {stiindeki
sicakliklarda, alkol, asit ve proteolitik enzimler ile yikima ugrarlar; ancak
formaldehite kars1 direng gosterirler. Salmonella’larin sahip oldugu H antijenleri,
birbirinden farkli yap1 ve karakterde c¢esitli bilesenlerden olusur. Bu tiir H
antijenlerine spesifik faz veya Faz-1 antijenleri denir. H antijenlerinin diger bir kismi1
ise etkenin kiiltiirde iiremesi sirasinda degiserek yerlerine yeni yapida antijenler
olusturur. Bu tiir antijenler, birgok Sa/monella tiiriinde goriildiigiinden, bunlara non-
spesifik veya Faz-2 antijenleri denir. Sadece bir g¢esit faz antijen faktorii igeren
Salmonella gruplarina monofazik; hem Faz-1 hem de Faz-2 antijenlerini igerenlere
ise difazik denir.

Salmonella’larin sahip oldugu kapsiiler "Vi' antijeni, somatik O antijeninin en
disinda bulunan glikolipit yapisinda ylizeysel bir antijen olup ve bu antijen her
etkenlerde bulunmaz. Bu antijenin varliginda, bakterilerin bu antijeni gizleyerek O-
anti serumlarariyla agliitinasyonu Onler. Vi antijeni, 60°C’de bir saat 1s1l islem

uygulanarak bakterilerden ayrilir ve faaliyetini kaybeder.

2.4. Epidemiyoloji

Salmonella’lar, i¢ ana grupta smiflandirilir: konak spesifik olan ve yalnizca
insanlarda enfeksiyon olusturan serotipler, hayvanlarda hastalik olusturan serovarlar
(hayvanlar i¢in patojen olup gidalarda da bulunabilir), ve konak spesifik olmayan
serotipler. Biz insanlarda tifoid ve paratifoid hastaliklar1 etkenlerinden olan (S.
Typhi, S. Paratyphi A, B ve C, S. Sendai gibi) sistemik enfeksiyon yapanlar ve Tifo
atesi (typhoid fever) en uzun inkiibasyon siiresine sahip olup yiiksek ates ve
mortaliteyle seyretmektedir. Paratifoid hastaligmin etkeni ise tifoid hastaliginin
etkeninden daha hafif seyirli enfeksiyon olusturmaktadir. Yalnizca hayvanlarda
enfeksiyon olusturan serotipler arasinda, tavuklarda S. Gallinarum ve S. Pullorum,
sigirlarda S. Dublin, domuzlarda S. Choleraesuis ve S. Typhisuis, atlarda S. Abortus
Equi, koyunlarda S. Abortus Ovis” gibi serotipler bulunur ve bu serotipler gidalarda
da tespit edilebilir. S. Choleraesuis, hem insanlarda hem de diger hayvanlarda

bulunabilir ve insanlarda yiiksek mortaliteye yol acabilir. Konak segiciligi
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gostermeyen serovarlar icinde "S. Enteritidis ve S. Typhimurium yer alir; bu
serotipler hem insanlar hem de hayvanlar i¢in zararli olup, gida kaynakl
enfeksiyonlara neden olabilmektedirler.

Salmonella, insanlarda gida kaynakli enfeksiyonlara yol agan en Onemli
patojenlerden biridir. Bu patojen, insanlarda akut gastroenterit, bakteriyemi,
menenyjit, artrit ve mikotik anevrizma gibi semptomlara neden olur ve Diinya Saglik
Orgiiti  (WHO) tarafindan o6nemli bir hastalik ve 6liim nedeni olarak
siiflandirilmistir. Salmonella'nin neden oldugu sistemik enfeksiyonlar, gastroenterit
ve septisemi gibi ¢esitli klinik belirtilerin serovar farkliliklarindan kaynaklandigi
bildirilmistir. Non-typhoidal Salmonella (NTS) enfeksiyonlar: her yil 78 milyon gida
kaynakli enfeksiyona ve 59,000 oliime yol agmakta ve diinya genelinde biiyiik bir
halk saglig1 sorunu teskil etmektedir. NTS'lerin diinya ¢apinda yayginlagmasinin
temel sebepleri arasinda; patojenin zoonotik nitelikte olmasi, ¢evresel kosullara karsi
dayaniklilik gostermesi ve ¢esitli gida maddelerinde uzun siire hayatta kalabilmesi
bulunmaktadir (Havelaar ve ark., 2015; Rodas, Contreras, & Mora 2010). Gida
kaynakli enfeksiyonlarina neden olan en 6nemli Salmonella alt tiirii S. Enterica olup
bu alt tiire ait baglica serovarlar Agona, Choleraesuis, Derby, Enteritidis, Hadar,
Heidelberg, Kentucky, Meleagridis, Newport ve Typhimurium'dur. “European Food
Safety Authority/Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA)” ve “European Centre for
Disease Prevention and Control/Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi
(ECDC)” tarafindan hazirlanan 2020 raporuna gore, 52,702 kisiyi etkileyerek
Salmonella enfeksiyonlar1 en c¢ok bildirilen ikinci zoonotik hastalik olarak
kaydedilmigtir. 2019 raporunda bu saymnin 88,000 oldugu, 2020'de ise sayinin
azaldig1 belirtilmistir (EFSA, 2021). Insan ve hayvanlarda Salmonella etkenlerinin
olusturdugu enfeksiyonlara salmonellozis adi verilmektedir. Hastalifin tedavisinde
bazen antibiyotige ihtiya¢ duyulmadan iyilesirken, baz1 durumlarda, ishal ve sistemik
enfeksiyonlara neden olan bu patojenler, 6liimle sonuclanabilecek ciddi klinik
tablolar ortaya ¢ikarabilmektedir. Her sene diinyanin farkl iilkelerinde goriilmekte
olan 94 milyon Salmonella kaynakli enfeksiyon vakasimin 155.000'inin o6liimle
sonuglandig1 bildirilmis ve bu vakalarin %85'inin ise gida kaynakli oldugu
bildirilmistir. Salmonella serovar dagilimi cografik bolgelere gore degisiklik

gostermektedir. 2018-2020 yillar1 arasinda Avrupa'da en ¢ok goriilen dort serovar
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olarak; Enteritidis, Typhimurium, monophasic Typhimurium 1,4,[5],12:1:- ve Infantis
tespit edilmis ve bu yillarda tespit edilen toplam vakanin %73"inii olusturdugu rapor

edilmistir. Tablo 5’de serovarlarin yillara gére dagilimi gosterilmistir (EFSA, 2021).

Tablo 5: Avrupa Birligi’nde 2021 yilinda dogrulanmis insan salmonellozis vakalarinda en sik

gozlenen 20 serovarin 2018-2020 yillar1 arasindaki dagilimi1 (EFSA, 2021)

2020 2019 2018
Serovar Vaka us* % Vaka Us % Vaka Us %
Enteritidis 20,610 25 48,7 39,451 27 50,4 39,516 27 50,0
Typhimurium 5,258 25 12,4 9,288 27 11,9 10,297 27 13,0
Monophasic 4,697 16 11,1 6,432 18 8,2 6,347 17 8,1
Typhimurium
1.4.[5].12:1:-
Infantis 1,040 23 2,5 1,912 26 2,4 1,852 26 2,3
Derby 518 20 1,2 719 23 0,92 707 23 0,90
Napoli 512 12 0,97 493 18 0,63 450 15 0,57
Bovismorbificans 337 15 0,80 452 19 0,58 461 18 058
Newport 333 20 0,79 846 24 1,1 1,054 21 1,3
Coeln 321 18 0,76 441 18 0,56 441 20 0,56
Brandenburg 308 15 0,73 288 17 0,37 295 17 0,37
Muenchen 223 15 0,53 261 20 0,33 219 15 0,28
Stanley 206 20 0,49 509 19 0,65 469 22 0,59
Dublin 196 9 0,46 207 13 0,26 204 14 0,26
Panama 158 11 0,37 270 14 0,34 221 14 0,28
Agona 152 17 0,36 490 20 0,63 591 18 0,75
Kentucky 152 15 0,36 538 24 0,69 655 22 0,83
Saintpaul 152 14 0,36 292 20 0,37 314 20 0,40
London 142 13 0,34 185 15 0,24 193 16 0,24
Kottbus 127 17 0,30 152 17 0,19 208 20 0,26
Chester 126 12 0,30 340 17 0,43 366 19 0,46
Diger 60835 - 16,2 14,716 - 18,8 14,077 - 17,8
Toplam 42,203 25 100 78,282 27 100 78,964 27 100

*US: Uye iilke say1s1”

Salmonella serovarlarinin yayilmasinda hayvansal protein i¢eren kontamine
yemler 6nemli bir rol oynamaktadir (Davies ve ark., 1997). Ayrica, yatay bulasmada
kanathlar arasindaki dogrudan temas (enfekte tavuklar arasindaki kanibalizm ve diski
ile bulasmis sular vasitasiysa deride enfekte yaralar olusmaktadir. Kiimes calisanlari
ve ziyaretciler yeterli gilivenlik tedbirlerini almadiklarinda, c¢izmeleri, elleri ve
kiyafetleri araciliiyla patojenleri bir kiimesten digerine, hatta bir tesisten baska bir
tesise yayabilirler. Benzer sekilde, tesislere giris ¢ikis yapan araclar, bocekler, yabani
kuslarve memeliler de enfeksiyonun yayilmasina sebep olabilir. Dikey bulas,

ozellikle “S. Gallinarum ve S. Pullorum” enfeksiyonlarinda kritik 6neme sahiptir ve
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sadece enfekte kanatlilar1 degil, aym1 zamanda gelecek nesilleri de etkiler. Dikey
bulagsma, mikroorganizmalarin yumurtalik dokusuna yerlesmesi ve ardindan
yumurtlama sirasinda yumurtay1 enfekte etmesi ile meydana gelir. Insanlardaki NTS
enfeksiyonlarinin  yaklagik yarisinin  kontamine kanathlar ve {irlinlerinden
kaynaklandig1 rapor edilmistir. Bu da kanathilarin insanlara NTS patojenlerini

bulastirmada 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymaktadir (Shivaprasad, 2003).

Salmonella enfeksiyonu, kontamine olmus gidalarin insanlar tarafindan
tiiketilmesiyle organizmada enfeksiyona neden olan ciddi bir halk saglig1 sorunudur.
Vakalarin ana kaynagi kanatli hayvan etleri ve onlardan elde edilmis {irlinlerin
tiiketimi, bir bagka kaynak ise semptom gosteren veya semptom gostermeyen etkeni
tasiyan ciftlik hayvanlarindan (biiylikbas ve kiigiikbas) elde edilen kirmiz1 et ve et
tiriinleridir (ECDC, 2011; Jorgensen, Bailey, Williams, Henderson, & Wareing,
2002). Bu gidalar ve su, patojenin ¢apraz kontaminasyonu yoluyla kontamine olmus
olurlar (Hendriksen ve ark.,, 2011; Mukhopadhyay, & Ramaswamy, 2012).
Genellikle ¢ig veya az pismis tavuk eti ve lriinleri ile yumurta ve et liriinlerinin
tiiketimi, salmonelloz salginlarina sebebiyet vermektedir. Ayn1 zamanda, balik, siit
ve kabuklu deniz iiriinleri de enfeksiyona neden olabilen diger hayvansal gida
kaynaklaridir. Yapilan arastirmalar, Sa/monella'nin izole edildigi gida maddelerini su
sekilde siralamistir: domuz eti, tavuk eti, yumurta, sigir eti, siit lriinleri ve
sebzelerdir. Ayrica, kanatli hayvanlarin yenilebilir i¢ organlari, 6zellikle taghk ve
karaciger, Salmonellanin ana kaynaklarindan biridir. Kontamine i¢ organlarin,
ozellikle karacigerin yetersiz 1s1l iglem gormesi ve/veya olasi post kontaminasyon
sonrasi tiikketilmesi, salmonelloz riski nedeniyle gida zehirlenmelerinde en 6nemli

faktorlerden biridir (Gast, 2013; Zdragas ve ark., 2012).

Broiyler karkaslari, patojenik salmonella tiirleri i¢cin 6nemli bir tasiyict olarak
kabul edilmektedir (Bok, Holzapfel, Odendaal, & van der Linde, 1986). Canli
pili¢lerin dis ylizeylerinde bulunan toz, kir ve digki kalintilari, kesim sirasinda ve
sonrasinda karkasa bulagan mikroorganizmalarin kaynaklaridir (Berrang, Bubhr,
Cason, & Dickens, 2001; Jay, 2000). Kanatli ve kasaplik hayvanlarin kesim
prosesindeki su asamalarinda ozellikle: kesim Oncesi, sirasi ve sonrasindaki siire

boyunca Salmonella'nin yayilmasini1 kolaylastirmaktadir. Patojen, sicak veya

21



sogukkanli canlilarin gastrointestinal sisteminde, safra kesesisinde ve bagirsaklarinda
asemptomatik sekilde bulunabilir ve digki yoluyla cevreye yayilmaktadir. Kesim
sirasinda i¢ organlarin ¢ikarilmasi esnasinda sindirim sistemi organlarinin zarar
gormesi durumunda, patojenin karkasin i¢ ve dis ylizeylerine yerlesebilecegi
belirtilmistir. Ayrica, karkasin yikanmasiyla, etkenlerin karkasin tiim ylizeyine
yayilmasina ve suya temas eden diger karkaslarin ¢apraz kontaminasyonuna sebep
olmaktadir. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) verilerine gore, broiyler kesimi
sirasinda daha fazla kontaminasyon meydana gelmektedir. Yapilan arastirmalar,
canlt tavuklarin %71'inin bagirsaklarinda halihazirda Salmonella spp. ile kontamine
oldugunu ve kesimden sonra bu oranin karkas orneklerinde %76'ya yiikseldigini

gostermistir (EFSA, 2014).

Hastalik etkenlerinin baslica fekal-oral yolla bulastig1 bilinmekle birlikte, son
yillarda yapilan arastirmalar nadiren de olsa insanlar arasinda oral-anal yolla bulagma
olabilecegini ortaya koymaktadir. Salmonelloz tasiyicilari, digki, idrar ve diger
salgilar1 araciligiyla ¢evreye bol miktarda patojen yaymaktadir, Bulagsma, en fazla
hastalar veya etkeni tasiyanlarin diski materyaliyle bulagmis gida ve sularin
tilketilmesi yoluyla gergeklesmektedir. Altyapinin uygun olmadigi bdlgelerde,
kanalizasyon sularinin igme ve kullanma sularina karigsmasi sonucu salginlar
meydana gelebilmektedir. Kontamine sularin dogrudan tiiketilmesi veya bu sularla
temas eden gidalarin yenilmesi, enfekte bireylerin kullandig1 esyalara temas edilmesi
veya ellerin kontamine olmasi, sinek ve boceklerin yiyecek ve iceceklere dogrudan

temasi gibi yollarla da hastaligin bulasabildigi bilinmektedir.

2.5. Patoloji

Salmonella'nin kanatl hayvanlarda hastaliga neden olma yetenegi enfekte
eden serovarin tipi, hayvanin yas1 ve genetik ge¢misi ile yakindan iliskilidir. Kanatl
tifosu (FT), S. enterica serovar Gallinarum'un neden oldugu ve genellikle fekal-oral
yol ile bulasan ve esas olarak yetiskinleri etkileyen bir hastaliktir. Kanatlilarda
hastalik belirtileri; yem tiiketiminin azalimi, strese bagl tiiylerin dokiilmesi ve artan
mortalite oranidir. Karaciger ve dalaklar1 olduk¢a biiylimiis bununla birlikte

karacigerde sarimsi lezyonlar ve turunculagma goriilmektedir. Benzer nekrotik

22



odaklar pankreas, akciger, taglik ve sekum duvarina da yayilabilmekte, lezyonlarin
yayilim1 enfeksiyonun siddetini arttirmaktadir. Pullorum hastalig1 (PD), S. enterica
serovar Pullorum etkeni tarafindan, yumurta yoluyla bulasan ve esas olarak yasamin
ilk birkac kac giiniinde (1-3 giin) ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Hastaliga yakalanmis
civceivlerin, hayatta kalanlarinda anoreksi, uyku hali, tiiylerinin {izerinde beyaz
viskoz yapigkan feges oldugu, genelde havalandirma ¢evresinde yattiklari, ¢ok sayida
civeivin ise, yumurta kabugunun iginde ¢ikamadan 6lmiis oldugu goriilmektedir. S.
enterica serovar Typhimurium, ¢ok gen¢ tavuklarda enteropetojenik 6zelligi
nedeniyle klinik salmonelloza sebep oldugu bilinmektedir (Withanage ve ark., 2004).
Mortalite oranlar1 siddetli salginlarda %10 ile %80 arasinda degismektedir. Yasamin
ilk 72 saati enfeksiyona karsi hizla gelisen direng; Sal/monella'nin bagirsaktaki
rekabetgi flora tarafindan baskilanmasi ve makrofajlarin olgunlagmasina baglanmistir
(Barrow, 2000). S. enterica serovar Enteritidis geng civcivler i¢in oldukg¢a 6ldiiriicti
olup (Halavatkar, & Barrow, 1993; Desmidt, Ducatelle, & Haesebrouck 1997) daha
yasl ticari yumurtaci ve etlik piliclerde asemptomatik ve kronik enfeksiyonlara da
neden olabilmektedir (Hinton ve ark.., 1989; Hopper, & Mawer, 1988; Lister, 1988).
Epidemiyolojik veriler, S. Enteritidis'in az pismis yumurta tiikketimi ile insanlardaki

gida zehirlenmesi arasinda bir iliski oldugunu gostermektir (Coyle ve ark., 1988).

2.6. Patogenez

Salmonella cinsi bakteriler, diger enterik patojenlerden ayiran en Onemli
ozelliklerinden biri, tiim tiirlerinin patojenik olarak kabul edilmesidir. Bu bakteriler,
konak organizmanin i¢ organlarinda, 6zellikle dalak ve karacigerde hayatta kalma
kapasitelerinde c¢esitlilik gostererek fakiiltatif hiicre ic¢i aktivite sergilemektedir.
Insanlarda ve diger hayvanlarda enfeksiyon gelisimi icin gerekli olan minimal doz
(MID) genellikle 10°-10° koloni olusturan birim (kob/g) olarak bildirilirken, ¢ogu
durumda 10°-10° kob/g olarak kabul edilmektedir (Erol, 2010). Baska bir kaynak,
enfeksiyonun tetiklenmesi igin 30 ile 10° bakteri arasinda bir miktarin yeterli
oldugunu ve en 6nemli bulagma yolunun fekal-oral yol oldugunu ifade etmektedir.
Enfeksiyonun tiirii ve siddeti, konagin bagisiklik durumu, susun patojenitesi,
baslangi¢ dozu ve enfeksiyon kaynagma bagli olarak degisiklik gosterebilir.

Bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde (6rnegin AIDS ve kanser hastalari),
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yashlarda, yeni doganlarda ve bebeklerde enfeksiyonun daha agir seyretme
egiliminde oldugu goézlemlenmistir. Salmonella'nin neden oldugu hastalik yelpazesi
oldukca genistir ve gastroenteritten tifoya, bakteriyemiye, fokal enfeksiyonlara ve
yasam boyu tasiyicilifa kadar degisiklik gosterir. En sik goriilen tablo gastroenterit
olup, tiim serovarlar gastroenterit yapma kapasitesine sahiptir. Salmonellanin
patojenik ozelliklerinin, hem bakteriyel kromozomda bulunan 3000'den fazla gen
hem de plazmidlerdeki 150-200 genin viriilans faktorlerinden kaynaklandigi
distiniilmektedir. Gida zehirlenmelerinin  baslica nedenlerinden biri olan S.
Typhimurium, salmonellozun molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasinda model
organizma olarak kullanilmaktadir (Ohl ve Miller, 2001).

Salmonella serovarlarinin patojenik potansiyeli, bilhassa fagositik hiicreler olan
makrofajlarda lireme ve hayatta kalma yeteneklerine dayanmaktadir. Bu hiicre ici
tireme hem genel hem de lokal enfeksiyonlarin temel etkenidir ve hastaligin ileri
asamalarinda daha belirgin sekilde goriiliir. Gida araciligiyla viicuda giren patojenler,
ince bagirsagin ileosekal bolgesinde bakteriyel adhezinler kullanarak mukozal
hiicreler {iizerinde kolonizasyonu saglanmaktadir. Peyer plaklarinda bulunan M
hiicrelerine ve enterosit hiicrelerine invaze olurlar; invazyon sonucunda bagirsak
iceriginin akiskanligi ve elektrolit dengesi bozulmakta ve diyare ortaya agiga
¢tkmaktadir. Invazyon sonrasi bakteriler, ileumun apikal kismindan bazolateral alana
gecerek ekzositoz yoluyla lamina proprianin hiicreler arasi bosluklarina niifuz
ederler. Burada, fagositik hiicreler (makrofajlar, dendritik hiicreler ve polimorf
niikleer 16kositler) tarafindan hiicre i¢ine alindiktan sonra, mezenterik lenf nodiilleri
aracilifiyla eferent lenf damarlariyla viicuda yayilirlar. Salmonella'nin intestinal
mukozaya invazyonu Sekil 1'de gosterilmektedir (Navaneethan ve Giannella, 2008).
Sekil 2’de konak epitel hiicrelerine salmonellalarin invazyon mekanizmasi
gosterilmistir (D’aoust, & Maurer, 2007). Fagositik hiicreler araciliiyla lenf ve kan
dolasimi yoluyla karaciger, dalak, bazi durumlarda safra kesesi, mezenterik lenf
nodiilleri ve kemik iligine ulagabilirler ve burada ¢ogalabilirler. Salmonellozda doku
hasarmin olusmasi: nétrofillerin proteaz, miyeloperoksidaz ve NADPH oksidaz
enzimleri salgilamasi sonucu ortaya c¢ikar. Nadir durumlarda, makrofaj yaniti
olusturmadan etkenler kan dolasimina gecebilir; bu gibi durumlarda septik sok ve

Olum riski s6z konusu olabilir.
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Sekil-1. Salmonellalarin intestinal mukozaya invazyonu (Navaneethan, & Giannella, 2008)

2.6.1. SalmonellaPatojenite Adalar:

Salmonella serotiplerinin konaga adapte olabilmesi, hiicre i¢inde sayica
cogalabilmesi, canli kalabilmesi ve organizmada ekstraintestinal yolla yayilabilmesi
cesitli genler araciligiyla yapilabilmekte ve ayni zamanda bu genler bakterilerin
viriilans seviyesini de belirlemektedir (Hensel, 2004). Viriilans karakterini ve
siddetini bellirleyen genler, patojen bakterilerin kromozomlarindaki ‘patojenite ile
iligkili adaciklar’ denilen bolgeden kodlanmaktadir (Schmidt, & Hensel, 2004). Bu
gen kiimelerinin, horizontal gen transferi yoluyla Salmonella bakterilerin patojenik
bolgelerini, diger bakterilerden aldig: ileri siiriilmektedir. Bu varsayim, patojenik
bolgelerin u¢ kisimlarinda yer alan transpozon insersiyon dizileri veya bakteriyofaj
genomlarinin, bu bolgelerdeki farkli (G+C) igerigi ile birlesmesinden
kaynaklanmaktadir.  Escherichia coli ve Salmonella arasindaki genlerin
karsilagtirilmasi, pek cok farkliligi ortaya koymaktadir. Bu farkliliklardan biri,
Salmonella'ya 6zgii genlerin kromozom iizerinde dagilmamis olmasidir. Bu genler,
"adaciklar" olarak adlandirilan bakteriyel kromozomun belirli bir bdlgesinde
yogunlagmistir. Salmonella genomundaki bu patojenik adaciklar, "Salmonella

patojenik adaciklar1" olarak tanimlanmaktadir. Bu gen adaciklarimin boyutlari
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genellikle degiskenlik gostermekte olup, tRNA gen dizileriyle benzerlik arz
etmektedir (Hensel, 2004). Salmonella enterica'daki gen adaciklarinin biiylik bir
kismi, patojenite igin kritik rol oynayan onemli islevleri kodlamakta ve bu gen
bolgeleri tiirler ve cinsler arasinda ayirt edilebilmektedir (D’aoust ve Maurer, 2007).
Patojenik adaciklar genellikle integreazlar, transpozonlar ve insersiyon dizileri (IS)
elementleri ya da bu elementlerin bazi kisimlarini kodlayan gizil veya islevsel genleri
igcermektedir (Hensel, 2004; Siriken, 2013).

Salmonella'nin patojenite adaciklar1 (SPA), 10-200 kilobaz (kb) uzunlugunda
genomik bdlge olan igerisinde bir¢ok viriilans faktorlerini kodlayan gen igermektedir
(Hensel, 2004; Ibarra ve Steele-Mortimer, 2009). Bu viriilans faktorleri, bakterinin
konak¢1 organizmasina adezyonu, kolonizasyonu, hiicre i¢i invazyonu, bagisiklik
sisteminden ka¢cmay1 ve toksin sentezini kodlayan genleri icermektedir. SPA’lar
yardimziyla Salmonella serovarlari, organizmanin sahip oldugu makrofajlar, dendritik
hiicreler ve epitelyal hiicreler lizerinde enfeksiyon olusturabilir (Bueno, Riquelme,
Riedel ve Kalergis, 2012; Hall, 2010). Baz1 patojenite adalari, Salmonella cinsleri
arasinda farkliliklara sebep olmaktadir. Bazi serovarlarin adaciklari etkenin iginde
korunmus olarak bulunurken, belirli serotipler i¢in ise adaciklar spesifiktir; bu durum
Salmonella’lalarin  konak¢idaki adaptasyonu, patojenite ve olugmus olan
enfeksiyonun siddeti agisindan serotipler arasinda farkliliklara sebep olmustur (Hall,
2010; Ibarra ve Steele-Mortimer, 2009; Sabbagh, Forest, Lepage, Leclerc ve Daigle,
2010). Su ana kadar Salmonella kromozomlarinda 12 ayri patojenite adacigi
tanimlanmistir. Bunlar; Sal/monella Patojenite Adalar1 (SPA-1, SPA-2, ...SPA-10),
Salmonella Genomik Adast (SGI-) ve Yiiksek Patojenite Adast (HPI) olarak
isimlendirilmistir (Chiu ve ark., 2005; Hensel, 2004). Tablo 6’da SPA’larin hangi
serovarlar i¢inde bulundugu, boyutlari, G+C igerikleri ve islevleri ayrtili bir

bigimde sunulmustur (Siriken, 2013).
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Tablo 6. Salmonella Patojenite Adalari profaj ve virulans plasmid

Patojenite | Bulundugu tiir/alt tiir/ Biiyiikliik G + Cigerigi (%)
adasi serotip/serovar (kb) Fonksiyon
SPA-1 Salmonella enterica ve 43 47 TTSS, invazyon, demir alimi

Salmonella bongori

SPA-2 S. enterica 40 44.6 TTSS, invazyon, sistemik enfeksiyon

SPA-3 S. enterica ve S. bongori 17 39.8-49.3 Magnezyum alimi, makrofaj iginde
sagkalim

SPA-4 S. enterica ve S. bongori 27 37-54 Makrofaj iginde sagkalim

SPA-5 S. enterica ve S.bongori 7.6 43.6 Enteropatojenisite

SPA-6 S. enterica subsp. 59 51.5 Fimbriya

enterica serotipleri

SPA-7 Typhi, Dublin, 133 49.7 Vi antijeni

Paratyphi serovarlari

SPA-8 Typhi serotipi 6.8 38.1 ?

SPA-9 S. enterica ve S. bongori 16.3 56.7 TOSS ve RTX- benzeri toksin
SPA-10 Typhi ve Enteritis serotipleri 32.8 46.6 S. enteritidis fimbriya (Sef)
SGI-1 Typhimurium (DT104), 43 48.4 Antibiyotik direnci

Paratyphi ve Agona serovarlari

HPI S. enterica alt tiir IlTa, IIIb, IV ? ? Demir alimina yiiksek afinite, septisemi

SPA: Salmonella patojenite adas1; TTSS: Tip III sekresyon sistemi; TOSS: Tip I sekresyon sistemi;
SGI: Salmonella genomic island; HPI: High pathogenity island.””

Tablo-6’da SPA’larin, profaj ve virulans plazmidlerin bulundugu serovarlar, bilyiikliikleri G+C

icerikleri ve fonksiyonlart detayli olarak verilmistir (Siriken, 2013).
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Sekil 2. Konak epitel hiicrelerine salmonellalarin invazyon mekanizmasi (D’aoust, & Maurer, 2007).
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2.6.2. Viriilans Genlerinin Regiilasyonu

Salmonella tcinslerinin bir organizmada etkili bir enfeksiyon yaratabilmesi
organimanin sahip oldugu bagirsak i¢indeki dogal mikroflora, mukus, mide asiditesi,
safra tuzlari, besin eksikligi, oksijen kisitlamasi ve organizmanin mevcudiyetinde
bulunan antimikrobiyal peptidlerin varligi gibi olumsuz ¢evresel kosullarda hayatta
kalabilmeleri gerekmektedir. Salmonella’lar, invazyon asamasinda ve makrofajlarda
cogalirken, lizozomal enzimler, reaktif oksijen radikalleri, Inducible Nitric Oxide
Synthase (iNOS), hidrojen peroksit ve bagisiklik sisteminin diger unsurlar1 gibi pek
cok negatif duruma rastlamistir. Bu zorluklari1 asabilmek ve enfeksiyon yetenegini
artirabilmek igin belirli genlerin ekspresyonuna ihtiyag duyarlar. Invazyonu saglayan
bu genler, optimum ortam sicaklig1 yani 37°C, nétr pH seviyesi ve yiiksek ozmotik
yogunlukta, ¢ogalmanin son donemlerinde en yiiksek seviyede SPA-1’den kodlamis
olan HilA (hyper-invasive locus) genleri vasitasiyla denetlenmektedir. Patojenik
Salmonella suslari, fagozom ve/veya fagolizozom icinde karsilastiklart olumsuz
sartlara ragmen, "alternatif sigma faktorii" (os, RpoS) ve "adaptif asidik tolerans
yanit1" gibi viriilans mekanizmalar1 sayesinde hayatta kalabilmektedirler (Alvarez-

Ordofiez ve ark., 2011; Ibarra ve Steele-Mortimer, 2009; Morgan, 2007).
2.6.2.1. Alternatif Sigma Faktor os (RpoS) Regiilatorii

Bagslica viriilans etmenlerinden biri olan RpoS’tur. Salmonella, ortaminda
besin yetersizligi, sicaklik dalgalanmalar1 ve pH degisiklikleri gibi stres etmenlerine
karsilastiginda, RpoS sayesinde olusan zor sartlara karsi dayaniklilik kazanir ve
hayatta kalirlar (Dong & Schellhorn, 2010). Bakteri, bu zorlu kosullardan
korunabilmek i¢in, hem latent hem de logaritmik fazlarda bircok genin
ekspresyonunu artirir.  Ornegin, RpoS, S. Typhimurium’un organlarin derin
kisimlarinda ¢ogalmasini diizenleyen spvA, spvB, spvC, spvD ve spvR plazmid
genlerinin aktivitesini kontrol eder. Bu genlerden spvB, bakterinin makrofajlar i¢inde
hayatta kalabilmesi i¢in ADP-ribozil-transferaz iretir (Guiney & Fierer, 2011).
Ayrica, RpoS, Peyer plaklarinda bakterinin kolonizasyonunu saglamak icin gerekli
olan kromozomal genlerin aktivitelerini de diizenlemektedir (Nickerson & Curtiss,

1997).
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2.6.2.2. Adaptif Aside Tolerans Yanit1

Salmonella serovarlari, genellikle pH araligi 6,5-7,5 olan ideal kosullarda
yasamaya aligkindirlar. Ayn1 zamanda su birikintilerinde de bulunabilirler. Ancak bu
etkenler bazi asidik ortamlarda da bulunabilmektedir, 6rnegin; mide asidi ve kolon.
Asidik tolerans tepkisi, bakterilerin mide asidinden gastrointestinal sistemin daha
bazik ortamina gecisi veya asidik fagozomal (pH 5-6) kosullarda hayatta kalmalar1
icin hayati 6nem tasir. Fagozom, bakterileri yok etmek amaciyla hidrojen peroksit,
stiperoksit ve diger antimikrobiyal maddeleri salgilar; bu siire zarfinda olusan
fagolizozomun pH’1 3-4 kadar diigebilir. Etken, orta derecede asidik ortamlara (pH 5)
maruz kaldiginda, gen ekspresyonu yoluyla tepki vererek ve gen iriinlerinin
yardimiyla daha asidik kosullara (pH ~3) uyum saglayarak hayatta kalabilir. Bu
stirecte, RpoS, PhoP/Q, OmpR ve Fur gibi genel diizenleyici genler kritik rol
oynamaktadir (Allam ve ark., 2012; Altier, 2005; Tiwari ve ark., 2004). Asidik
tolerans tepkimesi, Sa/monella'nin patojenitesinde dnemli bir rol oynar ve bu 6zellik,

serovarlarin yliksek derecede patojenik oldugunu gdésterir (Siriken, 2013).

2.6.3. Virulans Faktorler

2.6.3.1. Toksinleri

Salmonella’nin virulansinda kritik bir rol oynamakta olan ii¢ c¢esit toksin
tiretmektedirler. Bunlar: endotoksin, enterotoksin ve sitotoksin. Bu toksinler,

bakterinin viriilansinda kritik bir rol oynar.

Endotoksin, Salmonella'nin hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkarit
bileseninin lipid-A kismindan salinir. Bakteri konak savunma mekanizmalarindan
kagmayr basardiginda, hiicrelerin parcalanmasi ile endotoksin kana karisir ve
konakta ates gibi sistemik yanitlarin tetiklemektedir. S. Enteritidis'in irettigi
endotoksin 14 giinliik civcivlere intravendz yolla enjekte edilmesiyle, civcivlerin
karacigerin ve dalakdlarinda hasar olusmasina yol agmistir (Gast, 2013).
Lipopolisakkarit ayrica, bakteriyi fagositler tarafindan yutulma tehlikesine karsi

korur ve boylece bakterinin fagositozdan korunmasina yardime1 olur (Craven, 1994).
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Salmonella tiirleri, bagirsak epitel hiicrelerinden agir1 sivi salinimina yol agan
enterotoksinler iiretir. Bu durum, bagirsak liimeninde sivi birikmesine ve sonug
olarak diyareye neden olur (Koupal & Deibel, 1975). Ayrica, Salmonella tarafindan
tiretilen sitotoksinler, protein sentezini engelleyerek bagirsak epitel hiicrelerinde
yapisal hasara yol acar. Salmonella'nin toksinleri lizerine yapilan incelemeler
genellikle Stn genini hedef alir. Bu gen, sicaklia duyarli Salmonella enterotoksini
(Stn) tretir. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve Southern Blotting teknikleri
kullanilarak yapilan arastirmalar, Stn geninin S. Typhi ve S. Enteritidis dahil olmak
lizere S. enterica'min 14 serovarinda yer alan 84 susta bulundugunu gostermistir

(Prager et al., 1995).

2.6.3.2. Fimbrium-Fimbria-Pillus

Fimbrium veya pilus adiyla bilinen, 2-8 nm c¢apinda ve 0,5-10 pm
uzunlugunda, fibrin adiyla bilinen proteinlerin yineleyen helikal dizilimleriyle
olusmus ince yiizey yapilaridir (Collinson et al., 1996). Bu yapilar, toplayici,
diizenleyici, yapisal ve biyosentez islevlerini yerine getiren proteinleri
kodlamaktadir. Sa/monella pilluslariin hedef hiicrelere yapisma yetenegi bilinsede,
etkenin patojenitesindeki pillusun rolii heniiz tamamen anlasilmamistir (Fernandez &

Berenuer, 2000).

2.6.4.3. Flagella

Cogu Salmonella kendisine motilite/hareket kazandirmak i¢in bir organel
olan flagella’y1 yapisinda bulundurmaktadir. Ancak sahip oldugu flagellar gen
sisteminin gorevi tam anlamiyla anlasilamamistir. Bu genetik yapiyr daha iyi
anlayabilmek i¢in, hareketsiz yani flagellasiz Salmonella serotipleri ile alakali
yapilmis arastirmalar, S. Gallinarum ve S. Pullorum {izerinde gergeklestirilmistir
(Alphons, & Jaap, 2005). S. Gallinarum ve S. Pullorum serotiplerinin genomik
yapilarinda istiinde Fazl flagellin proteinini kodlayan gen olan fliC’nin
saptanmasma karsin, Faz 2 flagellin proteinini kodlayan fliB saptanamamigtir

(Dauga, Zabrovskaia, & Grimont 1998).
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Flagellali  Salmonella  serotiplerinin  ¢ogu  flagellin  varyasyonundan
faydalanmaktadir. Bu varyasyon, bakterinin konak¢i sisteminden kagmasini
saglamaktadir. Salmonella’dan dolay1 olusan enfeksiyonlarda, flagellanin doniis
rotastyla ve flagella aracilifiyla olusan hareketi, etkenin patogenezinde, okaryotik
hiicrelere invazyonu ve flagellalarin adhezyonu hakkinda cesitli c¢alismalar

bulunmaktadir (Lockman, & Curtiss, 1992).

2.7. SalmonellaTamisinda Geleneksel Yontemler

Etkenin geleneksel olarak izolasyon ve identifikasyonunda, prosediirde
belirlenmis olan agirlik veya hacimdeki kadar 6rnektan alinan numune, oncelikle
non-selektif 6n zenginlestirme asamasinda iretilmektedir. Daha sonra selektif
zenginlestirme basamagma gegilerek, selektif kati besi yeri ortamima ekimi
yapilmakta olup ve bu ortamda silipheli koloniler segilip secilen kolonilere
biyokimyasal ve serolojik olarak dogrulanmasi agsamalariyla islem tamamlanmaktadir

(Sekil 3).

On zenginlestirme
25 g 6rnek, 1:9 drnek/s1v1 besi yeri orani

v

Selektif zenginlestirme
S1v1 besi yerine 0.1 ml ya da 1 ml kiiltiir inokulasyonu

v

Selektif kat1 besi yeri inokulasyonu

v

Tipik Salmonella spp. stipheli kolonilerin
se¢imi ve On biyokimyasal testler
(TSL LI ve iire) ile dogrulama

v

Biyokimyasal identifikasyon ile dogrulama

Sekil 3. Salmonella spp.’nin geleneksel izolasyon ve identifikasyonundaki temel agsamalar

Salmonella izolasyon ve identifikasyonu i¢in gelistirilen standart metotlar
temelde dort ana asamadan olusmus olup; ilk asama olan 6n zenginlestirme da

yipranmis etken hiicrelerinin kendilerini yenilemesi ve eger miktar olarak
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azalmiglarsa yeniden iireyip sayilarinin artmasi amaglanmaktadir. ikinci asama olan
selektif zenginlestirme de ise Salmonella’nin yasadig1 ortamdaki 6teki bakterilerin
tiremesi baskilanarak ve Salmonella popiilasyonunun artmast hedeflenmektedir.

Farkli kurumlar, Salmonella zenginlestirmesi icin cesitli islemler
gelistirmistir ve bu yOntemler, patojenin belirgin fiziksel ve biyokimyasal
ozelliklerine dayanmaktadir. Olusturulmus olan bu testler sunlardir: United States
Department of Agriculture Food Safety Inspection Service (USDA-FSIS), ISO,
Association of Official Analytical Chemists (AOAC), American Public Health
Association (APHA), United States Food and Drug Administration Bacteriological
Analytical Manual (US-FDA-BAM), Health Protection Branch-Canada (HPB),
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF),
National Academy of Sciences (NAS). Gilinlimiizde, 2017 yilinda revize edilen ve
tilkemizde referans metot olarak Sa/monella aranmasinda kullanilan ISO 6579-
1:2017 yatay metodu, gida Orneklerinin Buffered Peptone Water (BPW) ile 6n
zenginlestirilmesini takiben Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone (RVS) ile Mueller-
Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin (MKTTn) sivi besi yerinde selektif
zenginlestirilmesini icermektedir (ISO, 2017).

Salmonella tespiti i¢in diger kurum ve kuruluslar araciligiyla kullanilan bazi
standart yontemler, ISO metoduna biiyiik dl¢lide benzemekte olup, Salmonellanin
tespiti i¢in uygulanan geleneksel kiiltiir metotlar1 su asamalar1 kapsamaktadir:

I. On zenginlestirme: ‘Pre-enrichment’ olarak da isimlendirilen bu asamada,
hasara ugramis Salmonella hiicrelerini canlandirmak amacgli non-selektif sivi besi
yerleri kullanilmakta veiclerinden en ¢ok tercih edilen sivi besi yeri BPW ve laktoz
broth’dur.

II. Birincil selektif zenginlestirme asamasinda, "Primary enrichment" olarak
da bilinen bu islemde, inkiibe edilen 6n zenginlestirme siv1 besi yeri, daha sonra safra
tuzlari, thiosulphate, brilliant green, malachite green, novobiocin, deoxycholate,
tetrathionate, cycloheximide, nitrofurantoin ve sulphacetamide gibi iki veya daha
fazla inhibitor madde iceren selektif zenginlestirme sivi besi ortamina aktarilir. Bu
inhibitér maddeler, ortamdaki diger bakterilerin {iiremesini engelleyerek
Salmonella'nin segici olarak gelismesini tesvik eder. Bu asamada tercih edilen

selektif siv1 besi yerleri: Rappaport-Vassiliadis (RV) broth ve Tetrathionate (TT)

32



broth, FDA-BAM ve Food Emergency Response Network (FERN) olarak
gosterilmistir. Ayrica, Salmonella'min gelisimini ve ortam segiciligini artirmak
amaciyla bu besi yerlerinin modifiye edilmis versiyonlar1 da mevcuttur. ISO (ISO,
2017) yonteminde, bes yilda bir giincellenen selektif zenginlestirme asamasinda
kullanilan besi ortamlar1 arasinda “Rappaport-Vassiliadis medium with Soya (RVS)
broth, Modified Semi-Solid Rappaport-Vassiliadis (MSRV) agar ve Muller-
Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin (MKTTn) broth yer almaktadir (ISO, 2017).

II. Selektif zenginlestirme: ‘Enrichment’ olarak da isimlendirilen bu
asamada, inkiibe edilen selektif sivi besiyerinden alinan Salmonella’lar, kat1 besi
yerinde selektif zenginlestirme islemine devam etmektedir ve ortamda bulunan diger
etkenlerin gelisiminin inhibisyonu hedeflenmekte olup bu asamada; Xylose-Lysine-
Desoxycholate (XLD) agar, Salmonella-Shigella (SS) agar, Brilliant Green agar,
Bismuth-Sulfite agar, Hektoen Enteric agar gibi kati1 besi yerleri kullanilmaktadir.
Farkli Salmonella serotiplerine ait koloniler, ayni1 besi yerlerinde farkli koloni
morfolojileri olusturabilmekle birlikte bazi 6zel durumlar hari¢ salmonellalarin
selektif kati besi yerlerindeki koloni tipleri karakteristik olup diger cins bakterilerden
bu 6zellikleri ile ayirt edilebilmektedir. Ornegin, SS agarda S. Typhi siyah merkezli,
renksiz koloniler seklinde goriilmektedir. Salmonella’nin laktozu fermente eden S.
Arizonae serovarlari, XLD agar iizerinde ac¢ik pembe-kirmizi, etrafi zonlu koloniler
olusturabilirken, S. Montevideo ve S. Virchow gibi diger laktozu fermente edebilen
serovarlari, bu agar lizerinde iiremeyebilir. Ayrica; bazi serotiplerin ayirt edici
ozellikler gostermedigi hatta XLD iizerinde liremedigi i¢in yanlig negatif sonuglara
neden olabildigi de bilinmektedir. Bu gibi sebeplerle, iki veya daha fazla selektif kati
besiyerinin kullanilmasi veya novobiocin, malachite green, thiosulphate ve
sulphamethazine gibi uygun supplementlerin besi yerine katilmasi ile birlikte ortamin
Salmonella yoniinden segiciliginin ve etkenin spesifik besi yerinde iireyebilme
sansinin artiritlmasi saglanmaktadir.

Ekimi yapilan kat1 besi yerinden ii¢ veya bes Salmonella siipheli koloniden
secilen izolatin iireaz testi sonrasi negatif oldugu belirlendikten sonra, on
biyokimyasal identifikasyonu i¢in Triple Sugar Iron (TSI) agar ile Lysine Iron (LIA)
agarda tretilerek ticlii seker fermentasyonu, protein deaminasyonu ve H,S olusumu

ile lizin dekarboksilasyon reaksiyonlar1 gozlemlenmektedir. On biyokimyasal
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testlerden sonra Salmonella igin tipik reaksiyon veren izolatlar son olarak,
biyokimyasal ve serolojik identifikasyon testlerine tabi tutulmaktadir. Revize edilen
ISO (ISO, 2017) metoduna gore; ekimi yapilan kati besi yerinden en az 1 adet
tipik/siipheli koloni segilerek 6n biyokimyasal testler yapilmaktadir. Yapilan testlerin
sonu negatif ise selektif zenginlestirme kat1 besi yerlerinden tekrar goze ¢arpan dort
adet tipik koloni secilerek yeniden on biyokimyasal testler gerceklestirilmektedir
(IS0, 2017).

Serotiplendirme basamaginda, antijenik yapmmin tanimlanmasi igin
agliitinasyon reaksiyonu kullanilarak kiiltlirlerin tanimlanmas1 saglanmaktadir.
Bununla birlikte, ayn1 Salmonella serovarlarinda, yiizey antijenlerinin degisimi veya
kaybina bagli olarak serolojik yoOntemlerin hassasiyetinde azalma séz konusu
olabilmektedir.  Salmonella  izolatlarmin bu ve benzeri nedenler ile
serotiplendirilemedigi kosullarda, Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) ile
karakterizasyon, serolojik testlerin yerine kullanilabilmektedir.

Konvansiyonel olarak da bilinen geleneksel metotlar, yiiksek hassasiyet,
sonuglarin giivenilirligi, 6zgilinliik ve diisik maliyet Ozellikleri ile birgok gida
giivenligi ve halk saglig1 laboratuvarinda temel analiz yontemleri veya Gold Standart
metot olarak kullanilmaktadir. Kullanilan bu metotlardan verimli sonu¢ alinabilmesi
icin izolasyon ve identifikasyona bes giinden fazla zamanda ulasilabilmekte, ayrica
rekabetgi floraya bagl olarak yanlis pozitif veya yanlis negatif sonuglar ortaya
cikabilmektedir. Test maliyetlerinin de yiiksek olmasi gibi dezavantajlari
olabilmektedir. Ornek sayisinin ¢ok fazla oldugu ve yamitin en kisa siirede
alinmasiin gerektigi bazi yiiksek verimli tarama g¢aligsmalarinda, beklenen kriterleri
konvansiyonel metotlar yalniz basina karsilayamayabilmektedir. Bu gibi durumlarda
selektif izolasyonun, saymmin ve spesifik identifikasyonun birlikte yapildig:
kromojenik ve florojenik besi yerleri kullanilarak veya molekiiler tabanl teknolojiler
ile Salmonella tanis1 daha hizli, ekonomik ve daha az emek harcanarak da

yapilabilmekte ve bir giin daha erken sonug alinabilmektedir.

2.8. Hizh yontemler

Salmonella’nin  slirveyansinin ve yayiliminin izlenmesi, temelinde gida

giivenilirliginin  gelistirilmesini  saglayan; giivenilir ve verimli deteksiyon
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yontemlerine dayandirilmadir. (Lee ve ark., 2015; Rodriguez-Lazaro ve ark., 2007).
Salmonella siirveyans ¢alismalart; yem ve yem bilesenlerinden baslayarak tiim gida
zincirlerinde bulunabilen etken kaynakli kontaminasyonu incelemeyi kapsamaktadir
(Alakomi, & Saarela, 2009; Mead ve ark., 2010). Teknolojideki son gelismeler ile
elde edilen yeni yontemler geleneksel yontemlere kiyasla testin sensitivite ve
spesifisitesi daha geligsmis ve gida kaynakli patojenlerin tespitini daha hizli ve pratik
hale getirmistir (Mandal, Biswas, Choi, & Pal, 2011; Hadjinicolaou, Demetriou,
Emmanuel, Kakoyiannis, & Kostrikiscorresponding, 2009). Kullanilan bu metotlara
‘hizli yontemler hizli deteksiyon yontemleri’ denilmekte ve geleneksel yontemlere
kiyasla modifiye edilmis veya niikleik asit bazli testleri igermektedir (Doyle, &
Beuchat, 2013; Dziezak, 1987; Ibrahim, 1986; Stager, & Davis, 1992; Hadjinicolaou
ve ark., 2009). Bu yontemler hiz, sensitivite, spesifisite, maliyet ve is giicii
verimliligi gibi onemli avantajlar sagladigindan gida endiistrisinde onemli bir yer
tutmaktadir. Hedef patojenleri saptamak i¢in, geleneksel kiiltiire dayali yontemlerde
dort-bes giine ihtiya¢ duyulurken gelismis molekiiler ve immunolojik yontemlerde
ise ortalama olarak sadece birkag saat yetmektedir (Hadjinicolaou et al., 2009).

Giiniimiizde molekiiler klonlama ve rekombinant DNA kullanilan bir¢ok hizli
deteksiyon metotlar1 gelistirilmis, onaylanmis ve kullanilmaktadir. Bu hizlandirilmis
tespit metotlarindaki prosediir; hizli yanit, 6rneklerin depolama alanini azaltma ve
orneklerin verimini artirmaktir.

Kanatli ve kanath triinlerinde Salmonella izolasyonu yapilirken duyarlilig
artirmak icin genellikle selektif olmayan besi yerleri veya selektif zenginlestirme
besi yerleri kullanilmaktadir (Hadjinicolaou ve ark., 2009; Mihayara ve ark., 2010;
Ukeda, & Kuwabara, 2009). Ancak; zenginlestirme besi yerlerinin eklenmesinin
toplam izolasyan siiresini arttirabilecegi unutulmamalidir. FDA’ya gore; hedef gida
kaynakli patojenin varligin1 belirleyen herhangi bir hizli tespit yonteminde alinan
pozitif sonuclar, geleneksel yontemlerle mutlaka dogrulanmalidir (FDA, 2001).
USDA kapsaminda National Poultry Improvement Plan (NPIP) tarafindan bazi hizli
testler kiimes hayvanlarinda Salmonella tespiti i¢in onaylanmistir. (USDA-APHIS,
2012).

Salmonella tespiti i¢in yararlanilan hizli deteksiyon metotlari, birkag

kategoriye ayrilmakta ve ticari olarak temin edilmektedir: Yeni selektif ortam,
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modifiye edilmis veya adapte edilmis konvansiyonel prosediirler, immunolojik bazl
testler ve niikleik asit bazli testler gibi. Bu metotlarin icerisinde, ELISA ve PCR
islemleri, konveksiyonel metotlarla karsilagtirildiginda benzer asamada yiiksek
ozgiillik ve duyarlilhik saglama kapasitesine sahip yontemlerdir. Zenginlestirme
basamagindan sonra; ELISA testinde Salmonella konsatrasyonu 10%-10° ml
'saptanmisken, PCR tabanli testte duyarhlik 10* ml' olarak belirlenmistir. Bu
yontemlerin sensitivite ve spesifisite degerleri biiylik dlciide arka planda var olan
mikro floraya, 6rnegin matrisine, kiiltiire edilemeyen hiicrelerin varligina ve ortamda
bulunan inhibitér maddelere (0r; yaglar, proteinler, polisakkaritler, agir metaller,
antibiyotikler ve organik bilesikler) bagli olmaktadir (Alakomi, & Saarela, 2009; Lee
ve ark., 2015; Mozola, 2006; Naravaneni, & Jamil, 2005). On zenginlestirme ve
zenginlestirme ortammin modifikasyonu, diliisyon, santrifiij, filtrasyon, akis
enjeksiyonu, kromatografi, organik ¢oziicli ekstrakti ve floresan hibridizasyonu gibi
ek ornek hazirlama ve saflastirma teknikleri ile yontemlerin duyarlilik ve deteksiyon

limitlerinin iyilestirildigi bildirilmistir.

2.8.1. immunoloji Temelli Uygulamalar

Immiinolojik temelli ydntemler, somatik veya flagellar antijenlere spesifik
olarak baglanabilen mono veya poliklonal antikorlarin kullanimina dayanmaktadir.
Ayn1 zamanda gidalarda patojen identifikasyonu i¢in kullanilan en yaygin antikor
bazli yapilan analizlerdendir (Ramsay, 1998; Mandal ve ark., 2011). Rutin olarak
yapilan bu deteksiyon metotlar kiiltiire edilemeyen Sal/monella hiicrelerinin tespit
edilmesinde de kullanilmaktadir (Maciorowski, Herrera, Jones, Pillai, & Ricke,
2006). Onceki ¢aligmalar, immiinoloji tabanli testlerin kiiltiirel metotlar ile
kiyaslanabilir, daha hizli ve daha spesifik oldugunu ve bununla birlikte
immunomagnetic separation (IMS) teknikleri ile fazla sayida ornekten Salmonella
spp.’nin izolasyonu i¢in uygun, otomatize oldugunu gostermis is giicli ve zamandan
tasarruf sagladigini rapor etmistir (Keith, 1997; Uyttendaele ve ark., 2003; Tietjen, &
Fung, 1995). Buna ragmen bu metotlarin salmonellalalarin deteksiyonu iizerinde bazi
potansiyel eksiklikleri bulunmaktadir. Ornegin yeterli miktarda hiicre sayisina
erismek i¢cin daha uzun 6n zenginlestirme periyoduna ihtiya¢ duyulmasi ve yakin

iliskili antijenlerle kros reaksiyon veriyor olabilmesi, bazi matrislerde ve strese
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maruz kalmis hiicrelerde sensitivitesinin sinirlanmasina ve daha yiiksek otomasyon

giderlerine sebep olabilmektedir.

2.8.1.1. Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)

Immunolojiye dayali testler arasinda, ELISA Salmonella spp. antijenlerinin
veya lrilinlerinin deteksiyonu i¢in kullanilan en yaygin testlerden biridir. Ticari kit
halinde bulunan ve farkli ELISA sistemleri gelistirilmistir. ELISA testinde,
Salmonella spp.’ye 6zgii olan antijen ile solid bir matrise bagli olan uygun antikor
baglanir. Antijen-antikor kompleksi olustuktan sonra, antijen konsantrasyonu ve
Salmonella’nin varligr kromojenik substratin enzimatik boliinmesinin neden oldugu
renk degisikligi yoluyla dl¢iilmektedir (Blivet ve ark., 1998; Tietjen, & Fung, 1995).
Alternatif olarak, Salmonella spp. ile enfekte olmus Orneklerde, antikor varligi
ELISA’nin solid fazina baglanan antijenler kullanilarak saptanabilir (Wiuff ve ark.,
2000). ELISA’lar ayrica salmonellozlara karst asilarin gelistirilmesine yonelik
antikorlarin tespit edilmesi icin de kullanilmistir (Meenakshi ve ark., 1999). Cig
veya islenmis iirlinlerde Sa/monella’nin hizli tespiti icin tasarlanmis ve ticari olarak
onaylanmig ELISA sistemleri bulunmaktadir. Bunlardan bazilari: GDS™, TECRA,
ELISA ve Vitek Immuno Diagnostic Assay System (VIDAS)’dir. Testler spesifik,
giivenilir ve uygulamasi kolay oldugundan genellikle Salmonella spp. i¢in tarama
testi yerine konfirmasyon teknigi olarak kullanilmaktadir (Eijkelkamp ve ark., 2009;
Love, & Sobsey, 2007).

ELISA tabanli test kitlerinin, 6rnek olarak EIAFoss (Foss Electronics,
Hillorod, Danimarka) ile VIDAS (Biomerieux), kanatli hayvanlarin iiretiminde
(kanath yem, digki, altlik, karkas yikama ve su numuneleri) Sa/monella tespitinde
kullanilan, kiiltiir bazli yontemlere gore daha yiiksek duyarlilik ve daha hizli sonug
saglayan testlerdir (Maciorowski ve ark., 2006; Rigby, 1984). ELISA testleri aslinda
gidalarda ve hayvan yemlerinde Salmonella tespiti i¢in gelistirilmis olsa da artik
hayvanlarda da Salmonella tespiti i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Hoorfar,

2011; Maciorowski ve ark., 2006).

37



2.8.1.2. immuno Manyetik Ayirma Yéntemi (IMS)

Salmonella'nin tespitinde antijen-antikor etkilesimine dayanan bir diger
teknik olan Immunomanyetik Ayristrma (IMS), seg¢ici kati besiyerine ekim
yapilmadan once uygulandiginda, kanatli hayvanlarin yemi, kloakal swabi, yumurta
kabugu, kanatli eti ve doku 6rneklerinden alinan Sal/monella bulasinin konveksiyonel
secici  zenginlestirme  yOntemlerine kiyasla daha  yiiksek  hassasiyetle
saptayabilmektedir. Ayrica, IMS yontemi kiiltiir ve ELISA yontemleriyle kanath
yumurtasinin igerisindeki az miktardaki Salmonella Enteritidis kontaminasyonunu

belirlemede de etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir (Uyttendaele ve ark., 2003).

2.8.1.3. Latex Agliitinasyon Yontemi

Latex agliitinasyon teknigi, Salmonella pozitif numunelerin tanimlanmasi i¢in
goriiniir kiimeler olusturmak tizere Sa/monella hiicrelerinin ylizeyindeki antijenlerle
reaksiyona giren antikorlarla kapli lateks partikiillerini kullanmaktadir (Thorns,
McLaren, & Sojka 1994; Tietjen, & Fung, 1995). Testler spesifik, komplike olmayan
ve giivenilirdir. Bu nedenle genel olarak Salmonella spp. i¢in tarama testi yerine
konfirmasyon analiz teknigi olarak kullanilmaktadir (Eijkelkamp ve ark., 2009;
Love, & Sobsey, 2007).

2.8.1.4. Iimmunodifiizyon Yéntemi

Motil Salmonella serovarlarinin, tespiti i¢in immunodifizyon reaksiyonu
temelli kullanilan bir yontemdir. Birbirine bagli iki odadan olusan sistem iinitesine
inokulasyondan once, ornek 24 saatlik On zenginlestirmeye tabi tutulmaktadir.
Zenginlestirilmis ornek, inokulasyon odasinda Tetrathionate Brilliant Green Broth’a
inokule edilir. Daha sonra inokulasyon odasindan hareket odasina aktarilan 6rnek
burada semisolid mediumun distal ylizeyinde kapli olan antikor ile reaksiyona
girerek sonug¢ elde edilir. Inokulasyon oncesi zenginlestirme adiminda yapilan
modifikasyonlar  ile  inkiibasyon  siiresinin  artirllmasmin  Salmonella

identifikasyonunun etkinligini artirdig1 gozlemlenmistir (Lee ve ark., 2015).
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2.8.1.5. Immiinokromotografik yontem

Immun zenginlestirme ve deteksiyon adimlarindan olusan Tecra Salmonella
Unique™ testi, Sa/monella deteksiyonu i¢in bir tarama prosediiriidiir. PATH-STIK
Salmonella testi, tek adimli Salmonella deteksiyonu yapan immunolojik dipstik
testidir. Tetkik kontrolii ve Salmonella deteksiyonu i¢in kullanilacak tiim reaktif
maddeler kit igerisinde bulunmaktadir. Dipstick testi yapilmadan oOnce, 6rnek
media/agar icerisinde On zenginlestirme ve selektif zenginlestirmeye tabi tutulur.
Zenginlestirilmis Ornek test iinitesine eklenir, Srneklerdeki Salmonella dipstick,
lizerinden yakalanir. Tecra® Salmonella Unique™ testinin aksine, PATH-STIK testi
yikama islemi icermemekte olup, analiz icin sadece 30 dakika gerekmektedir

(Brinkman, van Beurden, Mackintosh, & Beumer, 1995; van Beurden, 1992).

2.8.2. Niikleik Asit Temelli Uygulamalar

Niikleik asit bazli testler, mikroorganizma igerisindeki spesifik niikleik asit
sekansin1 hedef alan Salmonella deteksiyon testleridir. Bu testler, Salmonella
deteksiyon yontemleri lizerinde 6zellikle son 10 yilda yogun sekilde arastirilmis ve
gelisirilmistir. Ciinkli sensitivite, spesifisite ve kapsam konusunda diger metotlara
kars1 baz1 avantajlara sahiptir; saf kiiltiirler elde edilmesini gerektirmeyisiyle ve hizli
sonu¢ alinabilirligiyle iistiinlik saglamaktadir (Glynn ve ark., 2006; Mozola, 2006).
Testlerin iki ana teknigi, direkt hibridizasyon (DNA probe) ve amplifikasyon (PCR)
metotlaridir.  Bu  testlerdeki avantaj, Ornekteki c¢ok diisik sayida var
olanorganizmanin saptanabilmesi ve rutin analiz i¢in ¢ok sayida Ornegin yiiksek

verimli bir sekilde analiz edilebilmesidir.

2.8.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Testi

PCR testi, Salmonella tespitinde in vitro ortamda spesifik DNA
segmentlerinin primer aracili enzimatik amplifikasyonunu gerceklestirmek i¢in tercih
edilen kiiltiirel olmayan bir metotturPCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) testi,

yiiksek sicaklik kosullarina dayanabilen DNA polimeraz enzimi kullanilarak belirli
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bir DNA dizisinin iki ila ii¢ saat igerisinde ¢ogaltilmasi ve yaklasik 1 milyon katina
kadar artirilmasi prensibine dayanir. Amplifiye edilen iirlinler, jel tabanli analiz
yontemleri ve Polymerase chain reaction PCR benzeri farkli tekniklerle saptanabilir.
(Eijkelkamp ve ark., 2009; Eyigor, Carli, & Unal 2002; Mozola, 2006).

DNA’nin ilgili segmentlerinin amplifikasyonunu saglayan tekniklerdeki
gelismeler sunu gostermistir; bir 6rnegin hedeflenen DNA’sinin bile spesifik olarak
saptanabilecegi spesifisite ve sensitiviteye ulagsmistir. Calisilan bu sistemlerde etken
diistik yogunlukta bile taninabilmekte, PCR ile giivenli bir identifikasyon i¢in
gereken On zenginlestirme gegen zamaninin baska teknikler ile karsilastirildiginda
daha kisa siirmektedir. Bu testler, ISO (IOS 20838:2006, ISO/ ISo 22119, ISO
16140:2003, ISO 6579:2002, ISO 22174) yonerge ve gereksinimlerine uyarinca
gelistirilmis, dogrulanmis ve standartlagtirilmistir.

Standartlastirilmis PCR teknolojisine dayal: ticari kitler gelistirilmis ve gida
endustrisinde, acil laboratuvarlarinda rutin Sa/monella taramalar1 kullanilmaktadir.
PCR, Salmonella spp.” yi hizla ¢ogaltmasi ve identifiye etmesi i¢in gerekli tim
ajanlar1 (primer, enzim, deoksiribonukleotid) tek bir tablette iceren ilk ticari metottur.

Molekiiler bazli PCR testleri, gida kaynakli patojenlerin, tespiti ve
karakterizasyonu i¢in en yaygin kullanilan tekniklerden biri olarak ortaya ¢ikmistir
(Bennett ve ark., 1998; Bhagwat, 2003; Boyd, Peters, Ng, & Mulvey, 2000; Kumar,
Balakrishna, Singh, & Batra, 2005; Lampel, Keasler, & Hanes 1996; Maciorowski,
Pillai, Jones, & Ricke, 2005; Manzano ve ark., 1998; Waage, Vardund, Lund, &
Kapperud, 1999). Kanatli ve kanatl iiriinleri ile yemlerde Salmonella’y1 tespit etmek
ve karakterize etmek icin, cins, tlir veya serotipe Ozgli genlerle birlikte secilen
antibiyotik direnci veya viriilans genlerini hedefleyen PCR testleri kullanilarak ¢ok
sayida ¢alisma yapilmistir (Bansal, Gray, & Mcdonell 2006; Cohen ve ark., 1993;
Cohen, Mechanda, & Lin 1996; Eyigor, Goncagul, & Carlik 2007; Jarquin, Hanning,
Ahn, & Ricke, 2009; Levin, 2010; Lofstrom, Knutsson, Axelsson, & Radstrom,
2004; Maciorowski, Pillai, & Ricke 2000; Salomonsson, Aspan, Johansson, Heino,
& Haggblom, 2005; Seo, Valentin-Bon, Brackett, & Holt, 2004; Wise ve ark.,
2009).

Gidalar, dogal olarak, DNA sarmalina baglanabilen veya DNA polimeraz

aktivitesine miidahale edebilen organik kimyasallar, sakkaroz ve denatiire proteinler
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gibi PPCR’yi inhibe eden bilesenler igcermektedirler (Wilson, 1997). Bununla
birlikte, hedeflenen organizmadan baska DNA ve hiicrelerin varligt PCR’in
etkinligini degistirebilmektedir (Wegener et al., 2003). Bu olumsuzlugun giderilmesi
icin, PCR testini ger¢eklestirmeden once potansiyel inhibitorleri ortadan kaldirmak
veya notralize etmek icin bir tiir ornek hazirlamak ve Orne8in matrisine gore

hazirlama metodunu degismek gerekmektedir (Maciorowski ve ark., 2005).

2.9.2.2. Real time PCR (r-PCR) sistemleri

Ger¢ek zamanli PCR (r-PCR) teknolojisi, termocycler ve floresan
dedektorlerin kombinasyonu kullanilarak artan floresan sinyallerin izlenmesi yoluyla
PCR fdrilinlerinin tespit edilmesini esas alir. Bu yontem, genetik materyalin
(amplikon) kapali bir ortamda ve iiretim siirecinde tespit edilmesini saglayarak
amplikon kontaminasyonundan kaynaklanabilecek yanlis pozitif sonuglarin 6niine
geemektedir. Ayrica, i¢ kontrol kullanimi, yanlis pozitif sonuglarin ve inhibitdrler
sebebiyle olusabilecek olas1 negatif sonuglarin dnlenmesine yardimer olmaktadir. r-
PCR teknolojisi, otomatik DNA ekstraksiyonu, amplifikasyonu ve tespiti
gerceklestiren bir sistem olup, gida endiistrisi ve acil miidahale laboratuvarlarinda
cesitli 6rnek matrislerinde Salmonella'nin tespiti ve tanimlanmasi i¢in gelistirilmistir.
Ayrica, hedef Salmonella dizilerinin tespitinde maliyet etkin ve kullanici dostu ¢esitli
floresan yontemler gelistirilmis olup, bu yontemler r-PCR sistemleriyle entegre

edilmistir (Lee ve ark., 2015; Maurer, 2011).

2.8.3. Minyatiirize Biyokimyasal Testler

Miyatiirize biyokimyasal testler, Salmonella’nin hizli karakterizasyonu i¢in
geleneksel biyokimyasal yontemlere gore; kullanilan reaktif madde, besi yerleri ve
laboratuvar aletlerinin minumum seviyede calisilmasi ile ayn1 zaman diliminde daha
fazla sonu¢ almamizi saglamaktadir. Birgok mikrobiyolog, ¢ok sayida 6rnekten izole
edilen organizmalar1 hizla dogrulamak i¢in ¢esitli minyatiir biyokimyasal sistemler
gelistirmis ve kullanmistir. Cogu sistem, tek kullanimlik sterilize edilmis mikrotitre
plakalari, ¢oklu inokulasyon cihazi ve organizmalar1 hedeflemek icin 6zel olarak

tasarlanmig 10-20 media veya substrattan olusmaktadir. Salmonella spp.
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identifikasyonu, 06zel substratin kullanimi ile siirekli iireyen koloni ve hiicre
yogunlugunun Olclilmesine dayanmaktadir. Test prosediirlerinin her biri; geleneksel
yontemde bagimsiz inokulasyonu temsil eden ve 96’ya kadar farkli kiiltiirii tutan
mikrotitre plakasinin oyuklarina saf kiiltlirlerin  yerlestirilmesini icermektedir.
Bertilen sicaklikta 16-24 saat siiren inkiibasyon sonrasinda, kati veya sivi ortamdaki
Salmonella'nin varlig1 veya yoklugu, 6zel kodlama yontemleri araciligiyla spesifik
bilesenlerin ve metabolitlerin reaktiflerle etkilesiminden kaynaklanan renk
degisiklikleri ile tespit edilir. Ayrica, bu siire¢ bilgisayar destekli bir okuyucu
araylizii kullanilarak otomatik olarak da izlenebilir (Lee ve ark., 2015).

Salmonella’nin hizli biyokimyasal karakteizasyonu icin piyasada bulunan
miyatiirize edilmis ticari test kitleri bulunmaktadir. Bunlar; API 20E, Enterotube 11,
MICRO-ID, Baxter Diagnostic, Micro-Media Systems, Diagnostic Division,
Sensititre, Tri Panel, Vitek 2’dir. Bu ticari kitlerin ¢ogu, ilk olarak klinik 6rneklerin
karsilastirmali analizleri i¢in kullanismis ve daha sonra gida mikrobiyolojisinde
uygulanmaya baglanilmistir (Fung, 2002; Stager, & Davis, 1992). Bu sistemlerde,
coklu ornek ve izolati analiz etmek i¢in ideal olan benzer yaklagimlar ve prosediirler
kullanilmaktadir. Minyatiirize edilmis biyokimyasal test kitlerinin ¢gogu baslangicta
Salmonella, Shigella, ve Enterobacteriaceae dahil olmak tizere Gram negatif
bakterilerin identifikasyonu i¢in tasarlanmis olup daha sonra Gram pozitif bakteriler,
anaeroblar ve hatta maya ve kiifler i¢in de gelistirilmistir (Gracias, & McKillip,
2004).

Yapilan calismalarda, minyatiirize edilmis sistemlerin ¢ogunun dogru,
verimli, kullanisl, is giiciinden ve yerden tasarruf saglayan ve geleneksel kiiltiir
metotlarina gore daha ekonomik oldugu bildirilmistir. Dort saatlik inkiibasyon
gerektiren MICRO-ID ve APE 20E sistemleri disinda, diger sistemlerin uygun
sicaklikta 24 saatlik inkiibasyondan sonra sonu¢ elde edilmektedir. Minyatiirize
edilmis biyokimyasal testler ve kitler, Salmonella spp.’nin dogru, verimli olarak
belirlenmesine 6nemli Olglide katki saglamis, gelecekte de gida, endiistriyel veya
cevresel mikrobiyoloji alanlarinda 6nemli bir rol oynamaya devam edecekleri tahmin

edilmektedir (Lee ve ark., 2015).
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2.8.4. Biyosensorler

Bu sistemde, bir fizikokimyasal doniistiirliciiniin  veya doniistiirlicii
mikrosistemin yiizeyinde, hareketsiz hale getirilmis molekiil/molekiil gruplari
(reseptdr) dahil ederek tanimlayan, bakteri deteksiyonuna ydnelik uygulamali bir
mikrobiyoloji yaklagimini kapsamaktadir. Devaminda, sistemde belirli olan -analit-
biyolojik tanima elemanma baglanarak olusan reaksiyon sonucunda biyosensor
sisteminde ‘tanima sinyali’ olugmaktadir. Tanima sinyali olustuktan sonra, ortamda
baz1 degisikler meydana gelmektedir. Bunlar: kiitlede, oksijen tiiketiminde,
potansiyel farkta, pH degerinde, akimda, kirilma indeksinde ve baska parametrelerde
olusacak degisikliklerdir ve ve sistem tarafindan kaydedilebilmektedir. Biyosensor
teknigi, mevcut olan immunoloji ve niikleik asit bazli testlerin yerini alabilmektedir.

Biyosensor uygulamasinda kullanilan ‘biyolojik tanima elemanlar1’ arasinda
enzimler, antikorlar, niikleik asitler, tiim hiicreler, doku/tim organizmalar ve
biyomimetik materyaller bulunmaktadir. Biyosensordeki sinyal tanima ve
transdiiksiyon, farkli tipte transdiiserler tarafindan saglanmaktadir. Bunlar;

elektrokimyasal, optik, termometrik, mikromekanik ve diger transdiiselerdir.

2.8.4.1. Enzim Biyosensorleri

Enzim biyosensorii, enzim Kkatalizli reaksiyonlarin neden oldugu farklh
fizikokimyasal degisikliklerden kaynaklanan bir sinyal {iretmek i¢in enzimi
doniistiirlicii/transiidor ile entegre eden analitik bir cihazdir. Sinyal, hedef analit
konsantrasyonunu belirlemek icin akim, sicaklik degisimi ve 151k absorpsiyonu gibi
Olciilebilir tepkilere doniistiiriilmektedir (Baeumner, 2003). Enzim biyosensorleri
oldukca segici, hizli ve kullanimi kolay olmakla birlikte pahalidir ve bazen bir
transdiiser lizerinde hareketsiz hale getirildiginde aktivitelerini kaybeder. Bu tip
biyosensorlerde kullanilan enzimler arasinda glikoz oksidaz, galaktosidaz,

glukoamilaz, laktat oksidaz ve diger enzimler bulunmaktadir (Fung, 2002).
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2.8.4.2. Niikleik Asit Biyosensorleri

Niikleik asit biyosensorii, biyolojik tanima eleman olarak bir ‘niikleik asit” ve
‘sinyal transiidoriinden’ olusan, organizmalarin deteksiyonu i¢cin DNA veya RNA
molekiillerinin ~ tamamlayict  zincirlerinin  hibridizasyonuna  dayanmaktadir
(Baeumner, 2003; Eijkelkamp ve ark., 2009; Lazcka ve ark., 2007). Ayrica, gida ve
diger oOrneklerdeki bakteri ve diger patojenlerin deteksiyonunda, kuvars kristal
mikrabalanslar, ylizey plazmon rezonansi, ylizey akustik dalga sensorii ve kaybolan
dalga biyosensorleri gibi farkli sinyal iletim sistemleri kullanilarak toksik bilesiklerin
ve biyoteknoloji rilinlerinin saptanmasi i¢in niikleik asit biyosensorii

uygulanmaktadir.

2.8.4.3. Antikor-Tabanh Biyosensorler

Antikor bazli biyosensorler, hedef analit konsantrasyonunun miktarini 6lgmek
icin sinyal translidoriine baglanmis ‘biyolojik tanima elemani’ olarak ‘antikor’
kullanan analitik cihazlardir (Bilitewski, 2000; Rogers, 2000). Antikorlarin, en
yaygin olarak kullanilan biyolojik tanimlama elemani olmasinin sebepleri; yiiksek
spesifisiteye sahip olmalar1 ve antijenlere afiniteleri, cesitlili§i ve piyasada
bulunulabilirliginin kolay olmasidir. Antikor tabanli biyosensorler ii¢’e ayrilir;
1.Immobilize (hareketi kisitlandirilmis, hareketsiz), 2.Immobilize antijen ve 3.Non-
immobilize (hareketli) antijen. Hareketli antijenlerin karakteristikleri biiyiik 6l¢iide

sinyal iletim mekanizmalariyla belirlenmistir (Rogers, 2000).

2.8.4.4. Mikro- ve Nano- Biyosensorler

Mikro ve nano biyosensorlerin, cesitli patojenlerin ger¢ek zamanda
deteksiyonunu igeren gilinlimiiziin bir¢ok problemini ¢dzecegi diisiiniilmekte ve
Salmonella spp.’nin identifikasyonunda gelecekte kullanilabilecek bir ydntem
olacag diisiiniilmektedir. (Chen ve ark., 2005; Mozola, 2006; Scaria ve ark., 2008).
Ayni zamanda, teknolojik gelismeler olsa dahi heniiz bu yontemle Salmpnella spp.

deteksiyonuna yonelik uygulamalar oldukg¢a sinirhidir (Alakomi, & Saarela, 2009).
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Buna ragmen, mikro ve nano biyosensorlerin gelecekte mikrobiyoloji alaninda

onemli teknolojilerden biri olacagina inanilmaktadir.

2.9. Salmonellalarda Tiplendirme Matotlar:
2.9.1. Fenotipik Tiplendirme

Fenotiplendirme de koloni morfolojisi, renk, koku ve diger makroskopik
ozellikler gortilebilirken, ancak cogu tipleme yontemi, belgelenmesi icin Ozel
teknoloji ~gerektiren Ozelliklere dayanmaktadir. Ornegin, izolatlarin spesifik
maddelerin (metabolitler, ilaglar, bakteriyel toksinler veya bakteriyofajlar) varliginda
biiyiime yeteneklerini ve spesifik molekiillerin ekspresyonlarmi (ylizey antijenleri
veya allelik varyantlari, enzimleri) kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirebilirler.
Fenotipler ¢evre faktorlerine genellikle hassastir. Fenotiplendirme, organizmalarin
genetik Ozelliklerinin disa yansimasi temelinde benzer fenotipik karakterlere sahip
gruplarin olusturulmasi siirecidir (van Belkum ve ark., 2007). Bakterinin alt tipini
belirlemek i¢in en yaygm olarak kullanilan fenotipik tiplendirme metotlari;
serotiplendirme  (immunolojik  reaksiyonlar), biyotiplendirme (biyokimyasal
belirtecler) veya faj tiplendirmesi (bakteriyofaj duyarliligl)’dir Giiniimiizde
genotipleme rutin hale gelsede, serotipleme ve faj tipleme gibi fenotipleme
teknikleri, bazen antimikrobiyal direng¢ profili ile birlestirilmis, klasik Salmonella
spp. tiplendirilmesi i¢in tercih edilen yontemlerdir (EFSA, 2008).

2.9.1.1. Biyotiplendirme

Biyotiplendirme, belirli bir tiir i¢inde degisiklik gdsterdigi bilinen
biyokimyasal 6zellikleri degerlendirmektedir. Testlerin ayirt etme giiciinii arttirmak
ve optimize etmek igin, tiirlerin Ozelliklerini tam anlamiyla dogru gosterecek
karakteristik 6zellikleri 6rnegin; metabolik reaksiyonlar gibi secilerek test semalarina
dahil edilmektedir. Stabilite, s6z konusu tiire ve oOzellige baghdir. Kullanilan
metotlar, genellikle teknik olarak uygulanmasi kolay ve ucuz, test sonucunda olugan
verilerin puanlanmasi ve yorumlanmasi basit ve tiim testler ayn1 anda ¢ok sayida

izolat iizerinde gergeklestirilebilmektedir. Ornegin, biiyiikk “biyotip o6zellikleri”
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panellerinin Ol¢limiinii kolaylastiran ticari sistemler gelistirilmistir. Bu sistemler,
cesitli biyokimyasal reaksiyonlarin sonucunda olusan renklerin okunarak dl¢iilmesini
saglayan ¢ok yonlii redoks teknolojileri kullanmaktadirlar. Bu sayede sistem, bir tiir
icerisinde bulunan tiim suglar1 ayirt edilmesini saglamaktadir (van Belkum ve ark.,
2007).

Selektif kat1 besiyerinde etkenlerin iireyebilecegi optimum ortam olan -
37°C'de-24  saat-inkiibe edilip  belirgin  koloniler olusturan  Grneklerin
tanimlanmasinda oncelikle saf kiiltiir iizerinde Gram boyama ve hareketlilik testleri
yapilmaktadir. Bu asamadan sonra, dekstroz, laktoz, siikroz, mannitol, maltoz,
dulsitol, malonat, jelatin, iire, sitrat kullanimi; ornitin dekarboksilaz, metil-red ve
Voges-Proskauer testleri; potasyum siyaniir (KCN) ve O-nitrofenil-beta-D-
galaktozid (ONPG) olusumu; ayrica indol ve hidrojen siilfiir gibi biyokimyasal
analizler gerceklestirilir.

2.9.1.2. Serotiplendirme

Serotiplendirme, mikrobiyoloji alaninda ge¢misten bugiline gelistirilen
fenotipik metotlar arasinda en énemli geleneksel metot oldugu bilinmektedir. Cogu
serotip testinde antikor ylizey antijenine baglanarak reaksiyona girmektedir. Bu
sistemler saglikla iligkili veya saglikla ilgili alanlarda, gida ile iliskili mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda halen yaygin olarak kullanilmaktadir (van Belkum ve ark., 2007).

Agliitinasyon serotiplendirme, “Kauffmann-White-Le Minor Semas1” 1930’Iu
yillardakine gore gelistirilerek kullanilmaktadir (Grimont, & Weill, 2007; Hyg, 1934;
Seo ve ark., 2004). Salmonella'nin biyokimyasal karakteristiklerini belirlemek
amactyla bir izolatin serotiplendirilmesi, O ve H antijenlerinin tespitine dayanr. ilk
olarak, O Grubu antiserumlarini i¢eren Sa/monella Polivalan antiserumlariyla yapilan
lam agliitinasyon testinin pozitiflik vermesi durumunda, ¢alisilan mikroorganizmanin
Salmonella spp. olarak tanimlanmaktadir. Sonradan, O-spesifik grup antiserumlari
(A, B, C, D, vb.) kullanilarak yeniden agliitinasyon testi gerceklestirilir.
Salmonellanm hareket yetenegine sahip suslar i¢in, Faz 1 ve Faz 2 antiserumlari
icin kullanilarak tiip agliitinasyon testleri ile serovar diizeyinde tanimlama yapilir.
Agliitinasyon testleri, eski yontemler olmalar1 nedeniyle yanlis pozitif, zayif veya
spesifik olmayan sonuglar verebilmektedir. Bu, epidemiyolojik olarak Onemli

izolatlarin tiplendirilememesi gibi sorunlara yol acgabilir. Serotiplendirme ydntemi,
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fingerprinting ve filogenetik analizler kadar hassas olmamakla birlikte, 150'den fazla
spesifik antiserum ve deneyimli personel gerektiren bir islem olarak, alt tiplendirme
amaciyla temel bilgi saglayan ve yaygin olarak kabul goren 'Referans Metot-Gold

Standart' olarak kullanilmaktadir (izgiir, 2006; Wattiau, Boland, & Bertrand 2011).

2.9.1.3. Faj tiplendirme

Faj tiplendirme, genellikle Sa/monella spp.’nin ayni serotipinin igerisindeki
yakindan iligkili olanlar1 ayirt etmek i¢in kullanilmaktadir. Baz1 Sa/monella suslarii
enfekte etmek i¢in bakteriyofajlarin secici yetenegi kullanan bu teknik onlarca yildir
kullanilmaktadir (Schmieger, 1999). Bakteriyofa; bakteriyi enfekte etmesi ve
ardindan parcalamasi, bakteri yilizeyindeki faj ve faj reseptorii molekiiler
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (Snyder, & Champness, 1997). Baglangigta S.
Typhi suslarinin tiplendirilmek i¢in kullanilan, Salmonella serovarlarini birbirinden
ayirmak i¢in yararlanilan bir diger metottur. Bu tiplendirme, se¢ilmis olan kimi
bakteriyofajlarin litik etkinliklerine hassas hiicrelerin vermis oldugu cevaptir. Faj
tiplendirme metodu, halk saglig1 agisindan giiniimiizde baz1 Salmonella serovarlari
tizerinde kullanilmaktadir:  Salmonella serovarlarinda (S. Paratyphi B, S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Agona, S. Hadar ve S. Virchow) (Bell, &
Kyriakides, 2002; Malorny, Hauser, & Dieckmann 2011). Coklu antibiyotik
direnglilige sahip olan ve bu sebepten Gtiirii iyilesmesi gii¢ ciddi gastrointestinal
enfeksiyona sebep olan Salmonella’nin susu olan Salmonella Typhimurium
DT104’tn faj tiplendirmeyle identifikasyonunda ¢ok faydali oldugu bilinmektedir
(Humphrey, 2001).

Faj tiplendirme tarihinde, baslangicgta gegici (provisional) ve kesin (definitive)
faj tipleri olarak iki farkli siniflandirma uygulanmistir. Ancak, 1950-1970 yillar
arasinda faj tiplerinin sayisindaki artis nedeniyle bu sistem terk edilmistir. Bu
donemde, tim faj tiplerine "PT" (provisional type) etiketi verilmis ve
numaralandirma yontemi benimsenmistir. 1970'lerin sonrasinda, fajlarin daha iyi
anlasilmas1 ve deneyimlerin artmasiyla birlikte, sayisal olarak kesin isimlendirme
(kesin sayisal gosterim-DT yani definitive numerical designation-DT) sistemleri

kullanilmaya baglanmigtir. Gida kaynakli salmonelloz vakalarinin izlenmesi ile
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vakalar {lizerinde yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar icin giiniimiizde temel yontem

olarak faj tiplendirme kullanilmaktadir.

2.9.1.4. 1V. Cok Lokuslu Enzim Elektroforezi Multi Locus Enzyme
Electrophoresis (MLEE)

MLEE, korunmus hiicresel enzimlerdeki varyasyona dayali karakteristik bir
elektroforetik profil iireten bir fenotiplendirme metodudur (Smith, Feil, & Smith
2000). Bu enzimlerin ¢ogunu kodlayan genler housekeeping genleri olarak
bilinmekte (Selander ve ark., 1986) ve bu genlerdeki genetik farkliliklari saptamak
icin bu metot kullanilmaktadir. Yontemin c¢alisma prensibi; genlerin amino asit
dizilerindeki varyasyonlar, proteinlerin net elektrostatik degerinde bir degisiklige yol
acar ve proteinler arasindaki yiik farkliliklarina ve elektrik alaninda olusan enzim
gbcliniin degismesine yol agmaktadir (White, 1991). MLEE, Salmonella’larin ayni
alt tiir veya ayn1 serovar igerisindeki evoliisyonlarinin arastirilarinda kullanilmastir.
Bu teknik, belirli bir susta bulunan bir enzimin elektromorflarinin (allozimlerinin)
tespit edilmesi yoluyla, Ozellikle housekeeping genleri gibi genlerdeki alelik
cesitliligin belirlenmesine olanak tanir. Elde edilen alel profilleri, multilokus enzim

genotipleri olarak adlandirilir ve elektroforetik tipler (ET) seklinde siniflandirilir.

2.9.1.5. Hizh fenotipik parmak izi teknolojileri

2.9.1.5.1. Kiitle Spektrometresi (MS)

Bakterilerin kiitle spektrometrisi (MS) ile deteksiyonu on yillardir aktif bir
sekilde kullanilmaktadir (Anhalt, & Fenselau, 1975). MS tabanli bakteri deteksiyon
yontemlerinin ¢ogu, yapist bozulmamis hiicrelerden ve hiicrelerin ekstraktlarindan
elde edilen protein ve/veya lipit kiitlelerinin 6l¢iimiinden elde edilen tekrarlanabilir
metotlara dayanmaktadir. MS tabanli yoOntemler eksprese edilmis bakteriyel
proteinlerin varligmin dogrudan tespitini saglamaktadir. Yapilmis olan tek bir testte
onlarca ila yiizlerce sayida protein dlgiilmekte olup ve s6z konusu cins veya tiire ait

spesifik sonuglar vermektedir.
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2.9.1.5.2. Ugus zamanu kiitle spektrometresi / Flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS)

Bakteriyolojik identifikasyonda tiim hiicrenin Matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometresi yani (Matrix Assisted
Laser Desorption {onization-Time of Flight Mass Spectrometry) (MALDI-TOF MS)
yontemi fingerprint ile hiicrede ¢ok fazla miktarda bulunan diisiik molekiil agirlikll
proteomik bilesenlerin bu sistemle deteksiyonu temeline dayanmaktadir. Testin
baslangic maliyeti disinda 6rnek basina diisen analiz maliyeti diisliktiir ve analiz
stiresi koloni se¢iminden identifikasyona kadar toplamda 10 dakika kadar kisa
stirmektedir (Fenselau, & Demirev, 2001; Lay, 2001; Williams, Andrzejewski, Lay,
& Musser, 2003; Wunschel ve ark., 2005). Birden fazla laboratuvar ortaminda cins
ve tiir bazinda identifikasyon yapildig: i¢in ilgilenilen tiirleri temsil eden standardize
edilmis referans spektrum kitapgiklari gelistirilmistir. (Martiny ve ark., 2012).

Dogru tanimlama yapabilmek i¢in spektral kiitliphanenin sahip oldugu cins ve
tiir veri tabani yeterli ve verilerin aktarilabilir olmas1 gerekmektedir. Ticari olarak
temin edilebilen MALDI-TOF MS testleri, klinik ile ilgili izolatlardan kompozit
referans spektrumlari ile doldurulmus veri tabanlar1 icermektedir. Ne yazik ki, ticari
olarak temin edilebilen kiitiiphaneler su anda gida gibi karmasik matrisleri analiz
etmek icin nihai olarak ihtiya¢ duyulan genislik ve Ozgiinliikten yoksundur
(Dieckmann, Helmuth, Erhard, & Malorny, 2008; Kuhns ve ark., 2012; Lynn,
Chung, Tsai, & Han, 1999; Leuschner, Beresford-Jones, & Robinson 2004; Sparbier,
Weller, Boogen, & Kostrzewa, 2012).

MALDI-TOF MS spektral kitapligt olusturmaya yonelik metot, farklh
izolatlardan ve farkli kiiltiir kosullarindan olusturulan spektrumlarin kompozitleri
olan referans spektrumlart olustururken ayni zamanda genis bir matris dogruluk
toleransiyla pikleri eslestirerek bu smirlamalari en aza indirmektedir. Bu sistem,
tekrarlanabilirligi artirmaya hizmet etse de spektral birlestirmenin, tek amino asit
farkliliklar1  tarafindan yaratilan matris farklhiliklarimi  saptama  yetenegini
maskeleyerek spesifisiteyi diisiirmesi miimkiindiir. Bununla birlikte, referans
kitapligina uygun referans spektrumlar1 eklenerek spesifisite geri kazanilabilir.

Bununla birlikte, fazla sayida serovar olmasi, serovarlar arasinda yiiksek homoloji
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bulunmasi, spesifik referans spektrumu ile dolu olan referans kitapliklarinin ticari

eslestirme algoritmalariin yetersiz olusuna neden olmaktadir.

2.9.1.5.3. Fourier Doniisiimii Kizilotesi (FTIR)/ Fourier Transform Infrared
(FT-IR) Spekrotoskopi

Fourier Transform Infrared (FT-IR) spektroskopisi, bir maddenin titresiminin
Ol¢iilmesine dayanan fiziko-kimyasal bir yontemdir. FT-IR metodunda, bakteri
tirleri ve suslart arasindaki kompleks yapida olan hiicre duvarinda bulunan
polisakkarit, lipit ve protein gibi hiicresel bilesenlerinin temelini olusturan bu
bilesenlerde rakamsal ve yapisal degiklikler iliskilendirilerek tek bir bakteri igin
karakteristik  fingerprint bu spektrum kullanilarak  bakterilerin  ayrimlari
yapilabilmektedir. FT-IR spektroskopisi, hizli ve ekonomik bir tekniktir: gida
endiistrisi, teshis laboratuvarlar1 ve halk saglig1 yetkilileri tarafindan bakteri analizi

i¢in rutin olarak kullanilmaktadir (Davis, & Mauer, 2010).

2.9.2. Molekiiler metodlar (Genom bazlh)

2.9.2.1.Plazmid profili

Plazmitler, bakteri sitoplazmasinda yer alan ve en az bir replikasyon orijini
iceren ekstrakromozomal, dairesel DNA molekiilleridir. Hiicre duplikasyonu
esnadinda gergek plazmitin kopyalar1 yavru hiicreler arasinda dagitilmaktadir. Bu
nedenle, aynm1 klonal hatlardan gelen bakteriler tipik olarak aymi plazmitleri
tasimaktadir, boylece bakteri izolatlar1 aralarindaki kiyaslamayr daha rahat
yapmamizi saglamaktadir. Bir¢cok plazmitin, antimikrobiyal direng, agir metallere
direng ve viriilans gibi kodlayan genleri tasiyarak konak¢1 susuna secici bir avantaj
saglamaktadir (Threlfall, Frost, Ward, & Rowe, 1990).

Plazmid profil analizi, DNA tabanli alt tiplendirme yontemlerinden eski
olanlardan biridir. Salmonella tiirlerinde ¢ogu viriilans faktorii ve antimikrobiyal
direng Ozellikleri plazmidlerde bulunur; bu nedenle, plazmid profilleme alt
tiplendirmede 6nemli bir aragtir. Ayni serovar i¢indeki plazmid profilleri, konak¢inin
plazmid sayis1 ve molekiiler boyutlarina gore degisiklik gosterebilir. Bir serovar

icinde c¢esitli plazmid profilleri mevcut olup, plazmidlerin kazanilmasi veya
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kaybedilmesi yoluyla lateral transfer gerceklesebilir. Salmonella'nin plazmidleri,
cesitli islevselliklere sahip olup 2-200 kb boyutlarinda olabilir. Plazmid profil
analizi, agar jel elektroforezi ile plazmid izolasyonuna dayanir ve gesitli yontemlerle
gerceklestirilebilir. Test sonuglar1 agar jel etidyum bromiir ¢ozeltisi ile boyanarak ve

UV 15181 altinda incelenerek degerlendirilir.

2.9.2.2.Pulsed-Field Jel Electrophoresis (PFGE)

Gecmisten giliniimiize kadar en eski DNA alt tiplendirme metotlarindan biri
olan PFGE, molekiiler tiplendirme metotlar1 arasinda altin standart (Gold Standart)
kabul edilmektedir (Schrader, Fernandez-Castro, Cheung, Crandall, & Abbott, 2008).
Bu metotta, bakteriyel DNA'nin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmesini
ve ardindan araliklarla polaritenin degistirildigi darbeli akimlar uygulanan 6zel bir
elektroforez teknigiyle ayristirllmasim1 igermektedir. Bu islem, biiylkk DNA
parcalariin 12.000 kb'ye kadar ayrilmasini saglayarakece suslara spesifik paternler
ortaya ¢ikar. Geleneksel serotiplendirme metotlarina kiyasla daha ekonomik olan bu
metot, karsilasilan salgin  durumlarinda izolatlarin  fingerprinting’i  i¢in
kullanilmaktadir. Sal/monella suslarinin birbirleriyle olan molekiiler baglantiy1
saptamak amaciyla PFGE genelde secilen oncelikli metot olarak kabul gormektedir.
Bu metodun Salmonella’nin farkli serovarlarinin sebep oldugu salmonelloz
etkenlerini basariyla tanimladigini gdsteren ¢alismalar mevcuttur (Murase, Nagato,
Shirota, Katoh, & Otsuki, 2004; Wattiau ve ark., 2011). Ayni1 zamanda, kullanilan
metot etkenlerin tespit asamasinda ¢ok zaman aldigina dair arastirmalar mevcuttur.
Bununla birlikte, incelemelerin siiregenliginin takip edilebilmesi i¢in kesin standart
protokole gereksinmektedir. Laboratuvarlarda bu yontemde olusan paternlerinin
kiyaslayabilmek i¢in PulseNet network denilen bir ag sistemi (Dionisi, Carattoli,
Luzzi, Magistrali, & Pezzotti, 2006; “pulsenet”, 2023) tarafindan yiiriitiilmektedir
(Schrader ve ark., 2008).

2.9.2.3.Ribotiplendirme

Ribotipleme, genotipleme i¢in bakteri genomunda bulunan ribozomal RNA

(rRNA) gen dizilerinin yeri ve sayisindaki farkliliklara dayanan bir RFLP analizi
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bi¢imidir (Bouchet, Huot, & Goldstein 2008). Ribotiplendirme, rRNA’y1 kodlayan
dizilere 6zgli IDNA problar1 kullanarak dnceden kesilmis DNA pargalariyla yapilan
hibridizasyon islemiyle elde edilen bir parmak izi (fingerprinting) ydntemidir.
Salmonellanin kromozomlarinda RNA operonlarinin ¢oklu kopyalar1 mevcuttur. Bu
RNA genleri, genellikle homolog bir yapiya sahip olmasina ragmen, aralarindaki
dizilerde uzunluklar1 ve niikleotitlerinin bilesimindeki degisik 0Ozellikleri
gozlemlenebilir. Bu yoOntemde, endoniikleazlarla kesilmis olan kromozomal
DNA’nin agaroz jelde ayrilmasi, ardindan bu DNA'min bir membrana transfer
edilmesi ve 16S ve 23S rRNA’ya 6zgili problarla hibridize edilmesi agamalarimni
icerir. TRNA genlerinin sayisindaki farkliliklar ve rRNA genlerinin yanindaki
bolgelerdeki genetik degiskenlik, bakteri suslar1 arasinda ayrim yapmak ig¢in
kullanilabilecek kisitlama parcas1 farkli bant profillerinin {iretilmesine yol

agmaktadir (Bouchet ve ark., 2008).

2.9.2.3.1.DNA Prob Hibridizasyon Yontemi

DNA prob hibridizasyon testi, hedef organizmadaki DNA veya RNA
molekiiliiniin hedef dizisine tanimlayic1 bir dizi ile DNA probunu kullanilmaktadir.
Bu testte, hedef hiicreler 6nce parcalanir ve agiga ¢ikan niikleik asitler DNA probu
ile hibridizasyon agsamasindan once saflagtirilir. Proba baglanamamis hedef diziler
yikanarak elimine edilir. Isaretlenmis DNA’ya sahip stabil hibritler farkli deteksiyon
teknilkeri kullanilarak Ornegin radyoizotop ve enzimatik reaksiyonlar gibi
yontemlerle tespit edilebilmektedir. Bu yontemler ile tespit edilen tahmini
Salmonella varligina ait sonuglar kiiltlir metotlariyla dogrulanmaktadir.

DNA prob hibridizasyon yontemi, diger yontemlere kiyasla orneklerde
Salmonella deteksiyonunda sensitivite ve spesifisite agisindan bazi avantajlara
sahiptir. Bu testler, ¢ok sayida 6rnegi hizli bir sekilde taramak icin etkili bir yontem
olup, diger organizmalar ile ¢apraz reaksiyona girmeden hedef hiicreleri tespit etmek
icin oldukga spesifik yontemlerdir. Hedef niikleik asit dizisinin ve DNA probunun
amplifikasyonu, testlerin duyarlili§ini arttirmanin alternatif bir yolu olabilir (Tietjen,

& Fung, 1995).

52



Piyasada farkli kolorimetrik DNA hibridizasyon testleri bulunmakta ve 48
saatten daha kisa bir siirede sonu¢ alinmaktadir. Testlerde daha yiiksek deteksiyon
limitlerine ulasilmas1 icin i¢in zenginlestirme kiiltiiriinde, elde edilen Salmonella’nin
konsantrasyonunun artmasi i¢in inkiibasyon zamaninin daha uzun olmasi
saglanmalidir. Bununla birlikte, belirli  6rneklerde toplam test siiresi
kisaltilabilmektedir. GeneQuence® Salmonella testinin, secilen gidalarda 24-27 saat
stiren On zenginlestirmeyi takiben selektif zenginlestirme ve ardindan iki saatlik test
stiresi dahil olmak iizere yeni iki asamal1 prosediirler kullanilarak %97,1 sensitivite

gosterdigi belirlenmistir (Alles, Peng, Wendorf, & Mozola, 2007).

2.9.2.4. Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizimi (AFLP)

Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizimi AFLP analizi, adaptor spesifik
primerlerle yapilan PCR amplifikasyonunun ardindan problarin genomik restriksiyon
fragmanlarina baglanmasina dayanan bir yontemdir. Cogaltilmis Parca Uzunluk
Polimorfizimi (AFLP), bakteri suslarinin arasindaki iligkisini belirlemek igin
restriksiyon pargalama analizi ile PCR amplifikasyonunun birlikte kullanildig1 bir
yontemdir (Foley, Zhao, & Walker 2007). Cogu durumda, AFLP olduk¢a yiiksek
tekrarlanabilirlige ve ayirt etme yetenegine sahiptir (Foley ve ark., 2007). AFLP'nin
ayrimci giicli, bakteri genomu igerisinde yer alan restirikson enzimi tanima

bolgelerindeki dedgiskenlige dayanmaktadir (Foley ve ark., 2007).

2.9.2.5. Coklu Lokus Dizi Tiplendirmesi (MLST)

MLST (Multilocus Sequence Typing), cesitli housekeeping genlerinin 450-
500 bp’lik i¢ bolgelerindeki DNA dizilerini kullanarak yapilan ¢oklu lokus
tiplendirme yontemidir. Bu analiz, bakteriyel tiirlerde bulunan farkli yapisal genler
icin belirli dizileri igeren alelleri tespit ederek, her bir izolatin genetik profilini
belirler. 2002 yilinda, Salmonella tiirlerinde ilk MLST semast, S. Typhi ve S. enterica
alt tlirlerini aymrt etmek amaciyla yedi housekeeping genin fragmanlari
sekillendirilmistir. Bu genler (aroC, dnaN, hemD, hisD, putE, sucA ve thrA),
bakteriyel cesitliligi yansitacak sekilde kromozom boyunca dagilmistir. MLST

semalarina PubMLST (2022) iizerinden erisilebilir ve tiplendirme bilgilerine veri
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girisi yapilarak ulagilabilir. Benzer allel bilgilerine sahip izolatlar, genellikle
tanimlanmis dizilim tiplerine (ST) atanir ve bu ST'ler, ST-bazli klonal kompleksler

icinde gruplandirilir (eBurst).

2.9.2.6.DNA Mikroarray Tabanh Analizler

Gelismis Salmonella tiplendirme metotlarinda, kullanilan biyolojik problar
minyatiirlestirilmis ~ 1zgaralarin ~ iizerindeki  ylizeye  sabitlenmis  sekilde
hazirlanmaktadir. Bu teknoloji, ¢esitli Salmonella DNA dizilerinden elde edilen
problari iceren mikroarraylerin (tlim genom mikroarrayleri) gelistirilmesini miimkiin
kilar (Bell & Kyriakides, 2002). Bu mikroarrayler, genis bir DNA dizisi yelpazesi
icin analiz yapilmasina olanak tanir ve genetik aragtirmalarda énemli bir ara¢ olarak

kullanilir.

2.9.2.7. PCR tabanh analizler

Genotiplendirmek amaciyla, iist diizey teknik ve uzmanlik gerektiren drnegin
DNA tabanli serotipleme veya “molekiiler serotipleme” gibi serovarlarin
tanimlanmas1 i¢in alternatif yontemler oldugu sodylenebilir. Somatik O ve H
antijenlerini kodlayan genler temelinde Salmonella enterica'yr tanimlamayi

amaglayan bu sistemler gelistirilmektedir (Wattiau ve ark., 2011).

2.9.2.7.1. Multipleks PCR

Bu yontem, tek bir PCR islemi iginde iki veya daha fazla gen lokusunun ayni
anda amplifiye edilmesini saglayan bir tekniktir. Bu teknik, delesyon, mutasyon ve
polimorfizm analizlerinin yani sira kantitatif PCR ve ters transkripsiyon PCR (RT-

PCR) uygulamalarinda da etkili bir sekilde kullanilmaktadir.

2.9.2.9.7.2. Luminex xXMAP Teknolojisi (Suspension Array Technologies)

LuminexR xMAP gibi mikro kiire tabanli silispansiyon analiz dizisi
teknolojileri, ¢esitli uygulamalarda kullanilan yiiksek verimli teknolojiler niikleik asit

tespiti i¢in kullanilmaktadir. Bu yontemin; hizli veri toplama, iistiin sensitivite, ve
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spesifisite ve cogullanmis analiz yetenegi (multiplexed analysis capability) gibi
faydalar1 bulunmaktadir. Ayni1 zamanda, Siispansiyon analizleri ile Diizlemsel
mikrodizi analizleri (Planar Microarrays) karsilastirildiginda, siispansiyon
analizlerinin kullanim kolayligi, maliyet diistikliigi, istatistiksel iistlinliik, daha hizli
hibridizasyon kinetigi ve dizi hazirlamada daha fazla esneklik gibi avantajlar
sagladig1 bilinmektedir (Dunbar, 2006). Bu teknoloji, 100 farkli spektral renk igeren
mikro boyutlu boncuklarin ("mikrokiireler") kullanilmasini ifade eder. Belirlenen
100 renk sayesinde, bir kuyucuk i¢inde 100 farkl: analitin ayn1 anda analiz edilmesini
saglayan coklu analiz (multiplex) sistemleri tasarlanabilir. Her bir boncuk kiimesi,
belirli O veya H antijenlerini hedefleyen 6zel oligoniikleotid prob setleri ile

eslestirilebilir.

2.9.2.7.3. Premitest

Bu test, ligation detection reaction-LDR yani ¢oklu baglanma prensibine
dayanarak dairesel DNA molekiillerinin iiretimi ve bu molekiillerin PCR ile
cogaltilmasimi igerir. Cogaltilan molekiiller, diisiik yogunlukta prob-spesifik
komplementer oligoniikleotidleri icermekte olan DNA mikroarrayleriyle hibridize
edilir. Pozitif hibridizasyonlar, fotometrik yontemlerle belirlenir. Tespit, PCR
primerlerinden  birinin  5'-ucunda bulunan bir biyotin etiketi sayesinde
gerceklesmektedir. Bu sistem, birbirinden benzersiz oligoniikletitlere sahip farkli

LDR problart ile ¢esitlendirilebilmektedir (Wattiau ve ark., 2008).

2.9.2.7.4. TekrarlayanDdizi Temelli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Rep-PCR)

Tekrarli Dizilere Dayali PCR (Rep-PCR) yontemi, bakteriyel kromozomlarda
bulunan ve kodlama yapmayan tekrar eden diziler arasindaki bdlgeleri amplifiye
eden hizli bir PCR tabanli tiplendirme teknigidir. Bu yontem, bakteriyel suslarin ve
tirlerin hizl bir sekilde ayristirllmasinda etkili bir ara¢ olarak kullanilmaktadir.Bu
yontemde, tekrar elementlerine 6zel PCR primerleri, birbirine bitisik tekrar eden
dizileri amplifiye etmek i¢in tasarlanmistir. Gen diziliminde, iki tekrar eden element
birbirine yeterince yakin oldugunda, PCR primerleri vasitasiyla amplifikasyon

meydana gelmektedir (Versalovic, Koeuth, & Lupski 1991). Olusan amplikonlar
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daha sonra elektroforez ile ayrilmakta ve elde edilen profiller genetik akrabaligi
belirlemek icin birbirleriyle karsilastirilmaktadir. Elektroforezde olusan bantlama
deseni ¢esitliligi; bakteri genomu igerisinde bulunan konumlari nedeniyle tekrarlayan
elementlerin sayisindaki farkliliklardan kaynaklanabilmektedir (Georghiou ve ark.,
1994). PCR (Rep-PCR) tipleme yonteminde, bakteriyel kromozom {izerinde
bulunacak DNA sayisinin minumum miktarda ve tekrarlayan dizi sayilarinin az
olmasi gibi durumlarda oldukga hizli sonuglar vermektedir. Ayrica, bir sus birbirine
yeterince yakin ¢ok sayida tekrarlayan diziye sahip degilse, filogenetik ¢ikarimlar
yapmak icin ¢ok az sayida amplikon iiretilebilmektedir (Foley, Lynne, & Nayak
2009; Swaminathan, & Barrett, 1995).

2.9.2.7.5. Multi-Locus VNTR Analysis (MLVA)/ Cok Lokuslu Degisken Sayili
Tandem-Tekrar Analizi (MLVA)

MLVA bakterilerin alt tiplendirilmesinde kullanilmakta olan yeni bir
yaklasimdirBu yontem, genom icindeki tekrar eden dizilerin aym tiiriin farkl
suslarindaki kopya sayilarindaki varyasyonlara dayanarak suslar arasindaki ayrimi
yiiksek hassasiyetle yapabilmektedir. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Typhi ve S.
Infantis  gibi  serotiplerin  tanimlanmasinda bu  tiplendirme yoOntemleri
kullanilmaktadir. MLVA metodunun, benzer genomik oOzelliklere sahip izolatlari
ayirt etmek ve salgmnlarin  kokenlerini tespit etmek amaciyla kullanildigi
bilinmektedir. Teknik olarak uygulanmasi kolay ve maliyet etkin olan bu yodntem,
salginlarin tanimlanmasi ve arastirilmasi i¢in oldukga etkili bir ara¢ olarak kabul

edilmektedir (Wattiau ve ark., 2011).

2.10. Kanath i¢c Organlarinda SalmonellaVarhg

Misir'in (2023) Kahire ve Gize ’deki kiigiik 6lcekli kiimes hayvani isleme
tesislerinden broyler karacigeri ve yikama tank suyundan 6rnekler ISO 6579:1 2017
yontemi ile Salmonella spp. prevalansini karaciger (1/45) ve olarak bulmuslardir.
Bulunan izolatlar S. Anatum (%2,2) olarak konvansiyonel serotiplendirme ve PCR

ile invA genine bakarak tiplendirmislerdir (Abdelhamed, Sabry, & Mansour 2023).
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Misir’da kiimes hayvanlari satis yerlerinden alinan broyler karaciger, taslik ve
bagirsak ve ¢alisanlarin el svap drnekleri ISO 6579 2022 ve minyatiirlestirilmis en
olas1 say1 yontemi (miniaturized most probable number method) (mMPN) ile birlikte
olusturduklar1 yontem ile Sal/monella spp. prevelansini karaciger; 3/60 (%S5), taslik;
1/60 (%1,66) ve bagirsak; 3/60 (%5) olarak bildirmislerdir. Bulunan izolatlar
konvansiyonel serotiplendirme ile karacigerde S. Typhimurium, dalakta ise S.
Enteritidis olarak tiplendirmislerdir (Tohamy, Dorgham, Askora, & Merwad, 2022).

Alcantra ve arkadaglarimin (2022) Brezilya’da dokuz farkli broyler
kesimhanesinden tily, dalak, sekum ve kursaktan alinan ornekler ISO 6579 ile
Salmonella spp prevelansini dalakta 25/308 (%8,1).bulmuslsrdir. Konvansiyonel
serotipleme ile 15 farkli serovar tiplendirmislerdir. Dalaktaki izolatlar; S.
Schwarzengrund, S. Agona, S. Mbandaka, S. Infantis, S. Rissen, S. Typhimurium, ve
yalnizca dalakta bulunan S. Cerro, S. Montevideo, S. Panama, S. Derby ve S.
Lexington olarak bulunmuslardir.

Saleh, El Lawendy, Khedr, & Ali (2022)’nin Misir’da yerel market ve sokak
saticilarindan alinan broyler yenilebilir i¢ organlari, broyler tavuk eti ve iirlinleri ve
¢ig inek siitiinden Salmonella spp. prevelansina yonelik ¢caligmalarinda, APHA 2001
yontemi kullanilarak 15 adet yenilebilir i¢ organ Orneginin 4 (%26,6)’linde
Salmonella spp. izole edilmistir. Konvansiyonel serotiplendirme ile Salmonella
izolatlarinin 1’ini S. Kentucky, 1’ini S. Typhimurium ve 2’sini S. Enteritidis olarak
bulmusglardir.

2022 yilinda Misir’da perakende satis magazalarindan broyler sakatati
(karaciger, taslik, boyun) ISO 6579:1 2017 yontemi ve konvansiyonel
serotiplendirme kullanarak toplamda 129 o6rnekten 13 adet Salmonella spp. izole
etmiglerdir. Bulduklar1 13 izolatin; 3’tinti S. Bargny, 2’sini S. Kentucky, 2’sini S.
Virchow, 2’sini S. Abo, S. Enteritidis, S.Typhimurium, S. Infantis ve S. Irumu’yu
I’er adet olarak (4) PCR ile invA, stn, OmpA ve OmpF virulens genleri ile
tiplendirmislerdir (Abdel-Kader, Hamza, Abdel-Moein, & Sabry, 2022).

Islam, Eshaa, Hassan, Chowdhury, & Zaman (2022)’nin Banglates’de yerel
pazardan aldig1 8’er adet tavuk karacigeri ve tavuk eti, tavuk kiimesinden ise klokal

swab ve yumurtadan toplam 9 adet Ornek alarak, WHO enrichment metoduyla
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totalde 25 adet Ornekten 12 (%48)’sinde ve 8 adet karaciger orneginden ise 3
(%37,5)tinde Salmonella spp. izole edildigi bildirmislerdir.

Sepin, & Pamuk (2021)’un Tiirkiye’de paketlenmeden satiga sunulan gida
pazarlarindan 6rnek olarak tavuk karacigeri, taglik ve kalpten aldiklar1 300 adedine
IMS ile gii¢clendirilmis BAM yontemi ile Salmonella prevelansint 39 adet (%13)
olarak bildirmislerdir. Bulunan 39 izolatin 9’u (%23,2) kalp, 1’1 (%2,5) taslik ve
29’u (%74,3) ise karaciger olarak belirtmislerdir.

Nepal’de Fowler, Sharma, Pant, Singh, & Wilkins (2021) Salmonella
prevelanst ve profilinin  belirlenmesine  yonelik ¢aligmalarinda, kanath
kesimhanesinden alinan 60’sar adet karaciger, kalp, dalak, kursak, sekum, tavuk eti
ve deri toplam da 420 adet ornekten karaciger 9 (%15)’unu, kalp 12 (%23)’sini,
dalak 9 (%15)’inin pozitif bulduklarini bildirmislerdir. 103/420 izolat izole ettiklerini
bildirmiglerdir. Konvensiyonel serotiplendirme ile izolatlarin 50°sini (%49) S.
Typhimurium, 36’sin1 (%35) S. Enteritidis, 8’ini (%8) S. Gallinarum, 5’ini (%5) S.
Virchow ve 4’linii (%4) S. Agona olarak tiplendirmislerdir.

Raji ve ark. (2021)’nin Nijerya’da canli tavuk satis1 yapilan pazardan aldig:
100 adet yemege hazir taslik ve 400 adet fekal swab Orneginde Salmonella
prevelansim1 ISO 6579:2002 yontemini kullanarak totalde 4/500 (%8,6) ve yemege
hazir taghkta ise 10 (%2) Salmonella spp. izole ettiklerini bildirmisler ve ¢alismada
elde edilen 43 adet izolattan 5’1 yemege hazir taglikta S. enterica serovar enterica 45:
d: 1, 7 olarak PCR ile tiplendirilmistir.

Afganistan’da Weqar, Udaliev, Rawan, & Kankar (2020)’ 1 yapmis olduklari
caligmalarinda, dort farklt marketten topladiklari 24 adet broyler karacigerinden
konvansiyonel yontem ile 6 (%25)’sinda Salmonella spp. izole ettiklerini
bildirmislerdir.

Hassan, El Tawab, & El-Shannat (2020) Misir’da, ISO 6579:2002 ile CDC
manual yontemleriyle Sal/monella spp. prevelansini inceledikleri ¢aligmalarinda,
broyler kesimhanesinden aldiklar1 toplam 125 adet karaciger, kalp, dalak, bagirsak ve
bobrek olmak {tizere i¢ organ Orneklerinden; 12/125 (%9,6) oraninda izole
etmiglerdir. PCR ile /E-1 ve Flic-C genlerine bakarak 12 adet izolat tanimlamiglar ve
9 adet S. Enteritidis (%75) ve 3 adet S. Typhimurium (%25) olarak tiplendirilmistir.
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Tennessee ABD’de 2020’de, marketten alinan yenilebilir sakatat; broyler,
s1g1r karacigeri ve sigir iskembesinden aldiklar1 160 drnekte Salmonella prevelansi 7
(%4,4) sadece broyler karacigerinden kaynakli oldugu bildirilmistir (Liu ve ark..,
2020).

Nepal 2020°de, kesimhaneden alinan 200 adet broyler karaciger drneginde
Salmonella prevelansinin ve serotiplerinin berlirlenmesine yonelik ¢aligmalarinda, 61
(%30,5) Salmonella spp. oldugunu bildirmislerdir. Konvensiyonel serotiplendirme
ile izolatlarin 15 (%7,5)’1 S. Typhi oldugu agiklanmistir (Adhikari ve ark., 2020).

Misir’da yapilan kentsel ve kirsal alanlardaki Sa/monella prevelansin1 6lgmek
amaciyla toplanan broyler yenilebilir i¢ organ (94); karaciger (52), tashk (32) ve kalp
(30) konvensiyonel Kkiiltiir yontemiyle karaciger 37 (%71,15)’s1, taghk 22
(%68,75)’s1 ve kalp 19 (%63,33)’u Salmonella spp. olarak bulmuslar ve bulduklar
izolatlarin karaciger ve kalpte S.Typhimurium ve taglikta ise S. Enteritidis oldugunu
bildirmislerdir (Byomi, Zidan, Hadad, & EL-Waraqi, 2019).

Arjantina’da broyler kesimhanesinden alinan donmus karaciger ve i¢ organ
orneklerinde Salmonella prevelansini arastirmak amaciyla iki farkli kiiltiirel metot ile
(1. On zenginlestirme ve 2. Direkt Selektive Agar), toplamda 666 adet karaciger
orneginde 32 (%4,80) Salmonella spp. izole ettiklerini  bildirmislerdir.
Konvensiyonel serotiplendirme ile belirlenen izolatlar S. Schwarzengrund (%78), S.
Enteritidis (%18), S. Typhimurium olarak bildirmislerdir (Procuraa, Buenoa, Brunoc,
& Rogéc 2019).

Hassan, Salam, & Abdel-Latef (2019) Misir’da marketlerden topladiklari
toplam 50 adet broyler sakatat (tashk, karaciger ve kalp) Orneklerinde ISO
6579:2002 metodu ile Salmonella prevelansini 32 (%64) olarak bildirmislerdir. PCR
ile S. Infantis 16 (%50), S. Ferruch 2 (%6,25), S. Kentucky 8 (%25), S. Kottbus 2
(%6,25) ve S. Virchow 4 (%12,5) olarak bulunmustur.

Ayni yilda Tiirkiye’de ki marketlerden alinan broyler karaciger, baget ve
gogiis eti Orneklerinden IMS ile gii¢lendirilmis ISO 6579-1:2017 ydntemi ile
Salmonella prevelansinin belirlenmesine yonelik c¢aligmalarinda, karaciger de 15
(%27) oldugu bildirilmistir (Yiiksel, Sert, & Cetin 2019).

Telli, Biger, Kahraman, Telli, & Dogruer (2018)’in Tiirkiye’de ki
siipermarket ve kasaplardan alinan, broyler karacigeri (40) , taslik (40) ve kalp (30)
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orneklerinden ISO 6579:2002+A1:2007 yonteminde kiigiik degisiklikler yaparak
kullandig1 bu metotla Sa/monella prevelansini arastirdiklar: ¢caligmalarinda, karaciger
7 (%7,5), taglik 8 (9%20) ve kalp 0 (%0) oranlarinda izole ettiklerini bildirmislerdir.
d-PCR yontemiyle S. Enteritidis ve S. Typhimurium yo6niinden analiz edilmis fakat
sonucu negatif olarak bildirmislerdir.

Cezayir’de otuz iki adet broyler ciftligi ve bes adet broyler kesimhanesinden
alinan karaciger, dekum ve boyun deri 6rnegi ISO 659 2007 ile Salmonella spp.
prevelansina baktiklari caligmalarinda, karaciger (%4), sekum (%12) ve boyun derisi
(%8) raporlamiglardir. Konvansiyonel serotiplendirme ile bes adet serovar
tiplendirmisler (Djeffal, Mamache, Elgroud, Hireche, & Bouaziz, 2018).

Tiirkiye’de 2018 yilinda Salmonella prevelanst belirlenmesine yonelik
caligmalarinda, broyler karaciger, taslik, kanat, goglis ve but Orneklerinin ISO
6579:2002 yontemi ile toplam 100 adet 6rnegin 3 (%3)’iinde Salmonella spp. pozitif
ve izolatlarin 1’er adet karaciger, but ve kanat ornegine ait oldugu bildirmislerdir
(Acaroz, Giirler, Kara, Arslan-Acar6z, & Zembheri, 2018).

Misir’da (2017) Salmonella prevelansi ve profilinin belirlenmesine yonelik
caligmalarinda, yerel parakende diikkanlardan alinan broyler karaciger (25) ve taslik
(25) orneklerindeki USDA 2011 ile FDA 2011 yontemi ile karaciger 6 (%24) ve
taglik 9 (%36) oran bulmuslardir. Konvensiyonel serotiplentirme ile, S. Enteritidis;
karaciger 1 (%4), taslik 3 (%12), S. Infantis; karaciger ve taslik 1 (%4), S. Kentucky:
karaciger ve taslik 1 (%4), S. Labadi; taslik 1 (%4), S. Larochelle karaciger 1 (%4),
S. Typhimurium karaciger ve tashk 2 (%8) ve S. Virchow tashk 1 (%4)
tiplendirilmistir (Hassanin, Hassan, Shaltout, Shawqy, & Abd-Elhameed, 2017).

AL-Jobori, Hasan, & Nader’in Irak’da (2016) gergeklestirdikleri
caligmalarinda, marketlerden almis olduklar1 150 adet donmus tavuk sakatat, donmus
bacak ve donmus gogiis etinin FSIS metodu kullanilarak 26/150 (%17), sakatat
orneklerinde ise 8 (%16) Salmonella spp. izole etmislerdir. Alinan 6rnekler Tiirkiye,
Irak, Iran, Brezilya ve Ukranya mensei oldugunu ve cikan sonuglarm Tiirkiye
(%27)’de en yiiksek Salmonella spp. oranina sahip oldugu bildirmislerdir.

Goncuoglu, Ormanci, Uludag, & Cil’in (2016) Tiirkiye’de farkli marketlerden
aldiklar1 110’ar adet broyler karaciger, karkas ve kanat orneklerinde Salmonella

prevelansin1 ISO 6519: 2002 yontemi ile tiim drneklerde 96 (%29,1) ve karacigerde
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ise 37 (%33,6)’sinde tespit etmislerdir. PCR ile, 96 izolatin 11 adet (%11,4)’1 S.
Typhimurium, karaciger de ise 8 adet (%72,2)’i S. Typhimurium olarak
tiplendirilmistir. Ayrica PCR ile viriilans genleri (spvC ve invA) de analiz
etmislerdir.

Al, Hizlisoy, Onmaz, Yidirim, & Goniilalan (2016)’in Tiirkiye’de
marketlerden topladig1 broyler karaciger (50 adet) ve taslik (42 adet) drneklerinde
Salmonella prevelansinin belirlenmesine yonelik caligmalarinda, ISO 6579:2002
yontemi ile toplam doksan iki 6rnegin 42 (%46) ve karaciger 25 (%27)’ini ve taslik
17 (%18)’sini olarak tespit etmislerdir. Bulunan izolatlarin karacigerde 11 izolati
(%11,9) S. Typhimurium ve 2 izolat1 (%2,2) S. Enteritidis ve taslikta ise 4 adet
(%4,3) S. Typhimurium PCR yontemiyle tiplendirmistir.

[ran’in 2015 yilinda parakande marketlerinden alinan toplam 560 adet broyler
karaciger (120), taslik (120), kalp (120) ve tavuk eti (200) drneklerini kendi metotlari
ile, karacigerde 26 (%21,6)’s1, kalp 17 (%14,1)’si ve taslik 10 (%8,3)’u olarak
bildirilmistir. Konvensiyonel serotiplendirme ile, karacigerdeki 26 izolat; S.
Thompson, S. Enteritidis, S. Typhimuruim, S. Newport olarak raporlanirken, kalpteki
17 izolat ise; S. Thompson, S. Enteritidis, S. Typhimuruim ve S. Newport
bulunmustur, Taslikta ise 10 izolatin; S. Thompson, S. Enteritidis, S. Typhimuruim
olarak bildirmislerdir (Sodagari, Mashak, & Ghadimianazar 2015).

Minharro ve ark. (2015)’nin Brezilya’da, broyler kesimhanesinde 60 partiden
aldiklar1 kalp, karaciger ve karkas orneklerinin MAPA Prorocol (Brasil, 2003a)
yontemi ile kullanilarak izolasyon caligmalarinda, Ornekleri saglikli organlar ve
enfekte olan organlar olarak iki farkli grupta inceleyerek Salmonella prevelansini
toplam 11 parti (%18,33), 5 parti saglikli organ (%45,45), 6 parti enfekte organ
(%54,55)’da Salmonella spp. izole etmislerdir. Pozitif gruplarin icerisinde toplam 26
adet Salmonella spp., kalpte 11 (%42,30)’1, karacigerde 10 (%38,46)’u ve karkasta 5
(%19,23)’inde izole ettiklerini, on bir adedinin saglikli organ ve on bes adedinin ise
ise enfetke organdan bulduklarmi bildirmislerdir. Bulunan sonuglar kalp, karaciger
ve karkasda; S. Enteritidis 10 (%38,48)’unu, S. Mbandaka 5 (%19,23)’ini, S. Orion 3
(%11,53)’linii, kalp ve karacigerde; S. Infantis 2 (%7,70)’sini, Kalp de; S. Agona 2
(%7,70)’sini, S. Schwarzengrund 1 (%3,84)’ini, karacigerde; S. Minnesota 1
(%3,84)’ini, S. Panama 1 (%3,84)’ini olarak tiplendirmislerdir.
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AbdElghany, Sallam, AbdElkhalek, & Tamura (2015)’nin Misir’da
stipermarket ve perakende magazalarindan broyler taslik, karaciger, karkas ve buttan
toplamda 200 adet topladiklar1 6rnekleri ISO 6579:2002 yontemi ile, Salmonella
prevelansini totalde 166/200, karaciger 16/50 (%32) ve taslik 30/50 (%60) olarak
raporlamislardir. Calismalarinda 166 izolat {lizerinde PCR ile invA, stn ve spvC
genleri ile ¢alismiglar; tiim izolatlarin invA ve stn genleri icin pozitiflik verdigini
dogrulamislar. Karacigerde; S. Enteritidis (12), S. Typhimurium (6), S. Kentucky (4)
ve S. Muenster (2). Taglikta ise; S. Enteritidis (36), S. Typhimurium (32), S.
Kentucky (8), S. Muenster (12), S. Virchow (4), S. Anatum (8) ve S. Haifa (2) olarak
bildirilmistir.

Arjantin’de (2013), siipermarket ve perakende satis yerlerinden alinan broyler
sakatat, et, karkasi, sivi yumurta ve domuz sosisi Orneklerinin FDA yontemi ile,
toplam 427 6rnekte 27 (%6,32)’sinde Salmonella spp. izole etmislerdir. Elde ettikleri
izolatlarm PCR ve PFGE ile serotiplendirilmesi sonucunda, 4 adet serovar
bulmuslardir; S. Enteritidis, S. Anatum, S. Montevideo, S. Typhimutium’dur. Sakatat
orneginde sadece 2 (%7,40) S. Montevideo serovari izole ettiklerini bildirmislerdir
(Favier, Estrada, & Escudero 2013).

Misir’da  Abd El-Aziz (2013)’in  Salmonella prevelansini inceledigi
caligmasinda, marketlerden aldigi 25°ser adet broyler karaciger, kalp, taghik ve
donmus tavuk eti Orneklerinde Salomonella prevelansim1i 33/100 (%33)’{inde,
karacigerde 10 (%40), kalpte 12 (%48) ve taslikta 0 (%0) olarak Salmonella
prevelansini bildirmiglerdir. Elde edilen verilere gore d-PCR ile rfbJ ve fliC genleri
taranarak bulunan izolatin karaciger ve kalp S. Trphimurium oldugu dogrulanmustir.

Rojas ve ark., (2011)’nin Meksika’da bulunan marketlerden Salmonella
prevelanst ve profilini arastirmak tlizere 520 adet karaciger ornegini toplamislardir
NOM (Norma Oficial Mexicana)-114-SSA1-1994 yontemi ile, 7 (%1,34) olarak
tespit etmislerdir. Bulunan 7 izolatt ERIC-PCR ile S. Typhimutium bulmuslardir.

Sili’de (2010) silipermarketlerden alinmig 560 adet sogutulmus karkas,
karaciger, kalp ve taslik orneklerinin HACCP User’s Manual Corlett DA (1998)
yontemi kullanarak yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, Salmonella prevelansi 6 (%1,1),
280 adet yenilebilir i¢ organin 1 (%0,4) olarak ve elde edilen 6 izolatin S. Enteritidis

oldugunu bildirmistir (Ulloa, Gonzéalez, Herndndez, Villanueva, & Fernandez, 2010).
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2009°da Fas’ta perakende satis yerlerinden alinan broyler karaciger, taslik,
bacak ve gdgiis tiim orneklerde 57/576 (%9,90), karaciger 16/144 (%11,11) ve taslik
orneginde 20/144 (%13,88) Salmonella spp. izole etmislerdir. Geleneksel
serotiplendirme metoduyla 4 adet serovar S. Typhimurium, S. Newport, S.
Montevideo ve S. Heidelberg olarak bulmuglardir (Abdellah, Fouzia, Abdelkader,
Rachida, & Mouloud, 2009).

Ozbey, & Ertas (2006)’in Tiirkiye’de broyler kesimhanesinden aldiklar
karkas, karaciger, dalak, safra kesesi ve bagirsak orneklerinde Salmonella spp.
prevalansini1 ISO 6579:1993 metodu ile, karaciger 4/250 (%#4), dalak 10/250 (%1,6)
Salmonella spp. izole etmisler ve ¢ikan sonuglar1 PCR yontemi ile dogrulamislardir.

Trinidad ve Tobago’da canli hayvan satis1 yapilan pazarlardan tavuk taslik,
karaciger ve kalp ornekleri almislardir. Konvensiyonel serotiplendirme sonucunda,
karaciger ve kalpte; S Kiambu (%53,8) ve tasglikta; S. Kentucky (%38,5) olarak
bulunmustur (Rodrigo, Adesiyun, Asgarali, & Swanston, 2006).

Molla, & Mesfin’nin (2003) Etiyopya’da Sa/monella prevelansini arastirmak
icin yaptiklar1 ¢aligmada, ISO 6579:1998 yontemi ile yerel marketlerden aldiklari
broyler 55 adet karaciger 19 (%34,5), 56 adet taslik 33 (%41,1) ve 59 adet kalp
(%23,7) oOrneklerinde  Salmonella spp. izole etmislerdir. Konvensiyonel
serotiplendirme ile karacigerdeki; 19 izolatin S. Braenderup, S. Typhimurium var.
Copenhagen ve S. Typhimurium, kalpteki; 14 izolatin Anatum, Braenderup, Kottbus
ve Typhimurium var Copenhagen, tasliktaki; 23 izolatin ise Anatum, Braenderup,
Typhimurium ve Typhimurium var. Copenhagen, Kottbus olarak tiplendirmislerdir.

Tayland’da 1994°de siipermarket, pazar ve iiretim tesislerinden aldiklar
broyler karaciger, kalp ve taslik Orneklerinde, Salmonella prevelanstmi WHO
yontemi ile 132 adet karacigerde 119 (%90), 44 adet kalp 35 (%80) ve 45 adet taslik
36 (%80) Salmonella spp. izole etmislerdir. Konvensiyonel serotiplendirme ile
izolatlar sakatatlarda, S. Virchow (%15), S. Kentucky (%13), S. Enteritidis (%12), S.
Agona (%12) ve S. Blockley (%]12) tiplendirilmistir (Jerngklinchan,
Koowatananukul, Daengprom, & Saitanu, 1994).

Harvey, & Price (1981)’1n Britanya’da yaptiklar: ISO 3565:1975 metodu ile
tiniversite mutfagindan topladiklar1 334 adet tavuk karaciger ve kalp 6rneklerinin 81

(%24) salmonella spp. olarak izole edilmistir.
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Bagdat Irak’ta, (2023) on iki adet broyler tavuk ciftliklerinden alinan i¢
organ, svap ve hayvan digkist drneklerinde Selektif kiiltiir sivi ve agar metodu ile
toplam 75/100 Salmonella spp. prevelans degerini raporlamuslardir. Izolatlar PCR ile
S. Pullorum olarak tiplendirmislerdir (Hawal, & Bakr, 2023)

Misir’da bulunan broyler tavuk kiimesinden hasta ve taze kesilmis olan
broyler karaciger, dalak ve sekumundan alinan 6rnekler ISO 6579 2002 yontemi ile
Salmonella spp. prevelans1 11/180 (%6,1); karaciger 8/70 (%11,4), dalak 1/70 (%1,4)
ve sekum 2/40 (%5) olarak bulmuglardir. Konvansiyonel serotiplendirme ile,
karaciger; 5 S. Belgdam, 1 S. Wirchow, 1 S. Salmae ve 1 S. Typhimurium ve dalak; 1
S. Typhimurium olarak tiplendirilmistir (Moawad, Ammar, Rabie, Sherief, &
Eldesoukey, 2022).

El-Mohsen, El-Sherry, Soliman, & Amen (2022)’in Misir’da bulunan bir
ciftlikteki hasta ve yeni Olmiis tavuklarin karaciger, dalak, sekum ve yumurta
keselerinde Salmonella spp. prevelansina baktiklart calismalarinda, karaciger
(%13,33), dalak (%11,26), sekum (%%9,30) ve yumurta kesesi (%6,25) oranlarda
bulduklarini rapor etmislerdir. izolasyon sonucunda bulunan izolatlar S. Enteritidis,
S. Inganda, S. Kentucky, S. Larochelle, S. Molade, S. Papuana, S. Typhimurium ve S.
Wingrove ve izolatlar1 ise (5.55%) olarak konvensiyonel serotiplendirme ile
tiplendirilmistir.

Pakistan’da 2022°de broyler kiimeslerinden tipik hastalik semptomu
gosteren tavuklarin karaciger, dalak, kalp, akciger, bdbrek, bagirsak ve
sekumlarindan Ornekler almislardir. Salmonella prevelansini incelemek amaciyla
ISO 6579:1993 yontemi, histopatolojik muayene ve immunohistokimyasal analizler
ile, 150 adet hastalikli tavukta 18/150 (%12) Salmonella spp. izole etmislerdir.
Bulunan izolatlar S. Gallinarum olarak immunohistokimyasal analiz sonucunda
serotiplendirmislerdir (Saleem ve ark., 2022).

Uddin ve ark. 2021°de Banglades’te hasta ve 06lii kiimes hayvanlarindan
toplanilan karaciger, bagirsak, kas dokusu ve kan serum orneklerinde Salmonella
prevelansi 82/100 bulmuslardir. PCR ile invA ve mcr-1 geni calisilarak S. Enteritidis
ve S. Typhimurium oldugunu kanitlamiglardir.

Sobhy ve ark., (2021)’nin Misrir’da 2021°de tavuk kiimesinden alinan canli

ve yeni Olmiis hayvanlarin karaciger, dalak, bagirsak, akintilari, yolk kesesi ve
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oviduktlarinda ISO 6579-1:2017 metodu kullanarak yaptiklari izolasyon sonucunda
Salmonella spp. prevelansin1 7/56 olarak bildirmislerdir. Elde edilen 7 izolatin
serotiplendirilmesinde geleneksel ve faj tiplendirme kullanilarak, S. Enteritidis (5), S.
Typhimurium (1) ve S. Taksoni (1) izolatlar1 olarak tiplrndirilmistir.

Arkali & Cetinkaya (2020)’nin Tirkiye’de broyler ve yumurtaci tavuk
kiimeslerden hastalik siipheli olan tavuklarin nekropsisi sonucunda i¢ organlarindan;
karaciger, dalak ve sekum, fecal swab ve bot swab Ornegi almislardir. Salmonella
prevelansin1 ISO 6579:2002 A1:2007 yontemi ile toplam 77 adat drnekte 65 (%84,4)
olarak i¢ organ 6rneklerinden 28 (%100) Salmonella spp. izole etmislerdir. Bulunan
28 izolatin S. Typhimurium 14 (%50) olarak m-PCR ile tiplendirmeslerdir.

Etiyopya’da Sarba ve ark., (2020)’nin canl tavuk satilan pazarlardan saglikli
ve hastalik siiphesi olan hayvanlardan postmortem muayenesi sonucunda alinan
205’ser karaciger, dalak, ovaryum ve bdbreklerinin Salmonella prevelansini
inceledikleri c¢alismada, ISO 6579:2002 A1:2007 metodu ile dalak 13 (%11,2),
karaciger 14 (%7), bobrek 9 (%4,4) ve ovaryum 8 (%6,1) Salmonella spp. izole
etmislerdir. izole edile serovar S. Gallinarum olarak bildirilmistir.

Sedeik ve ark., (2019)’min Misir’da kiimeslerde yasayan yumurtadan yeni
cikmis bir haftalik civcivlerin karaciger, dalak, bagirsak, yolk kesesi ve kalp kani
almiglardir. Kendilerine ait bir yontemi ile karacigerde 18/200 (%9) ve dalakta
15/200 (%7,5) Salmonella spp. olarak izole etmislerdir. Konvansiyonel
serotiplendirme 4 izolat S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Virchow ve S. Kentucky
serovar olarak tiplendirildigi ve ERIC-PCR ile de Salmonella izolatlarinin intra-
serotiplemesi i¢in daha fazla karakterizasyon yapmislardir.

2018 yilinda Misir’da broyler siiriisiinden saglikli ve dehidrasyon, diyare
gibi hastalik semptomu gosterenleri segerek postmortem muayeneden sonra
karaciger, safra kesesi, sekum ve yolk kesesinden ornekler alarak ISO 6579:2002
yontemi ile Salmonella prevelansin1 karacigerde (%31,2) izole etmislerdir.
Konvansiyonel serotiplendirme ile belirlenen serovarlart S. Bardo, S. Blegdame, S.
Infantis, S. Enteritidis, S. Gdansk, S. Kentucky, S. Maloma ve S. Typhimurium
bildirmislerdir (Ammar, Abdeen, Abo-Shama, Fekry, & Elmahallawy, 2018).

Misir’da broyler kiimeslerinden hastalik semptomu gosteren tavuklarin

karaciger, dalak, kalp, safra kesesi ve kloakasindan alinan 6rneklerde Salmonella
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prevelansi 31/200 (%15,5) bildirilmistir. Elde edilen sonuglara gore karacigerde; 3
adet S. Typhimutium (%5,4), 1 adet (%1,8) S. Enteritidis ve S. Kentucky
tiplendirilmisken, dalakta; 4 adet S. Typhimutium (%13,3), 5 adet S. Enteritidis
(%16,6), 2 adet S. Kentucky (%6,6) ve kalpte; 1 adet (%2,5) S. Typhimutium ve S.
Enteritidis olarak konvensiyonel olarak serotiplendirmisler ayni zamanda faj
tiplendirme de yapmislardir (Mahmouda, Askorab, Barakata, Rabiea, & Hassan,
2018).

Saravanan ve ark.,, (2015)'nin Hindistan’da yumurtac1 tavuklarin
kiimeslerindeki 6lii tavuklarin karaciger, dalak, bagirsak icerigi, yumurtalik ve
yumurta saris1 0rneklerinden toplam 1215 adet 6rnegin Salmonella spp. prevalansini
21 (%1,73)’inde, karacigerde 5/104 (%4,80) ve dalakta 0/11 (%0) bulmuslar,
Konvansiyonel serotiplendirme ile 16 adet izolat tespi etmisler; 11°1 S. Typhimurium
ve 5’1 S. Enteritidis olarak mPCR, eric-pcr ve PFGE yontemleri ile tiplendirilmistir.

Tiirkiye’de Oral, & Tiirkyllmaz (2008)’mn broyler ve broyler damizlik
stiriilerinden  Salmonelloz siipheli tavuklarin kalp, karaciger, ovaryum ve
bagirsaklarinin ISO 6579:1993 yontemi ile karaciger 6rneginin 10/422 (%2,4), kalp
orneginin 7/422  (%1,7) Salmonella spp. 1izole etmislerdir. Konvensiyonel
serotiplendirme ile 7 izolatin hepsinin S. Enteritidis (%1,7) oldugu, 1 adet karaciger
ve 1 adet kalp bulundugu bildirilmistir.

Shalaby, Ismail, & El-Sharkawy (2002)’nin Misir’da broyler kiimeslerinde
bulunan bir haftalik-alt1 haftalik yas gruplarindan secilmis degisik klinik belirtiler
gosteren hayvanlarin karaciger, dalak, safra kesesi ve bagirsak igeriginden drnekler
alinarak ISO 6579 2002 ile Iki Selektif Zenginlestirilmis Medya ve iki Selektif Agar
ile karigtirtlmis bir yontem ile Salmonella spp. prevelans: totalde 19/832 (%2,23),
karaciger 7/208 (%3,36) ve dalak 3/208 (%]1,44) olarak izole etmislerdir. Bulunan
izolatlar karaciger; S. Enteritidis, S. Shangani, S. Gueuletapee ve Salmonella 11
(salamae) iken dalak; S. Enteritidis ve S. Shangani olarak konvansiyonel

sertotiplendirme ile tiplendirmislerdir.

2.10.1. Ciftlik Hayvanlar1 i¢ Organlarinda SalmonellaVarhg:

Babatunde ve ark. (2022)’nin Nijerya’da kesimhaneden aldiklar1 siir ve

kecilere ait karaciger, dalak, bobrek, bagirsak, mezenterik lenf nodiilii ve fegesten
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alman  oOrneklerden  Salmonella  prevelansini inceledikleri  ¢aligmalarinda,
konvensiyonel kiiltiir yontemi ile Salmonella spp 148 adet karaciger 6rneginin 3
(%2)’tinde ve 101 adet dalak 6rneginin 4 (%4)’linde tespit edilmistir.

Sabeq ve ark. (2022)’nin Msir’daki ¢alismalrarinda, 36 adet sigir karaciger
ornegini ISO 6579-1:2017 metodu ile 6 (%%16,67)’sinda siipheli Salmonella spp.
bulmuslardir ve MALDITOF MS ve PCR yontemi ile bulunan sonucu konfirme
etmislerdir.

Li ve ark., (2022)’nin Cin’de domuz kesimhanesindenalinan domuz internal
organlar, kesimhaneden drnek almislardir. Toplamda 60 adet domuz internal organ
orneginin 8 (%13,33) Salmonella spp. izole etmislerdir. Bulunan izolatlar S. Rissen,
S. Typhimurium, S. Derby, S. Goldcoast ve S. London olarak PCR yo6ntemi ile
tiplendirilmistir.

Geresu, Wayuo, & Kassa (2021) Etiyopya’da gergeklestirdikleri
caligmalarinda catering firmalarindan topladiklart kuzu cigerinden yapilan ‘Dulet’
ad1 verilen yoresel yemek 6rnegini ISO 6579: 2002 ile Global Salmonella Survey
(GSS) ve WHO metotlar ile toplam 32 adet Dulet 6rneginin 7’sinde (%21,9)
Salmonella spp. izole etmislerdir.

Siala ve ark., (2017)’nin Tunus’ta siipermarketlerden aldiklar1 13 adet ¢ig
kirmizi et {riinleri (sigir karacigeri ve eti) Ornekleri ISO 6579:2002 yontemi ile
4(%30,7)’t Salmonella spp. olarak izole edilirken, ¢ig kirmizi et {iriinlerinde; S.
Anatum, S. Amsterdam ve S. Altona zenginlestirilmis r-PCR kullanilarak

serotiplendirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Ornekler

Bu «al6!mada, Baldkesir'de faaliyet g3steren g¥YnlYk 200.000 adet Ross 308
orkd broyler kesim kapasitesine sahip bir kanatlé kesimhanesi, Kasém 20210de 1 ayldl
sYre ieerisinde toplam 2 defa ziyaret edildi. ,al6!mada, kesimhanede sevk 3ncesi
depolama alamasé gelen farkld kYmes/parti kaydt numarald ve paketli 30er birim
KKD ve T (1 birim KKD = 910 karaci'er, 67 kalp ve 35 dalak; 1 birim T = 20
tallok) olmak Yzere, her ziyarette 15 KKD ile 15 T birim, toplamda 60 birim 3rnek
kullandldo.

3.1.2. Standart Suslar

Ic organ Orneklerinden Sa/monella izolasyon, identifikasyon, serotiplendirme
ve PCR analizlerinde, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (S.
Enteritidis) 64K (M.Y. Popoff, Institut Pasteur, Paris Cedex 15, France) ve
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) NCTC
12416 (Refik Saydam, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, Ankara) standart bakteri

suslar1 pozitif kontrol olarak kullanildu.

3.1.3. Sarf Malzemeleri

Yenilebilir i¢ organ 6rneklerinde Salmonella izolasyon ve identifikasyonunda
kullanilan besiyeri ve ilaveleri, kimyasal maddeler ile izolasyon/identifikasyon kitleri
ile ilgili bilgiler asagidaki gibidir.

I. Besiyeri ve ilaveleri

* “Buffered Peptone Water (BPW) (Oxoid, CM1049)
*  Mueller-Kauffmann Tetrathionate Novobiocine (MKTTn) Broth (Oxoid,
CM1048)
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* Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone (RVS) Broth (Oxoid, CM0866)
* “Modified Semi-Solid Rappaport-Vassiliadis (MSRV) Agar (Oxoid,
CM1112)”
¢ “Xylose-Lysine-Desoxycholate (XLD) Agar (Oxoid, CM0469)D
* Brilliant-green phenol-red lactose sucrose (BPLS) agar modified (Merck,
110747)
* Mac Conkey (MC) Agar (Oxoid, CM0115)
e Brain Heart Infusion (BHI) Broth (Oxoid, CM1135)
e Urea Agar Base (Oxoid;M0053
e Triple Sugar Iron Agar (Oxoid;M0277)
e Lysine Iron Agar(Oxoid, CM0381))
* Nutrient Agar (NA) (Oxoid, CM0003)
*  Mueller-Hinton Agar (Oxoid, CM0337)
* Motility GI Medium (Becton Dickinson, 286910)
* Novobiocin Supplement (Oxoid, SR0181)
e Urea 40% Solution (Oxoid, SR0020)
* Agar (Merck Millipore, 1.02407628)
* Triptic Soy Broth (TSB) (Becton Dickinson, 257107)
II. Kimyasal maddeler
e Gliserol (Sigma Aldrich, 15524)
* Sodyum Kloriir (Merck, K25659900.925)
* Sodyum Klorid (Sigma-Aldrich, 1.06400.1000)
* Tween 80 (Sigma-Aldrich, 8.22187.0500)
 Potasyum lyodiir (Merck, 1.05040.1000)
» lyot Cozeltisi (Merck, 150690)
* Iyot-lyodiir Soliisyonu(MKTTnB igin)
* Mineral Yag (Biomerieux, 70100)
[1l. Biyokimyasal identifikasyon Kkiti
* API 20 E (Biomerieux, 20100)
IV. Molekiiler identifikasyon Kiti
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* DNA ektraksiyon kiti (Bitecon Diagnostics, S 400 07 foodproof StarPrep One
Kit)

« Salmonella spp. identifikasyon kiti (Biotecon Diagnostics, (R 302 27
foodproof Salmonella Detection Kit -5 Nuclease)

* Salmonella entericasubsp. enterica serovar Enteritidis veSalmonella

enterica subsp. enterica serovar Typhimurium !dentifikasyon Kiti (Biotecon

DiagnostiCSC)R 602 34-1/R 602 34-2 foodproof Salmonella Enteritidis &

Typhimurium Detection LyoKit -5 'Nuclease)

3.1.4. Antiserumlar

Serogruplanddérma (Somafk antijenik yapdlaron belirlenmesi) ve
serotplendirme (FlagellaFaz 1 ve Faz 2 antijenik yap06lardn belirlenmesi) isin
kullandlan ticari anserumlar (BD, 2021):

l. O antiserumlard
 Polivalan antiserum@almonella O Antiserum Poly @25341, BD Difco);
e Grup faktsr antiserumlar&almonella O Antiserum Group B (229481, BD

Difco) ile Salmonella O Antiserum Group D1 (229511, BD Difco)

Il. H antiserumlard
* Spicer-Edwards Antiserumlari: Salmonella H Antiserum Spicer-Edwards 1

(222651, BD Difco); Salmonella H Antiserum Spicer-Edwards 2 (222661 BD

Difco); Salmonella H Antiserum Spicer-Edwards 3 (222671 BD Difco);

Salmonella H Antiserum Spicer-Edwards 4 (222681 BD Difco);

* Kompleks Antiserumlari: Salmonella H Antiserum 1 Complex (222721, BD

Difco); Salmonella H Antiserum G Complex (222691, BD Difco);

* Single Faktor Antiserumlari: Salmonella H Antiserum Single Factor 2

(224741, BD Difco);

 Diler H antiserum: Salmonella H Antiserum m (225461, BD Difco)
kullanildi.

3.1.5. Cihazlar

* Hassas terazi (Precisa, 220 M SCS)
* Deiyonize ve ultra saf su sisteml@dilipore Mili -Q Q-Gard 1)
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* pH metre (inoLab pH720)

* |sOtdcdld manyetik kard!'toroco (lkamag RH)

* Su banyosu (Thermo Scientific, 18102A-1CE)

e Otoklav (Thermo Scientific, 18102ACE)

e Stomacher (Seward, 400 C)

e Disk dispenser (Oxoid, 90 m@&T6090)

* \orteks (ISO LA, L622.01.001)

» BiyogYvenlik kabineti Tip Il (Esco, AG2E1)

* Densimat (Biomerieux, 21250)

* InkYbat3r (Thermo Scientific, Heratherm IGS100)

e Buzdolabd (Areelik)

« -20;iCOlik derin dondurucu (Areelik)

« -80;iCOlik derin dondurucu (Thermo Scientific, TSeries, E. )

* Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific, ND-1000)

* Blok sitict (Techne, DB-2D-FDB02DD)

* Santrifiij (Thermo Scientific, MicroCL 17)

* PCR kabineti (Esco-3A1)

* Light Cycler 2.0 PCR cihazd ve sistemi (Roche Diagno$8é8,414201)
* Light Cycler 480 PCR c#wz0 ve sistemi (Roche Diagnost{s)15278001)

3.2. Yontem
3.2.1. Ornek Alma

Kokoszynski ve ark. (2016)’na gore; broyler “i¢ organlarindan karaciger,
kalp, dalak ve tashgin” yaklasik agirligr 44 g, 10 g, 1-2 g ve 30 g olarak belirlendi.
Isletmenin kesim hattinda bir broylere ait i¢ organ cikarma prosesi sonunda
yenilebilir i¢ organlardan karaciger, kalp ve cok kiiciik bir organ olan dalak (KKD)
ayr1 bir hatta, taglik (T) ise taglik makinesi hattina ayrildig: i¢in 6rnek almada, sevk
oncesi depolama asamasinda farkli kiimeslere/partilere ait oldugu kayit altina
aliarak ‘3 farkli birim KKD ve 3 farkli birim T 6rneklemesi’ olmak {izere toplamda

15 birim Ornekleme yapildi ve Orneklerin timii +4°C’deki saklama kutularinda
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laboratuvara getirilerek en gec bir saat igerisinde Salmonella spp. varligi yoniinden

incelemeye alindi (ISO, 2017b).

3.2.1.2. Karaciger, Kalp, Dalak ve Tashik Orneklerinin Analiz i¢cin Hazirlanmasi

Salmonella spp. varligl yoniinden analize baslamadan 6nce, kesimhanenden
alinan “drnekler +4°C’deki saklama” kutularindan ¢ikarildi. Ornek en az 5 hayvanin
i¢ organi temsil edecek sekilde 80-100 gr alindi. Alinan 6rnegin icinden 25 g
tartilip analiz i¢in hazir hale getirildi. Analiz sirasinda karisiklik olmamasi i¢in

ornekler markerla KKDI1... KKDI5 ve T1...T15 olmak iizere isaretlenerek gruplandi.

3.2.2. izolasyon ve identifikasyon

Broyler yenilebilir i¢ organlarinda Sa/monella varliginin belirlenmesinde, “(ISO
6579-1:2017) Microbiology of the food chain - Horizontal method for the detection,
enumeration and serotyping of Salmonella - Part 1: Detection of Salmonella spp.
(Besin zincirinin mikrobiyolojisi - Salmonella spp.’nin tespiti, saymmi ve
serotiplendirmesi i¢in Yatay Yontem - Bolim 1: Salmonella spp.) Standart

gereklilikleri g6z 6niinde bulunduruldu.

3.2.2.1. Karaciger, Kalp, Dalak (KCKD) ve Tashk (T) 6rneklerinden ISO 6579-
1:2017 ile Salmonellaspp. Tespiti

3.2.2.1.1. On Zenginlestirme

Laboratuvara getirilen 1 birim 6rnek dncelikle 500 ml’lik bos steril stomacher
poseti icerisine aktarildi ve disaridan 3 dakika siire ile elle masaj yapilarak organlarin
olabildigince parcalanmasi ve birim Ornek icerisindeki olast kontaminasyonun
homojen dagilimi saglandi. Daha sonra buradan alinan yaklasik 1/2 karaciger + 1
kalp ve 1 dalagi igeren 25-30 g’lik 6rnek yeni bir 500 ml’lik steril stomacher poseti
icerisine aktarilarak iizerine 225 ml oda sicakligindaki “Buffered Peptone Water -
BPW (Oxoid, CM1049)” konulup Stomacher’de 230 rpm’de 2 dakika homojenize
edildikten sonra 37°C’de 18 saat inkiibe edildi (ISO, 2017a, ISO, 2017b).
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3.2.2.1.2. Selektif Zenginlestirme

TYm S3rnekler isin; (8) BPWOdan 1 ml aldnarak iserisine Novobiocin
SupplementOxoid, SR0181) ilave edilmi! 10 mIMKTTn broth (Oxoid, CM1048)Oa
tYplere geei! yapdldé ve 37;COde 24 saat inkYbe edildi. (b) BPWOdan 0,1 ml aldnarak
10 mIRVS broth (Oxoid, CM0866)Oa gesildi ve 41,5;COde 24 saat inkYbe edildi. (c)
BPWOdan 0,1 ml aldnarak 10 MiSSRV agar (Oxoid, CM1112)Oa ge-ildi ve
41,5;COde 24 saakYbe edildi.

3.2.2.1.3. Selektif Kati Besi Yerinde Zenginlestirme

Katd besi yerinde selektif zenginle!tirme amact ile MKTTnB, RVSB ve
MSSRVA’dan hem XLD agarOxoid, CM0469)’a hem de BSA (Oxoid, CM1092)’a
20 !l ekim yap6ldp plaklar 37;COde 24 saat inkYbe eblildibasyon sonrasinda
tiremenin olmadigi durumlarda plaklar 37°C’de 24 saatlik ilave inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasinda hem XLD agarOdan hem de BSAOdan 1 adet tipik
veya !Ypheli yani siyah merkezli, transparan zonlu ve balik gézii seklindeki
koloniler), BSA’da ise mor renkli Sa/monella siipheli kolonilerden en az 1 adedi

Salmonell&olonisi seeildi.

3.2.2.1.4. Biyokimyasal identifikasyon

Hem dogrulama amagli Salmonella spp. spesifik r-PCR uygulanmasi i¢in
ornekleme hem de biyokimyasal identifikasyon amaci ile selektif olmayanMac
Conkey (MC) agar (Oxoid, CMO0115)’da saf olarak {iretildi. Mac Conkey (MC)
agarOa geei! yapdlan plaklar 37;COde 24 saat inkYbasyona bdrakbéd.gerekli
gsrYldY!Y durumda tekrar edildBiyokimyasal identifikasyon isin, @sajlama
illeminden sonra elde edile@MC agarOda Yretilmi! olan saf kYItY@&ncelikle
izolatlar6n Yreaz aktivitesiUrea Agar Base, Oxoid, CMO0053), YelY leker
fermentagonu ve HS Yretimi(Triple Sugar Iron Agar, Oxoid, CM0277), lizin
dekarboksilaz (Lysine Iron Agar, Oxoid, CMO0381) aktivitesi belirlendi. ...n
biyokimyasal testler sonrasd pozitif sonue verenkePé 20 E (Biomerieux, 20100)

yapolarak elde edilen profil sonuelard de!erlendiriltiegatif sonu¢ alinmasi
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durumunda ise diger kat1 besi yerinde (XLD agar, BSA) veya ayni besi yerinde (MC

agar) bulunan diger tipik kolonilerden 4 adedine daha dogrulama testleri uygulandi.
Biyokimyasa identifikasyon sonucund&almonellaspp. pozitif «6kan Srneklere ait

saf izolatlar, BHI broth(Oxoid, CM1135) ve %50 steril glisero(Sigma Aldrich,

15524) iseren stokta -20jC derin dondurucuda saklandbYm izolasyon ve
identifikasyon illemleri biyogYenlik kabineti Tip Il (Esco, AC2E1) iserisinde
gereekleltirildi Ayr6ca SalrPCR analizi isin Nutrient Agar (NA- Oxoid,
CM0003)Oda Yreyen saf kYItYrden 1 $ze dolusu aldnarak eppendorf tYpY ieerisinde
500 | steril PCRgrade su ilavesi ve vorteks yarddtathomojenize edilip-20 !C

derin dondurucuda saklanmak Yzere kalddrdldd (lekil 4 ve 5).
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Sekil-4.65791:2017 ileSalmonellaizolasyon ve identifikasyonu akd! lemasd (ISO, 2017)

Karaciger, Kalp,Dalak ve Taslik

25g\ll

BPW (225 ml)

0,1 ml ‘l’ ‘l’ I ml
v v v

RVS broth (10 ml) MSRV agar (10 ml) MKTTn broth (10ml)
41,5°C, 24 saat 41,5°C, 24 saat
20 nl 20 ul 20 ul 20 pnl
XLD agar BPLS agar XLD agar BSA
37°C, 24 saat 37°C, 24 saat 37°C, 24 saat 37°C. 24 saat

v v v v

En az 1 adet tipik ve ya stipheli koloni test edilir. Eger negatif ise 4 adet géze garpan koloni test edilir

v

MC, 37°C, 24 saat ve Salmonella spp. spesifik PCR i¢in 6rnek alimi

v

Biyokimyasal identifikasyon, APl 20 E”
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3.2.3. Salmonellaspp. spesifik FPCR (SalmPCR) Analizi ile Do'rulama ve S.
Enteritidis ve S. Typhimurium Spesifik r-PCR (SE/ST-PCR) Analizi

3.2.3.1. Templeyt Hazirlama

Biyokimyasal identifikasyon sonucu Sa/monella oldugu belirlenen izolatlarin
Salm-PCR ile dogrulanmasi ve sonrasinda SE/ST-PCR i¢in gerekli olan templeyt
DNA’nin izolasyonunda, Foodproof StarPrep One Kit (Biotecon, S400 07) el kitab1
2.3.1°de belirtilen prosediir gereklilikleri uygulandi. Eppendorf tiipleri igerisinde -
20°C derin dondurucuda saklanan izolatlar, oda sicakliginda ¢oziindiiriilerek vortex
yardimiyla (Stuart, SA8) homojenize edildikten sonra 8,000 % g’de 5 dakika
santrifiije (Thermo Scientific, MicroCL 17) edildi. Santrifiij isleminin ardindan
supernatant pipetle uzaklagtirilarak tiipiin dip kisminda kalan pelet {izerine 200 pl
lizis buffer eklenip homojenizasyon i¢in vortekslendi. Kapaklar iyice sikistirilan
tiipler blok 1siticidda (Techne, DB-2D-FDB02DD) 97.5°C’de 10 dk inkiibasyonun
ardindan vortekslenip, 13,000 x g’de 2 dk santrifiij edildi. Santriflij isleminin
ardindan izole edilen supernatant igerisinde kalan DNA’nin safligr ile
konsantrasyonu Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific, ND-1000) ile
oOlgiilerek miktar1 100 ng/pl, absorbans degeri 1.6 - 2.0 araliginda olan DNA izolatlar1
PCR analizlerinde templeyt olarak kullanildu.

3.2.3.2. Salm-PCR

Bu amaela, Foodproof Salmonella Detection Kit Hybridization Probes
(Biotecon, R310 27) kiti el kitabd, 2.2. prosedYr bsSlYmYndeki (A) LightCycler
CarouselBased System ProtokolY PCR parametreleri olarak (1) 3n inkYbasyon
(40iCOde 2 dk ardéndan 95;COde tQ2)k45 siklus amplifikasyon (denaturasyon
95;COde 0 sn, ballanma ve sonunda floresan sinyal okuma 59;COde 30 sn, uzama
72iC0Ode 5 sn); (3) solutma (40iCOde 30 sn) LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics,
05351414201) sisteminde programlandd. Yine, 2.2. prosgeteklilikleri dahilinde,
cihazda reaksiyon sdrasdBdémonellave internal amplifikasyon kontrol (IAC)OYne
ait do!ru floresan sinyalinin okunabilmesi isin (B) Fluorescence and Run Setup

Parametreleri de LightCycler’ Software Version 4.xOe gsre dYzainlPCR
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sOrasdndaki varsaydlan floresan kanald 640 veya 705, PCR analizi sérasdnda varsaydl:
floresan kanald ise 640/Back 530 veya 705/Back 530).-B@R isin kar6!om
haz6rlamada; her bir Srnek isin BSalmonella master mix, il Salmonella enzim
solYsyonu ve 1ul Salmonella IAC sdvostndan alGnarak toplam h&cmindeki
SalmonellaPCR kard!6m6 hazoérlandd ve LightCycler 2.0 cihazbna uygun Kkapiller
borosilikat tYplere konuldu. Her bir kapilleraibSrnek DNAOs®, negatif kontrol isin

5 W PCRgrade su pozitif kontrol isin ise 5ul kit Salmonellakontrol templeyti
eklendi ve kapaklard kapat6ldd. LightCycler karuzel santrifYjYnde santrifYje edilen
tYm kapillerler karuzel ile LightCycler cihazdna yerleltirilerek reakisyon ba!latdldd.
Sonuslardn delerlendimesinde, kit el kitabd 2.3. veri yorumlanmasé bSlYmY 1 0
kullandlddSalmonellaspp. hedef DNAOs6 floresan sinyali FAM {630) kanaldnda,

IAC floresan sinyali ise VIC/HEX (70530) kanalonda tespit edilerek okundu ve

sonuelar yorumlandd.

3.2.3.2.1. SE/ST-PCR

Hazirlanan izolat DNA’larinin S. Enteritidis ve S. Typhimurium serovarlarina ait
olup olmadiginin tespiti amaci ile igerisinde 6nceden doldurularak liyofilize edilmis
96 reaksiyon kuyucuklu, 8’li tiip stripleri iceren Foodproof Salmonella Enteritidis &
Typhimurium Detection Lyokit (Biotecon Diagnostics, R 602 34-1/R 602 34-2) ile
bu kitin kullanim gerekliliklerini karsilayan (S. Enteritidis deteksiyonu i¢in FAM, S.
Typhimurium deteksiyonu i¢in HEX, ve IAC deteksiyonu i¢in ROX boyalarmni
birlikte detekte edebilen kanallart olan) LightCycler 480 (Roche Diagnostics,
05015278001) cihaz1 kullanildi. Kitin el kitabi, 2.2. Prosediir bolimiindeki (A)
Programin planlanmas: kisminda yer alan protokol, sisteme (1) 6n inkiibasyon
(37°C’de 4 dk ardindan 95°C’de 5 dk, 1 siklus); (2) 50 siklus amplifikasyon (asama
1: 95°C’de 5 sn, agama 2 ve floresan sinyal okuma 60°C’de 60 sn) olarak ytiklendi.
(B) PCR karisiminin hazirlanmasi asamasinda ise Oncelikle, igerisinde kullanima
hazir PCR karigimi (S. Enteritidis ve S. Typhimurium DNA’sina ve IAC’a spesifik
primerler, problar ile Taq DNA Polimeraz ve sicakliga duyarli Uracil-DNA
Glycosylase igeren) liyofilize edilmis 96 reaksiyon kuyucuklu, 8’li tlip stripleri
aliminyum paketinden ¢ikarildi ve PCR porttiipiine yerlestirildi. Stripte bir adet

kuyucuk pozitif kontrol ve bir adet kuyucuk negatif kontrol olarak belirlendi.
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Kuyucuklarin tizerindeki kapaklar agildiktan sonra, negatif kontrol kuyucuguna 25 pl
PCR-grade su, pozitif kontrol kuyucuguna ise 25 pl Foodproof® Salmonella
Enteritidis & Typhimurium Detection Control Template, 6rnek kuyucuklarina ise
herbir 6rnek DNA’sindan 25 pl pipetlendi. Kapaklar1 kapatilan stipler vorteks
santrifiijde 200 x g’de 30 sn vortekslendikten sonra cihaza yerlestirilerek program
baslatildi.  Sonuclarin  degerlendirilmesinde, kitin 2.4. bolimiindeki veri
yorumlanmasi kismi kullanildi. S. Enteritidis-spesifik DNA bdlgesinin amplifikasyon
analizi FAM etiketli proba uygun floresan kanalinda, S. Typhimurium DNA
bolgesinin amplifikasyon analizi HEX etiketli proba uygun floresan kanalinda,
IAC’iin spesifik amplifikasyonu ise ROX etiketli proba uygun floresan kanalinda
analiz edildi (Tablo 7).

Tablo 7. Sonuelardn de!erlendiriimesi

“FAM Kanah HEX Kanal ROX Kanah Sonue Delerlendirme
+ + +/- S. Enteritidis ve S. Typhimurium Pozitif
+ +/- S. Typhimurium Pozitif
+ - +/- S. Enteritidis Pozitif
+ S. Enteritidis ve S. Typhimurium Negatif
Gegersiz “

3.2.4. Konvansiyonel Serotiplendirme

Izolasyon, biyokimyasal identifikasyon ve Salm-PCR ile Salmonella oldugu
dogrulanan, sonrasinda da SE/ST-PCR ile analizi yapilan izolatlarin
serotiplendirmesinde White-Kauffmann-Le Minor Semast (Grimont, & Weill, 2007)
ve Guibourdenche ve ark. (2010) ile Issenhuth-Jeanjean ve ark. (2014) temel
alinarak, serogruplandirma (somatik - O antijenik yapilarinin belirlenmesi) ve
serotiplendirme (flagellar - Fazl ve Faz 2 antijenik yapilarin belirlenmesi) i¢in ticari
anti-serumlar ile gerceklestirildi. Somatik antijen analizi i¢in lam agliitinasyon testi,

flagellar faz antijen analizi i¢in ise tiip agliitinasyon testi uygulandi (ISO, 2014).

3.2.4.1. S. Typhimurium ve S. Enteritidis Spesifik Serotiplendirme

Izolasyon, biyokimyasal identifikasyon ve Salm-PCR ile Salmonella oldugu
dogrulanan izolatlarin S. Enteritidis (Grup O:9 - D1; Somatik antijenler: 1, 9, 2;
Flagellar antijenler: Fazl g, m) ya da S. Typhimurium (Grup O:4 - B; Somatik
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antijenler: 1, 4, [5], 12; Flagellar antijenler: Fazl i, Faz 2 1, 2) olup olmadiklarina
yonelik olarak spesifik serolojik tiplendirme yapildi. Bu islemde, White-Kauffmann-
Le Minor Semas1 ve Guibourdenche ve ark. (2010) ile Issenhuth-Jeanjean ve ark.
(2014) temel alinarak, serogruplandirma (somatik - O antijenik yapilarinin
belirlenmesi) ve serotiplendirme (flagellar - Fazl ve Faz 2 antijenik yapilarin
belirlenmesi) i¢in ticari anti-serumlar kullanilarak gerceklestirildi. Somatik antijen
analizi i¢in lam agliitinasyon testi, flagellar faz antijen analizi icin ise tiip

agliitinasyon testi uygulandi.

3.2.4.2. Agliitinasyon Reaksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Lam ve tYp aglYtinasyon illemleri, Yretici firma protokolYne uygun !ekilde;
+4 (%100 aglYtinasyon; zemin a6k veya yok denecek kadar puslu), +3 (%75
aglYtinasyon; zemin ok az pullu-2 (%50 aglYtinasyon; zemin orta dereceli puslu),
+1 (%25 aglYtinasyon; zemin tam puslu) ve aglYtinasyon negatif !eklinde
delerlendirilerek de'erlendirme yapdldd. Pozitif kontrolde kullandlan standart bakteri
sullard ile kalite kontrol antijenleri +3 Wzeri derecede aglYtinasyon verdi. Negatif
kontrolde aglYtinasyon gsrYImedi. Test edilen izolatlarén +3 ve Yzeri aglYtinasyonlard
pozitif, +2 ve altd aglYtinasyonlard ile aglYtinasyon sYresi 1 dakikayd geeenler negatif

olarak delerlendirildi.

3.2.4.3. izolatin Otoagliitinasyon Ozelligi Olup Olmadiginin Test Edilmesi

Serogruplanddrma  illemlerinden  Snce izolatlardn  otoaglYtinasyon
Szelliklerinin test edilmesi amacod il™A’da saf olarak iretilen izolattan bir 6ze
dolusu alinarak lam tlizerine daha O6nceden damlatilmis olan bir damla %0,85’lik
NaCl (Merck, K25659900.925\cerisinde emiilsifiye edildi. Lam bir dakika dairesel
hareketlerle ¢evrildikten sonra, agliitinasyon olup olmadig: incelendi. Agliitinasyon
meydana geldilind€otoagliitinasyon), bu izolatin kiiltiirii ‘Rough’ (R) olarak kabul
edildi ve serogruplandirmaya gecilmeyerek, test tekrar edildi. Tekrar sonrasinda da
agliitinasyon olusmas: durumunda, kiiltiir saflastirilarak identifikasyon islemleri
tekrarlandi. Otoagliitinasyon gdstermeyen izolatlar ise direkt serogruplandirmada

kullanildi.
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3.2.4.4. Serogruplandirma

S. Typhimurium ve S. Enteritidis spesifik serotiplendirmenin ilk adim1 olan
serogruplandirmada her bir izolat ilk olarak polivalan antiserum Salmonella O
Antiserum Poly A (Groups A, B, D, El, E2, E3, E4, L) ile test edildi. Test sonucunda
agliitinasyon veren izolatlar Grup faktor antiserumlari olan Salmonella O Antiserum
Group B (Factors 1, 4, 5, 12) ile Salmonella O Antiserum Group D1 (Factors 1, 9,
12) ile test edildi. Lam agliitinasyon ile yapilan bu testte antiserumdan bir damla
lama aktarilacak {lizerine saf kiiltiirden steril 6ze ile agliitinasyonun izlenmesini
engellemeyecek yogunlukta eklenerek iyice karistirildi ve bir dakika dairesel
hareketlerle c¢evrildikten sonra agliitinasyon olup olmadigi incelenerek sonug

degerlendirmesi yapildu.

3.2.4.5. Serotiplendirme

S. Enteritidis Faz 1 ve/veya S. Typhimurium Faz 1 ve Faz 2 spesifik
antijenlerin varliginm belirlenmesi amaci ile serogruplandirma sonuglarma gére tYp
aglutinasyon testi ilgerotiplendirme gergeklestirildi. Serotiplendirmede ilk olarak
izolatdbn Faz 1 antijenlerinin belirlenebilmesnien sk izole edilefsalmonella
serotiplerinin tespitine ysnelik olarak Salmonella H antiserum Syitdevards
antiserumlard ile aglYtinasyonu test edildi.

Serotiplendirmede kullanilacak olan tiip agliitinasyon testi 6n asamasi, tiip
agliitinasyon testi, faz doniisiim iglemi ile Spicer-Edwards agliitinasyon islemleri
asagidaki sekilde yapildi: Tiip agliitinasyon testi oncesinde hazirlik olarak %0,6’1ik
formalinize %0,85’lik NaCl soliisyonu hazirlandi. NAOda saf olarak Yretilmi! olan
izolattan bir $ze dolusu al@m, ieerisine Craigie tYpY konulmu! Wotility Gl
Medium (Becton Dickinson, 286910) bulunan tYpe (Craigie tYpYnYn ie kdsmé ve Yst
yYzeyi) inokule edildi. TYpler 3¢Ode 24 saat inkYbasyona boraR@kdédilecek
izolat hareketliliginin artirilmasi amaci ile birka¢ kez Motility GI Medium’da pasaj
yapilip ve hareketliligi gdzlemlenen tiiplerden (Craigie tYpYnYn d&! kdsmdndan ve Yst
yYzeyinden)ir 6ze dolusu alman izolat, BHIB’da 35;COde 6 saat inkYésyona

bdrakdldd. 'nkYbasyon sonucunchiléd izolat esit miktarda %0,6 formalinize
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%0,85’lik NaCl ile suspanse edilerek tYrbiditesi McFarland No.3 olacak !ekilde
Densimat (Biomerieux2125(Q ile $lsYlerek suspanse edildi.

Tiip agliitinasyonu ve Sal/monella H antiserum Spicer-Edwards agliitinasyon testi
i¢in iiretici firma protokoliine uygun sekilde diliie edilmis (1:1000) ve dort farkl tiipe
hazirlanmis olan 0,5’er ml antiserumlarin (SpicerEdwards 1, 2, 3 ve 4jzerine test
edilecek izolatin tiirbiditesi ayarlanmig kiiltiiriinden her bir tlip igerisine 0,5 er ml
ekleyerek 50 + 2 °C’deki su banyosunda bir saat inkiibasyona birakildi. Tiipler su
banyosu igerisindeyken veya su banyosundan c¢ikarilma esnasinda ve okunmadan
once sallanmamaya ve calkalanmamaya dikkat edildi. Inkiibasyon sonunda
agliitinasyon sonuglar {iiretici firma protokoliinde belirtilen tablodaki bilgilere gore
degerlendirildi (Tablo 8). Delerlendirme sonucunda, Faz 1 antijenleri belirlenen
izolatlara gerektili durumlarda (G Kompleks ve Kompleks antijenleri ise) ilgili
Salmonella H Kompleks antiserumlard ve dileBalmonella H antiserumlard
kullandlarak tYp aglYtinasyon testi yapdlarak serotiplendirmenin ilk alamasd

tamamlandd.

Tablo 8. Salmonella H Antiserum Spic&dwards ile aglYtinasy tanémlamasd (BD, 2019)

“H Salmonella H Antiserum Sa!monella H Antiserum
. Spicer-Edwards H Antijen(ler) Spicer-Edwards

Antijen(ler) 1 3 3 ) ; 5 3 Z
a + + + - k + + +
b + + - + T B T _ T
c + + y +
d + + + z B _ T "
eh + + - z4 Kompleks** - - +
G Zio

+ - - + +
Kompleks*
i + - - - Z29 - + +

*SalmonellaH Antiserum SpiceEdwardsl ve 40Yn G Kompleks bileleni, f, g; f, g, s; f, g, t; g, m; g,
m,qg;9,ms;g,ms, ttg,mtagp g p S g P UuUQ-0dQastgtmp,tuvem, tantjenleriile
reaksiyon verir.

** Salmonella H Antiserum Spa-Edwards 30Yn Kompleks bileleni, z, zs, z, 24 Ve 7, Zs ile
reaksiyon veri®

Faz 2 antijenlerinin belirlenmesinde gereken faz d3ndYrme illemidir.
Belirlenen Faz 1 antijenine ait olan antiserumun 1:100luk dilYsyonundan 1 ml
alénarak steril petkabdna aktardldizerine faz dSnY!YmY iein hazdrlanotility

Gl MediumOdan 25 ml eklenerek ve iyice kard!masé sa'Hemfir. hale gelebesi
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yerinin orta kdsmdna NAOda saf olarak Yretilmi! olan izolattan bir $ze dolusu alénarak
inokule edildi. 37iCOde 24 saat inkYbe edildinelin, S. TyphimuriumOun Faz 1
antijeni [i] oldu'u i«in ieerisinde [i] antiserumu olan besi yerir@ Typhimurium

inokule edilerek Faz 2 antijenlerinin [1,2] Yremesi ve yay6lmasd sal!landd. Gereken
durumlardaizolatdn hareketlilitinin artdrolmasdé amacd ile birkas kez pasajlama
illemine tabi tutuldu. Hareketlili"i g3zlemleneizolatdnbesi yeri Yzerind@okYle

edildili b3lgeye en uzak olan kdsémdaki Yremeden bir $ze dolusu al6narak BHI
brothOa ekim yapdldd ve 35;CG&lsatt inkYbe edildi. InkYbasyon sonrasd iserisinde
%0,6 formalinize %0,850lik NaCl bulunan tYBeIl brothOda Yreyen kYItYr
aktardlarak tYrbiditesi McFarld No.3 olacak !ekilde Densimat (Biomerie@%,25Q

ile SleYlerek suspanse edildi.

3.2.4.6. istatistiksel Analiz

Toplam 57 Salmonella izolatina uygulanan konvansiyonel serotiplendirme ve
SE/ST-PCR analizi sonrasinda elde edilen sonuglarin relatif dogruluk, duyarlilik,
ozgiinlik degerleri; “ISO 16140-6:2019 Microbiology of the food chain - Method
validation - Part 6: Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods for
microbiological confirmation and typing procedures (ISO”, 2019)’da “belirtildigi
sekilde hesaplandi. Karsilastirilan yontemler arasindaki uyumun giivenilirligi
Cohen’in kappa (k) testi ile belirlenerek (Landis, & Koch, 1977) SE/ST-PCR’in
tiplendirmedeki etkinligi degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. ...rnekleme Bulgulard

Bu calismada, projenin 5. ay1 olan Kasim ay1 igerisinde ilk ornekleme
(1.parti; 15 Kasim 2021) ve ikinci 6rnekleme (2.parti; 29 Kasim 2021) yapilarak
kesimhanede sevk oOncesi depolama asamasina gelen farkli kiimes/parti kayit
numarali ve paketli 3’er birim KKD ve T (1 birim KKD = 9-10 karaciger, 6-7 kalp ve
3-5 dalak; 1 birim T = 20 taslik) olmak iizere, her ziyarette 15 KKD ile 15 T birim,
toplamda 6 birim 6rnekleme gergeklestirilmistir (Tablo 9).

Tablo 9. Ornekleme bilgileri

Parti No Ornekleme Zamani Ornek Tipi Ornek Sayis
1 15.11.2021 KKD 15
T 15
2 29.11.2021 KKD 15
T 15
Toplam 60

4.2. Salmonellaspp. !zolasyon ve !dentifikasyon Bulgulard

Sonuglar detayli olarak incelendiginde, 1. parti KKD 6rneklerinin tiimiinde
(%100,00) Salmonella spp. varlig tespit edilmis olup, drneklerden birinde (KKD15)
iki farkl selektif zenginlestirme kolundan da birer izolat saklanmigtir. Dolayist ile 15

KKD o6rneginden toplamda 16 izolat elde edilmistir (Tablo 10).
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Tablo 10. Birinci Parti KKD 6rneklerinde Sa/monella izolasyon ve identifikasyon sonuglart

Ornek ID Selektif Zenginlestirme Biyokimyasal identifikasyon API 20E
. MKTTnB RVS MS i ' v
1. Parti TSI LI | Ure Oksidaz Salmonella
XLD | BPLS XLD | BPLS XLD | BPLS
KKD1 + + + - - 89.6
KKD2 + + + - - 89.6
KKD3 + + + - - 99.8
KKD4 + + - - 99.8
KKDS + + - - 89.6
KKD6 + + + - - 89.6
KKD7 + + + - - 99.8
KKD8 + + + - - 99.8
KKD9 + + + - - 99.8
KKD10 + + + - - 99.8
KKDI11 + + + - - 89,6
KKD12 + + - - 99.8
KKD13 + + + - - 99.8
KKD14 + + + - - 99.8
KKD15-1 + + + - - 89.6
KKD15-2 + + + - - 89.6
ot | 19

Benzer sekilde, birinci parti T Orneklerinin de tiimiinde (%100,00)
Salmonella spp. varligi tespit edilmis olup Orneklerden ikisi (T3 ve T5) S.
Gallinarum siipheli izolat olarak, toplamda 15 T 6rneginden 15 izolat saklanmistir

(Tablo 11).
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Tablo 11. Birinci Parti T 6rneklerinde Salmonella izolasyon ve identifikasyon sonuglari

Omek ID | Selektif Zenginlestirme Biyokimyasal identifikasyon API 20E

) MKTTnB RVS MS .. . %
1. Parti TSI LI | Ure Oksidaz Salmonella

XLD | BPLS XLD | BPLS XLD | BPLS

T1 + + + - - 88,4
- A P ] R 99.9
T3 + + + - - 95,7 (Gallinarum)
- N P ] R 99.8
Ts + + + - - 95,7 (Gallinarum)
- N P ] R 99.9
7 -+ + + - - 86,5
- N P ] R 99.8
o P ] R 99.8
T10 + + + - - 298
Tl1 + + - - 298
T12 + + - - 99.8
T13 + + + - - 99.8
T4 + + + - - 98
TIS + + + - - 298
ot | 15

Ikinci partide alman KKD &rneklerinin tiimiinde (%100) Salmonella spp.
varlig1 tespit edilmis ve elde edilen 15 izolat saklanmistir (Tablo 12).
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Tablo 12. ikinci Parti KKD 6rneklerinde Salmonella izolasyon ve identifikasyon sonuglari

g)r nek Selektif Zenginlestirme Biyokimyasal identifikasyon API 20E
| MKTTnB RVS MS ; ) %
2. Parti TSI LI | Ure Oksidaz Salmonella
XLD | BPLS XLD | BPLS XLD BPLS

KKD16 + + + - - 99,8
KKD17 + + + - - 99,8
KKDI8 + + - - 99,8
KKD19 + + + - - 99.8
KKD20 + + + - i 99,8
KKD21 + + + - - 99.8
KKD22 + + + - - 99,8
KKD23 + + + - - 99,8
KKD24 + + + - - 99.8
KKD25 + + + - - 99,8
KKD26 + + + - - 99,8
KKD27 + + + - - 99,8
KKD28 + + + - - 99,8
KKD29 + + + - - 99,8
KKD30 + + + - - 99,8
ot | 13

Ikinci partiye ait 15 T 6rneginin 12’sinde (%80.00) Salmonella spp. varligi
tespit edilmistir. Orneklerden ikisinde (T19, T21) selektif agarlarda tipik koloni
olmamasi nedeni ile birinde de (T20) ise segilen siipheli koloninin biyokimyasal test
sonuglar1 izolatin Salmonella olmadigin1 gostermis olmasi nedeniyle bu partiden 12

Salmonella spp. izolat1 elde edilmistir (Tablo 13).
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Tablo 13. Ikinci Parti T érneklerinde Salmonella izolasyon ve identifikasyon sonuglar

Ornek ID Selektif Zenginlestirme Biyokimyasal identifikasyon API 20E
. MKTTnB RVS MS ) ' %

2. Parti TSI LI | Ure Oksidaz Salmonella

XLD | BPLS XLD | BPLS XLD | BPLS

T16 + + + - - 99,8

T17 + + + - - 99,8

T18 + + + - - 99,8

T19 Tipik koloni yok Yapilmadi

20 Volon: Volon: A

T21 Tipik koloni yok Yapilmadi

T22 + + + 89,6

T23 + + 89,6

T24 + + 89,6

T25 + + + 99,8

T26 + + + 99,8

T27 + + + 99,8

T28 + + + 99,8

T29 + + + 99,8

T30 + + + 99,8

ot | 12

Ozet olarak iki parti halinde alman 30 birim KKD 6rneginin 30’unun da
(%100.00) Salmonella spp. varls!d y3nYnden pozitif oldulu belirlenmi“tir. Bununla
birlikte 1. partide KKD-15 6rneginden 2 izolat elde edilmesi nedeniyle saklanan
izolat sayist 31°dir. Otuz birim T 6rneginin ise 27’sinde (%90.00) Salmonella spp.
bulunmustur. Toplam olarak de!erlendirildilinde ise 60 broyler yenilebilir is organ

rnelinin 570sinin (%95.00)/monella tasidig1 tespit edilmistir (Tablo 14).

Tablo 14. S. Enteritidis ve S. Typhimurium yo6niinden serotiplendirme 6zet tablosu

Parti No Ornek tipi (n) SE (%) ST (%) Non-SE/ST
1 KKD (15) 6 (40,00) 0(0,00) 9 (60,00)
T (15) 1(6,67) 0(0,00) 14 (93,33)
2 KKD (15) 0(0,0) 0(0,00) 15 (100,00)
T (12) 4 (3,33) 0(0,00) 8 (66,67)
Toplam 57 11 (19,30) 0 46 (80,70)
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Resim 3. XLD agarda Salmonella spp. liremesi
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Resim 6. API Test kitinde Sa/monella spp. liremesi

4.3. Salm-PCR Analizi ile Do!rulama ve SE/ST-PCR Bulgulari

Projede elde edilen tiim KKD ve T orneklerine ait Sa/monella izolatlarinin,
yapilan Salm-PCR analizi ile tiimiiniin (%100.00) Salmonella spp. dogrulanmistir.
Sonrasinda gerceklestirilen SE/ST-PCR analizlerine ait sonuglar, parti ve 6rnek tipi

belirtilerek Tablo 15 -Tablo 18’de sunulmus olup, tiim 6rneklere ait sonuglar Tablo

19°de 6zetlenmistir.
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Birinci partiye ait 15 adet KKD Salmonella izolatinin tiimiiniin (%100.00)
Salm-PCR ile Salmonella oldugu dogrulanmistir. SE/ST-PCR ile izolatlarin 6
(%40.00)’mnin S. Enteritidis (Tablo 14), 9 izolatin ise SE ve ST disinda baska

serovarlara ait izolatlar oldugu tespit edilmistir (Tablo 18).

Tablo 15. Birinci Parti KKD 6rneklerinin cins ve serovar spesifik PCR sonuglart”

“Ornek ID Salmonella spp. (%) SE (%) ST (%)
KKDI " "
KKD2 +
KKD3
KKD4
KKD5
KKD6
KKD7
KKD8
KKD9
KKD10
KKDI11
KKDI12
KKD13
KKD14

KKDI5 + + -
Toplam 15 (100,0) 6 (40,00) 0 (0,00)

o S S o SN R Il I ) ) N

Birinci partide alinan 15 adet T Salmonella izolatinin tiimiiniin (%100.00)
Salm-PCR ile Salmonella oldugu dogrulanmistir. SE/ ST PCR ile izolatlarin
tiimiiniin (%100.00) SE ve ST disinda bagka serovarlara ait izolatlar oldugu tespit
edilmistir (Tablo 15, Tablo 18).

Tablo 16. Birinci Parti T drneklerinin cins ve serovar spesifik PCR sonuglari
Ornek ID Salmonella spp. (%) SE (%) ST (%)

Tl
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14

T15 + - -
Toplam 15 (100,0) 0 (0,00) 0 (0,00)

B o S o Sl R R Bl I B ) B S
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Ikinci parti 15 adet KKD Salmonella izolatmin tiimiiniin (%100) Salm-PCR
ile Salmonella oldugu dogrulanmistir. SE/ST-PCR ile izolatlarin SE ve ST olmayip

baska serovarlara ait izolatlar oldugu tespit edilmistir (Tablo 16).

Tablo 17. Ikinci Parti KKD 6rneklerinin cins ve serovar spesifik PCR sonuglari
Ornek ID Salmonella spp. (%) SE (%) ST (%)

KKDI16 +
KKD17
KKD18
KKDI9
KKD20
KKD21
KKD22
KKD23
KKD24
KKD25
KKD26
KKD27
KKD28
KKD29

KKD30 + - -
Toplam 15 (100,0) 0 (0,00) 0 (0,00)

Sl I I I BT B B B S S S S

Ikinci partiye ait 12 adet T izolatmin tiimiiniin (%100.00) Salm-PCR ile
Salmonella oldugu dogrulanmistir. SE/ST-PCR ile izolatlarin 4 (%33.33)’linlin S.
Enteritidis, kalan 8 izolatin ise SE ve ST disinda baska serovarlara ait izolatlar
oldugu tespit edilmistir (Tablo 17).

Tablo 18. Ikinci Parti T rneklerinin cins ve serovar spesifik PCR sonuglar
Ornek ID Salmonella spp. (%) SE (%) ST (%)

T16 +
T17
T18
T22
T23
T24
T25
T26
T27
T28
T29

T30 + + -
Toplam 12 (100,0) 4(33,3) 0(0,0)

| ] | ] | ] ] ]+

Ozet olarak PCR sonuglarma gore, toplam 57 izolatin tiimiiniin (%100.00)
Salmonella, bunlardan 10 (%17,54)’linlin SE serovar1 oldugu saptanmistir. Kalan 47

(%82,46) izolatin ise diger Salmonella serovarlari i¢inde yer aldigi belirlenmistir

(Tablo 18).
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Tablo 19. Salmonella-spesifik, S. Enteritidis ve S. Typhimurium spesifik real-time PCR 6zet tablosu

“Parti No Ornek tipi Salmonellaspp. (%) SE (%) ST (%) Non-SE/ST
1 KKD 15 (100,00) 6 (40,00) 0 (0,00) 9 (60,00)
T 15 (100,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 15 (100,00)
2 KKD 15 (100,00) 0(0,0) 0 (0,00) 15 (100,00)
T 12 (100,00) 4 (33,33) 0 (0,00) 8 (66,67)
Toplam 57 (100,00) 10 (17,54) 0 47 (82,46)

4.4. Konvansiyonel Serotiplendirme ve SE/ST-PCR Bulgular:

Broylerlerin yenilebilmekte olan i¢ organlarina ait toplam 57 Salmonella
izolat1 ile gerceklestirilen konvansiyonel serotiplendirme sonuglar1t Tablo 19°te
sunulmustur. izolatlarin 46’s1 (46/57, %80,70) S. Virchow ve 11°i (11/57, %19,30) S.
Enteritidis olarak tiplendirilmistir. Ornek tipi yoniinden degerlendirildiginde, 30
KKD izolatinin 6’smin (6/30, %20,00) S. Enteritidis, 24 iintin (24/30, %80,00) S.
Virchow oldugu; 27 T izolatindan 5’inin (5/27, %18,52) S. Enteritidis, 22’sinin
(22/27, %81,48) S. Virchow oldugu bulunmustur (Tablo 13). izolatlara ve SE ve ST
varliginin belirlenmesi amaciyla yapilan SE/ST-PCR bulgularina gore broyler
yenilebilir i¢ organlarina ait toplam 57 Salmonella izolatinin 10’u (10/57, %1754) S.
Enteritidis olarak belirlenmis olup kalan 47 izolatin SE ve ST disinda farkli bir
serovar oldugu belirlenmistir. Ornek tipi yoniinden degerlendirildiginde, 30 KKD
izolatinin 6’sinin  (6/30, %20,00), 27 T izolatiin 4’lniin (4/27, %14,81) S.
Enteritidis oldugu, kalan izolatlarin baska serovarlar oldugu tespit edilmistir.
Konvansiyonel serotiplendirme ve SE/ST-PCR bulgulari, sirastyla izolatlarm 11 ve
10’unun S. Enteritidis oldugunu ve hicbirinin S. Typhimurium olmadigin

gostermistir (Tablo 20).
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Tablo 20. Broyler yenilebilir i¢ organ kaynakli Salmonella izolatlarinin konvansiyonel
serotiplendirme ve PCR sonuglart

SE ve ST Karsilastirma

“Parti No (n) izolat No izolat ID Serovar Konvansiyonel SE/ST-PCR
Serotiplendirme (%) (%)

1. Parti (30) 18 T1-MS-XLD Virchow - -
122 T2-MS-BP Enteritidis SE -
123 T3-MS-XLD Virchow - -
138 T4-MS-XLD Virchow - -
124 T5-MS-XLD Virchow - -
125 T6-MS-XLD Virchow - -
126 T7-MK-XLD Virchow - -
127 T8-MS-XLD Virchow - -
128 T9-MS-XLD Virchow - -
137 T10-MK-XLD Virchow - -
129 T11-MS-XLD Virchow - -
130 T12-MS-XLD Virchow - -
131 T13-MK-XLD Virchow - -
132 T14-MK-BP Virchow - -
133 T15-MS-BP Virchow - -
24 KKD-1-MK-XLD Enteritidis SE SE
25 KKD2-MS-BP Enteritidis SE SE
146 KKD3-MS-BP Virchow - -
147 KKD4-MS-XLD Virchow - -
26 KKD5-MS-XLD Enteritidis SE SE
29 KKD6-MK-XLD Enteritidis SE SE
148 KKD7-MK-XLD Virchow - -
27 KKD8-MS-XLD Virchow - -
30 KKD9-MS-BP Virchow - -
134 KKD-10-MK-BP Virchow - -
135 KKD11-MS-XLD Enteritidis SE SE
136 KKD12-MK-XLD Virchow - -
149 KKD13-MK-XLD Virchow - -
150 KKD14-MS-BP Virchow - -
28 KKD15-MS-XLD Enteritidis SE SE

2. Parti (27) 139 T16-MS-XLD Virchow - -
140 T17-MS-XLD Virchow - -
142 T18-MS-XLD Virchow - -
20 T22-MS-XLD Enteritidis SE SE
21 T23-MS-BP Enteritidis SE SE
145 T24-MS-BP Virchow - -
143 T25-MS-XLD Virchow - -
141 T26-MS-XLD Virchow - -
144 T27-MS-XLD Virchow - -
19 T28-MS-XLD Enteritidis SE SE
22 T29-MS-BP Virchow - -
23 T30-MK-XLD Enteritidis SE SE
151 KKD16-MS-XLD Virchow - -
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156 KKD17-MS-XLD Virchow - -

Tablo 20. Broyler yenilebilir i¢ organ kaynakli Salmonella izolatlariin konvansiyonel
serotiplendirme ve PCR sonuglari (devami)

157 KKD18-MS-BP Virchow - -
152 KKD19-MS-BP Virchow - -
31 KKD20-MS-XLD Virchow - -
158 KKD21-MS-XLD Virchow - -
153 KKD22-MS-XLD Virchow - -
154 KKD23-MS-XLD Virchow - -
159 KKD24-MS-XLD Virchow - -
160 KKD25-MS-BP Virchow - -
155 KKD26-MS-XLD Virchow - -
32 KKD27-MS-XLD Virchow - -
34 KKD28-MS-XLD Virchow - _
161 KKD29-MS-XLD Virchow - -
33 KKD30-MS-XLD Virchow - -
Toplam (57) 11/57 SE (19,30) 11/57 SE (19,30) 10/57 SE”
46/57 SV (80,70) (17,54)

4.5.Istatistiksel Analiz Bulgulari

ISO 16140-6:2019 (2019)’ya gore yapilan istatistiksel analizler sonrasinda,
referans yontem olan konvansiyonel serotiplendirmeye gore alternatif yontem olan
SE/ST-PCR karsilastirildiginda, PCR’in relatif dogrulugu 998,25, duyarlilig
%100,00 ve ozgiinliigii %100,00 degerlerinde bulunmustur. Ayrica, konvansiyonel
serotiplendirme ve PCR arasindaki uyumun giivenirligini 6lgen Cohen’in kappa (k)
katsayis1 da 0,94 olarak belirlenmistir. Bu deger, her iki yontem arasindaki uyumun

neredeyse miikemmel (0,81-1,00) oldugunu gdstermistir (Tablo 21).

Tablo 21. SE/ST spesifik PCR yonteminin relatif dogruluk, duyarlilik ve 6zgiinliik sonuglari

Referans Yontem Alternatif Yontem
Sevtplondime SEIST-PCR
Pozitif Negatif Yanli§ yegair Yanli§ poide Dogruluk (%)  Duyarlilik (%) Ozgﬁnlﬁk (%) «
10 46 1 0 98,25 100,00 100,00 0,94
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5. TARTIIMA VE SONU,

Salmonella varligimin broyler yenilebilir i¢ organ oOrneklerinde (6zellikle
kesim agamasinda) incelenmesinde, uluslararasi Gold Standart olan ve revize edilen
ISO 6579-1:2017 (ISO, 2017a) metodunun etkinligi bilgimiz dahilinde heniiz
degerlendirilmemistir. Dolayis1 ile bu bodlimde, Orneklemenin yapildig1 yere
bakilmaksizin 6rnek tipinin (KKD ve T) ayni oldugu ancak farkli izolasyon
metotlari, giincel olmayan ISO versiyonu kullanilarak gerceklestirilen veya revize
metot uygulandig: belirtilen fakat tam olarak bu metodu kullanmayan c¢aligmalar ile
bulgularimiz tartisilmistir.

Calismada, KKD orneklerinin %100,00°4 (30/30) ve T oOrneklerinin %
90.00’1 (27/30) olmak iizere broyler yenilebilir i¢ organ oOrneklerinin %95’inin
(57/60) Salmonella yoniinden pozitif oldugu elde edilen 57 Salmonella izolatinin
konvansiyonel serotiplendirme ile %80,70’inin S. Virchow ve %19.30’unun S.
Enteritidis serovarma ait oldugu saptanmistir. Yapilan SE/ST-PCR analizi ile de
benzer sekilde izolatlarin %17.54liniin S. Enteritidis iken S. Typhimurium olmadig1
belirlenmistir (Tablo 13). Ornek bazinda degerlendirildiginde, KKD ve T
orneklerinin S. Virchow ile S. Enteritidis prevalansi sirasiyla %80,00 ve %81,48 ile
%20,00 ve %18,52 olarak belirlenmistir.

2023 yilinda, Misir'in Kahire ve Giza vilayetindeki kiiciik dlgekli kiimes
hayvani isleme tesislerinde, Abdelhamed ve ark. (2023) tarafindan gergeklestirilen
calismada, 45 tavuk cigeri ve 10 karkas yikama suyu Ornegi Salmonella varligi
yoniinden ISO 6579-1:2017 metodu kullanilarak analiz edilmistir. Incelenen
karaciger Orneklerinin 1'inde (%22) Salmonella izole edilmis, bu izolat, PCR
kullanilarak invA gen tespiti ile de dogrulanmistir. Kauffman White sistemine gore
yapilan serotiplendirmede izolatin serovar Anatum oldugu belirlenmistir. Caligmanin
materyal ve metodu incelendiginde, ISO’nun revize metodunun kullanildig1 yazilmis
olmasina ragmen, metodda selektif zenginlestirme asamasinda sadece tek bir
izolasyon kolunun gerceklestirildigi yani standardin tam olarak uygulanmadig: tespit
edilmistir. Bu calisma, izolatlarin Salmonella spp. spesifik PCR ile dogrulanmasi

yoniinden ¢alismamiz ile paralellik gostermektedir.
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Kanatli hayvanlarin i¢ organlari, ozellikle diisiik ve orta gelirli iilkelerde
yaygin olarak tiiketildiginden, Giiney Afrika’da Ndlovu ve ark. (2023) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, yenilebilir i¢ organlarin insanlarda Salmonella enfeksiyon
kaynagi olabilme potansiyeli arastirilmistir. KwaZulu-Natal'deki perakende satis
noktalarindan 446 tavuk sakatat (taslik, kalp ve karaciger) drneginden izole edilen
Salmonella serovarlari, viriilans faktorleri ve antimikrobiyal diren¢ profillerinin
belirlenmesi amaciyla analiz edilmistir. Sonugta, ISO 6579-1:2017 metodu
kullanilarak 446 sakat 6rneginin 13" (%2,91) Salmonella varlig1 yoniinden pozitif
bulunmustur. Salmonella izolatlarmin Kauffmann-White-Le Minor semasi
kullanilarak serotiplendirilmesi sonrasinda %38,46 orani ile en prevalan serovar
olarak §. Heidelberg (5/13), ikinci %?23,07 oraninda S. Enteritidis (3/13) ve S.
Infantis (3/13), iiclincii ise %7,69 oraninda S. Typhimurium (1/13) ve S. Mbandaka
(1/13) seklinde saptanmistir. Calismada belirlenen S. Enteritidis serovarina ait
prevalans orani (%23.07) ile elde ettigimiz prevalans bulgumuz (%19,30) benzerlik
gostermektedir.

Brezilya'nin orta-bati bolgesinde bulunan 9 broyler mezbahasinda 2022
yilinda yapilan ¢alismada, her biri 308’er adet tiiy, dalak, sekum ve kursak olmak
tizere toplam 1.232 6rnekte, ISO 6579:2002 metodu ile Salmonella enterica varligi
incelenmis, konvansiyonel yontemle tanimlanan serovarlarin antimikrobiyal direng
profili belirlenmistir. Salmonella enterica, dalak Orneklerinde %8.10 (25/308)
oraninda saptanmis, en sik goriilen 3 serovarin sirasiyla; Schwarzengrund (%20,00),
Agona (%16,00) ve Infantis (%12,00) oldugu tespit edilmistir.

Abdel-Kader ve ark. (2022), Misir’da yaptiklar1 ¢aligmada, perakende satis
yerlerinden temin ettikleri 129 sakatat (boyun, karaciger ve taslik) 6rnegini, ISO
6579:2002 ile Salmonella spp. varligir bakimmdan incelenmis, 13 6rnegin (%10,07)
pozitif sonu¢ verdigi belirlenmistir. Konvasiyonel serotiplendirme sonrasinda ise en
dominant serovarin S. Virchow (%15,38) oldugu, bunu takiben S. Enteritidis (%7,69)
ve S. Typhimurium (%7,69)’un geldigi bildirilmistir. S. Virchow’un dominant
serovar olmast ve S. Enteritidis’in de ikinci sirada yer almasi yoniinden bulgumuz,
bu calisma ile uyum gosterirken prevalans oranlar1 yoniinden ise yiiksek

bulunmaktadir.
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Ayni iilkede ayni yil yapilan diger bir ¢alismada, Saleh ve ark. (2022)’nca,
perakende satis yerlerinden toplanan 120 tavuk eti ve et iirlinii (gégiis, uyluk, sakatat,
dondurulmus uyluk, nugget, burger, shish ve 6gle yemegi, her birinden 15’er tane)
ile 50 ¢ig inek siitii ornegi, Salmonella prevalanst (APHA metodu), serotipleri,
izolatlarin viriilans genleri ve antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi amaciyla
test edilmistir. Incelenen oOrneklerden 15 sakatat Orneginin 4’iinden (%26,67)
Salmonella izole edilmis, geleneksel serotiplendirme ile yarisinin (%50,00) S.
Enteritidis iken %25’inin S. Typhimurium ve %25’inin de S. Kentucky oldugu rapor
edilmistir. S. Enteritidis serovarina ait prevalans (%19,30) bulgumuz ile ¢alisma
uyum gostermemektedir.

Misir’da Kafr El-Sheikh'teki broylerlerden izole edilen Salmonella spp.'nin
viriilans genotipleri ve antimikrobiyal duyarliligmmin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen ¢alismada, 50 farkl kiimesten toplam 180 6rnek [karaciger (n=70),
dalak (n=70) ve sekum (n=40)] toplanmustir. Salmonella izolasyonunda ISO
6579:2002 metodu kullanilarak elde edilen izolasyon orani tiim Orneklerde %6.1,
karacigerde %11,40 (8/70) ve dalakta ise %1,40 (1/70) olarak rapor edilmistir.
Izolatlarin geleneksel serotiplendirilmeleri sonrasinda, karaciger orneklerinde 8
izolattan 5’1 (%62,50) S. Belgdam, kalan 4 izolatin 1’er tanesi sirastyla S. Virchow
(%12,50), S. Salamae (%1250) ve S. Typhimurium (%12,50) iken dalak 6rneklerinde
1 izolatin S. Typhimurium (%100) oldugu bildirilmistir.

Ayni iilkede Tohamy ve ark. (2022) tarafindan yapilan ¢aligmada, perakende
satig yerlerinden her biri 60 adet olmak {iizere broyler karaciger, taslik, bagirsak
ornegi Salmonella insidans1 ve izolatlarin fenotipik-genotipik antimikrobiyal direng
ozellikleri yoniinden degerlendirilmistir. Salmonella tiirlerinin insidans1 ISO
6579:2002 kullanilarak karaciger 6rneklerinde %5,00 (3/60) iken taslik 6rneklerinde
%1,66 (1/60) oraninda bulunmustur. Karaciger orneklerinden elde edilen 3 izolatin
timiiniin S. Typhimurium, taslhk Orneklerine ait izolatin ise S. Enteritidis oldugu
saptanmustir.

Yemeye hazir taghk oOrneklerinde, WHO tarafindan Onerilen yontem ile
Salmonella izolasyon oranini ve serotiplerini belirlemek amaciyla gergeklestirilen
calismada, Kasim 2016'dan Temmuz 2017'ye kadar Nijerya’da 2 farkli marketten

toplanan 100 adet 6rnegin 10 tanesinin (%10,00) pozitif bulundugu ve serovarlarin
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5’inin (%50,00) S. serovar 45:d:1,7 ve besinin de S. Haifa (%50,00) oldugu tespit
edilmistir.

Fowler ve ark. (2021) calismalarinda, Nepal’de kiimes hayvanlar1 {iretim
bolgeleri icerisinde dnde gelen Chitwan'da, tifoid olmayan Salmonella enterica
(NTS) serotiplerinin yayginligi ve antibiyotik diren¢ modellerini tanimlamay1
amaglamigtir. 2021 yilinda yapilan arastirmada, Mayis 2019'da 18 kiimes hayvani
ciftliginden temin edilen 288 cevresel (su, yem, feces, toprak/altlik, ciftlik svap ve
yumurta kabugu svap) ve 20 kesimhaneden alinan 420 biyolojik (kursak, sekum, kas,
deri, kalp, karaciger ve dalak) olmak iizere toplam 708 6rnek NTS varlig1 agisindan
giincel olmayan bir Salmonella tespit yontemi ile test edilmistir. Incelenen drnekler
arasinda, ¢alisgmamizda kullanilan ayn1 6rnek tipi g6z oniine alindiginda, 180 sakatat
(her birinden 30’ar adet kalp, karaciger ve dalak) Orneginin 32’sinin (%1778)
Salmonella spp. pozitif oldugu saptanmustir. Izolatlarin spesifik antiserumlar ile
konvansiyonel olarak serotiplendirilmesi sonucunda, en yaygm 1ii¢ serovarin
%49,00’luk (50/103) oran ile S. Typhimurium, %35,00’lik (36/103) oran ile S.
Enteritidis ve %5,00°1lik (5/103) oran ile de S. Virchow olarak belirlendigi rapor
edilmistir. Bu c¢alisma, yenilebilir i¢ organ koékenli Salmonella izolatlarinda S.
Virchow serovarinin tespit edilmesi yoniinden ¢aligmamiz ile paralellik gostermekte
olup bu serovara ait prevalans orani (%5,00) yoniinden bulgumuzdan (%80,70)
diisiik bulunmaktadir.

Misir’da Hassan ve ark. (2020)’min gerceklestirdikleri c¢alismada, S.
Enteritidis ve S. Typhimurium izolatlarinin genotiplendirilmesi ve prevalansi
belirlenmistir. Bu amag¢ i¢in, farkli tavuk kesimhanelerinden 125 i¢ organ Ornegi
(karaciger, bobrek, kalp, dalak ve bagirsak) alinarak ISO 6579:2002 yontemi ile
analiz edilmis ve 125 o6rnegin 12’sinin (%9,60) Salmonella pozitif oldugu
bildirilmistir. Elde edilen izolatlara, S. Enteritidis ve S. Typhimurium spesifik PCR
ile tiplendirme yapilmis, 12 Salmonella izolatinin %75,00'inin (9/12) S. Enteritidis ve
%25,00'nin (3/12) S. Typhimurium oldugu tespit edilmistir.

Ulkemizde yapilan bir calismada ise, tavuk siiriilerinde Salmonella
etkenlerinin siklig1, genotipik karakterizasyonu ve antibiyotik direng profili hakkinda
nicel veriler elde etmek amaciyla Arkali ve Cetinkaya (2020), kiicliik aile

isletmelerine ait silipheli tavuklarin nekropside toplanan i¢ organlarindan (karaciger,
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dalak, bagirsak) 6rnek almistir. Ornekler izolasyon i¢in ISO 6579:2002/A1:2007 ve
tirlerin tanimlanmas1 i¢in ise cinse 6zgii (invA) PCR ile analiz edilmistir. Bu
calisma, izolatlarin Salmonella spp. spesifik PCR ile dogrulanmasi yoniinden
calismamiz ile paralellik gostermektedir. Sonug olarak, 28 i¢ organ 6rneginin 14’1
(%50.00) Salmonella spp. pozitif olarak saptanmistir. Multiplex PCR analizi
sonrasinda tiim izolatlar Enteritidis serovari olarak belirlenmistir.

Ayni yil ABD’nde yapilan bir diger ¢alismada, toplam 160 yenilebilir i¢
organ Ornegi (72 adet karaciger, 44 adet sigir karacigeri ve 44 adet iskembe)
perakende satis yerlerinden toplanmis, Salmonella yoniinden analiz edilmis ve
calismamiza benzer sekilde izolatlarin dogrulanmasinda PCR yontemi kullanilmastir.
Sonugta, tavuk cigeri 6rneginin 7’sinin (%9,70) Salmonella enterica serovar ile
kontamine oldugu belirlenmistir. Ayrica ¢alismada, bu tiir i¢ organlarin farkli yemek
tirlerinde tek ya da baska ingrediyenlerle birlikte az pismis ya da ¢ig olarak
tiiketiminin halk saglig1 yoniinden 6nemli bir tehlike unsuru olabilecegi ve karaciger
kullanilarak yapilan yemeklerin en az 71.1°C’de 1s1l islem gormesi gerektigi de
vurgulanmugtir.

Adhikari ve ark. (2020) tarafindan Cin’de yapilan bir aragtirmada, perakende
satisa sunulan taze tavuk karacigeri numunelerinden izole edilmis olan Salmonella
tiirlerinin genis spektrumlu beta-laktamaz 6zelligi yoniinden dagilimim belirlemek
amaglanmistir. Bu amagcla, toplam 200 adet taze tavuk karacigeri analiz edilerek
61'inin  (%30,50) Salmonella varligi yoniinden pozitif oldugu bulunmustur.
Izolatlarin Salmonella Typhi yéniinden tiplendirilmesi sonrasinda 15'inin (%7,50)
pozitif sonug verdigi rapor edilmistir.

2015 Kasim’dan 2016 Mayis’a kadar Etiyopya’da 5 bolgenin yerel
pazarindan aliman canli tavuklardaki Salmonella prevalansini ve izolatlarin
antimikrobiyal duyarliligint belirlemek {izere yapilan calismada, 6tenazi sonrasinda
karaciger, bobrek, yumurtalik ve dalaktan alinan toplam 205 numune, ISO-
6579:2002 yontemi ile analiz edilmistir. Orneklerdeki Salmonella izolasyonu;
dalakta %11,20, karacigerde %7,00 ve bobrekte %4,40 oranlarinda saptanmastir.

Byomi ve ark. (2019) caligmalarinda, hem hayvan hem de insanlarda
salmonelloz epidemiyolojisini belirlemek amaciyla farkli kaynaklardan 352 G6rnek

almigtir. Misir’da perakende satilan kanatl sakatatlarindan 114 (52 karaciger, 32
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taglik, 30 kalp), dondurulmus kiymalardan 58, buzagi fecesinden 50 ve insan
fegesinden 130 Ornek Salmonella spp. varligi agisindan revize olmayan ISO’nun
modifikasyonunu iceren bir yoOntem ile incelenmistir. Sakatat Orneklerindeki
prevalansin %68,42 (78/114) oldugu belirlenmistir. Elde edilen sakatat kokenli 78
Salmonella izolatinin igerisinden tesadiifen secilen ii¢ tanesine yapilan geleneksel
serotiplendirme sonrasinda, ikisinin (%66,60) S. Typhimurium iken birinin (%33,30)
S. Enteritidis oldugu bulunmustur. S. Enteritidis’in ikinci en prevalan serovar oalrak
tespit edilmesi yoniinden ¢alisma, bulgumuz ile paralellik gostermektedir.

Ayni lilkede yapilan diger bir ¢aligmada, broyler karkas ve sakatatlarindan
izole edilen salmonellalarin virulans genleri ile antibiyotik diren¢ genlerinin
tanimlanmas1 amaciyla 50 karkas ve 50 sakatat (karaciger, kalp ve taslik) ornegi
toptan kanath satis bolgsinden alinmis, ISO 6579:2002 metodu ile analiz edilmis,
sakatat Orneklerinin %64.00°1 (32/50) Salmonella pozitif olarak sonu¢ vermistir.
Salmonella izolatlarinin serotiplendirilmesinde Kauffmann-White semas1 kullanilmis
ve izolatlarin %50.00’si S. Infantis, %25.00°1 S. Kentucky ve %12.50’1 S. Virchow
olarak belirlenmistir. Calismada, sakatat Orneklerinde Virchow serovarinin
bulunmasi yoniinden bulgumuz ile benzerlik bulunmakta iken bu serovara ait
prevalans orani (%12,50) bulgumuz ile (%80,70) uyum gostermemektedir.

Ulkemizde, 2019°da Erzurum sehrinde bulunan marketten toplanilmis 45 tane
broyler eti numunesinde (on beser ciger, gdgiis, baget) mikrobiyolojik yOnden
standartlara uygun olup olmadigini, immunomanyetik separasyon ve konveksiyonel
metot ile Salmonella spp. varligin1 arastirmak i¢in yapilan ¢aligmada, ISO 6579:2017
metodu ile karaciger orneklerindeki izolasyon oran1 %27,00 (4/15) olarak belirtilmis
ve bu Orneklerin etken varligi agisindan “Tiirk Gida Kodeks’ine” uygun olmadigi
rapor edilmigtir.

ABD’nde 3 farkli bolgede (Delaware, New Jersey ve Pensilvanya) 2019
yilinda perakende magazalardan satin alinan tavuk karacigerlerinde Salmonellain
varlifi ve seviyesinin arastirildigi ¢aligmada, 249 tavuk karacigerinin 148'inden
(%59.40) USDA-FSIS metoduna paralel olarak BAX PCR yontemi ile de Salmonella
spp. varligr tespit edilmistir. Ayrica, tavuk karacigerinin Salmonella’nin canl

kalmas1 yoniinden uygun bir ortam olmasi nedeniyle bu hammaddenin kullanildig1
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yemeklerdeki pisirme sicaklik ve siirelerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin
yapilmasi gerekliligi izerinde durulmustur.

Salmonella spp. izolasyonunda biri direkt diferensiyel besi yerine siirme,
digeri ise gilincel olmayan ve ¢ogunlukla cevre Orneklerinde kullanilmis olan tek
kollu bir 6n zenginlestirme, selektif zenginlestirme ve segici kati besiyerinde
zenginlestirmeyi iceren bir kiiltiir yonteminin performansini1 degerlendirmek iizere
Arjantin'de yapilan ¢alismada, 9 farkli kesimhaneden aliman 666 tavuk karaciger
orneginin 32’sinin (%4.80) Salmonella ile kontamine oldugu saptanmistir. Dort
kesimhaneden izole edilen toplam 50 Salmonella izolatina konvansiyonel
serotiplendirme yapilmig ve 3 serovar tespit edilmistir. En dominant serovar S.
Schwarzengrund (%78,00) iken S. Enteritidis (%18,00) ve S. Typhimurium (%4,00)
diger serovarlar olarak bulunmustur. Calismadaki S. Enteritidis serovarinin prevalans
orant (%18), c¢alismamizda elde edilen serovar Enteritidis orani (%19.28) ile
benzerlik gostermektedir.

Ulkemizde Telli ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir arastirmada, tiiketime
sunulan tavuk eti ve sakatatlarinda Salmonella spp. ve 2 onemli Salmonella
serotipinin (S. Thyphimurium ve S. Enteritidis) varlig1 ve izolatlarin antimikrobiyal
direncinin belirlenmesi amaglanmistir. Konya ilindeki siipermarket ve kasaplarda
tilketime sunulan tavuklara ait karaciger (40), taslik (40), kalp (30), deri (30), baget
(10) ve kanat (20) olmak iizere toplam 170 6rnek, ISO 6579:2002 metodu ile analiz
edilmis ve 43 tanesi (%25.29) Salmonella varligi yoniinden pozitif bulunmustur.
Yenilebilir i¢ organ 6rneklerindeki prevalansin ise karaciger drneklerinde %17.50
(7/40), tashk orneklerinde %20.00 (8/40) ve kalp orneklerinde de %0.00 oldugu
saptanmistir. Elde edilen 15 izolatin S. Thyphimurium ve S. Enteritidis spesifik
dupleks PCR yontemi ile tiplendirilmesi sonrasinda, bu serovarlar yoniinden negatif
olarak sonug¢ verdigi rapor edilmistir. Bunun yani sira, yasal mevzuat agisindan daha
diisiik insidansa sahip patojen tiirlerinin tespit edilmesine yonelik ¢alismalara dikkat
¢cekmenin Onemli oldugu bildirilmistir. Calisma, S. Thyphimurium serovarinin
bulunmamasi1 yoniinden bulgumuz ile uyum gostermektedir.

Misir’da 2018 yilinda gerceklestirilen ¢alismada saglikli goriinen fakat ani

Olim gosteren broylerlere ait nekropsi 6rneklerinden izole edilen salmonellalarda
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bazi antimikrobiyallere kars1 direng varligi incelenmis, alinan karaciger 6rneklerinin
%32,10’u Salmonella pozitif olarak bulunmustur.

Yerel perakende magazalarinda satisa sunulan ve rastgele aliman 50 adet
tavuk karaciger ve taslik 6rneginin FDA-BAM metodu ile yapilan analizi sonrasinda,
karaciger ve tagliklarin sirasiyla %24,00 ve %36,00'sindan Salmonella spp. izole
edilmistir. Sakatat Orneklerine ait izolatlarin spesifik antiserumlar kullanilarak
yapilan tiplendirilme islemi sonrasinda, %16’smin S. Enteritidis, %16,00’sinin S.
Typhimurium, %8,00’inin S. Infantis, %8,00’inin S. Kentucky, %4.00’{iniin S.
Labadi, %4.00’tinlin S. Larochelle ve %400’lniin de S. Virchow oldugu
belirtilmistir. S. Enteritidis’in prevalans orani (%16) ile calismamizda elde edilen S.
Enteritidis prevalans bulgusu (%19,30) benzerlik gostermektedir.

Ayni iilkede yapilan diger bir ¢alismada, 2014-2015 yillar1 arasinda Kafr El-
Sheikh Eyaletinde bulunan 41 broyler tavuk ciftligindeki hasta hayvanlardan alinan
615 i¢ organ (205 karaciger, 205 bagirsak igerigi ve 205 safra kesesi) nekropsi
svaplarindan (6n zenginlestirme icermeyen ve tek koldan selektif zenginlestirme ile)
izole edilen Salmonella enterica serovarlarinin prevalansi, epidemiyolojik ve
molekiiler tiplendirilmesi ve antibiyotik duyarliliklar1 agisindan incelenmistir.
Yenilebilir i¢ organlar igerisinde sadece karaciger Ornekleri temelinde alinan
sonuclar degerlendirildiginde, 205 Ornegin 22’sinde (%10,74) Salmonella pozitif
sonug vermistir. Salmonella enterica serovarlarinin belirlenmesinde ise S. Enteritidis
ve S. Typhimurium spesifik geleneksel PCR yontemi kullanilmis ve 22 izolatin 20’si
(%90,90) S. enterica serovar Enteritidis ve kalan 2 izolatin (%9,10) da S. enterica
serovar Typhimurium oldugu bildirilmistir.

Ulkemizde Al ve ark. (2016) tarafindan yapilan calismada, Salmonella
enterica subsp. enterica serovarlarindan Typhimurium, Enteritidis ve Typhi’nin
kanatl {rlinlerindeki varligini ve antimikrobiyal direngliliklerini belirlemek iizere
Kayseri’de satisa sunulan 100 yumurta, 60 et iirlinii (20 nugget, 20 salam) ve 92
sakatat (50 karaciger ve 42 taslik) olmak flizere 252 adet ornek alinmustir.
Orneklerdeki Salmonella spp. (ISO 6579:2002) ve 3 serovarm varligi konvansiyonel
PCR ile analiz edilmistir. Incelenen 92 sakatat &rneginin 42’sinin (%46,00)

Salmonella spp. yoniinden pozitif oldugu, S. Typhimurium’un %35.71 (15/42) orani
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ile en prevalan serovar iken S. Enteritidis’in ise %4,76 (2/42) oraninda bulundugu
bildirilmistir.

Ulkemizde yapilan bir baska arastirmada, Goncuoglu ve ark. (2016)’nimn
Ankara’da siipermarketlerde satisa sunulan tavuk karaciger, karkas ve kanat
orneklerinde Salmonella spp. ve S. Typhimurium’un prevalanst ve antibiyotik
direngliligini belirlemek iizere yaptig1 calismada, ISO 6579:2002 ile 110 karaciger
orneginin 37’sinde (%33,63) Salmonella spp. izole edilmistir. izolatlarin konvansiyel
serotiplendirilmesi neticesinde, %21,62’sinin Typhimurium serovart oldugu
bildirilmistir. Caligma, incelenen Orneklerde S. Typhimurium’un bulunmasi
yoniinden bulgumuz ile uyum gostermemektedir.

[ran’da kanatli eti ve sakatatinda Salmonella prevalansi, serotipleri ve
antimikrobiyal direncliliginin belirlendigi bir arastirmada, Sodagari ve ark. (2015),
perakende satis yerlerinden 200 tavuk eti ve 360 sakatat (120 karaciger, 120 taslik ve
120 kalp) olmak iizere toplam 560 Ornek toplanmustir. Sakatat 6rneklerinde ISO
olmayan ve ayrica etkenin izolasyonu agisindan yetersiz bir yontem ile (BPW -
Selenit Cystine Broth - Salmonella Shigella Agar - Brilliant Green Agar) elde edilen
Salmonella i1zolasyon oran1 %14,72 (53/360) olarak belirlenmis ve Kauffmann-White
semasina gore izolatlarin 5 serotipe ait oldugu saptanmustir. En baskin serotip S.
Thompson (%35,85; 19/53) iken ikinci baskin serotipin S. Enteritidis (%24,52;
13/53), diger serovarlarin ise S. Typhimurium (%20.75; 11/53) ve S. Newport
(%15,10; 8/53) oldugu bulunurken izolatlarin %3,78’inin (2/53) tiplendirilemedigi
rapor edilmistir. Caligmamiza benzer sekilde S. Enteritidis’in ikinci en yaygin
serovar olarak belirlenmesi ve prevalans degerinin de bulgumuza (%19,30) paralel
bir degerde olmasi1 yoniinden ¢aligsma ile uyumlu bulunmaktadir.

Yenilebilir i¢ organ 6rneklerinde Salmonella spp. prevalansinin belirlendigi
caligmalardan i¢ organlarin ayr1 ayri incelendigi literatiirlerde patojenin en diislik ve
en yiiksek prevalans orani karacigerde %2,2-59,40, dalakta %1,40-11,20, taslikta
%10,00-36,00 araliginda olup organlarin birlikte degerlendirildigi makalelerde ise
%2,91-68,42 araliginda belirlenmistir. Bunun yaninda, prevalansin ortalama deger
olarak %30,00-50,00 oranlarinda oldugu ve prevalans bulgumuzun (%95,00) tiim bu

calismalarda elde edilen oranlardan daha yiiksek bulundugu saptanmastir.
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Calismalarda elde edilen serovarlar, S. Enteritidis ve S. Typhimurium varlig1
yoniinden incelendiginde; her iki serovarin tespit edilmedigini bildiren ¢aligmalar ve
S. Enteritidis’in bulunmadigini rapor eden Hassan ve ark. (2019) ile bulgumuz uyum
gostermemektedir. Her iki serovarin varligi yoniinden pozitif sonug¢ elde edilen
makaleler ile calismamiz S. Enteritidis bulunmasi ile uyumlu iken S. Typhimurium
saptanmast bakimindan uyumlu bulunmamaktadir. Ayrica, serotiplendirmede sadece
S. Enteritidis serovar1 bulan Arkali ve Cetinkaya (2020) ve sadece S. Typhimurium
serovari tespit eden Goncuoglu ve ark. (2016)’nin bulgusu ile de serovar bulgumuz
paralellik gdstermemektedir.

S. Enteritidis’e ait caligmadaki prevalans orami (%19.30); Ndlovu ve ark.
(2023), Procura ve ark. (2019), Hassanin ve ark. (2017) ve Sodagari ve ark.
(2015)’n1n bulgularma (%16.00 - %24.52) benzer olup, Abdel-Kader ve ark. (2022)
ve Al ve ark. (2016)’nin bulgularindan (%4.76 ve %7.69) yiiksek, Saleh ve ark.
(2022), Fowler ve ark. (2021), Hassan ve ark. (2020), Byomi ve ark. (2019), El-
Sharkawy ve ark. (2017), Tohamy ve ark. (2022) ve Arkal1 ve Cetinkaya (2020)’nin
degerlerinden (%33.30-%100.00) ise diisiik bulunmaktadir. Calismada en prevalan
serovar olarak belirlenen Virchow’un varliginin bu 6rnek tipinde tespit edilmesi
yoniinden, Abdel-Kader ve ark. (2022), Fowler ve ark. (2021), Moawad ve ark.
(2022), Hassan ve ark. (2021) ve Hassanin ve ark. (2017)’nin sonuglar ile paralellik
gostermekte olup serovara ait prevalans oranlar1 (%15.38, %5.00, %12.50, %12.50
ve %4.00) bakimindan calismada elde edilen orandan (%80.70) ¢ok daha diisiik
oldugu goriilmektedir.

30 Mart 2023 ECDC-EFSA Ortak Salgin Degerlendirme Raporu’nda,
Haziran 2017'den bu yana, 5 Avrupa Birligi/Avrupa Ekonomik Alani iilkesi, Birlesik
Krallik ve ABD’nde, S. Virchow ST16 salginlarinin goriildiigii ve halen devam ettigi
belirtilmistir. Bu {ilkelerden Danimarka’da 2, Fransa’da 111, Almanya’da 26,
Irlanda’da 4, Hollanda’da 34, Birlesik Krallik’da 32 ve ABD’nde 1 olmak iizere
toplam 210 vaka bildirilmistir. Goriislilen vakalar igerisinde (55) hastaneye yatis
oranlari, Birlesik Krallik'ta %16,7 (2/12), Fransa'da %29,4 (5/17) ve Almanya’da
%38,5 (10/26) arasinda degismekte olup bu vakalarda 6liim rapor edilmemistir.
Yapilan incelemeler sonrasinda, vakalarin ¢ogunun 6zellikle tavuk eti ile yapilan

kebap ve/veya shawarma (doner) satisinin oldugu yerel restoranlardan kaynaklandigi,
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kontamine tavuk eti igeren bu iriinlerin salgindaki enfeksiyon araci oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, kiimes hayvani eti iiretim zincirinde, bu serovarin AB’de en
azindan Fransa, Almanya ve Hollanda’da sirkiile ettigi de belirtilmistir. Salisbury ve
ark. (2011) Birlesik Krallik’ta yaptiklar1 c¢alismada, kanatli hayvanlarda 12 S.
Virchow izolat1 ile deneysel bir enfeksiyon olusturarak etkenin kolonizasyon
yetenegi ile insan bagirsak epitel hiicrelerine invaze olma ve inflamatuvar yanitlar
indiikleme kapasitesini belirlemistir. Izolatlarm hizlica gastrointestinal dokuya
(6zellikle sekum ve dalak), kolonize olarak inflamatuvar ve invaziv karakter
gosterdigi saptanmis, bu serovarin, 6zellikle enfeksiyon gdstermeyen asemptomatik
kanatl hayvanlarda, yiiksek insidansta bulunabildigi, antibiyotiklere kars1 gdsterdigi
artan direncliligi nedeniyle fark edilmeden gida zincirine girmesi ve sonrasinda
insanlardaki invaziv salmonelloza sebep olma potansiyelinin yiiksek c¢iktig1
bilgilendirilmistir. 2023 yilinda Giiney Kore’de yapilan bir diger ¢alismada, Virchow
serovarinin (ESBL iireten) gida tretiminde kullanilan hayvanlarda ozellikle de
kanatlilarda yiiksek prevalans diizeyinde bulundugu, iilke diizeyinde kanath
endiistrisinde ¢iftlik diizeyinde antimikrobiyal kullaniminin kisitlanmasi ve uygun
biyogiivenlik uygulamalarinin acilen yapilmasi gerektigi bildirilmistir.

Broyler i¢ organlarinda Salmonella serovarlarinin prevalans1 yaninda
farkliliklarin rapor edildigi son 10 yil literatiir verileri, y1l ve cografi bolge yoniinden
siniflandirarak degerlendirildiginde, Amerika kitasinda Arjantin’de yapilmig bir
calismada, Enteritidis (%18,00) ve Typhimurium (%4,00) serovar izolasyon oraninda
belirgin bir azalis gozlemlenmektedir. Asya kitasi verilerine gore, Tiirkiye’den 3,
Nepal ve Iran’dan birer calismann degerlendirilmesi sonucunda, Enteritidis
serovarinin tiim izolatalarin tigte birini, Typhimurium serovarinin ise izolatlarinin
yaklagik beste birini olusturdugu, bunlarin disinda Thompson, Newport ile Virchow
serovarlarinin da sik izole edilen serovarlar arasinda oldugu goriilmektedir. Afrika’da
konu ile ilgili ¢ok sayida giincel ¢alismanin bulundugu Misir’dan 10, Nijerya’dan 1,
Giliney Afrika’dan 1 olmak iizere 12 ¢aligma verisi degerlendirildiginde, izolatlarin
yaklagik  1/4’tnli  Enteritidis’in, 1/4’tinli  deTyphimurium’un  olusturdugu
gozlemlenmektedir. Sadece Enteritidis ve Typhimurium serovarmin rapor edildigi 4
calisma yaninda, bu 2 serovar ile birlikte diger serovarlardan en sik Virchow olmakla

birlikte Infantis ve Kentucky’nin sik ve yliksek prevalanslarda olup diger serovarlar
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olan Heidelbeg, Mbandaka, Haifa, Labadi, Larochelle, Belgdam’in da rapor edildigi
7 calisma ile Enteritidis ve Typhimurium digindaki serovarlarin rapor edildigi 1
calisma mevcuttur.

Tiim bu veriler degerlendirildiginde, genel prevalans ve/veya serovar farklilik
ve prevalanslarinin, Oncelikle cografyada o donemlerde sirkiile olan dominant
serovarlar ile alman oOrnege (perakende/kesimhane/nekropsi, hayvanin yasi-
civceiv/broyler) ve uygulanan koruma kontrol programi etkinliklerine bagli olarak
sonuglar tizerinde birincil derecede etkili oldugu diislintilmektedir. Bunun yaninda
ornekten etkenin izolasyon ve identifikasyonunda kullanilan yontem ile serolojik
tanimlama diizey ve dogrulugunun ¢aligma sonuglarina etkisinin de ikincil en 6nemli
unsur oldugu diistintilmektedir.

Calismada, Salmonella izolatlarinin konvansiyonel serotiplendirme ile
%19,30’u ve SE/ST spesifik PCR ile %17,54’i Enteritidis serovart olarak
bulunurken her iki yontemle de izolatlarin tiimiiniin Typhimurium serovari olmadig1
belirlenmigtir (Tablo 7 ve Tablo 12). Salmonella serovarlarinin belirlenmesinde
calismamiza benzer sekilde molekiiler yontemlerin yer aldig1 arastirmalardan Hassan
ve ark. (2020), El-Sharkawy ve ark. (2017) S. Enteritidis ve S. Typhimurium spesifik
PCR, Telli ve ark. (2018) S. Enteritidis ve S. Typhimurium spesifik dupleks PCR ve
Al ve ark. (2016) SE, ST ve S. Typhi spesifik tekli konvansiyonel PCR metodunu
uygulamistir. Bilgimiz dahilinde hem konvansiyonel hem de S. Enteritidis ve S.
Typhimurium spesifik PCR ile serotiplendirmenin birlikte kullanilarak etkinliginin
degerlendirildigi bir caligmaya rastlanilmamasi nedeniyle bu yondeki bulgularimiz
tartisilamamis olup calismamizda, SE/ST-PCR’1n istatistiksel analizler sonrasinda
rolatif dogruluk (%98,25), duyarlilik (%100,00) ve 6zgiinliik (%100,00) degerlerinin
ve her iki yontem arasindaki uyumun (k: 0.94) yiiksek olmasi ile de orneklerde S.
Enteritidis ve S. Typhimurium’un hizli tanist1 yoniinden konvansiyonel
serotiplendirmeye alternatif olabilecegi diistiniilmektedir (Tablo 14).

Sonu¢ olarak, giincel revize “ISO 6579-1:2017 metodu kullanilarak”
kesimhane kaynakli broyler yenilebilir i¢ organ 6rneklerinde ilk defa gergeklestirilen
bu c¢alismada, Orneklerin %95.00’inin  Salmonella yoniinden pozitif oldugu,
izolatlarin ISO 6579-3:2014 metodu ile serotiplendirilmesi sonrasinda en prevalan

serovarin %80.70’lik oran ile S. Virchow ve diger serovarin da %19.30 oraninda S.
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Enteritidis oldugu saptanmistir. Buna gore, llkemizde siklikla tiiketilen broyler
sakatatlarinin oldukga yiiksek oranda Salmonella ile kontamine olmasinin bu etken
yoniinden broyler karkasi yani sira yenilebilir i¢ organlarin da poatansiyel halk
saglig1 tehlikesi olusturdugu belirlenmistir. Ayrica, yasal mevzuatta kanatli hayvan
karkaslarinda aranmasi gerektigi bildirilen SE’nin i¢ organlarda nispeten diislik
prevalans oraninda ve ST’nin ise tespit edilmemesi ile birlikte S. Virchow gibi
invaziv, antibiyotiklere direngli diger bir patojen serovarin dikkate deger bir oranda
yiiksek bulunmasi, kanatli hayvan eti ve {irlinlerinin gida giivenilirligini saglamada
bu serovarin da dikkate alinarak “Ulusal Salmonella Kontrol Programi ve TGK
Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde” gerekli diizenlemeler yapilmasinin uygun

olacag1 ongoriilmiistiir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

aW : Su aktivitesi

ul : Mikrolitre

BESD- BIR : BIRBeyaz Et Sanayicileri ve Damizlikgilart Birligi Dernegi
BHI : Brain Heart Infusion

BPLS : Brilliant-green phenol-red lactose sucrose agar

BPW : Buffered Peptone Water

BPW : Buffered Peptone Water

C : Sitozin

CDC : Center for Disease Control and Prevention

DNA : Deoksiribo Niikleik asit

ECDC : European Centre for Disease Prevention and Control
EFSA : European Food Safety Authority

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FAO : Food and Agriculture Organization

g : Gram

G : Guanin

H,S : Hidrojen Siilfiir

IMS : Immunomagnetic Seperation

ISO : International Organization for Standardization

kb : Kilobase

Kg : Kilogram

LIA : Lysine Iron agar

MgtS : magnezyum transport sistemi

MKTTn : Mueller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin

ml : Mililitre

MSRV : Modified Semi-Solid Rappaport-Vassiliadis agar

NTS : Non-typhoidal Salmonella

OECD : Organization for Economic Cooperation and Development
PCR : Polimerase Chain Reaction

PFGE : Pulsed Field Gel Electrophoresis

pH : Power of Hydrogen

RNA : Ribo Niikleik Asit

r-PCR : Real time PCR

rpm : Dakikadaki Devir Sayis1

RVS : Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone

TGK : Turkiye Gida Kodeksi

TSI : Triple Sugar Iron agar

USDA- : United States Department of Agriculture Food Safety Inspection Service
FSIS

USDA- : United States Department of Agriculture Food Safety Inspection Service
FSIS

US-FDA- : United States Food and Drug Administration Bacteriological Analytical
BAM Manual
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\% Watt

WHO : World Health Organization

WHOCC- : World Health Organization Collaborating Centre for Reference and
Salm Research on Salmonella

XLD : Xylose-Lysine-Desoxycholate agar

XLT4 : Xylose-Lysine-Tergitol-4 agar

os RpoS : alternatif sigma faktorii
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8. TESEKKUR

Doktora egitim donemim siirecinde bilgi, deneyimlerini benimle paylasan,
her tiirli konuda destegini arkamda hissettigim ve bu siiregte ¢ok biiyiik saglik
problemleri yasamis olsam da tipki bir anne gibi her zaman yanimda olan sabirla her
zaman anlayisla karsilayan, basarili bir akademisyen olmam yolunda bana gdsterdigi
yol, yontem ve Ozveri icin c¢ok degerli danisman hocam Prof. Dr. Aysegiil
EYIGOR’e basta olmak iizere, caligmalarimda ve egitimime biiyiik katkilarindan
dolay1, giizel anlayisi, maddi ve manevi katkilarindan dolayr Prof. Dr. Seran
TEMELLI hocama, tez ¢aligmasi siirecinde tiim zorluklara ragmen isinin basinda
olup siireci ¢ok iyi yoneten ve o olmasaydi bugiin olmazdi dedigim Dr. Vet. Hek
Ahmet Gékhan Coskun’a ve frem UGUR’a, doktora hayatim siirecinde ayni oday1
paylastigim, her tiirlii kahrimi1 ceken Dr. Vet. Hek. Merve DOGAN’a ve Vet. Hek.
Oguz YILDIZ’a, egitimim siiresince her konuda destegini esirgemeden, gdsterdigi
sabir ve verdigi manevi giic icin kiymetli ablam Nedret GUCLU’ye, Anabilim
Dalimizin saygideger hocalarina, tez c¢alismamin finansman destegini saglayan
B.U.U. Bilimsel Arastirmalar ve Projeler Birimine, doktora dénemi boyunca hayati
beraber paylastigimiz bende emeklerinin ¢ok oldugu teyzem Emel GULER ve
enistem Murat GULER e, yasamis oldugum tiim zorluklara ragmen yilmamam igin
arkamdaki desteklerini higbir zaman esirgemeyen canim babam Dr. Nezih
AKGUN’e, camim annem Dr. Hiillya AKGUN’e, onun cesaretlendirmesi olmasaydi
asla sonunu getiremezdim dedigim canim abim Yunus AKGUN’e ve Hasan Can
AKGUN’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Yazdigim tezimi canim ananeme ithaf
ediyorum senin gibi bir ananeye sahip oldugum i¢in sonsuz tesekkiir ederim.

Zeyneb AKGUN
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