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TURKCE OZET

Broyler kesim prosesinde sogutma &ncesi (SO) ve sogutma sonrasi (SS) karkas
orneklerindeki Salmonella spp. varlig1 ve sayisinin belirlenmesi amaci ile 2021 yilinda
gergeklestirilen ¢alismada, Balikesir’de faaliyet gosteren bir kanathi kesimhanesinde
kesilen toplam 480 broylere ait 96 adet birlestirilmis boyun derisi 6rnegi (48 SO ve 48
SS), 1SO 6579-2:2012 Minyatiirlestirilmis En Muhtemel Sayr (mEMS) Teknigi
kullanilarak Salmonella spp. varligi ve seviyesi yoniinden analiz edildi. Izolasyon
sonrasinda elde edilen izolatlar, Salmonella spp. spesifik r-PCR (Salm-PCR) analizi
ile dogrulandi.

Calismada incelenen SO orneklerin  %97,92’sinin ve SS  Orneklerin
%85,42’sinin toplam 96 Ornegin ise 88’inin (%91,67) Salmonella spp. varlig
yoniinden pozitif oldugu belirlendi. Orneklerdeki ortalama Salmonella sayisi ise
SO’nde 1,84 logio mEMS ve SS’nda 1,48 logio MEMS degerlerinde bulundu. Hava
sogutma sistemi kullanilarak yapilan sogutma isleminin patojenin sayisinda 0,36 10910
mEMS’lik bir azalma olusturdugu ve bu azalmanin da istatistiksel olarak 6nemli
oldugu saptand1 (p<0,05).

Ulkemizde uluslararasi referans metot ISO 6579-2:2012 ile bir kanath
isletmesinde kesilen broyler karkaslarindaki Salmonella spp. yukinin ilk kez
belirlendigi bu calismadan elde edilen sonuglar, ilgili literatiire giincel ve orijinal veri
katkis1 sagladi. Ayrica bu somut veriler, kanatli isletmesinin son riindeki Salmonella
yukinl azaltabilmesi i¢cin mevcut kesim prosesine yonelik yapilmas: gereken
tyilestirmelerin planlamasinda da yonlendirici bir rol oynadi.

Anahtar Sozcukler. Salmonella, varlik, yiik, sayim, broyler, karkas, EMS,
mEMS, 1SO, PCR



INGILIiZCE OZET

DETERMINATION OF SALMONELLA PRESENCE AND LEVELS BY
REAL TIME PCR AND ISO 6579-2:2012 IN SAMPLES OBTAINED FROM
VARIOUS STAGES OF BROILER SLAUGHTER

In this study, which was carried out in 2021 in a poultry slaughterhouse
operating in Balikesir, aiming to determine the presence and numbers of Salmonella
spp. in pre-chill (PreC) and post-chill (PosC) carcasses of broiler slaughter process, a
total of 96 pooled neck skin samples of 480 broilers (48 PreC and 48 PosC) were
analyzed by ISO 6579-2:2012 Miniaturized Most Probable Number (MEMS)
Technique. The isolates obtained after isolation were confirmed by Salmonella spp.
specific r-PCR (Salm-PCR) analysis.

Salmonella spp. was found in 97,92% in PreC and 85,42% in PosC carcasses,
from 88 (91,67%) of 96 total samples. The mean count of Salmonella was determined
as 1,84 logio mMMPN in PreC, and 1,48 logio mMMPN in PosC samples. The chilling
process utilizing an air chill system was found to have a statistically significant decline
of 0,36 logio MMPN in the counts of the pathogen (p<0,05).

First time results on the Salmonella spp. load in broiler carcasses from a poultry
slaughterhouse, unveiled by using the international reference method ISO 6579-
2:2012 in this study in our country, contributed up to date and original data to relevant
literature. In addition, this tangible information gathered was used as a guide by the
poultry slaughterhouse to plan for revisions in the current slaughter process to reduce
the Salmonella load in the final product.

Key Words. Salmonella, presence, load, enumeration, broiler, carcass, MPN,
mMPN, I1SO, PCR
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1. GIRIS

Hayvansal Urunler, insan saghgi i¢in gerekli olan esansiyel besin maddelerini
ihtiva etmesinden dolay1 beslenme agisindan olduk¢a énemlidir. Kanatli eti, kirmizi
ete gére daha saglikli ve fiyatinin ekonomik olmasi bakimindan alternatif bir tiikketim
kaynagi olmakta ve Dunya genelinde tlketiciler tarafindan daha fazla tercih
edilmektedir. Ulkemizde de kanatl: eti tiiketimi, Diinya’daki artisina paralel olarak
artmaktadir (Civaner, 2007; Kawataa, & Kubota, 2018). Turkiye’de kanatli sektorii
(yumurta ve pilig eti), hayvancilik alaninda Avrupa Birligi (AB) ile rekabet edebilen
birkac sektdrden biri durumundadir. Kanath etleri igerisinde tilkemizde en ¢ok iiretim
ve titketim payina sahip olan pili¢ (broyler) etleridir. Pilig etlerinin bilesimi; hayvanin
1k, yas, cinsiyet, besi durumu, viicut bolgesi, etin derili/derisiz ve ¢ig/pismis olmasina
gore degismektedir. Kirmizi et ile kiyaslandiginda yapisinda daha fazla protein (%21),
daha az yag (%4,5) ve kolesterol (75mg/100g) icermesi ile beslenme ve diyet
yoniinden 6n plana ¢ikmaktadir. Esansiyel amino asitleri yeterli ve dengeli miktarda
bulundurmas: ve sindirilebilirliginin yiiksek olmasi (%97) nedeniyle icerdigi
proteinlerin biyolojik degerligi yliksek olup tam proteinler icerisinde yer almaktadir.
Yapisindaki yaglarin %68’inin doymamis yag asitlerinden ve bunlarin da %80’inin
esansiyel yag asitlerinden olusmasi, pili¢ etini hem besleyici yénden hem de kalori
(130 kal/100g) yoniinden kirmiz1 ete gore Ustiin kilmaktadir. Ayrica 6zellikle B1, B2
ve B3 olmak tizere B grubu vitaminler a¢isindan ve demir, ¢inko, fosfor ile potasyum
yoniinden de zengin bir igerige sahiptir (Erol, 2007; Hasipek, & Aktas, 1991; Saucier,
1999).

Hizla artan Diinya niifusu gz 6niine alindiginda, yeterli ve dengeli beslenme
ciddi bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kanatli yetistiriciliginin az zamanda
yuksek verim saglamasi ve pili¢ etinin ucuz ve kaliteli protein kaynagi olup, zengin
vitamin, mineral ve dengeli yag asitlerini igermesi ve ekonomik olarak ulasilabilir
olmasi tuketiminin énemini artirmaktadir (Akbay, Yalgin, Ceylan, & Olhan, 2000;
Civaner, 2007; Dokuzlu, Baris, Hecer, & Giildas, 2013; Hasipek, & Aktas, 1991;
Tiirkoglu ve ark., 2004). Pili¢ etinin tek basina tiiketilmesinin yani sira, fime, sucuk,
salam ve sosis gibi islenmis et tiriinii ile kofte, doner gibi hazirlanmis et karigimi ve

nugget, sinitzel gibi ileri islenmis iriin g¢esitlerinin fazla olmasina bagh olarak



tiketilebilmesi ile de tercih sebebi olmaktadir (Petracci, Mudalal, Bonfiglio, &
Cavani, 2013).

Gegtigimiz yarim ylizyilda pili¢ eti tiretim degerinin Diinya’da yaklasik 9 kat,
Tiirkiye’de ise yaklasik 22 kat artmis oldugu gozlenmektedir. Bu degerler dikkate
alinarak 2030 yilinda Diinya’da pili¢ eti Gretiminin %1,46 artarak 153.479,000 ton,
Tiirkiye’de ise %1,60 artarak 2.882,000 ton olabilecegi 6ngorilmektedir. Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’niin 2022 yili istatistik verilerine gore;
Dinya’da toplam kanatli eti tiretiminin 134,6 milyon ton oldugu bildirilmistir
(OECD/FAO, 2022). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) nun agikladig1 Ocak-Aralik
2022 yili verilerine gore ise; kanatli eti liretim miktarinin 2.471,641 ton oldugu, bu
miktarin igerisinde en biiylik pay1 2.417,995 ton ile pili¢ etinin olusturdugu rapor
edilmistir (TUIK, 2022). Diinya’da ve Tiirkiye’de kanatl eti iiretimi ve kisi basina
diisen tiiketimi Tablo 1°de verilmistir. Tabloda goriildiigii gibi hem Diinya’da hem de

Tiirkiye’de liretimin ve kisi basina tliketimin yillara gore arttig1 goriilmektedir.

Tablo 1. Diinyada ve Tiirkiye’de yillara gore kanatl: eti {iretimi ve kisi basina diisen tuketim
miktar1 (FAOQ, 2021; TUIK, 2021)

Dunya Tirkiye
Yil  Uretim (milyon ton) Tiiketim (kg/kisi) Uretim (ton) Tiiketim (kg/kisi)
2021 133,3 - 2.297,071 21,19
2020 132,1 - 2.194,475 21,10
2019 129,4 16,9 2.198,090 21,02
2018 1248 16,3 2.226,207 21,62
2017 121,8 16,2 2.189,097 22,29
2016 119,7 15,9 1.925,518 20,52

Gunlimizde artan tiiketime bagli olarak kanatli iriinlerinin  kalite
standartlarmin artirilmas i¢in de yogun ¢aba sarf edilmektedir. Ulkemizde end(istriyel
kanath eti sektori, gerek i¢ pazarda gerekse dis pazarda ekonomiye olan katkisi
bakimindan Dinya ile rekabet edebilen onci sektorlerimizdendir. Entegre kanatli
isletmelerindeki  kesimhanelerde, modern ve hijyenik kesim teknolojileri
kullanmilmaktadir. Ozellikle son yillarda tily 1slatma ve sogutma asamalarinda
kullanilan sicak ve soguk suya daldirma (immersiyon) yontemi, modern kesim
teknolojisinde giincelligini kaybetmis olup, yerini sicak ve soguk havaya maruz

birakma (air scalding-air chilling) yontemlerine birakmistir. Hava sogutma sistemleri



(air chilling) AB basta olmak {izere iilkemizde de entegre kanatli kesimhanelerinde
genis kullanim alani bulmaktadir. Kesim prosesinin sonunda ve kritik éneme sahip
olan sogutma asamasi ile en kisa siirede (4-8 saat icerisinde) karkas sicakliginin +4°C
ve altina diistiriilmesi hedeflenmektedir. Bu sogutma sistemi ile herhangi bir kimyasal
dekontaminasyon ajani kullanilmaksizin immersiyon yonteminde gdzlenebilen olasi
capraz kontaminasyonun ve patojen yiikiiniin azaltilmasi amaclanmaktadir. Benzer
sekilde, kanatli et kalitesi ve uzun raf Omrii saglamasi nedeniyle tiiy 1slatma
asamasinda da immersiyon yontemi yerine buhar piiskiirtme (air scalding) yontemini
kullanan isletme sayist da her gecen giin artmaktadir (Hekimoglu, & Altindeger,
2009).

Kanatli eti, besleyici degeri ile beslenmedeki 6neminin yani sira kanatli
hayvanin yetistirilmesinden kesimi ve sonrasinda et veya Urlin halinde tiketicilere
sunulmasina kadar gecen siiregte, patojenlerle kontaminasyona maruz kalabilmektedir.
Halk sagligi agisindan bu patojenlerden kanathi hayvan ve ftriinleri kaynakli gida
zehirlenmelerinden sorumlu olan non-tifoidal salmonellalardir (Salmonella typhi ve
Salmonella paratyphi haricindeki salmonellalar- NTS). Bu zoonoz etkenlerin en
onemli tasiyicist kanath eti ve triinleridir (Kao ve ark., 2010; Sampedro, Wells,
Bender, & Hedberg, 2019). 20.yy’in ikinci yarisindan itibaren Salmonella kaynakli
salginlar artarak halk sagligini tehdit etmeye baslamistir. Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (European Food Safety Authority-EFSA, 2018)’ne gore kontamine olan gida
ve su sebepli salginlar igerisinde Salmonella’nin %30.7°lik oranda rapor edildigi
bildirilmistir. Avrupa Hastalik Koruma ve Kontrol Merkezi (European Centre for
Disease Prevention and Control-ECDC, 2019) tarafindan yayinlanan Salmonella
kontrol programinda da birincil hayvansal kaynagin kanatl eti oldugu belirtilmistir.
Salmonella'nin her yi1l Diinya ¢apinda yaklagik 1,3 milyar salmonelloz vakasindan
sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (Desai ve ark., 2013).

Salmonella enfeksiyonu, yetistiricilik safhasinin her ddneminde ortaya
¢ikabilmekte ancak siklikla kuluckadan sonraki erken dénemde enfestasyon
gerceklesmektedir (Byrd, DelLoach, Corrier, Nisbet, & Stanker, 1999). Salmonella
civcivlere, ebeveynlerinden vertikal veya gevresel yollardan horizontal aktarim yolu
ile bulasmaktadir (Rothrock ve ark., 2015). Kanath yetistiriciliginde Hazard Analysis
and Critical Control Point-Tehlike Analizi Kritik Kontrol Programi (HACCP)



uygulamalari, kesimhanelerde kullanilan dekontaminasyon metotlar1 kanatli karkas ve
etinde Salmonella varligina kars1 kismen etkili olmasina ragmen, tam bir eradikasyon
saglayamamaktadir (White ve ark., 2007). Ozellikle son yillarda bir¢ok antimikrobiyal
ajana kars1 direng gelistirmis olan Salmonella heidelberg salgini, etkili bir Salmonella
Kontrol Programi’nin son derece 6nemli ve elzem oldugunu ortaya koymustur (Vugia
ve ark., 2004). Ulusal Salmonella Kontrol Programlari, Uretim prosesinin en basindan
tilketiciye ulasincaya kadar tiim basamaklarda, uygun ornekleme ydntemine gore
izlenmektedir. Bu izlemede damizlik siiriiler, ticari Giretim kiimesleri, kesimhaneler ve
kanatl triinleri materyal olarak kullanilmaktadir. Bu g¢alismalarin sonucunda elde
edilen epidemiyolojik veriler 1s1ginda bulasma kaynaklar1 analiz edilmekte ve bu
bulgulara bagli olarak bu patojeni azaltma programlar1 gelistirilmektedir. Birgok
ulkede uygulanan “Ulusal Salmonella Kontrol Programi”nin temel amaci; 6ncelikle
tiretim asamasinda Salmonella yukindn belirlenmesi, elde edilen verilere ve Uretim
sekline gore Salmonella azaltma programinin uygulanmasidir. Ulkemizde, Salmonella
ve Belirlenmis Diger Gida Kaynakli Zoonotik Etkenlerin Kontrol Altina Alinmasi
Yonetmeliginin 12. maddesi geregi bu programin gelistirilmesi igin ihtiya¢ duyulan
sOrvey c¢alismasi, 2014-2017 yillar1 arasinda Tirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma
Kurumu (TUBITAK) tarafindan desteklenerek Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi ve Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Gida Kontrol Genel Miidiirliigii
isbirligi ile yiiriitiilen 113R036/113R037 no’lu ‘Kanatli Hayvanlardan ve Gidalardan
Salmonella izlenmesi ve Kontrol Programlarinin Gelistirilmesi’ projesi kapsaminda
yapilmis ve bu proje ile elde edilen bilimsel veriler 1s18inda “Ulusal Salmonella
Kontrol Programi” hazirlanmistir (GKGM, 2018).

Salmonella kontrol programlarinda, temelde kalitatif (var/yok) ve kantitatif (en
muhtemel say1 yontemi) olmak iizere iki ana yontem kullanilmaktadir. Tlrk Gida
Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi (TGK, 2011)’nde 2018 yilinda yapilan
degisiklik ile; damizlik tavuk (Gallus gallus) surulerinden, yumurtaci tavuklardan,
broyler ve damizlik ve etlik hindi siiriilerinden elde edilen ¢ig etlerde (25 Q)
uluslararasi kabul gormiis referans bir metot ile monofazik Salmonella typhimurium
1,4,[5],12:i: dahil olmak (izere Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) ve
Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) serovarlarinin sadece varliginin kontroliiniin

(var/yok) yapildig1 kalitatif yontem kullanilmasi ve etlerde bulunmamas1 gerektigi



belirtilmistir (TGK, 2018). Bu yontem, s6z konusu enfeksiyonla kontamine olmus
tonlarca kanatli eti ve et {irliniinii etkilemesi ve gerek insan gerekse hayvan sagligini
tehdit etmesi diisiiniildiigiinde yeterli olmamaktadir. Bunun yani sira kantitatif yontem
analizlerinin de yapilmasi gerektigi, bircok bilimsel ¢alismayla da kanitlanmistir
(Sampedro ve ark., 2019).

Hem ekonomik hem de halk saglig1 agisindan bu denli 6nemli olan Salmonella
enfeksiyonu, kontrol programlari, bilimsel arastirmalar ve yasal diizenlemeler
vasitastyla kontrol altina alinmaya ¢alisilmaktadir. Bu programlarin ve arastirmalarin
amaci, Salmonella spp.’nin gidalardaki varliginin ve prevalansinin belirlenmesinin
yani sira bu patojenlerin sayisinin diigiiriilmesi ile halk saglig1 agisindan olusabilecek
risklerin de azaltilmasini saglamaktir. Kanatli karkaslarinda bulunan patojenlere
iliskin insan saghgi risklerini degerlendirmek igin, nicel mikrobiyal risk
degerlendirmeleri son yillarda yaygin olarak kullanilmaya baslanilmistir.

Non-typhoid salmonellozda, etkenin enfeksiyon dozu 1 CFU’ya kadar
inebilmektedir (Silva, Magalhaes, Freire, & Delerue-Matos, 2018). Halk sagligi
acisindan mikrobiyolojik risklerin degerlendirilmesinde, etkenin prevalansinin
belirlenmesindense, mikroorganizmanin kontaminasyon seviyesinin belirlenmesi,
kontamine gidanin tiiketilmesiyle hastalik olusturabilecek en diisiik canlh
mikroorganizma sayist ve alman dozda ne kadar canli mikroorganizmanin
bulundugunun saptanmasi daha ¢ok Onem arz etmektedir (Mead ve ark., 2010;
McEntire, Acheson, Siemens, Eilert, & Robach,2014). Sampedro ve ark. (2019),
yaptiklar1 ¢alismada, patojenlerin halk saglhigina etkilerinin belirlenmesinde kantitatif
risk degerlendirme metodunu kullanarak, patojenlerin etkisini belirlemis ve bunun
sonucunda risk degerlendirme ve ydnetimi i¢in patojen sayiminin gerekli oldugunu
bildirmistir. Machado ve ark. (2017) ise, benzer bir ifade ile Salmonella kontrol
programlarinin etki degerlerinin incelenmesinde, patojenlerin varliginin var-yok testi
ile prevalans degerlendirilmesinin yani sira mikroorganizmalarin sayisinin ve
yogunluk seviyelerinin de birlikte 6lgculmesi gerekliligini rapor etmistir. Bu sekilde
uygulanacak metodoloji ile yani hem kalitatif hem de kantitatif analizlerin birlikte
degerlendirilmesi neticesinde, Giftlikten sofraya gida giivenligi kapsaminda etkili bir
koruma ve kontrol saglanmis olacaktir. Yapilan diger calismalarda da (Straver ve ark.,

2007; WHO, 2012), kontamine bir gidada patojen yogunlugunun azalmasinin, halk



saglig1 acisindan direkt etki gosterdigi ortaya konulmus olup, iiretimden tiiketime her
asamada Salmonella seviyesinin azaltilmasi veya en aza indirilmesinin, tiketim
halinde ortaya ¢ikabilecek halk sagligi riskleri yoniinden biiylik oranda azalma
saglayacagi goriisti bildirilmistir. Salmonella spp.’nin ham maddedeki seviyesinin
diisiik olmasinin, halk sagligini korumanin yan1 sira, kontamine iiriinlerin imhasini da
engelleyerek ekonomik kayiplarin da Oniine gegilmesini saglayacagi belirtilmistir
(Lee, Runyon, Herrman, Phillips, & Hsieh 2015).

Salmonella enfeksiyonlarinin tanisi igin serolojik ve genetik tabanli analiz
yontemleri bulunmaktadir. Bu yontemlerin temelinde “Gold Standart” olarak da
adlandirilan yontem, kultlr yontemidir. Salmonella tanisinda antikorlarin belirlenmesi
i¢in kullanilan testler ve Polimerase Chain Reaction (PCR) analizi, hizli sonug vermesi
nedeniyle, gidalarin nakledilmesi ve kesim sirasindaki kontaminasyonlarin
belirlenmesinde oldukca Onemlidir. Fakat bu yontemler, tek basma yeterli
olamayacagindan tamamlayici amagla klasik kualtur yoéntemiyle kombine olarak
kullanilmas1 gerekmektedir (Lee ve ark., 2015).

Salmonella spp.’nin, 6zellikle S. Enteritidis ve S. Typhimurium serovarlarinin
prevalansinin var-yok diizeyinde tespit edildigi yasal duzenlemelerde, karkasta
bulunabilen bu patojenlerin sayisinin belirlenmesi ve bulunan sayilar ile ilgili limitler
ve standartlar bulunmamaktadir. S6z konusu patojenin gidalardaki varligini, bulunup
bulunmamasini tespit etmek tam anlamiyla etkin bir koruma saglamamaktadir. Bu
nedenle, ayni zamanda patojenin sayist ve konsantrasyonunun da belirlenmesi,
dolayist ile yasal yonetmeliklerdeki risk analizlerinin, gida giivenligi ve halk sagligina
yonelik tasarlanmasinin gerekli oldugu bildirilmektedir (Guillier ve ark., 2013;
Machado ve ark., 2017).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar incelendiginde, Salmonella spp.’nin sayisinin
belirlenmesi igin, farkli gida ve gevresel Orneklerde farkli metotlar uygulandigi
gorilmektedir. Bunlardan bazilarinda; kesim prosesinde broyler karkas ve
parcalarinda (Borges ve ark., 2019; Hardie, Guerin, Ellis, & Leclair, 2019;
Waghamare, Paturkar, Vaidya, Zende, & Ingole 2019), buzlarda ve iceceklerde
(Waturangi, Wiratama, & Theresia, 2019), tikketime sunulan kirmizi etlerde (sigir,
koyun, domuz) (Thung ve ark., 2018; Yang ve ark., 2019), tavuk gogiis eti ve
karacigerinde (Jung ve ark., 2019; Kim, Park, Lee, & Ricke 2017), serbest sistem



yetistiricilik yapilan tavuk isletmelerinden alinan yumurta ve cevresel Orneklerde
(Gole ve ark.,2017; McWhorter, & Chousalkar, 2019), kesimhane sanitasyon
ajanlarinin etkinliginde (Mohammed, Hasan, Kerth, Riley, & Taylor, 2018), atik
sularda (Zappelini ve ark., 2017) Salmonella sayilar1 belirlenirken, USDA-FSIS, FDA-
BAM, ISO 6579:2002 ve iilkelerin kendi ulusal standartlar1 veya valide edilmis
modifikasyonlarmin kullanildig: bildirilmistir.

Bu metotlar icerisinde, Tlrkiye ve AB’nde gecerli gorillen ‘Microbiology of
Food and Animal Feed - Horizontal Method for the Detection, Enumeration and
Serotyping of Salmonella - Part 2: Enumeration by a Miniaturized Most Probable
Number Technique’ (ISO 6579-2:2012 Gida ve Hayvan Yemleri Mikrobiyolojisi -
Salmonella Sayimi ve Serotiplerinin Belirlenmesi i¢in Yatay Yontem - Bolum 2 -
Minyatiirlestirilmis En Muhtemel Say1 (EMS) Teknigi ile Sayim) standardi metodu
kullanilarak yapilmis az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan; Roccato ve
ark. (2015), kanatli burger ve sosislerinde, Pesciaroli ve ark., (2017) domuzlarda
sekum igerigi ve karkas Orneklerinde, Massacci ve ark., (2020) domuz fekal
orneklerinde, Machado ve ark. (2020), broyler karkaslarinda ve Perin ve ark. (2020)
ise broyler parca etlerinde, 1SO 6579-2:2012 metodu ile Salmonella yikinin
belirlenmesini arastirmistir. Bu standart, 2002 yilindaki standardin revize edilmesi
sonrasinda 2012°de yiirlirliige girmis ve geleneksel En Muhtemel Sayir (EMS)
yonteminin i giicii ve sarflarinin azaltildigi minyatiir bir format gelistirilmistir.

Bu ¢alismada, tlkemizde kanatli karkas orneklerinde, giincel ve uluslararasi
referans metot olan ISO 6579-2:2012 ilk kez kullanilarak Salmonella seviyesi
belirlenecektir. Ozellikle, kesim prosesindeki kritik iki asamanin Salmonella
kontaminasyon diizeyleri lizerindeki olas1 etkisi tespit edilerek kanatli isletmesinin
karkas sogutma prosediiriiniin etkinligi degerlendirilecektir. Ulkemizde ekonomik ve
istiin bir hayvansal protein kaynagi olmasi nedeni ile diger etlere gore daha fazla tercih
edilen bu et tipinde en dnemli gida patojenlerini barindirabilme olasiligimin yiiksek
olmast bu calismanin gerekliligini bir kez daha ©6ne ¢ikarmaktadir. Insan
salmonellozlarinda 6nde gelen olasi tasiyict gidalar arasinda en bagta yer alan broyler
etlerinde Salmonella varligi kadar seviyesinin ortaya konulmasi, etkenin hem hastalik
olusturma riskinin 6ngoriilebilmesi hem de isletmenin almas1 gereken 6nlemleri tespit

edebilmesi agisindan biiyiikk Onem arz etmektedir. Ayni zamanda, Salmonella



seviyesinin azaltilmasi ile birlikte son triindeki (kanatli eti ve triinleri) tehlikenin
biylk ol¢iide azaltilmasi saglanabilecektir. Dolayist ile bu ¢alismada elde edilecek
verilerin, gida giivenligi konusunda yetkili birimler ve yasal diizenleyiciler agisindan
kanath et ve triinlerindeki Salmonella seviyesinin tespitine yonelik bir yonetmelik
ve/veya teblig hazirlanmasi durumunda tarafsiz bir referans olarak kullanilabilecegi

distiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Salmonella, ilk kez Karl Joseph Eberth tarafindan 1880 senesinde tifodan
hayatin1 kaybeden bir insanin dalaginda ve mezenteriyal lenf yumrusunda tifo basili
olarak bulunmustur (Agbaje, Begum, Oyekunle, Ojo, & Adenubi, 2011). Bu etkenin
tifo hastaligina sebebiyet vermesi, bu organizamaya kars1 bilimsel ilgi ve yogunlugu
artirmistir (Cunha, 2004). Bundan dort yil sonra George Gaffky, Salmonella serovar
typhi’yi saf kultlr olarak Alman hastalardan izole etmistir (Ellermeier, & Slauch,
2006; Hardy, 2015). 1886 yilinda, Daniel EImer Salmon ile Theobald Smith birlikte
yaptiklart ¢alismada, domuz bagirsaklarindan giinimiizde S. choleraesuis olarak
adlandirilan etkeni izole ederek, yaban domuzu kolera basili olarak adlandirmistir.
1888 yilinda, August Gartner ani olarak kesilen bir sigirda S. Enteritidis oldugunu ve
bunu tiikketen 58 insanda gida zehirlenmesi vakasi gézlendigini tespit etmis ve bu
hastalardan etkeni izole ederek insanlara bulasan salmonellozun ilk laboratuvar
teshisini yapmustir (Bell, & Kyriakides, 2002; Hardy, 2015). 1900 yilina gelindiginde
ilk olarak Salmonella cins ismi Joseph Léon Ligniéres tarafindan dnerilmistir. Bu yilin
basinda, giinimuzde typi olarak bilinen typhosum ve yine simdilerde paratyphi olarak
bilinen paratyphosum A ve B, gallinarum ve typhimurium tipleri tanimlanmistir (Bell
& Kyriakides, 2002; Brands, 2006). 1929 yilinda laktozu fermente edemeyen, dekstroz
ve diger sekerlerden asit ve gaz olusturan bu basilin isimlendirilmesinde, Salmonella
admin kullanilmasi, Topley ve Wilson tarafindan da kabul edilmistir. Bulunan
serotipler, Diinya tizerinde farkli yerlerde tespit edilirken, tifoidal olmayanlar Afrika
ulkelerinde, tifoidal olanlar ise daha ¢ok Giineydogu Asya’da yayginlk
gostermektedir (WHO, 2015).

Giiniimiize gelindiginde uluslararas1 alanda, Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezleri ve Diinya Saglik Orgiitii is birliginde onerilen smiflandirmalar
kullanilmakta olup, yeni tiirler eklenebilmekte ve isimler degisebilmektedir
(Issenhuth-Jeanjean, ve ark., 2014; Popoff, Bockemihl, & Gheesling, 2003).
Salmonella tiirleri gida zehirlenmeleri, tifo, paratifo, septisemi gibi gida ve su kaynakli
salginlara neden olmakta ve halk sagligini tehdit etmektedir (Bell, & Kyriakides, 2002;
Brands, 2006).



2.2. Taksonomi ve Nomenklatiir

20.yy’m ilk yarisina kadar, Gram negatif, sporsuz olan, insan, hayvan, bitki ve
toprakta var olan saprofit ve patojen/kommensal bakteriler, cubuk olarak
adlandirilmaktaydi. Salmonella’nin da bu grupta yer aldigi ¢ubuk grubu bakteriler,
Bacterium ve Bacillus olarak bilinmekteydi. Salmonella ismi 1960’11 yillarda kabul
gorulmiis olup, 1980 yilinda uluslararasi bir kurulus olan International Journal of
Systematic Bacteriology Dergisi’nde, Approved Lists of Bacterial Names (Bakteri
Isimlerinin Onaylanmis Listesi)’de Enterobacteriaceae familyasinda spesifik bir cins
olarak siiflandirildig1 yaymlanmistir (Bell, & Kyriakides, 2002; Skerman, McGowan,
& Sneath, 1980).

Salmonella cinsinde bulunan diger liyelerin siniflandirilmasi gelisen tanisal
teknolojilerle birlikte giincellenmektedir. Bu cins igerisindeki ayrimlar homolog
antiserumlar vasitasiyla meydana gelen agliitinasyon reaksiyonlarina gore antijenik
olarak birbirinden ayrilabilmektedir (Guibourdenche ve ark., 2010; Grimont, & Weill,
2007). Salmonella cinsi, rRNA dizi analizlerine gore Salmonella enterica ve
Salmonella bongori olmak Uzere ikiye, Salmonella enterica ise, genomik ve
biyokimyasal farklilik/benzerliklerine gore 6 alt tiire ayrilmaktadir (Crosa ve ark.,
1973) (Tablo 2). S. enterica subsp. enterica (I) buyik oranda memelilerde bulunur,
insan ve sicakkanli hayvanlarda Salmonella enfeksiyonlarinin yaklagik %99’unu

olusturur (Reeves, Evins, Heiba, Plikaytis, & Farmer, 1989).

Tablo 2. Salmonella enterica alt turleri (Crosa ve ark., 1973)

| S. enterica subsp. enterica

1l S. enterica subsp. salamae

Illa S. enterica subsp. arizonae
11b S. enterica subsp. diarizonae
\Y S. enterica subsp. houtenae
VI S. enterica subsp. indica

Salmonella’nin alt turlerinin antijen farkliliklarinin belirlenmesi, 1920’li
yillarda baslamis olup, bakterilerin {izerinde bulunan O (somatik-ylzey), H (flagella),

H1, H2 ve Vi (kapsiil) antejinleri temel alinarak siniflandirma gercgeklestirilmektedir.
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Bu antijenler, her Salmonella igin spesifiktir (antijenik formiil). 1920 yilinin sonlarina
dogru yaklasik 20 Salmonella serotipi identifiye edilmis ve ilk izole edildigi yer,
bulundugu konak, olusturdugu semptoma gére isimlendirilmistir. ilk izole edildigi
yere gore yapilan adlandirma, geleneksel bir hal alarak yeni tespit edilen serotipler
buna gore isimlendirilmistir. Salmonella cinsine halen yeni serotipler eklenmekte olup
en giincel serotip sayisinin 2659 oldugu bilinmektedir (Grimont, & Weill, 2007,
Guibourdenche ve ark., 2010; Issenhuth-Jeanjean ve ark., 2014). Salmonella
taksonomisi ile giincel serotip sayilart Tablo 3’te gosterilmektedir. 1980°li yillarin
sonuna dogru, Portekiz’de kiimes hayvanlarinda izole edilen, S. Typhimurium'un
monofazik varyanti olarak (antijenik formiil: 1,4,[5],12:i:-) farkli bir serotip izole
edilmis olup, hizla tiim Diinya’da yayginlik gostermeye baglamigtir. AB ve Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’nde domuz eti ve drinlerinde bu serotipin gida
enfeksiyonlarina neden oldugu bildirilmektedir (Machado, & Bernardo, 1990).

Salmonella serotiplerinin bir baska sekilde siniflandirilmasi da filogeniye gore
yani Kauffman ve White smiflandirma sistemi ile alt tirlerinin belirlenmesidir
(Kauffmann, 1941; White, 1925). ilk kez 1926 senesinde, Phillip Bruce White
tarafindan gergeklestirilmis olan antijenlerin identifikasyonu ve isimlendirilmesi
1930’larin  baglarinda Fritz Kauffmann tarafindan bir adim daha gelistirilerek
olusturulan White-Kauffmann semasinda, her bir Salmonella serotipi ve ilgili
antijenik formlll gosterilmis olup 1934 yilinda ilk kez International Uluslararasi
Mikrobiyologlar Birligi (Association of Microbiologist) 6zel alt komitesince genel
kullanima agilmis ve o giinden bu yana kullanilir hale gelmistir (Bell, & Kyriakides,
2002). Birgok Salmonella tiirii oldugu i¢in neden oldugu kompleks nomenklatir
yaklagimi sebebiyle Salmonella cinsinin U¢ tire ayrilmasit Onerilmistir: 1. S.
choleraesuis (tip tir), 2. S. typhosa (S. typhi) ve 3. diger tiim serovarlar1 iceren S.
kauffmannii. Bunun Uzerine Kauffmann ve Edwards tim salmonellalar igerecek
Salmonella enterica adin1 6nermistir. 1966’larda Ewing tarafindan bir diger tiglii tiir
modeli yeniden onerilmis; 1. S. typhi, 2. S. choleraesuis ve bunlarin haricindeki tim
serovarlar1 temsil eden 3. S. enteritidis olarak bildirilmistir. Ozellikle bu son
nomenklatiir yaklasimi ABD’nde uzun bir siire kullanilmistir (Agbaje ve ark., 2011;
Brenner ve ark., 2000).
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Salmonellalarin Kauffman White semasina gore serotiplendirilmesinde, (¢ ana
antijenik yap1 olarak, somatik (O), kapsul (V) ve flagella (H) antijeni kullanilmaktadir.
Somatik antijen, bakterilerin dis hiicre zarinda bulunmakta ve hicrenin
lipopolisakkaritinin (LPS) oligosakkarit bilesenini meydana getirmektedir. Flagellar
antijenler ise konak¢1 immun yanitinin aktivasyonunda gorev almaktadir (McQuiston,
Fields, Tauxe, & Logsdon, 2008).

Tablo 3. Salmonella taksonomisi ile giincel serotip sayilari (Grimont, &
Weill, 2007; Guibourdenche ve ark., 2010; Issenhuth-Jeanjean ve ark., 2014)

Tur Alt tir (subsp.) Say1
enterica (l) 1586

salamae (I1) 522

Salmonella enterica arizonae (ll1a) 102
diarizonae (l1Ib) 338

houtenae (1V) 76

Salmonella bongori* 22
Toplam 2659

*: Eskiden alt tlir V olarak bilinirdi.

1970 senesinde alt cinsin tiir olarak diisiiniilmesini tavsiye eden diger bir
yaklagimda, 6rnegin S. kauffmannii’nin “alt cins 1, S. salamae’nin “alt cins 117, S.
arizonae’nin “alt cins III” ve S. houtenae’nin “alt cins IV” olmasi 6nerilmistir. Bu
oneride “S. kauffmannii” nin serovarlarinin, tiir isimleri ve sonrasinda serovar isimleri
ile isimlendirilmeleri (6rnegin “S. kauffmannii” serovar typhi) ve diger ig tiiriin
serovarlarinin ise kendi tiir adlar1 sonrasinda antijenik formiillleri ile adlandirilmalar
giindeme gelmistir. Salmonella taksonomisindeki bu yogun calismalara ragmen
nomenklatiirde doniim noktasi, 1970’lerin basinda olmus ve DNA-DNA hibridizasyon
calismalar1 ve diger molekiiler analizler sonrasinda cinsin igerisindeki niikleotid dizi
iliskileri ortaya konulmustur (Agbaje ve ark., 2011; Brenner ve ark., 2000).
1987°de ise Le Minor ve Popoff (1987) un 6nerisi ile Salmonella’nin yedi alt cinsi, alt
tar (1, 11, a, Hib, IV, V ve VI) olarak adlandirilmig ve alt cins 1ll, genomik
yakinlik ve biyokimyasal reaksiyonlar: bazinda Illa ve IIIb olarak ikiye ayrilmistir.
Alttur Illa (S. enterica subsp. arizonae) monofazik “Arizona” serotiplerini, alt tir 111b
(S. enterica subsp. diarizonae) ise difazik serotipleri icermektedir.

Salmonella cinslerinin neredeyse %60’1 S. enterica subs. enterica’ya ait olup,

alt tarlerinin en yayginlar1 A, B, C1, C2, D ve E serogruplaridir. Gida hijyeni ve
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giivenligi bakimidan da S. enterica subsp. enterica en 6nemli alt turdir. Pasteur
Enstitlisii ile Diinya Saglik Teskilat1 Salmonella Referans ve Arastirma Merkezi
(World Health Organization Collaborating Centre for Reference and Research on
Salmonella, WHOCC-Salm) tarafindan yayinlanan raporda (Supplement 2008-2010
(No0.48)) 63 adet yeni Salmonella serotipi ve 25 yeni varyant Multilocus Sequence
Typing (MLST) analizi kullanilarak tanimlanmistir. Bu serovarlarin, Salmonella
enterica subs. enterica’ya ait olan 44, Salmonella enterica subs. salamae’ye 12,
Salmonella enterica subs. arizonae’ya iki, Salmonella enterica subs. diarizonae’ya
iki, Salmonella enterica subs. houtenae'ya ise i¢ adedinin ait oldugu tespit edilmistir
(Issenhuth-Jeanjean ve ark., 2014).

Tablo 4’te goriildiigi gibi giincel olarak; sadece alt tiir I’deki serotip adlari ile
alttar 11, 11, 1V, V1 ve S. bongori’ye ait serotipler antijenik formiilleri ile 1996 yilindan
once adlandirilan serotiplerden Il, IV, VI ve S. bongori’ye ait serotipler ise antijenik
formdalleri ile birlikte adlar1 da yazilarak kullanilmaktadir. Karigikliklart 6nlemek
amaciyla serovar ile tiir arasindaki serovar ismi italik olmayip biiylik harfle

baslamaktadir (Brenner ve ark., 2000).

Tablo 4. Centers for Disease Control and Prevention (CDC)’de kullanilan giincel Salmonella
nomenklatira (Brenner ve ark., 2000)

Taksonomi Giincel Nomenklatur
Cins (ltalik) Salmonella
. e enterica (I, I, Illa, b, 1V ve VI)
Tir (Italik) . . o
e hongori (Eskiden alt tir V olarak bilinirdi)
Serotip (Buytk harf, v’ Serotip metin igerisinde ilk defa kullanilacak ise; serotip ad1 ‘serotip’ ya da ‘ser.’
italik degil) kisaltmasindan sonra yazilir (Salmonella serotip (ser) Typhimurium)
v Alt tiir e ait serotipler adlari ile alttiir 11, 111, 1V, VI ve S. bongori’ye ait serotipler

antijenik formiilleri ile tanimlanir (Salmonella 11 50:b:zg, Salmonella 111b 60:k:z)
v Alttur I, IV, VI ve S. bongori’ye ait serotiplerden 1966 yilindan 6nce adlandirilan varsa

adlar1 da yazilir [Salmonella ser. Marina (IV 48:9,zs::-)]

2006 yilinda Amerika Mikrobiyoloji Derneginin yayinladigi Salmonella
nomenklatiiriine gore, tirlerin yazilisinda metin igerisinde ilk defa gececekse
“Salmonella enterica” seklinde tam olarak yazilacagi, sonrasinda gegen kisimlarda
kisaltma yapilarak “S. enterica” olarak yazilmasi gerektigi, alt tiir ayriminda da ayni
sekilde ilk defa gececekse tam olarak yazilmasi, sonrasinda ise kisaltma

kullanilabilecegini bildirmektedir. Ornegin; ilk kez “Salmonella enterica subsp.
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diarizonae” yazilirken sonrasinda “S. enterica subsp. diarizonae” seklinde
yazilmalidir. Serovarlarda ise ilk defa “Salmonella enterica serotype Typhimurium”,
sonra gegen kisimlarda ise “Salmonella serotype Typhimurium” seklinde olmasi
gerektigi belirtilmektedir (Lin-Hui Su, 2007). Alt tir | serotiplerde, kullanimi
kolaylistirmak adina Salmonella enterica subsp. enterica serotype typhimurium yerine
Salmonella Typhimurium veya S. Typhimurium olarak kullanilabilecegi de ifade
edilmektedir (Bell, & Kyriakides, 2002; Brenner ve ark., 2000).

2.3.  Etiyoloji

Salmonella, Enterobacteriaceae familyasinda bulunan, fakiiltatif anaerob,
cubuk seklinde Gram negatif basildir. Boyutlar1 0,2-1,5%2-5 pum’dir. Salmonella
gallinarum ve Salmonella pullorum haricinde diger iiyeler flagella ile hareket eder. Bu
cins icerisinde yer alan tir ve alt tirler solunum ve fermentatif yollarla besinlerini
metabolize eder yani kemoorganotrofiktir (Popoff, & Le Minor, 2005). S. paratyphi A
ve S. choleraesuis serovarlari haricinde ¢ogu hidrojen siilfiir {iretir, cinsin biiyiik
cogunlugu laktozu fermente edemez, metilen mavisi veya karbolfuksin gibi yaygin
boyalarla kolayca boyanabilmektedir. Bu 6zellikler, Salmonella’nin kilttre edilmesi,
izolasyonu ve tanimlanmasinda oldukga fayda saglamaktadir (Rambach,1990).

Salmonella tremesi igin gerekli olan optimal sicaklik 37°C olup, 5°C- 45°C
araliginda da gelisme gozlendigi bildirilmektedir. Yiiksek pH degerlerinde, flagella ve
fimbria gibi hiicresel bilesenlerini kullanamayan salmonellalar igin optimal pH degeri
6,5-7,5 arasinda degisen oranlarda olup 4,0-9,0 pH araliginda gelisebilmektedir.
Salmonellalar asidik ortama uyum saglayabilirken 1sil isleme karsi duyarlidir.
Donduruldugu takdirde uzun yillar canliligin1 devam ettirebilir. Desimal indirgenme
stiresi (D65°C) 0,02-0,25 dakika arasindadir. Salmonellalarin ¢ogu serotipi, 0,94-0,99
su aktivitesi (aw) araliginda ¢ogalabilir. Oksidasyon-Rediiksiyon (Eh) potansiyeli de
gelisim i¢in 6nemli olan diger bir faktordlr. Salmonella aerobik kosullarin yan1 sira
anaerobik kosullarda da gelisebilmesine ragmen, gelisme -30 mV’nin altindaki
potansiyel degerlerde engellenebilmektedir. Salmonellalar 6zel bir besin maddesine
ihtiyag duymamakta, basit glukoz-tuz ortaminda (Greyip gelisebilmektedir.

Salmonellalar karbon ve nitrojen kaynagi olan bir¢ok besi yerinde besin ihtiyaglarimni
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karsilayarak gelisebilir. Bunun yan1 sira, kompleks besi yerlerinde hizla
tireyebilmekte, diisiik pH degerine karsi daha dayanikli olabilmektedir. Bulundugu
ortamdaki diger salmonellalarin miktar1 da, gelisimini ve {iremesini etkilemektedir.
Baslangictaki seviyesi 10 adet/g olan Salmonella sayisina gére 107 adet/g sayida
bulunmasi, Salmonella’nin daha disiik bir pH degerinde gelisebilmesine imkan
saglamaktadir.

Bu bakterilerin kat1 besi yerinde olusturdugu koloniler, ortalama 2-4 mm
capinda, yuvarlak, parlak, diizgiin kenarli ve hafif kabarik goriinlimdedir. Aym
zamanda s1v1 besi yerinde, hafif bulanik ama homojen bir gériinim meydana getirerek
ureyebilmektedir. Tipik paratifoid Salmonella, glukozu, dulsitoli, mannitoli ve
maltozu fermente ederken, laktoz, sakkaroz, malonat1 fermente edemez. S. arizonae
ise laktozu hizli fermente edemez (Cliver, 1990; Izgiir, 2006). Salmonellalarin

biyokimyasal 0zellikleri Tablo 5’te gosterilmektedir.

Tablo 5. Salmonellalarin temel biyokimyasal 6zellikleri (Bell, & Kyriakides, 2002)

Ozellik Reaksiyon
Katalaz T
Oksidaz

Laktozdan asit Gretimi

Glukozdan gaz uretimi* +
indol

Ureaz iiretimi

Triple Sugar Iron agardan Hidrojen silfit Gretimi +
Karbon kaynagi olarak sitrat kullanimi* +
Metil Red +
Voges Proskauer

Lizin dekarboksilasyonu +
Ornitin dekarboksilasyonu +

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

Salmonella yuksek icerikli tuz konsantrasyonlarinda (yaklasik %8’e kadar)
canliligini  siirdiirebilmekte, bu nedenle deniz sular1 ve sahillerden izole
edilebilmektedir. Uremesi ve hayatta kalmasi yoniinden cevre kosullarindan fazla
etkilenmeyen ve dogada, bitki ve hayvanlardan izole edilebilen bu gii¢lii bakterinin,
dezenfektanlara (formaldehit, hidrojen peroksit, ozon, laktik asit, peroksidaz katalizli
bilesikler, kuarterner amonyum bilesikleri ve biguanidler) ve gida koruyucularina

kars1 cogunlukla duyarli olmasi, halk saglig1 ve hayvan sagligi agisindan koruma ve
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kontrolde biiyiik avantaj saglamaktadir (Buhr ve ark., 2012; Cox ve ark., 2007). S6z
konusu dezenfektanlar fumigasyon, piiskiirtme, daldirma yontemleriyle kulugkada
yumurtalara uygulanabilmektedir. Yapilan ¢alismalar, dezenfektanlara etil alkol ve
cinko tdrevleri ile organik asitlerin katilmasinin kanatli yemlerinde Salmonella
yukunde azalmalara neden oldugunu gostermektedir (Ha, Maciorowski, & Ricke,
1997; Park, Birkhold, Kubena, Nisbet, & Ricke, 2004). Smyser & Snoeyenbos (1979)
yaptiklar1 ¢alismada kanatli yemlerinde organik asitlerle birlikte formalinin siirekli ve
en etkili sonucu verdigini rapor etmistir.

Gida zehirlenmeleri icerisinde salmonellalar ilk siralarda yer almaktadir.
Bunun nedeni, birgok ¢evre sartlarinda yasamini devam ettirebilmesi ve gida
maddelerinin iizerinde uzun siire canli kalabilmesidir (Erol, 2007). Salmonellarin

farkli ¢evrelerde ve gidalarda canli kalabilme siireleri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Salmonella’nin baz1 ¢evre sartlar1 ve gidalarda canli kalabilme sireleri (Erol, 2007)

Ortam Stire
Toprak 360-480 glin
Su 20-200 giin
Atik su 500-1000 giin
Sigir karkasi 930 giin
Taze et 14 gun
Dondurulmus et >1500 giin
Sut 60-140 gun
Peynir 240 giin
Tereyag1 105 giin

Sit tozu 590 giin
Dondurma 2500 giin
Kurutulmus yumurta 4700 gun
Balik unu 360 gin

Salmonella  serovarlarinin  geleneksel  Kauffmann-White  semasiyla
siniflandirmasi, hem somatik hem de flagellar antijenlere dayanmaktadir.
Salmonellalarda genel olarak 3 tip antijen bulunmaktadir. Bunlar; (1) somatik ‘O’
antijenleri ve (2) flagellar ‘H’ antijenleri ile (3) yiizey ‘Vi’ antijenidir. Salmonellalar
O antijenleri ile serogruplara, H antijenleri ile de serovarlara ayrilmaktadir. Hareketli
veya hareketsiz tim salmonellalar en az bir adet O antijeni tasimaktadir. Somatik O
antijenik yapisi, salmonellalarin 60’dan fazla serogruba ayrilmasina sebep olan degisik

faktorler icermektedir (izgiir, 2006).
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Flagellar antijenleri birbirlerinden farkli yap1 ve karakterde degisik
komponentlerden olugsmaktadir. Bu antijenlerin salmonellalar i¢in 6zgiin olanlarina
spesifik faz veya Faz-1 antijenleri ad1 verilmektedir. H antijenlerinin diger bir kismi
ise kultirde Ureme swrasinda farklilasarak yerlerine yeni yapida antijenler
olugsmaktadir. Bu tiir antijenler bircok Salmonella’da goriilebildiklerinden dolay1
bunlara non-spesifik veya Faz-2 antijenleri ad1 verilmektedir. Salmonellalarda bulunan
kapsiiler ‘Vi’ antijeni, somatik O antijeninin en disinda glikolipid yapisinda yiizeysel

bir antijen olup tiim salmonellalarda bulunmamaktadir (Jay, 2000).

2.4. Epidemiyoloji

Gida kaynakli bulasan hastaliklarin en 6nemli etkenlerinden biri de Salmonella
olup her yil ortaya ¢ikan diyare semptomlarinin yaklasik %9’unun nedeni oldugu
belirtilmektedir. Diinya genelinde enterit ile seyreden enfeksiyonlarin morbiditesi ve
mortalitesi oldukca ylksektir. EFSA 2019 raporunda, 2018 yilinda Avrupa’da goriilen
dogrulanmis toplam salmonelloz vaka sayist 91.857 olarak bildirilmistir (EFSA,
2019). Her y1l Dinya’nin farkli iilkelerinde goriilen 94 milyon Salmonella kaynakli
enfeksiyon vakalarinin 155.000’inin 6liimle sonuglandigi bildirilmektedir. Genellikle
bu vakalarin yaklasik %85’1 kontamine gidalarin viicuda alinmasiyla olugsmaktadir
(Majovicz ve ark., 2010). Bu hastaliklara neden olan en yaygin Salmonella etkeni ise
NTS oldugu belirtilmektedir. Salgin etkenleri bulunduklari cografyaya gore farklilik
gosterebilmektedir. 2016-2018 yillar1 arasinda, Avrupa’da en sik goriilen dOrt serovar
olan Enteritidis, Typhimurium, monophasic Typhimurium, 1,4,[5],12:i:- ve Infantis’in
bu senelerde tespit edilen toplam vakanin %73’linii olusturdugu rapor edilmistir
(EFSA, 2019). Az gelismis ve alt yapinin bilyiik sorun olusturdugu (6zellikle temiz
igme suyu bulmanin zor oldugu) tilkelerde enterik atesle seyreden ve halk arasinda tifo
olarak bilinen sistemik hastalik sik gézlenmekte iken gelismis iilkelerde daha ¢ok S.
Typhimurium’un neden oldugu gida zehirlenmeleri ile karsilagilmaktadir (Hardy,
2004).

Endustrilesme ve insan niifusunun artmasi sonucunda, gidaya erisimin zorlugu
da beraberinde gelmistir. Ayni1 zamanda kiiresellesen Diinya’da gida arzi geleneksel
tarzdan daha ¢ok yemeye hazir, fast food, ¢ig veya az pismis gidalara donmiistiir. Bu

tarz beslenme aligkanliklari, insanlarin giin gectikce immun sisteminin zayiflamasina
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neden olup, gida teknolojisinde uygulanan hatali igslemler, insan ve hayvan sagligini
tehlikeye sokmustur. Tiim bu nedenlerden dolay1 Salmonella basta olmak {izere diger
gida kaynakli patojenlerin kontaminasyon orani da artmistir (Newell ve ark., 2010;
Tauxe, Doyle, Kuchenmiller, Schlundt, & Stein 2010; Quested, Cook, Gorris, & Cole,
2010).

Salmonella epidemiyolojik olarak, konak spesifik ve konak spesifik
olmayanlar olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir. Konak spesifik olanlar da sadece
insanlarda ve sadece hayvanlarda enfeksion olusturan olmak (zere iki gruba
ayrilmaktadir. Yalnizca insanlarda enfeksiyon olusturan salmonellalar, tifo ve paratifo
olarak bilinen S. typhi, S. paratyphi A, S. paratyphi C serotipleri olup, sistemik
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu grup icerisinde, mortalite ve morbiditenin en
yuksek oldugu serotip, tifo (typhod fever) olup, inklbasyon suresi en uzun olan ve
yiiksek ates ile karakterize septomlar gosteren tiptir. Paratifo (paratyphoid fever)
sendromu ise tifoya gore daha yumusak seyir gostermektedir. Yalnizca hayvanlarda
enfeksiyon olusturan serotipler, hayvanlar i¢in patojen olup gidalarda da
bulunabilmektedir. Bu sinifta; kanatlilarda S. gallinarum, sigirlarda S. dublin, atlarda
S. abortus equi, koyunlarda S. abortus-ovis ve domuzlarda S. choleraesuis serotipleri
bulunmaktadir. Konak spesifik olmayan salmonellalar ise, insan ve hayvanlar igin
patojen olan, gida kaynakli salginlara ve enfeksiyonlara sebep olan serotipler olup, S.
Enteritidis ve S. Typhimurium, bu grupta siniflandirilan serotiplerdir. Konak spesifik
ozelligin nedenleri ise halen tam olarak bilinmemektedir (Erol, 2007).

Salmonella’dan kaynaklanan gida enfeksiyonlarinin olusum zincirinde yem
maddesi, hayvanlar, gida ve insanlar arasinda bir etkilesim bulunmaktadir. Salmonella
enfeksiyonlarin hayvanlardaki epidemiyolojisinde, evcil hayvanlarin siiriiler halinde
olmasi, yemlerin, yem katki maddelerinin ve meralarin kontamine olmasi, kontamine
sular, atik sular, mezbaha atiklari, enfekte yabani hayvanlar, kuslar, fareler, rodentler
ve insektler enfeksiyon halkalarii olusturur. Ozellikle kanatli hayvanlar ve diger
kasaplik hayvanlar da kesim Oncesi agsamalarda enfeksiyonun yayilimini kolaylastirir.
Salmonellalar, Diinya’nin her yerinde bulunan zoonotik enfeksiyon etkenleridir.
Salmonella typhi ve diger birkag serotip disindaki Salmonella serotiplerinin goguna
dogal olarak hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde rastlanir. Dolayis1 ile

salmonellalar, gida tiretimi amaciyla yetistirilen sig1r, koyun, kec¢i, domuz, tavuk, hindi
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ve ordek ile kedi, kopek gibi evcil hayvanlarin bagirsaklarinda da bulunur. Evcil
hayvanlarin %1-3"ii degisik Salmonella tiirleri ile enfektedir. Ozellikle semptom
gOstermeyen tasiyicilar, bulasmada oldukca etkin bir rol oynar. Salmonellalar, ayrica
hemen her tir yabani hayvanlar ile fare, rat, reptil ve insektlerde bulunarak cevresel
kontaminasyona neden olmak suretiyle de gida iiretim zincirinde kontrolii oldukca
zorlastirir.

Ulkemizde hayvansal gidalarin farkli Salmonella serotipleri ile ¢ok yiiksek
oranda kontamine oldugu ve bu gidalarin tiiketilmesine bagli olarak gida kaynakli
salmonelloz vakalarinin goriildiigii bilinmektedir. Gida {iretim zincirinin tim
asamalarinda kontaminasyon riski yiikksek olmasina karsin, kanatli hayvanlarin kesim
slirecinde tiiy yolma, i¢ organlarin ¢ikarilmasi ve sogutma islemlerinde, capraz
kontaminasyon riski iki katina kadar ¢ikmaktadir. Kanatlilarda transovaryal veya
yumurta kabugu ile olusan bulaslar sonucunda, etken canli hayvanda hastaliga neden
olmadan tasinabilmektedir. Sigir, koyun ve kegilerde de klinik semptom
gostermeksizin yayilim gosterebilir, ayrica kesim prosesinde deri yiizme, i¢ organlarin
¢ikartilmasi asamasinda ¢apraz kontaminasyona neden olabilir (Erol, 2007). Ulusal ve
uluslararas1 diizeyde yem, canli hayvan ve hayvansal {iriin ticaretinin artmasina ve
turizmin hizli yayginlasmasima bagl olarak, hayvansal gidalardan kaynaklanan
Salmonella enfeksiyonlarinin sayis1 da tiim Diinya’da belirgin bir yiikselis gostererek
onemli halk sagligi problemlerine neden olmaktadir. Guniimuzde, gelismis iilkelerde
dahi rapor edilen gida kaynakli salmonelloz vakalarinin Sayisinin ger¢ek vaka
sayisinin ¢ok asagisinda oldugu ve bu konuda Ulkemizde saglikli veri tabaninin
bulunmadigi da bilinen bir gercektir. Enterik ates haricinde c¢ogu Salmonella
enfeksiyonlarinin ¢ocuklar ve yasl insanlar diginda nispeten daha hafif gérulmesi, bu
hastaliga verilmesi gereken Onemi azaltmamali ve yine her yil Salmonella
enfeksiyonlarinin sebep oldugu is giicii ve tedavi harcamalarina iliskin biiyiik
ekonomik zararlar da g6z ardi edilmemelidir.

Hayvansal gidalar icerisinde basta kontamine kanatli hayvan etleri ve yumurta
ile bunlardan yapilan iiriinler, kirmizi et ve {irtinleri, kontamine siit, pastacilik tirlinleri,
krema, dondurma ve soslar ile kabuklu deniz iiriinleri, cogu insan enfeksiyonlarina
neden olan en 6nemli kaynaklari olusturmaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar, farkli

Salmonella serotiplerinden kaynaklanan gida enfeksiyonlarinin meydana gelmesinde
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primer kontaminasyondan daha ¢ok, gidalarin elde edilmesi, ambalajlanmasi, nakli ve
muhafazasi ile mutfaklarda hazirlanmasi asamalarinda olusan sekonder ve Ozellikle
capraz kontaminasyonlar ile soguk zincirin kirilmasinin en Onemli sebepleri
olusturdugunu ortaya koymaktadir. Ayrica Salmonella’ya bagl enterit olgularinda
iyilesme donemindeki hastalar ile semptom gdostermeden enfeksiyon gegiren Kisiler de
haftalarca ve hatta aylarca digkilariyla Salmonella etkenlerini sagmak yoluyla ciddi bir

enfeksiyon kaynagi olmaktadir (Erol, 2007).

2.5. Patogenez

Salmonella serotiplerinin konakgilarda kalma siireleri ile konak¢ida gosterdigi
etkileri degiskenlik gostermekte ve virulansi yiiksek oldugundan patogenez oldukca
O6nem tasimaktadir (Bakowski, Braun & Brumell, 2008). Salmonella’nin birgok
serotipi patojen olup insan konak hiicrelerini istila etme, ¢ogalma, hayatta kalma,
potansiyel olarak 6lumcil olma yetenekleri bulunmaktadir (Hansen-Wester, Stecher,
& Hensel 2002). Bu sayede konakgi hiicreye erismek igin aslinda kendi fagositozunu
indiklemektedir. Bu dahiyane stratejinin altinda yatan olaganiistii genetik, Salmonella
patojenite adalar1 (SPI'ler), genis kromozomal DNA bdélgesinde bulunan ve istila
stirecinde yer alan yapilar1 kodlayan gen kiimelerinde bulunur (Grassl, & Finlay,
2008).

Salmonellozis, gerek konakgiya 6zgii olan gerekse konakgi spesifik olmayan
Salmonella serotipleriyle kontamine gida kaynaklarinin tiiketilmesi sonucunda
olusmaktadir. Kontamine gidalarin viicuda alimmmasindan itibaren semptomlar
ortalama 12-14 saat igerisinde gozlemlenmesine ragmen, bu siire ¢ok daha kisa veya
uzun olabilmektedir. Semptomlar genellikle, bulanti, kusma, karin agris1 (stafilokok
kaynakli gida zehirlenmesi kadar siddetli degil), bas agrisi, titreme ve ishalle
karakterizedir. Bu semptomlara kas zayifligi, baygimnlik, orta derecede ates,
huzursuzluk ve uyusukluk eslik edebilir. Salmonellozisin siddeti, ilgili serotipe ve
konakg¢inin immun durumuna bagl olarak degismektedir. Salmonella enfeksiyonu bes
yasin altindaki c¢ocuklar, yashlar ve bagisikligi baskilanmis hastalarda saglikli

bireylere gore daha siddetli seyredebilir. Semptomlar genellikle iki i¢ gun devam
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etmektedir. Oliim oran1, yasamin ilk y1linda %5.8'den, birinci ve 50. y1l arasinda %2'ye
ve 50 yasin lizerindeki kisilerde %15'e kadar degisen oranlarda olmakla birlikte
ortalama %4.1'dir. Hastalig1 atlatanlarda semptomlarin kaybolmasina karsin, hastalar
%S5 oraninda tasiyici olabilmektedir (Jay ve ark., 2008).

Insanlarda mide asiditesinin azalmasina neden olan durumlarda, 1 kob’e kadar
diisiik sayilardaki etken, hastalik olusumuna neden olabilmektedir (Silva ve ark.,
2018). Salmonella midede kolonize olmayip, ince bagirsagin distal kismi ile kalin
bagirsagin proksimal liimenine yerlesip koloni olusturur ve hizla ¢ogalarak
mezenteriyal lenf yumrularina erigir. Cogu Salmonella serotipi bolgesel lenf
yumrularinin digina ¢ikamaz ancak S. typhi ve S. choleraesuis gibi patojenler torasik
lenf yumrularina da yayilim gosterebilmektedir. Bu yayilim neticesinde karaciger,
dalak, safra kesesi enfeksiyonlarina da neden olabilmektedir. Enfekte olan safra,
Ozellikle S. typi viicuda alindiktan iki hafta sonra ikinci kez bagirsak enfeksiyonu
olusturur. Ek olarak kemik ve diger dokular1 da enfekte edebilir (Finlay, 1994; Foley,
& Lynne, 2008). Salmonella enfeksiyonlarinda olusan doku tahribati, noétrofiller
yardimiyla proteaz, miyeloperoksidaz ve NADPH oksidaz enzimlerinin
salgilanmasiyla olugmaktadir. Nadiren goriilen bazi durumlarda, makrofaj yaniti
gerceklesmeden Once kan dolasimina etkenler gegebilmekte ve boyle bir durumda
septik sok ve dliim gozlenebilmektedir (Foley, & Lynne, 2008; Telli, 2006; Unlii,
2011).

2.6. Salmonella Varhgmnin Belirlenmesinde Kullamlan Tam Yoéntemleri
2.6.1. Geleneksel yontemler

Salmonella serotiplerinin izolasyonu igin 6ncelikle 6rnegin belirli bir kisminin
secici olmayan 0n zenginlestirmesi yapilir, sonrasinda bunu selektif zenginlestirme
adimu takip eder. Selektif zenginlestirme isleminden sonra selektif kat1 besi yerine
gecis ve silipheli kolonilerin biyokimyasal ve serolojik dogrulamasi yapilir (Lee,
Runyon,, Herrman,, Phillips, & Hsieh, 2015) (Sekil 1). Mikroorganizmalarin farkli
biyokimyasal o6zelliklerini  kullanarak uygulanan Salmonella zenginlestirme
yaklasimlari, Uluslararasi Standardizasyon Orgiitii (ISO), Resmi Analitik Kimyagerler
Birligi (AOAC), Food and Drug Administration-Bacteriological Analytical Manual
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(FDA-BAM) ve Gida Giivenligi ve Denetim Servisi (FSIS) gibi birlikler tarafindan
yapilmis ve standardize edilmistir. I1SO 6579:2002 metoduna gore, orneklere
uygulanan tamponlanmis peptonlu su (BPW) ile 6n zenginlestirme isleminden sonra
Rappaport Vassiliadis (RVS) ve Muller-Kauffmann Tetrahionate-Novobiocin
(MKTTn) igeren segici zenginlestirme basamaklaridan olusur (ISO, 2002). On
zenginlestirme (pre-enrichment) asamasinda zarar gérmiis Salmonella hicrelerini
tamir etmek ve canlandirmak amaciyla BPW ve Laktoz Broth gibi bazi selektif
olmayan besi yerleri kullanilmaktadir. Daha sonraki asama olan ve primary
enrichment olarak da isimlendirilen basamakta ise 6n zenginlestirme sivi besi yeri,
safra tuzlari, thiosulphate, cycloheximide, nitrofurantoin ve sulphacetamide gibi
birden fazla inhibitéor madde iceren selektif zenginlestirme sivi besi yerine
aktarilmalidir. Bu asamada inhibitorlerin kullanilmasi, diger bakterilerin ¢cogalmasini
onlediginden Salmonella’nin gelismesi segici olarak desteklenmektedir. Selektif sivi
besi yerlerinden bazilari, Rappaport-Vassiliadis (RV) broth ve Tetrathionate (TT)
broth gibi, FDA-BAM ve Food Emergency Response Network (FERN) tarafindan
belirtilen ve kullanilan besiyerleridir. Bu sivi besi yerlerinin Salmonella gelisiminin
ve ortam segiciliginin artirilmasit amaci ile modifiye edilen formiilleri de

bulunmaktadir (Lee ve ark., 2015).

Selektif Selektif kat1 Biyokimyasal
en, 1n1e tirme enginlestirme besi yerine blyoklmyasal ve serolojik
Zengintes zenginies ekim identifikasyon identifikasyon

Sekil 1. Salmonella izolasyon ve identifikasyon semasi (Lee ve ark., 2015)

Salmonellalar, BPW'de 6n zenginlestirmeyi takiben MKTTn ve RVS'de segici
zenginlestirme basamaginin ardindan selektif kati besi yerine aktarilir. Kat1 besi yerleri
icerisinde en ¢ok kullanilan besi yerleri, Xylose-Lysine-Desoxycholate (XLD) agar,
Salmonella-Shigella (SS) agar, Xylose-Lysine-Tergitol-4 (XLT4) agar, Bismuth-
Sulfite agar, Brilliant Green agar, Hektoen Enteric agardir. Bazi serotiplerin ayirt edici
ozellikler gostermedigi hatta XLD iizerinde iiremedigi i¢in yanlis negatif sonuglara
neden olabildigi de bilinmektedir. Laktozu fermente eden S. arizonae serovarlari, XLD

tizerinde agik pembe-kirmizi, etrafi zonlu koloniler olusturabilirken, S. montevideo ve
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S. virchow gibi diger serovarlar, bu agar ilizerinde gelisim gostermeyebilmektedir.
Dolayisiyla, iki veya daha ¢ok selektif kat1 besiyerinin kullanilmasi veya novobiocin,
thiosulphate, sulphamethazine ve malachite green gibi uygun supplementlerin besi
yerine eklenmesiyle ortamin Salmonella y6niinden segiciliginin ve etkenin spesifik
besi yerinde Ureyebilme olanaginin artirilmasi saglanmaktadir (Carrique-Mas, &
Davies,, 2008; Lee ve ark., 2015).

Salmonella spp. oldugu belirlenen kolonilerden tipik bir-bes tanesi, 6n
biyokimyasal tanimlama amaciyla Triple Sugar Iron (TSI) agar ve Lysine Iron (LIA)
agar icerisine inokule edilip tireme durumlari incelenir. TSI ve LIA’da sirasiyla
glukoz-fermantasyonu ve lizin dekarboksilaz reaksiyonlari pozitif olan 6rneklere
sonrasinda yapilan Ureaz testi sonucunda (reaz aktivitesi negatif olanlara, APl 20E
gibi diger biyokimyasal testleri de igerisinde bulunduran identifikasyon testleri
uygulanir. Biyokimyasal olarak Salmonella spp. oldugu belirlenen 6rneklere serolojik
identifikasyon yani serotiplendirme asamalar1 uygulanir. Bu asamada, serogrup ve
serotiplerin belirlenmesi igin antijenik yapiya bagh agliitinasyon reaksiyonlarindan
(lam ve tiip) yararlanilir (Sgrensen, Alban, Nielsen, & Dahl, 2004). Salmonella
ornekleri konvansiyonel (geleneksel) yontemle serotiplendirilemiyorsa, Pulsed Field
Gel Electrophorezis (PFGE) yontemiyle tiplendirme yapilabilir. Konvansiyonel
mikrobiyolojik yontemler, gtivenilir, hassasiyeti yliksek ve molekiler yontemlere gore
ucuz olmasi gibi nedenlerle gida giivenligi ve halk saglig1 i¢in vazgegilmez referans
yontemlerdir (Gracias, & McKillip, 2004; Maciorowski, Herrera, Jones, Pillai, &
Ricke, 2006).

2.6.2. Hizh yontemler

Klasik yontemlerden baska Salmonella analizi igin kullanilan bir diger yontem
hizli yontemlerdir. Bu yontemler icerisinde, klonlama ve rekombinant DNA kullanim
prensibine gore gelistirilmis ve validasyonlart yapilmis birka¢ tan1 yontemi
bulunmaktadir. Hizli yontemlerin, klasik mikrobiyolojik yontemlere gore sarf
malzeme kullanimi, 6rnek isleme, depolama alani olusturma, zaman ve is giicii

alanlarinda avantaj saglayarak tercih edilme orani artmaktadir.
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Piyasada bulunan mevcut hizli ydontemler, yeni segici ortam, modifiye edilmis
geleneksel prosedurler, immunolojik testler ve nikleik asit temelli testler olmak lizere
kategorilere ayrilir. ELISA ve PCR tabanli yontemlerde, ELISA testleri, 10%-10° ml
seviyesinde Salmonella konsantrasyonunu tespit edebilirken, PCR testleri,
zenginlestirmeden sonra 10* ml diizeyinde hassasiyet derecesi saglamaktadir. Bu
yontemlerin giivenilirligi; mikrofloraya, o6rnek matrisine, kuiltird yapilamayan
hlcrelere ve engelleyici maddelere gore degiskenlik gosterebilmektedir (Alakomi ve
Saarela, 2009; Lee ve ark., 2015).

2.6.3. NUkleik asit temelli uygulamalar

Niikleik asit tabanli hizli testler, mikroorganizmanin igerisinde bulunan belirli
bir nukleik asit hedef dizisini kullanir. Bu testler, diger yontemlerden daha duyarl,
Ozgiin ve kapsamli olmasi gibi avantajlar1 bulundugundan Salmonella tespitinde son
yillarda siklikla tercih edilmekte olup, yontemler hizla gelistirilmektedir (Glynn ve
ark., 2006). Bu testlerde kullanilan iki ana teknik, hibridizasyon (DNA probu) ve
amplifikasyon (PCR) yontemleridir. Hizla gelistirilen ve lizerinde yogun c¢aligmalar
yapilan bu yontemler, 6rneklerde ¢ok az sayida etken olsa bile bunlari belirleyebilir ve
tek seferde fazla sayida 6rnek analiz edilebilmesine imkan saglar (Cohen ve ark.,
1993).

2.6.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulamalari

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi, Salmonella tespitinde kullanilan
kultr yapilmadan, DNA’nin spesifik bolgelerinin in vitro primerler aracili enzimatik
amplifikasyon prensibiyle ¢alisan tekniktir. PCR, 1siya dayanikli DNA polimeraz
kullanilarak, spesifik gen dizilimini DNA fragmanlarinin bir milyon katina ¢ikarabilir.
Bu yontemle, etkenler digiik de olsa tespit edilebilmekte ve zenginlestirme gibi
stireglerin olmamasi ve hizli sonu¢ alinmasi yontemin avantajlarindandir (Cocolin,
Manzano, Cantoni, & Comi, 1998; Eijkelkamp, Aarts, & Van der Fels-Klerx, 2009).

PCR testleri, ISO (10S 20838:2006, 1SO/DIS 22119, 1SO 16140:2003, 1SO
6579:2002, 1SO 22174) kriterlerine gore gelistirilmis, validasyonlar1 yapilmus,

standartize edilmistir. PCR tabanli ticari kitler, endiistri alaninda ve acil tespit edilmesi
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gereken durumlar i¢in gelistirilmis ve aliman dogru neticelerden dolay1 basartyla
kullanilmaktadir. Bu ticari kitlerden bazilari; ABI Prism 7500 (Applied Biosystems,
Warrington, Ingiltere), Probelia (Sanofi -Diagnostics Pasteur, Marnes-laCoquette,
Fransa), BAX sistemi (DuPont Qualicon, Wilmington, DE), TagMan yer alir. (PE-
Applied Biosystems, Foster City, CA), Gene-Trak (Neogen Corporation, Lansing,
MI), iQ-Check™ PCR (BioRad Laboratories, Hercules, CA), LightCycler (Roche
Diagnostics, Manheim, Almanya) ve SmartCycler (Cepheid Inc., Sunnyville, CA)’dir.
Ayrica BAX sistemi, PCR’nin Salmonella spp.’nin hizli amplifikasyonu ve teshisi i¢in
gereken tlim primerleri, enzimleri ve DNA’lar1 birlestiren tek formda tablet olarak
gelistirilmis ticari bir PCR yontemidir (Bennett, Greenwood, Tennant, Banks, & Betts,
1998).

2.6.5. Real time PCR (r-PCR) sistemleri

Floresan 1s1ma teknigiyle ¢alisan bu sistem, floresan dedektor ve sisteme bagl
real time thermocycler pargalarindan olusur. r-PCR’nin, yulksek sensitivite ve
ozgiilliikk, yiksek verimlilik, azaltilmis amplikon boyutu bu sistemin avantajlari
arasinda sayilabilir. Ayrica PCR sonrasi adimlarda meydana gelebilcek ¢apraz
kontaminasyonun r-PCR’de minimize olmast Onemli bir ayricalik olarak
gortlmektedir. PCR'nin varyasyonlari, SYBR Green gibi DNA baglayici boyalari veya
Scorpion primerleri gibi floresan oligonukleotitleri igerir. Ayrica molekiiler isaretleri,
floresan rezonans enerji transferi (FRET) problari ve TagMan® problarini da
bulundurur (Maurer, 2011). Hayvan diskilar1 gibi ¢esitli 6rneklerde, Salmonella tespit
etmek icin r-PCR ekipmanlartyla birlikte testler de gelistirilmis olup kanatl karkas,
¢ig siit, kirmiz1 ve beyaz etler, ¢iftlik etrafindan alinan ¢evresel sUrintuler, meyve,
sebze ve siit ¢iftliginden alinan 6rneklerde bu testler kullanilmaktadir (Bohaychuk,
Gensler, McFall, King, & Renter ,2007).

2.6.6. Minyaturize biyokimyasal testler

Bu testler, biyokimyasal analizlerin hizli formu olup, birim zamanda daha fazla
sonu¢ elde edilerek, az hacimde reaktif, ortam ve ekipman kullanimi bakimindan

pratik testlerdir. Bircok minyattr biyokimyasal analiz tek kullanimlik steril mikrotitre
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plaklarindan, ¢oklu asilama cihazlarindan ve 0zel substratlardan olusur. Testlerin
uygulanmasi esnasinda, mikrotitre plakasinin oyuklarina saf kiiltiirler yerlestirilir.
Belirlenen sicaklikta 16-24 saat inkiibasyonda bekletilir. Kat1 ortam veya sivi ortam
uzerinde Salmonella'nin varlig1 veya yoklugu, bir manuel tanimlama kodu yardimiyla
spesifik bilesimlerin ve metabolitlerin reaktiflerle reaksiyonunun neden oldugu renk
degisikliklerinin izlenmesiyle belirlenebilir. Bilgisayar araylzli otomatik okuyucu
yardimi ile okunarak degerlendirme yapilir.

API 20E dahil Salmonella hizli biyokimyasal karakterizasyonu yapabilen ticari
Kitler piyasada bulunmaktadir. Bu kitlerden bazilari; (bioMerieux sa, Marcy-I'Etoile,
Fransa), Enterotube Il (BD Diagnostik, Sparks, MD), Enterobacteriaceae Set Il
(6nceden Mnitek 11, BBL Mikrobiyoloji Sistemleri, Cockeysville, MD olarak bilinir),
MICRO-ID (Remel, Lenexa, KS), EPS (Enterik Patojenler Ekram1 Kart) (Vitek
Systems, Hazelwood, MO), GNI (Gram Negatif Kimlik Kart1) (Vitek Systems,
Hazelwood, MO), Microscan (Baxter Diagnostics, West Sacramento, CA), Dortli
Enterik Panel (Micro-Media Systems, San Jose, CA), Quantum Il (Abbott
Laboratories, Diagnostic Division, Abbott Park, IL), Sensititre (Sensititre, Salem,
NH), Tri Panel (DifcoPasco Laboratories, Wheat Ridge, CA), Vitek 2 (bioMerieux sa,
Marcy-I'Etoile, Fransa) ve Walk Away (Dade MicroScan, Bati Sacramento, CA)’dir
(Fung, 2002; Stager, & Davis, 1992).

2.7. Salmonellalarda Tiplendirme Metotlar:

Salmonella izolatlarinin tiplerinin belirlenmesi, daha etkili koruma ve kontrol
programlart  uygulanmast  agisindan  Onemlidir. S6z  konusu izolatlarin
tiplendirilmesinin yapilabilmesi, her laboratuvarda miimkiin olmayabilir, bunun igin
referans laboratuvarlar olmasi gerekmektedir. Ribotiplendirme, bazi g¢alismalarda
genotiplendirmede altin standart yontem olarak kabul edilen PFGE testi kadar duyarli
bulunamasa da, PFGE testinden ¢ok daha hizli bir sekilde sonug vermesi, deneyimli
personel ve laboratuvar sartlarina gereksinim gdstermeyen kapali otomotize bir sistem
olmasi ile bir defada birden fazla numunenin islenmesini gerektiren epidemiyolojik

calismalarda alternatif olmasi yoOniinden siklikla kullanim alani bulmaktadir (De
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Cesare, Manfreda Dambaugh, Guerzoni, & Franchini 2001; Hollis, Bruce, Fritschel,
& Pfaller, 1999).

Fenotipik metotlar: Fenotipik tiplendirme; biyotiplendirme, serotiplendirme ve faj
tiplendirme olarak ti¢ farkli sekilde yapilabilimektedir.

Biyotiplendirme: Bir giin 37°C’de inkilbasyondan sonra selektif besi yerinde Ureyen
kolonilerin identifikasyon isleminde, ilk olarak saf/ari kultirden Gram boyama ve
hareket muayenesi yapilir. Sonraki asamada dekstroz, laktoz, siikroz, mannitol,
maltoz, dulsitol, malonat, jelatin, Ure, sitrat kullanimi, ornitin dekarboksilaz, Metil-red
ve Voges-proskauer, Potasyum siyanur (KCN) ve Onitrophenyl-beta-D-
galaktopyranoside (ONPG) olusumu, indol, hidrojen siilfiir biyokimyasal testleri
kullanilir (Izgiir, 2006).

Serotiplendirme: Salmonellalarin antijenik yapilari, identifikasyon isleminde
gereklidir. Serotiplendirme bakteri yapisinda bulunan O ve H antijenlerinin
belirlenmesi ile yapilmaktadir. O antijeni butiin Salmonella serotiplerinde bulunmakta
olup, polisakkarit yapidadir. Bu antijen hiicre duvarinda protein ve lipitlere bagl
olarak bulunur. H antijeni ise hareketli salmonellalarda bulunur, protein yapida ve
1stya duyarlirdir. Salmonella’nin antijenik 6zelliklerine gore identifikasyonu oldukca
onemlidir. Identifikasyon isleminde oOncelikle Serogruplandirmada, O antijenini
belirlemek i¢in Salmonella polivalan antiserumlari ile lam agliitinasyon testi yapilir,
pozitif sonug ¢ikarsa incelenen etkenin Salmonella spp. oldugu kabul edilir ve daha
sonra ‘O’ spesifik grup antiserumlar1 (A, B, C, D, ....) ile bu etkene tekrar lam
agliitinasyon testi uygulanir. Hareketli salmonellalarda ise bu testlere ek olarak
oncelikle Spicers Edwards antiserumlar1 ve sonrasinda grup faktor antiserumlari ile
tiip agliitinasyon testleri yapilarak Faz-1 ve Faz-2 belirlenir ve bdylece izole edilmis
etken serotip diizeyinde identifiye edilir. (Izgiir, 2006)

Faj tiplendirme: Salmonellalara ait fajlar bulunmaktadir. Salmonella’da yaklasik
%97 oraninda lize olabilen Salmonella O-1 faji, 6zellikle Salmonella cinsininin
identifikasyonunda giivenilir, cinse 0zgli spesifik bakteriyofajdir. Faj temelli
tiplendirme giiniimiizde hala kullanilmaktir. Halk sagligi i¢in 6nem arz eden S.
paratyphi B, S. typhimurium, S. enteritidis, S. agona, S. hadar ve S. virchow gibi

serotiplerde kullanilir. Ozellikle gidalarin neden oldugu Salmonella salgmlarmin
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gbzlenmesinde ve epidemiyolojik calismalarda ana metot olarak kullanilmaktadir
(Izgiir, 2006; Malorny ve ark., 2004).

Molekuler metotlar: Salmonellalar1 molekiiler bazda tiplendirmek igin birgok
yontem bulunmaktadir.

Pulsed- field gel electrophoresis (PFGE): Salmonella suslari arasinda molekiiler
iliskiyi belirlemede ilk yontem olarak PFGE yontemi akla gelmektedir. Bu yontem,
Schwartz ve Cantor tarafindan bulunmustur. DNA pargalarinin ayrilmasi igin kati
matris boyunca elektrik alaninin birden fazla yonde degismesi saglanir. Bu yontemde;
kesilmemis DNA'nin hazirlanmasi, restriksiyon endontkleaz enzimi kullanilarak
DNA'nin sindirilmesi, parcalarin PFGE ile ayrilmasi ve bantlama modellerinin
gorsellestirilmesi ve yorumlanmasi gerekmektedir. Diger yontemlere gore daha yavas
ve pahali olmasi, spesifik ekipman, yiksek kaliteli kimyasal ve sistem hazirliginda
tecrubeli personele ihtiyag duyulmasi yontemin dezavantajlar1 olarak sayilabilir
(Kaufmann, 1998).

Ribotiplendirme: Ribotipleme, endonikleazla sindirilmis kromozomal DNA'nin
agaroz jeller lizerinde ayrilmasiyla baslar, DNA daha sonra bir zara aktarilir ve
pargalar, 16S ve 23S rRNA'y1 tantyan bir proba hibritlenir. Ribotip analizi, baz1 yaygin
serotipler ve faj tiplerine giren izolatlarin bazilarini agikga alt tiplendirebilir (Landeras,
1996).

Insersiyon dizisi (IS) tiplendirme: 1S200, Salmonella, Escherichia, Shigella, Vibrio,
Enterococcus, Clostridium, Helicobacter ve Actinobacillus gibi ¢esitli bakterilerde var
olan, tek bir gen igeren, hareketli bir elementtir. 1S200 tiplendirmesi, Salmonella
suslart arasindaki molekiiler iliskileri tespit etmek i¢in kullanmilmistir (Imen ve
ark.,2012).

Randomly amplified polimorphic DNA (RAPD): Standart RAPD teknolojisinin
temel prensibi, PCR ile diisiik baglanma sicakliklari altinda toplam genomik DNA'nin
nanogram miktarlarin1 artirmak ic¢in primer olarak rastgele dizilerin kisa sentetik
oligoniikleotidlerini (10 baz uzunlugunda) kullanir. Teknigin ileriki agamalarinda elde
edilen ¢ogaltma iiriinii radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve
cogaltma triinleri bantlar halinde gozlemlenerek incelenmektedir. Bantlarin varligi

veya yokluguyla sonuglar degerlendirilmektedir (Williams ve ark., 1990).
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Amplified fragment length polymorphism (AFLP): AFLP analiz yontemi, adaptor
spesifik primerlerle yapilan PCR amplifikasyonunun ardindan genomik restriksiyon
pargalarina problarin baglanmasiyla uygulanan bir yontemdir (Imen ve ark., 2012).
DNA dizileme tabanh analizler (Multi Locus Sekans Tiplendirmesi-MLST):
MLST, temizlik veya virlilans genlerinin boliimlerinden DNA sekanslarini ve/veya
mutasyon veya rekombinasyon olaylarina bagli olarak degisen rRNA sekanslarini
karsilastiran bir molekiiler tipleme stratejisidir. Cok odakli sekans tiplemesi olarak da
adlandirilan, yiiksek ayrim giicli ile minimum insan girdisi gerektiren giiclii bir veri
analizi yontemidir. MLST, multilokus enzim elektroforezi ile elde edilenlere benzer
veriler saglar, ancak incelenen enzimin genel yiikiindeki ve ifadesindeki degisiklikleri
taramak yerine bireysel niikleotit degisikliklerini degerlendirme yetenegine sahip
oldugundan, 6nemli 6l¢iide daha ayrintilidir (Maiden et al., 1998). Salmonellalarda ilk
MLST semasi, yedi housekeeping gen fragmanina spesifik olarak 2002 yilinda S.
Typhi ile S. enterica alt tlrana birbirlerinden ayirt etmek igin olusturulmustur. Bu
housekeeping genler (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA ve thrA) kromozom
izerinde yayilmig vaziyette bulunan ve bakterilerin ¢esitlilik profillerini en iyi
gosteren kisimlar olarak bilinmektedir (Malorny ve ark., 2011).

DNA mikroarray tabanh analizler: Son yillarda hizla artan bir gelisme gosteren bu
analiz yontemlerinde, biyolojik problar minyatirize gridler Uzerinde bir ylzeye
baglanmis sekilde tiretilmektedir. Bu sekilde farkli Salmonella DNA dizilerinden elde
edilen problarin kullanimi ile gelistirilerek iiretilmis olan mikroarrayler (tiim genom

mikroarreyleri) bulunmaktadir (Bell ve Kyriakides, 2002).

2.8. Salmonella Sayisinin Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler

Gidalardaki belirli bir patojenin varligir ve sayisi ile insan popilasyonunda
neden oldugu hastaligin oran1 arasinda baglant1 kurmak oldukca zordur. Ancak riskin
biiyiikliigiinii tahmin etmek, halk sagligmin korunmasi ve enfektif dozun
belirlenmesine yonelik kamuya iletilebilecek net hedefler belirlemek igin bu bilgiye
ihtiya¢ duyulmaktadir (Mead ve ark., 2010).

Kanatlh karkaslarinda Salmonella sayimi i¢in kullanilan geleneksel yontem,
kiiltiire dayali Most Probable Number-En Muhtemel Say1 (MPN-EMS) yontemidir.
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Ayrica Miniaturized Most Probable Number-Minyatiirize En Muhtemel Say1 yontemi
(mMMPN-mEMS), quantitative-kantitatif PCR (qPCR) yontemi ve immunofloresan
temelli  yontemler de Salmonella sayisinin  belirlenmesinde  kullanilan
yontemlerdendir. McCrady (1915), tarafindan yapilan g¢alismada, kullanilan MPN
tekniginde, birim basina organizma sayimi i¢in Poisson'un dagilimindan yararlanildigi
bilinmektedir. Kapsamli olarak incelenen ve yaygin olarak kabul edilen bu yontem,
diger numaralandirma yontemleri pratik olmadiginda kullanilmaktadir (Blodgett, &
Garthright, 1998; Mead ve ark. 2010). Bununla birlikte, MPN testleri zaman alic1 ve
yogun is giicli gerektirdigi i¢in elestirilmektedir. Ayrica, yontemin biyuk oOrnek
kiimeleriyle c¢alisildiginda, hataya agik oldugu belirtilmektedir. Bu metot,
mikroorganizma sayiminda kullanilacak ornegin, seyreltilerek koloni sayimi yapma ve
sonuctan yola ¢ikarak drnekteki toplam bakteriyi tahmin etmeye dayali, yaklasik sonug
veren bir metotdur. Ornegin; karkas durulama suyundan her biri 10 ml'lik tg alikot
almarak ii¢ ayr steril test tiipiine yerlestirilir ve her birinden diliisyon yapilarak (10°,
101, 10?) inkiibe edilir. inkiibasyondan sonra, bu &n zenginlestirme sivilar1 selektif
s1vi besi yerlerine aktarilir ve 24 saat daha inkiibe edilir. Pozitif tupler belirlenerek
selektif siv1 besiyerinden sonra selektif kati besi yeri tizerine ekimi yapilarak inkiibe
edilir. Herhangi bir siipheli Salmonella kolonisinin, Salmonella olarak tanimlanmasini
dogrulamak igin biyokimyasal testlere tabi tutulur. Pozitif drneklerdeki Salmonella
sayllarinin MPN tahminlerini belirlemek i¢in bir MPN tablosuyla karsilastirilir
(USDA, 2014). Rigby (1982), yaptig1 ¢alismada, broyler karkas durulama sularindan,
MPN yontemini kullanarak ¢ogu karkasin diisiik sayida Salmonella i¢erdigini ve MPN
yonteminin bu diisiik bakteri diizeylerini tahmin etmek igin uygun oldugunu
belirlemistir.

En muhtemel say1 yaklagimi, Ornekdeki bakteri kontaminasyonu hakkinda
nicel veriler elde etmek igin farkli endustrilerde kullanilmakta olup (Sutton, 2010),
ABD’nde devlet kurumlar1 tarafindan resmi bir analitik yontem olarak tavsiye
edilmektedir. Bu yontemi iyilestirmek, kanatli hayvanlara ait 6rneklerde uygulamak
ve etkinligini artirmak i¢in bazi revizyonlar yapilmistir. Pavic, Groves, Bailey, & Cox
(2010), kanatli triinlerinde Salmonella sayimi igin minyatiirlestirilmis bir MPN

metodu gelistirmistir. Geleneksel MPN ile kiyaslandiginda bu metodun, siire ayni
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kalsa da, is giliciini %56, kullanilan besi yeri sarf miktarin1 %64 ve ekipmanlar ise
%25 oraninda azalttig1 bildirilmistir.

Salmonella sayimi i¢in son gelismelerin ¢ogu molekiler temellidir ve rutinde
tim genom diziliminin tanitilmasiyla onemli gelismeler gergeklestirilmistir (Ricke
Kim, Shi, & Park, 2018). PCR ve gPCR yontemi, gida matrislerinde Salmonella
hakkinda bilgi saglamaktadir. Gidalardan Salmonella tespitinde, ¢esitli gen hedefleri
arastirtlmis olup en ¢ok kullanilan hedef genlerden birinin invA oldugu bilinmektedir
(Cheng ve ark., 2015). InvA geni, bakterinin i¢ zarinda konak¢1 bagirsak hiicrelerinin
istilasina izin veren bir proteini kodlamaktadir. InvA geni, Salmonella cinsine 6zgi
diziler icermekte ve bu nedenle PCR igin mikemmel bir hedef olmaktadir (El-Sebay,
Shady, El-Rashed El-Zeedy, & Samy, 2017). immiinofloresan temelli yontemlerle
dogrudan sayim ise, sayimdaki diisiik hassasiyet, antikor kalitesi sorunlari ve
florokrom baglantis1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmamaktadir (Wang, & Slavik,
1999).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Ornekler

Bu ¢alismada, Balikesir’de faaliyet gosteren giinliik ortalama 200.000 adet
broyler kesim kapasitesine sahip bir kanatli kesimhanesi, Eyliil-EKim 2021 tarihleri
arasinda 2 aylik siire igerisinde ayda 2-3 kez olmak tizere toplam 5 defa ziyaret edildi.
Hava sogutma sistemi kullanilan bu isletmede, Sogutma Oncesi (SO) ve Sogutma
Sonras1 (SS) asamalardan steril kosullar géz 6niinde bulundurularak, biribine yakin
olmayan, rastgele ve tarafsiz 6rnekleme ile 480 broyler karkasini temsil eden (5
broyler boyun derisi 1 birim olacak sekilde) toplam 96 birim (48 birim SO + 48 birim
SS=96) ornek alindi. Alinan Ornekler, soguk zincir kosullar1 altinda en kisa siire

icerisinde analiz edilmek Uzere laboratuvara getirildi.

3.1.2. Standart suslar

Karkas orneklerinden Salmonella spp.’nin izolasyon, identifikasyon iglemleri
ve sayisinin belirlenmesi ile Salmonella spp. spesifik r-PCR (Salm-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 Saglhigi Kurumu, Ankara) standart bakteri suslari pozitif kontrol olarak
kullanildi.

3.1.3. Cihazlar

* Hassas terazi (Precisa, 220 M SCS)

* Deiyonize ve ultra saf su sistemleri (Milipore Mili-Q Q-Gard 1)
* pH metre (inoLab pH720)

* Isiticili manyetik karistirict (Ikamag RH)

* Su banyosu (Niive, RT 400 )

* Otoklav (Thermo Scientific, 18102A-1CE)

* Stomacher (Seward, 400 C)
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* Vorteks (Stuart, SAS)

* Biyogiivenlik kabineti Tip II (Esco, AC2-4E1)

+ Densimat (Biomerieux, 21250)

» Inkiibatér (Thermo Scientific, Heratherm 1GS100)

* Buzdolabr (Argelik)

* -20°C’lik derin dondurucu (Arcelik)

+ -80°C’lik derin dondurucu (Thermo Scientific-T series, TSX40086A)
* Blok 1sitic1 (Techne, DB-2D-FDB02DD)

* Nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific, ND-1000)

* Santrifiij (Thermo Scientific, MicroCL 17)

* PCR kabineti (Esco)

« Light Cycler 2.0 PCR cihaz1 ve sistemi (Roche Diagnostics, 03531414201)
* Orbital Shaker (BT Lab Systems, BT934)

3.2. YOntem

3.2.1. Karkastan ornek alinmasi (Boyun derisinden)

Ornek alma, 1SO 17604:2015 Microbiology of the Food Chain - Carcass
Sampling for Microbiological Analysis (Gida Zincir Mikrobiyolojisi - Mikrobiyolojik
Analiz i¢in Karkaslardan Ornek Alma) standardi (ISO, 2015)’nin 8.2. Excision
methods (Eksizyon metotlar1), 8.2.3. Skin sampling (Deriden 6rnek alma) ve 8.2.3.1.
Neck skin (Boyun derisi) bolumunt gereklilikleri géz o6nlinde bulundurularak
gerceklestirildi. Buamagla, Eylil-Ekim 2021°de glnlik ortalama 200.000 adet broyler
kesim kapasitesine sahip olan kesimhane, tarafsiz ve rastgele Orneklemenin
saglanabilmesi i¢in 2 ayda 5 kez ziyaret edildi. Toplamda 480 broyler karkasini (96
birim 6rnegi) temsil edecek sekilde planlanan 48 SO ve 48 SS &rnek alinmasi
isleminde; 1 birim birlestirilmis boyun derisi i¢in 5 broyler karkasinin herbirinden 10-
12 g alinan ve toplam 50-60 g kadar olan Ornek, saklama kaplarinda +4°C’de
maksimum 1 saat igerisinde laboratuvara getirilerek Salmonella spp. sayisinin

belirlenmesi amaciyla analiz edildi (1ISO, 2017).
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32.2. Karkas Orneklerinden 1SO 6579-2:2012 ile Salmonella’min
Minyatiirlestirilmis En Muhtemel Say1 (NEMS) Teknigi ile Sayimm

3.2.2.1. Test edilecek miktar-Baslangig siispansiyonunun hazirlanmasi

Laboratuvara getirilen birlestirilmis boyun derilerine elle disaridan 3 dakika
masaj yapildiktan sonra, steril makas ile 25 g’lik 1 birim 6rnek, steril 500 ml’lik
stomacher poseti (LP Italiana, L177538) igerisine aktarildi. Oda sicakligindaki 225 ml
Buffered Peptone Water (BPW, OXOID, CM1049) Uzerine eklenerek Stomacher’de
(Seward, 400 C) 230 rpm’de 1 dakika homojenize edildi ve 6rnegin 1/10’luk diliisyonu
(baslangig¢ siispansiyonu) hazirland: (1SO, 2012).

3.2.2.2. Diliisyon ve selektif olmayan sivi besi yerinde 6n zenginlestirme

(Preenrichment)

Sekil 2’de gosterildigi gibi 12 kuyucuklu plagin (ISOLAB, 122.11.012) ilk
sirasinda yer alan 3 kuyucugun igerisi bos birakilmak sartryla diger 2., 3. ve 4.
siralardaki her 3 kuyucuga 6n zenginlestirme sivist olan BPW’den 2’ser ml transfer
edildi. Daha sonra ilk sirada bos birakilan 3 kuyucugun herbirine baslangic
suispansiyonundan 2,5 ml transfer edildi. Ik 5%°lik diliisyon igin, ilk siradaki baslangic
slispansiyonundan pipet ile karigtirma islemi yapildiktan sonra 0,5 ml alinarak 2.
siradaki 2’ser ml BPW bulunan 3 kuyucuga sirasiyla transfer edildi. Benzer islemler
birbirini izleyen diger siitunlar i¢in de gergeklestirildi. Plaklar 37°C’de 18 £ 2 saat
inkiibasyona birakild1 (1SO, 2012).
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Sekil 2. Baslangig siispansiyonundan alinan 6rnege, diliisyon ve 6n zenginlestirme asamasinin
uygulanmast

Test edilen drneklerin kontaminasyon seviyesinin tahmin edilemedigi ve/veya
diisiik olabilecegi durumlarda (6rnegin SS asamasindan alman Orneklerde),
Salmonella spp.’nin varliginin kontrol edilmesi igin ayn1 zamanda baslangi¢
stispansiyonu kilture edildi (Sekil 3). Bu amagla, baslangig stispansiyonu 37°C’de 18
+ 2 saat inkibe edilerek 3.2.2.3. ve 3.2.2.4. bolimlerinde tarif edilen prosedirler
gerceklestirildi. Sadece farkli olarak kuyucuklu plak yerine Novobiocin Supplement
(OXOID, SR0181) ilave edilen Modifiye yari kati Rappaport-Vassiliadis Agar
(MSSRVA, OXOID, CM0669) igeren petri kab1 hazirland1 ve inkiibasyon sonrasi
BPW’deki baslangi¢ stispansiyonundan toplam hacmi 0,1 ml olacak sekilde alinan

ornek, petri kabinin ortasina inokile edildi (ISO, 2012).
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Sekil 3. Salmonella spp. varligmin belirlenmesinde pozitif kiltlr (S.enteritidis) ve baslangic
slispansiyonundan (sogutma 6ncesi 1 no’ lu 6rnek) alinan 6rnegin MSSRV A’daki Ureme gorunttsi

3.2.2.3. Selektif yar:1 kati besi yerinde zenginlestirme (Enrichment)

Zenginlestirme i¢in her bir kuyucugunda 2’ser ml’lik MSSRVA konularak
onceden hazirlanan plak, oda sicakligma getirildi. Inkiibasyondan aliman o6n
zenginlestirme plagi ise Once orbital shaker (BT Lab Sysytems, BT934) yardimiyla 1
dakika boyunca karistirildi. On zenginlestirme plagindaki (BPW) dilue drneklerin her
birinden 20 pl alinarak 2 ml MSSRVA i¢eren kuyucuklarin kenarina ve ylzeyine ekim
yapilarak 41,5°C’de 24 + 3 saat inkiibasyona birakildi (Sekil 4). Inkiibasyon
sonrasinda, Kuyucuklarin kenar kismindaki inokle edilen noktadan yayilan, merkezi
beyaz ve gri-beyaz renkli, opak zon gdsterenler siipheli olarak kabul edildi (Sekil 5).

Negatif sonu¢ veren plaklara 24 + 3 saatlik ilave inkiibasyon daha yapild:.
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Sekil 5. Zenginlestirme agamasi uygulanmis plagmn inkiibasyon sonrasindaki goruntist

3.2.2.4. Selektif kat1 besi yerine ekim

Stipheli olarak belirlenen en yiiksek diliisyon kuyucuklarindan baglayarak ileri
diliisyonlara dogru 3-2-1 seklinde se¢im yapilarak MSSRVA kuyucuklarindaki opak
zonlu iiremenin kenar kisminin hemen i¢ tarafindan 1 pl’lik 6ze ile selektif kati1 besi
yeri olan Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLDA, OXOID, CM0469) bulunan petri
kabinin yiizeyine ekim yapilip 37°C’de 24 + 3 saat inkiibe edildi. Ayni1 zamanda ikinci
besi yeri olarak belirlenen Salmonella Selective Supplement (OXOID, SR0194)
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eklenmis olan Brilliance Salmonella Agar’a (BSA, OXOID, CM1092) da MSSRVA
kuyucuklarinda bulunan opak zonlu kolonilerden 1 ul’lik 6ze ile petri kabinin
ylzeyine ekim yapilip, XLDA’ya yapilan ekim ile es zamanli olarak 37°C’de 24 + 3
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda iki selektif kat1 besi yerinde de tiremenin
olmadig1 durumlarda, ayni sicaklikta 24 + 3 saatlik ilave bir inkiibasyon daha yapildi.
XLDA yuzeyinde olusan siyah merkezli ve agik kirmizimsi seffaf zonlu, balik gozi
seklindeki koloniler tipik/siipheli olarak degerlendirildi. Ayni1 zamanda, BSA
yiizeyinde olusan mor, parlak, diizgiin yuvarlak sekilli koloniler de tipik/siipheli olarak
degerlendirildi (1SO, 2012).

3.2.2.5. Dogrulama

Dogrulama igin XLDA’da ve BSA’da lreyen Salmonella spp. stipheli tipik
kolonilerden en az 1 adet segilerek 6nce MacConkey Agarda (MCA, OXOID,
CMO0115) birkag kez pasaj edilerek saflastirildi. Bu islemi takiben Nutrient Agar (NA,
OXOID, CM0003)’a ekim yapilan plaklar 37°C’de 24 =+ 3 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1t NA’da iireyen saf kiiltiire 6n biyokimyasal testler (TSI, LI, (ireaz
ve oksidaz) yapildi. Bu testlerde Salmonella pozitif sonug veren izolatlarin son olarak
APl 20E (Biomerieux, 20100) ile biyokimyasal identifikasyonu gerceklestirildi.
Negatif sonug alinmasi durumunda ise XLDA’da bulunan tipik kolonilerden 4 tanesine
daha ayni iglemler gergeklestirildi. Pozitif 6rneklere ait saf izolatlar, Brain Heart
Infusion Broth (BHIB, OXOID, CM1135) ve %50 steril gliserol iceren stokta -80°C
derin dondurucuda saklandi. Tum izolasyon ve identifikasyon asamalar1 biyoguvenlik
kabineti Tip II’de (Esco, AC2-4E1) yapildi (ISO, 2012). Ayrica Salm-PCR analizi igin
NA’da iireyen saf kiiltiirden 1 6ze dolusu alinarak eppendorf tiipii igerisinde 500 pl
steril PCR-grade su ilavesi ve vorteks yardimi ile homojenize edilip -20°C derin

dondurucuda saklanmak tizere kaldirildi.

3.2.2.6. Minyatiirlestirilmis En Muhtemel Sayinin (NEMS) hesaplanmasi

Her diliisyon i¢in pozitif ve dogrulanmis sonug veren kuyucuk sayisi sayilip,
ISO 7218:2007/Amd.1:2013 ‘Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs -

General Requirements and Guidance for Microbiological Examinations’ (1SO 7218:
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2007/1. Tadil:2013 ‘Gida ve Hayvan Yemleri Mikrobiyolojisi - Mikrobiyolojik
Incelemeler i¢in Genel Sartlar ve Rehber’) standard1 ve Jarvis ve ark. (2010) tarafindan
gelistirilen MPN Calculation Program, Version 6 (2018-11-07) kullanilarak
Salmonella spp. sayist hesaplandi (ISO, 2013). ISO 6579-2:2012’ye gore

Salmonella’nin mEMS yontemi ile sayimini gosteren prosediir semast Sekil 6’da

gosterilmistir.
Prosediir Semasi
L Zenginlestirme dncesi
BPW!'de seri diliisyon ve BPW'nin (20 pl) » MSRVA'da segici zenginlestirme
in zenginlestirme MSRVA'ya aktarilmasi

2 ml'de 500 pl
0,20 0,0480,08 0002

7N\ (7NN (7N
NAIEVR| @ :umskva
“é é ” ’ ’ @ @@ ’ in:lﬂhzl:yomlan sonra

0000 9999 OO9® |~ M
0000 9999 | OOOO0 | -

41,5°C" de 24 sa inkiibasyon
37°C' de 18 sa inkiibasyon * Negatif kuyucuklar icin +48 q

sa ilave inkiibasyon

. Baslangi¢ siispansiyonu

. 2 ml BPW

En diigiikten en yiiksek diliisyon(lar)a sahip
siipheli kuyucuklardan selektif kati besi yerine
(XLDA ve BSA) gegilerek 37 °C' de 24 sa'lik
inkiibasyon

|

Her besi yerinden tipik bir koloni se¢ilerek
dogrulama i¢in 6n biyokimyasal, ileri biyokimyasal
ve Salmonella spp. Salm- PCR testleri

'

mEMS' ye doniigtiirme

Sekil 6. Salmonella sayisinin mEMS yontemi ile belirlenmesi (1ISO, 2012).

39



3.2.3. Salmonella spp. Spesifik r-PCR (Salm-PCR) Analizi ile Dogrulama

3.2.3.1. Salmonella spp. Spesifik r-PCR (Salm-PCR) icin templeyt hazirlama

Biyokimyasal identifikasyon sonucu Salmonella oldugu belirlenen izolatlarin
Salm-PCR ile dogrulanmasi i¢gin DNA 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 1sisinda
¢oziindiriilerek vortex yardimiyla (Stuart, SA8) homojenize edildikten sonra 8,000 X
g’de 5 dakika santrifiije (Thermo Scientific, MicroCL 17) edildi. Santrifiij isleminin
ardindan supernatant pipetle uzaklastirilarak Eppendorf tiipiiniin dip kisminda kalan
pelet lizerine 200 pl lizis buffer eklenip homojenizasyon i¢in vortekslendi. Kapaklari
tyice sikistirilan tiipler blok 1siticida (Techne, DB-2D-FDB02DD) 97,5°C’de 10
dakikalik inkiibasyonun ardindan vortekslenip, 13,000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij isleminin ardindan izole edilen supernatant igerisinde kalan DNA’nin saflig1
ile konsantrasyonu Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific, ND-1000) ile
Olciilerek miktar1 100 ng/pl, absorbans degeri 1,6 - 2,0 araliginda olan DNA izolatlar1
r-PCR analizlerinde templeyt olarak kullanildi.

3.2.3.2. Salmonella spp. Spesifik r-PCR (Salm-PCR)

LightCycler 2.0 cihazina uyumlu olmasi amaci ile, Foodproof Salmonella
Detection Kit Hybridization Probes (Biotecon, R310 27) kiti el kitabi, 2.2. prosedir
bolimindeki (A) LightCycler Carousel-Based System Protokolli PCR parametreleri
olarak (1) 6n inkiibasyon (40°C’de 2 dk ardindan 95°C’de 10 dk); (2) 45 siklus
amplifikasyon (denaturasyon 95°C’de 0 sn, baglanma ve sonunda floresan sinyal
okuma 59°C’de 30 sn, uzama 72°C’de 5 sn); (3) sogutma (40°C’de 30 sn) LightCycler
2.0 (Roche Diagnostics, 05351414201) sisteminde programlandi. Yine, 2.2. prosedir
gereklilikleri dahilinde, cihazda reaksiyon sirasinda Salmonella ve internal
amplifikasyon kontrol (IAC)’iine ait dogru floresan sinyalinin okunabilmesi i¢in (B)
Fluorescence and Run Setup Parametreleri de LightCycler® Software Version 4.x’e
gore diizenlendi (PCR sirasindaki varsayilan floresan kanali 640 veya 705 ve PCR
analizi sirasinda varsayilan floresan kanali ise 640/Back 530 veya 705/Back 530).
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Salm-PCR i¢in karisim hazirlamada; her bir 6rnek i¢in 13 pl Salmonella master
mix, 1 pl Salmonella enzim soliisyonu ve 1 pl Salmonella TAC sivisindan alinarak
toplam 15 pl hacmindeki Salmonella PCR karisimi hazirlandi ve LightCycler 2.0
cihazina uygun kapiller borosilikat tliplere konuldu. Her bir kapillere 5 pl 6rnek
DNA’s1, negatif kontrol i¢in 5 ul PCR-grade su, pozitif kontrol icin ise 5 pl kit
Salmonella kontrol templeyti eklendi ve kapaklari kapatildi. LightCycler karuzel
santrifiijinde santrifiije edilen tim Kkapillerler karuzel ile LightCycler cihazina
yerlestirilerek reakisyon baglatildi.

Sonuglarin degerlendirilmesinde, kit el kitab1 2.3. analiz ve veri yorumlanmasi
bolumi kullanildi. Salmonella spp. hedef DNA’s1 floresan sinyali FAM (640-530)
kanalinda, IAC floresan sinyali ise VIC/HEX (705-530) kanalinda tespit edilerek

okundu ve sonuglar Tablo 7’ye gére yorumlandi.

Tablo 7. Sonuglarin degerlendirilmesi

Salmonella spp. Internal Kontrol Degerlendirme
(640/Back 530 Kanali) (705/Back 530 Kanal)
Pozitif Pozitif Pozitif
Negatif Pozitif Negatif
Pozitif Negatif Pozitif
Negatif Negatif Gegersiz

3.2.4. istatistiksel Analizler

Sogutma Oncesi ve sonrasinda Salmonella spp. pozitif sonug¢ veren karkas
orneklerinde Salmonella spp. sayilari (logio MEMS), SPSS versiyon_24 paket
programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Verilerin normallik ve
homojenlik degerleri, sirasiyla Kolmogorov-Smirnov ve Levene testleriyle ol¢uldu.
Normallik ve homojenligi sagladig: tespit edilen érnekler (SO ve SS) Independent-
Samples T Test analizi ile karsilastirildi. Gruplar arasi farkin p<0,05 olmasi
durumunda istatistiki olarak 6nem tasidig: belirlendi (Stehlik-Barry, K., & Babinec,
A.J. (2017).
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4. BULGULAR

Bu calismada, Eylil-Ekim 2021 tarihleri arasinda, Balikesir’de faaliyet
gosteren bir kanatli kesimhanesi, ayda 2-3 kez olmak uzere toplam 5 defa ziyaret
edilerek kesim asamalarindan sogutma tiineli girisi (SO) ve ¢ikis1 (SS) olarak secilen
iki kritik noktadan alinan toplam 480 broyler karkasini temsilen alinan 96 birim

ornekte Salmonella sayis1 ISO 6579-2:2012 uygulanarak belirlenmistir.

4.1. Ornekleme Sonugclar:

Orneklere ait bilgiler Tablo 8°de, 6rnek tipi, adi ve sayis1 ise Tablo 9’da

gosterilmistir.

Tablo 8. Orneklerin ait olduklar siirii/kiimes ile yas ve agirliklari

Ornekleme Parti N Siri Siiriideki Kiimes Sayisi Siirii Yas1  Ortalama Canhh  Ornek
arti No

Tarihi Biiyiikliigii (hacmi) (gun) Agirlik (g) Sayisi
03.09.2021 1 41,650 2 (15,050; 16,500) 40 2395 10
13.09.2021 2 17,000 1 (17,000) 40 2300 20
22.09.2021 3 19,500 1 (19,500) 42 2725 6
11.10.2021 4 4,400 1 (4,400) 44 2825 30
20.10.2021 5 18,000 1 (18,000) 44 2900 30
Toplam 42* 2629* 96

*: Ortalama degeri ifade etmektedir.
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Tablo 9. Ornek tipi, ad1 ve sayist

Parti No Orneklem Ahm Asamasi (Onek Tipi) Ornek Adi (Sayisi)

Sogutma Oncesi SO (5)

. Sogutma Sonrasi SS (5)
Ara Toplam 10

Sogutma Oncesi SO (10)

? Sogutma Sonrasi SS (10)
Ara Toplam 20

Sogutma Oncesi SO (3)

: Sogutma Sonrasi SS (3)
Ara Toplam 6

Sogutma Oncesi SO (15)

) Sogutma Sonrast SS (15)
Ara Toplam 30

Sogutma Oncesi SO (15)

° Sogutma Sonrasi SS (15)
Ara Toplam 30
Toplam 96

4.2. Salmonella spp. izolasyon, Identifikasyon ve Dogrulama Sonuglar

Bes parti halinde alian 48 adet SO ve 48 SS olmak (izere toplam 96 drnegin
88’inin (%91,67) Salmonella spp. varligi yoniinden pozitif oldugu belirlenmistir.
Sogutma oOncesi orneklerin %97,92’sinin (47/48) ve sogutma sonrasi orneklerin ise

%85,42’sinin (41/48) Salmonella tasidig: tespit edilmistir (Tablo 10).
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Tablo 10. Salmonella spp. pozitif 6rnek sayisi

Parti No Ornek Tipi Say1 Salmonella spp. Pozitif Ornek Sayisi (%)
1 Sogutma Oncesi 5 4/5 (80,00)
Sogutma Sonrast 5 4/5 (80,00)

2 Sogutma Oncesi 10 10/10 (100,00)

Sogutma Sonrast 10 8/10 (80,00)

3 Sogutma Oncesi 3 3/3 (100,00)

Sogutma Sonrasi B3 1/3 (33,33)

4 Sogutma Oncesi 15 15/15 (100,00)

Sogutma Sonrasi 15 13/15 (86,67)

5 Sogutma Oncesi 15 15/15 (100,0)

Sogutma Sonrasi 15 15/15 (100,0)

Sogutma Oncesi Toplam 48 47/48 (97,92)

Sogutma Sonras1 Toplam 48 41/48 (85,42)

4.2.1. Birinci Parti’ye ait orneklerde Salmonella spp. varhgi

Birinci partiye ait alinan 10 6rnegin 8 adedinde (%80,00) Salmonella spp.
bulundugu saptanmistir (Tablo 10). Sogutma oncesi alman SO-1 drnegi ve sogutma
sonrast alman SS-1 Orneginde, izOlasyon asamasinda kati besi yerinde selektif
zenginlestirme sonrasi tireme gozlenmemistir. Buna bagli olarak herhangi bir koloniye
ait saflagtirma ve sonrasinda dogrulama icin gerekli diger testler (6n biyokimyasal,

ileri biyokimyasal ve Salm-PCR) gergeklestirilmemistir (Tablo 11).
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4.2.2. ikinci Parti’ye ait 6rneklerde Salmonella spp. varhg

Ikinci partiye ait alman 20 6rnegin 18 adedinde (%90,00) Salmonella spp.
pozitif olarak tespit edilmistir (Tablo 10). Sogutma sonrasi alinan SS-10 6rneginde,
izolasyon asamasinda kati besi yerinde selektif zenginlestirme sonrasi iireme
gbzlenmemis olup, saflastirma, 6n biyokimyasal, ileri biyokimyasal testler ve Salm-
PCR analizi yapilmamistir. SS-14 6rneginde ise 6n biyokimyasal testlerden iireaz ve

oksidaz pozitif, API 20E ve Salm-PCR analizi ise negatif sonug¢ vermistir (Tablo 12).

4.2.3. Ugiincii Parti’ye ait 6rneklerde Salmonella spp. varhg

Uclincli partiye ait alman 6 6rnegin 4 adedinde (%66,67) Salmonella spp.
bulundugu saptanmistir (Tablo 10). Salmonella spp. yoniinden negatif olan 2 adet
ornegin (SS-17 ve SS-18), kat1 besi yerinde selektif zenginlestirme sonrasi iireme
gbzlenmedigi belirlenmistir. Buna bagli olarak herhangi bir koloniye ait saflagtirma ve
sonrasinda dogrulama i¢in gerekli diger testler (6n biyokimyasal, ileri biyokimyasal

ve Salm-PCR) gergeklestirilmemistir (Tablo 13).

4.2.4. Dordiincii Parti’ye ait 6rneklerde Salmonella spp. varhg

Bu partide alinan 30 6rnegin 28 adedinde (%93,33) Salmonella spp. pozitif
olarak tespit edilmistir (Tablo 10). Salmonella spp. negatif olarak belirlenen SS-27
orneginde, lizin dekarboksilaz negatif, Gireaz ve oksidaz pozitif, APl 20E ve Salm-PCR
ise negatif sonug vermistir. SS-28 6rneginde ise iireaz ve oksidaz testi pozitif, APl 20E

testi ve Salm-PCR analizi ise Salmonella yontinden negatif sonuglanmustir (Tablo 14).

4.2.5. Besinci Parti’ye ait orneklerde Salmonella spp. varhig:

Besinci partiye ait 30 6rnegin tiimiinde (%100,00) Salmonella spp. varlig:
saptanmigtir (Tablo 10).
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Tablo 11. Birinci Parti’ye ait sogutma 6ncesi ve sonrasi alinan 6rneklerde Salmonella spp. varligi

Non-selektif
Selektif Zenginlestirme Dogrulama
Zenginlestirme
N . Saflagtirma
Ornek Ornek
R Yari kat ) ileri biyokimyasal
Sayist Adi On zenginlestirme o Kat1 besiyeri On biyokimyasal testler Y Y Salmonella
besiyeri testler o
spp-spesifik
. API 20 E
BPW MSSRVA XLDA BSA MCA-NA TSI LI URE OXD r-PCR
(Salmonella spp.)
1 sO-1 + + - - Y* Y Y Y Y Y Y
2 sO-2 + + + + + + + - - + +
3 sO-3 + + + + + + + - - + +
4 SO-4 + + + + + + + - - + +
5 SO-5 + + + + + + + - - + +
6 SS-1 + + - - Y Y Y Y Y Y Y
7 SS-2 + + + + + + + - - + +
8 SS-3 + + + + + + + - - + +
9 SS-4 + + + + + + + - - + +
10 SS-5 + + + + + + + = = + +
Toplam (%) 8/10 (80,00) 8/10 (80,00)

*Y: Yapilmadi
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Tablo 12. Ikinci Parti’ye ait sogutma dncesi ve sonrasi alinan drneklerde Salmonella spp. varlig

Non-selektif
Selektif Zenginlestirme Dogrulama
Zenginlestirme
. .. Saflastirma § —
Ornek Ornek . Yar1 kati L 1leri biyokimyasal
On zenginlestirme L Kati besiyeri On biyokimyasal testler Salmonella
Sayisi Adi besiyeri testler o
spp-spesifik
. API1 20 E
BPW MSSRVA XLDA BSA MCA-NA TSI LI URE OXD r-PCR
(Salmonella spp.)

1 SO-6 + + + + + + + - - + +

2 SO-7 + + + + + + + - - + +

3 sSO-8 + + + + + + + - - + +

4 sO-9 + + + + + + + - - + +

5 sO-10 + + - + + + + - - + +

6 sO-11 + + + + + + + - - + +

7 sO-12 + + + + + + + - - + +

SO-13 + + - + + + + - - + +

9 SO-14 + + + + + + + - - + +

10 SO-15 + + + + + + + - - + +

11 SS-6 + + + + + + + - - + +

12 SS-7 + + - + + + + - - + +

13 SS-8 + + + + + + + - - + +

14 SS-9 + + + + + + + - - + +

15 SS-10 + + - - Y Y Y Y Y Y Y

16 SS-11 + + + + + + + - - + +

17 SS-12 + + + + + + + - - + +

18 SS-13 + + + + + + + - - + +

19 SS-14 + + + - + + + + + - -

20 SS-15 + + + + + + + - - + +

Toplam (%) 18/20 (90,00) 18/20 (90,00)

*Y: Yapilmad:
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Tablo 13. Ugiincii Parti’ye ait sogutma éncesi ve sonrasi alinan drneklerde Salmonella spp. varlig

Ornek Ornek

Sayisi Ad1
1 SO-16
2 sO17
3 SO-18
4 SS-16
5 SS-17
6 SS-18

*Y: Yapilmadi

Non.-seml.(tlf Selektif Zenginlestirme Dogrulama
Zenginlestirme
" Yari kati Saflastirma e ileri biyokimyasal
On zenginlestirme S Kat: besiyeri On biyokimyasal testler Salmonella
besiyeri testler i
- APl 20E spp-spesifik
BPW MSSRVA XLDA BSA MCA-NA TSI LI URE OXD (salmonella spp.) r-PCR
+ + + + + + + - - + +
+ + - + + + + - - + +
+ + + + + + + - - + +
+ + + + + + + - - + +
+ + - - Y Y Y Y Y Y Y
+ + - - Y Y Y Y Y Y Y
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Tablo 14. Dordiincii Parti’ye ait sogutma 6ncesi ve sonrasi alinan drneklerde Salmonella spp. varligi

Non-selektif

Zenginlestirme Selektif Zenginlestirme Dogrulama
g;;fsll( O;\r&?k On zenginlestirme ‘t{)zls‘:ylg:'? Kati besiyeri Saflastirma On biyokimyasal testler ileri:%/ I;Z%E;yasal Ssp;:)l _ngseilfli?(
BPW MSSRVA XLDA BSA MCA-NA TSI LI URE OXD (salmonella spp.) r-PCR
1 SO-19 + + + + + + + - - + +
2 SO-20 + + + + + + + - - + +
3 SO-21 + + + + + + + - - + +
4 sO-22 + + - + + + + - - + +
5 S0-23 + + + + + + + - ; + +
6 SO-24 + + + + + + + - ; + +
7 S0-25 + + + + + + + - - + +
8 S0O-26 + + + + + + + - - + +
9 SO-27 + + + + + + + - - + +
10 SO-28 + + + + + + + - ; + +
11 S0-29 + + + + + + + - ; + +
12 SO-30 + + + + + + + - ; + +
13 SO-31 + + + + + + + - - + +
14 S0-32 + + + + + + + - - + +
15 SO-33 + + + + + + + - ; + +
16 SS-19 + + + + + + + - - + +
17 SS-20 + + + + + + + = = + +
18 SS-21 + + + + + + + - 5 + +
19 SS-22 + + + + + + + - - + +
20 SS-23 + + + + + + + - - + +
21 SS-24 + + + + + + + - - + +
22 SS-25 + + + + + + + - - + +
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23
24
25
26
27
28
29
30

SS-26
SS-27
SS-28
SS-29
SS-30
SS-31
SS-32
SS-33
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Tablo 15. Besinci Parti’ye ait sogutma oncesi ve sonrasi alinan 6rneklerde Salmonella spp. varligi

Z?:gr};]s]il;lﬁilfle Selektif Zenginlestirme Dogrulama
Ornek Ornek On zenginlestirme Yan kat Kat1 besiyeri st On biyokimyasal testler Tteri biyokimyasal
Sayisi Adi gy besiyeri Y Y Y testler ;ﬂzgs;lfli
BPW MSSRVA  XLDA  BSA MCA-NA TSI LI URE  OXD (Salﬁz'] j?aipp_) r-PCR
1 S0-34 + + - + + + + - - + +
2 S0-35 + + + + + + + - - + n
3 SO-36 + + + + + + + - - + ¥
4 SO-37 + + + + + + + - - + ¥
5 SO-38 + + + + + + + - - + ¥
6 SO-39 + + + + + + + - - + ¥
7 SO-40 + + + + + + + - - + +
8 SO-41 + + + + + + + - - + ¥
9 SO-42 + + - + + + + - - + +
10 S0O-43 + + + + + + + - - + ¥
11 SO-44 + + + + + + + - - + ¥
12 SO-45 + + - + + + + - - + +
13 SO-46 + + - + + + + - - + ¥
14 SO-47 + + + + + + + - - + ¥
15 SO-48 + + + + + + + - - + +
16 SS-34 + + + + + + + = = + +
17 SS-35 + + + + + + + - - + +
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

SS-36
$8-37
S$S-38
$S-39
$S-40
SS-41
SS-42
$S-43
SS-44
SS-45
S$S-46
SS-47

SS-48
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4.3. Minyatiirlestirilmis En Muhtemel Say1 (NEMS) Teknigi ile Salmonella spp.
Sayim Sonug¢lar

Salmonella spp. sayis1 toplam 48 adet SO rneginin 42’sinde ortalama 1,84
logio MEMS ve 48 adet SS orneginin 37’sinde ise ortalama 1,48 logio mMEMS olarak
belirlenmis olup bakteri sayisindaki azalma (0,36 logio mMEMS) istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,05). Bes parti halinde alman SO &rneklerinde ortalama
Salmonella spp. sayisi sirastyla 2,03 logio mEMS, 2,52 logio mEMS, 1,33 logio
MEMS, 1,45 logio mEMS ve 1,72 logio MEMS olarak tespit edilmistir. Ortalama
Salmonella spp. sayisi SS 6rneklerinde ise sirasiyla 1,10 logio mEMS, 2,13 logio
mEMS, 1,20 logio mEMS, 1,06 logio mEMS ve 1,53 logio mMEMS degerlerinde
saptanmistir (Tablo 16).
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Tablo 16. Pozitif drneklerde mEMS yontemi ile belirlenen Salmonella spp. sayist

Salmonella spp. Sayist

Ornek Tipi Sogutma Oncesi (SO) Sogutma Sonrasi (SS)
istatistiksel
Parti Ornek Analiz Edilen Ortalama Ortalama
N Standart Sapma Standart Sapma P degeri
No Sayisi Ornek Sayisi ve (logio MEMS) (logio MEMS)
Adi
4/5 SO
1 10 2,03 0,40 1,10 0,45 0,02*
4/5 SS
3/350
3 6 1,33 0,12 1,20 - 0,42
1/3 SS
12/15 SO
4 30 1,45 0,65 1,06 0,61 0,16
10/15 SS
13/15 SO
5 30 1,72 0,63 1,53 0,63 0,43
14/15 SS

*: p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.



4.3.1. Birinci Parti’ye ait 6rneklerde Salmonella spp. sayisi

Birinci partiye ait alinan 10 &rnegin 8 adedinde Salmonella spp. sayis1 SO
orneklerinde 1,6 logio MEMS-2,5 logio mMEMS, SS 6rneklerinde ise 0,5 logio MEMS-
1,6 logio MEMS araliginda saptanmustir (Tablo 17). Istatistiksel analizler sonrasinda,
ornek tiplerindeki (SO ve SS) ortalama Salmonella sayisindaki farkin énemli oldugu
belirlenmistir (p<0,05).

4.3.2. ikinci Parti’ye ait 6rneklerde Salmonella spp. sayisi

Bu partideki 20 6rnegin 18’inde Salmonella spp. sayist SO 6rneklerinde 1,9
logio MEMS-3,2 logio MEMS, SS 6rneklerinde ise 1,9 logio MEMS-2,4 logio mMEMS
araliginda tespit edilmistir (Tablo 18). Sogutma Oncesi ve sonrasindaki ortalama
Salmonella sayilar1 arasindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlenmistir

(p<0,05).

4.3.3. Ugiincii Parti’ye ait 6rneklerde Salmonella spp. sayisi

Ucgiincii partiye ait alman 6 drnegin 4 adedinde Salmonella spp. sayis1 SO
orneklerinde 1,2 logio mMEMS-1,4 logio mEMS araliginda, SS 6rneklerinde ise en
diisik 1,2 logio mEMS olarak bulunmustur (Tablo 19). Yapilan istatistiksel
analizlerde, ortalama Salmonella sayilar1 arasindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli

olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).

4.3.4. Dordiincii Parti’ye ait 6rneklerde Salmonella spp. sayisi

Bu partide alinan 30 &rnegin 22’sinde Salmonella spp. sayis1 SO érneklerinde
0,5 logio MEMS-2,5 logio mMEMS, SS 6rneklerinde 0,5 logio mMEMS-2,0 logio MEMS
araliginda saptanmistir (Tablo 20). Yapilan istatistiksel analizlerde, ortalama
Salmonella sayilart arasindaki farkin istatistiksel acidan Onemli olmadigi

belirlenmistir (p>0,05).
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4.3.5. Besinci Parti’ye ait orneklerde Salmonella spp. sayisi

Besinci partiye ait 30 6rnegin 27 sinde Salmonella spp. sayis1 SO 6rneklerinde
0,5 logio mMEMS-2,5 logio mEMS, SS o6rneklerinde ise 0,5 logio mMEMS-2,5 logio
MEMS araliginda tespit edilmistir (Tablo 21). Ornek tiplerindeki (SO ve SS) ortalama
Salmonella sayisindaki farkin istatistiksel agidan Onemli olmadigi belirlenmistir
(p>0,05).
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Tablo 17. Birinci Parti’ye ait sogutma 6ncesi ve sonrasi alinan 6rneklerde Salmonella spp. sayist - MEMS degerleri ve %95 giiven sinirlari

Ornek . %95 Giiven Sinir1
sayis1 Ornek adi Pozitif kuyucuk sayisi mEMS/g logio MEMS SD logio mMEMS 3 r* Cat**
Alt Siir Ust Simir

1 SO-1 0-0-0 0 - - 0 9,9 1,000 1
6 SS-1 0-0-0 0 - - 0 9,9 1,000 1
2 S0-2 3-3-2 280 25 0,30 72 1100 1,000 1
7 SS-2 2-1-1 17 1.2 0,23 6,0 50 0,139 1
3 SO-3 3-2-1 66 18 0,26 20 210 0,912 1
8 SS-3 3-2-0 44 1,6 0,27 13 150 1,000 1
4 SO-4 3-2-0 44 1,6 0,27 13 150 1,000 1
9 SS-4 1-0-0 31 0,5 0,44 0,42 23 1,000 1
5 SO-5 3-3-1 150 22 0,28 42 540 1,000 1
10 SS-5 2-1-0 12 11 0,26 3,7 41 0,847 1

*Seyreklik Indeksi: Pozitif olma olasiligin1 gdsteren bu deger 1,000’e yaklastikca, olasilig1 o derece yiikselir.
**Kategori: Elde edilen mEMS degerinin kabul edilebilirlik kategorisini gostermektedir (Cat 1 = 0,05 <r< 1,00: biiyiik ihtimalle; Cat 2 = 0,01 <r< 0,05:
nadiren; Cat 3 = 0<r<0,01: ¢ok nadir.
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Tablo 18. ikinci Parti’ye ait sogutma dncesi ve sonrasi alman drneklerde Salmonella spp. say1st - MEMS degerleri ve %95 giiven sinirlari

Ornek

%95 Giiven Simir1

sayisi Ornek adi  Pozitif kuyucuk sayist mEMS/g log;o MEMS SD log 1 MEMS o -
t Sinir Ust Simir

1 SO-6 3-3-0 900 30 0,28 240 3300
11 SS-6 2-1-0 120 21 0,26 37 410
2 SO-7 3-0-0 160 2,2 0,28 45 600
12 SS-7 2-0-0 77 1,9 0,31 18 330
3 SO-8 3-3-1 1500 32 0,28 420 5400
13 SS-8 3-1-0 260 2,4 0,26 78 890
4 SO-9 3-1-0 260 24 0,26 78 890
14 SS-9 3-0-0 160 2,2 0,28 45 600
5 S0-10 2-0-0 77 1,9 0,31 18 330
15 SS-10 0-0-0 0 - - 0 99

6 sO-11 3-1-0 260 2,4 0,26 78 890
16 Ss-11 3-0-0 160 2,2 0,28 45 600
7 S0-12 3-3-0 900 3,0 0,28 240 3300
17 SS-12 2-1-0 120 2,1 0,26 37 410
8 s0-13 3-2-0 440 2,6 0,27 130 1500
18 SS-13 2-0-0 77 1,9 0,31 18 330
9 sO-14 2-1-0 120 2,1 0,26 37 410
19 SS-14 0-0-0 0 - - 0 99

10 S0-15 3-1-0 260 2,4 0,26 78 890

r*

0,772
0,847
0,857
1,000
1,000
1,000
1,000
0,857
1,000
1,000
1,000
0,857
0,772
0,847
1,000
1,000
0,847
1,000

1,000

Cat**
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20 SS-15 3-0-0 160 2,2 0,28 45 600 0,857 1

*Seyreklik Indeksi: Pozitif olma olasiligini gosteren bu deger 1,000’e yaklastik¢a, olasilig1 o derecede yiikselir.
**Kategori: Elde edilen mEMS degerinin kabul edilebilirlik kategorisini gostermektedir (Cat 1 = 0.05 < r <1,00: blyik ihtimalle; Cat2 =0,01<r
<0,05: nadiren; Cat3 =0 <r<0,01: ¢cok nadir.

Tablo 19. Ugiincii Parti’ye ait sogutma dncesi ve sonrasi alinan drneklerde Salmonella spp. sayist - MEMS degerleri ve %95 giiven sinirlar

.. . 0, 7]
Omek & nekadi  Pozitif kuyucuk sayisi mEMS/g l0g:o MEMS SD logi MEMS 7695 Giiven Sin r* Cat**
sayisl Alt Simir Ust Simir

1 SO-16 3-1-0 26 14 0,26 75 79 0,163 1

4 S$S-16 3-0-0 16 12 0,28 24 330 0,772 1

2 sO17 3-0-1 24 14 0,26 75 79 0,163 1

5 $S-17 0-0-0 0 - - 0 99 1,000 1

3 SO-18 3-0-0 16 12 0,28 24 330 0,772 1

6 S$S-18 0-0-0 0 - - 0 99 1,000 1

*Seyreklik Indeksi: Pozitif olma olasiligini gosteren bu deger 1,000e yaklastikca, olasiligi o derecede yiikselir.
**Kategori: Elde edilen mEMS degerinin kabul edilebilirlik kategorisini gostermektedir (Cat 1 = 0,05 < r <1.00: biyuk ihtimalle; Cat2=0,01<r
<0,05: nadiren; Cat3 =0 <r<0,01: ¢ok nadir.
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Tablo 20. Dordiincii Parti’ye ait sogutma 6ncesi ve sonrast alinan 6rneklerde Salmonella spp. sayist - MEMS degerleri ve %95 giiven sinirlart

Ornek

%95 Giiven Sinir1

r*

Ca Kk

Ornek adi Pozitif kuyucuk sayis mEMS/g logio MEMS SD log;o mMEMS
sayist Alt Sinir Ust Simir
1 SO-19 2-0-0 7,7 0,89 0,31 18 33 1,000 1
16 SS-19 1-0-0 31 0,5 0,44 0,42 23 1,000 1
2 S0-20 3-3-1 150 2,2 0,28 42 540 1,000 1
17 SS-20 2-0-0 7,7 0,89 0,31 1,8 33 1,000 1
3 SO-21 3-3-3 INF*** - - 0 99 1,000 1
18 SS-21 3-3-0 90 2,0 0,23 33 280 0,241 1
4 S0-22 1-1-1 10 1,0 0,25 31 32 0,047 2
19 SS-22 1-0-0 31 0,50 0,44 0,42 23 1,000 1
5 S0-23 3-2-0 44 16 0,27 13 150 1,000 1
20 SS-23 2-0-0 7,7 0,89 0,31 18 33 1,000 1
6 S0O-24 3-1-0 26 14 0,26 7.8 89 1,000 1
21 SS-24 1-0-0 31 0,50 0,44 0,42 23 1,000 1
7 S0-25 3-3-3 INF - - 0 99 1,000 1
22 SS-25 3-0-0 16 12 0,28 24 330 0,772 1
8 SO-26 3-2-2 96 2,0 0,23 33 280 0,241 1
23 SS-26 3-2-0 44 1,6 0,27 13 150 1,000 1
9 SO-27 3-1-0 26 14 0,26 7.8 89 1,000 1
24 SS-27 0-0-0 0 - - 0 99 1,000 1
10 sO-28 3-3-2 280 25 0,30 72 1100 1,000 1
25 SS-28 0-0-0 0 - - 0 99 1,000 1
11 SO-29 3-1-0 26 14 0,26 7.8 89 1,000 1
26 SS-29 1-0-0 31 0,50 0,44 0,42 23 1,000 1
12 S0-30 3-3-0 90 2,0 0,23 33 280 0,241 1
27 SS-30 3-3-0 90 2,0 0,23 33 280 0,241 1
13 SO-31 1-0-0 31 0,5 0,44 0,42 23 1,000 1
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28 SS-31 0-0-0 0 - - 0 99 1,000 1
14 S0-32 1-0-0 31 0,5 0,44 0,42 23 1,000 1
29 §S-32 0-0-0 0 = - 0 99 1,000 1
15 S0-33 0-0-0 0 - - 0 99 1,000 1
30 SS-33 0-0-0 0 - - 0 99 1,000 1

Seyreklik Indeksi: Pozitif olma olasiligini gdsteren bu deger 1,000’e yaklastikca, olasilig1 o derecede yiikselir.

**Kategori: Elde edilen mEMS degerinin kabul edilebilirlik kategorisini gdstermektedir (Cat 1 = 0,05 < r <1.00: biiyuk ihtimalle; Cat 2 = 0,01 < r<0,05: nadiren;
Cat 3 =0 <r<0,01: ¢cok nadir.

***Infinitiy: Calismada kullanilan MPN_ver6 programina ve Jarvis’e (2010) gore tiim sonuglar + ise; (3-3-3), MPN INF’tir ve bunun %95 giivenilir sinirinin alt
limiti 100, Gst limiti INF olarak bildirilmektedir.
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Tablo 21. Besinci Parti’ye ait sogutma oncesi ve sonrasi alinan 6rneklerde Salmonella spp. sayisi - MEMS degerleri ve %95 giiven sinirlari

Ornek sayist Ornek ad1 Pozitif kuyucuk mEMS/g logio MEMS SD logip mEMS %95 Giiven “Smm r* Cat**
sayisi Alt Simir Ust Simir
1 SO-34 2-2-0 18 1,3 0,23 6,2 52 0,258 1
16 SS-34 3-0-0 16 12 0,28 24 330 0,772 1
2 S0-35 3-3-1 150 2,2 0,28 42 540 1,000 1
17 SS-35 0-0-0 0 - - 0 99 1,000 1
3 SO-36 3-2-2 66 1.8 0,26 20 210 0,912 1
18 SS-36 3-0-0 16 12 0,28 24 330 0,772 1
4 SO-37 3-3-1 150 2,2 0,28 42 540 1,000 1
19 SS-37 3-1-0 26 14 0,26 78 89 1,000 1
5 SO-38 3-0-0 16 12 0,28 24 330 0,772 1
20 SS-38 3-3-0 90 2,0 0,23 33 280 0,241 1
6 S0-39 3-3-3 INF - - 0 99 1,000 1
21 SS-39 3-3-2 280 25 0,30 72 1100 1,000 1
7 S0-40 3-3-3 INF - - 0 99 1,000 1
22 SS-40 3-3-2 280 25 0,30 72 1100 1,000 1
8 SO-41 3-3-0 90 2,0 0,23 33 280 0,241 1
23 SS-41 3-2-0 44 1,6 0,27 13 150 1,000 1
9 SO-42 2-1-1 17 12 0,28 24 330 0,772 1
24 SS-42 3-0-0 16 1,2 0,28 24 330 0,772 1
10 S0-43 1-0-0 31 0,50 0,44 0,42 23 1,000 1
25 SS-43 3-0-0 16 12 0,28 24 330 0,772 1
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11 SO-44 1-1-1 10 1,0 0,25 31 32 0,047 2

26 SS-44 1-0-0 31 0,5 0,44 0,42 23 1,000 1
12 S0-45 3-3-2 280 2,5 0,30 72 1100 1,000 1
27 SS-45 3-3-0 90 2,0 0,23 33 280 0,241 1
13 S0O-46 3-3-1 150 2,2 0,28 42 540 1,000 1
28 SS-46 3-2-0 44 1,6 0,27 13 150 1,000 1
14 SO-47 3-2-2 66 1,8 0,26 20 210 0,912 1
29 SS-47 1-0-0 31 0,5 0,44 0,42 23 1,000 1
15 SO-48 3-3-2 280 2,5 0,30 72 1100 1,000 1
30 SS-48 3-3-0 90 2,0 0,23 33 280 0,241 1

*Seyreklik Indeksi: Pozitif olma olasiligini gosteren bu deger 1,000’e yaklastikca, olasiligi o derecede yiikselir.
**Kategori: Elde edilen mEMS degerinin kabul edilebilirlik kategorisini gostermektedir (Cat 1 = 0,05 < r <1.00: bilyuk ihtimalle; Cat 2 = 0,01 <
r<0,05: nadiren; Cat 3 =0 <r<0,01: ¢ok nadir.
***[nfinitiy: Caliymada kullanilan MPN_ver6 programina ve Jarvis’e (2010) gore tiim sonuglar + ise; (3-3-3), MPN INF’tir ve bunun %95 glvenilir
siniriin alt limiti 100, Gst limiti INF olarak bildirilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda, Salmonlla spp. sayisinin belirlendigi uluslararasi diizeyde
yayimlanmig literatiirin incelenmesi sonucunda, c¢alismalarin ¢ofunda yapay
kontamine edilen farkli 6rneklerin kullanildig1 ve bu 6rneklere uygulanan teknolojik
islemlerin ve/veya ilave edilen maddelerin patojenin canliligi ve konsantrasyonu
tizerindeki etkinliginin arastirildigr goriilmektedir. Bu ¢alismalardan pili¢ derisinde
bakteriyofajlarin (Atterbury ve ark., 2020), broyler sekal igeriginde postbiyotiklerin
(Chaney ve ark., 2022) ve fajlarin (Navarro ve ark., 2020); domuz salam Uretim
asamalarinin (Bonardi ve ark., 2017), domuz digkilarinda farkli diyetlerin (Chuppawa
ve ark., 2020; Hankel ve ark., 2022); meyve sebzelerde koruyucularin (Aday ve ark.,
2021; Pardali ve ark., 2017), balik filetolarinda yenilebilir kaplama materyallerinin
(Alsaggaf ve ark., 2017) ve ¢ig siitlerde gelistirilen hizli tan1 metodunun (Gékduman
ve ark., 2016) Salmonella seviyesinde olusturdugu degisimler rapor edilmistir.

Dogal kontamine orneklerde Salmonella spp.  sayisinin/yiikiiniin/
konsantrasyonunun/seviyesinin belirlenmesine yonelik gergeklestirilen g¢alismalar
incelendiginde ise farkli 6rnek tiplerinin ve farkli sayim metotlarinin kullanildigi
belirlenmistir. Calismamizda elde edilen sayisal bulgularin tartisilmasinda, ayni 6rnek
tipi (broyler karkasi/kesim agsamalarinda) ve ayni sayim yonteminin (ISO 6579-2:2012
ile mEMS) kullanildig1 ¢aligmalarin kisitli olmasi nedeniyle ayni 6rnek tipi ile farkli
sayim yontemleri kullanilan yayinlarin tartigilmasina da yer verilmistir.

Bununla birlikte, bu ¢alismalarda patojenin 6rneklerdeki konsantrasyonunun
belirlenmesi yani sira prevalans oranlari da tespit edildigi i¢in, bu boliimde benzer
sekilde sirasiyla prevalans ve sayr ile ilgili bulgularimiz literatiir bulgular1 ile

karsilastirilarak tartigilmastir.

5.1. Karkas Orneklerinde Salmonella spp. Varhg

Calismamizda, SO karkas Orneklerinde %97,92 (47/48), SS karkas
orneklerinde ise %85,42 (41/48) Salmonella spp. bulunmustur (Tablo 10).
Berghaus ve ark. (2013)’nin ABD’nde daldirarak sogutma yontemi kullanan

bir kanatli kesimhanesinde, 55 broyler strlsune ait 330 Ornegin 4 farkli kesim
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asamasindan alman Ornekler (canli karkas, asilmadan Once, sogutma Oncesi ve
sogutma sonrasi) ile ¢iftlik cevresel drneklerini konvansiyonel bakteriyoloji ile test
ettikleri galismada, USDA-FSIS yontemi ile karkas yikama suyunun sogutma oncesi
%18,2 (60/330) ve sogutma sonrasi ise %2,4 (8/330) oraninda Salmonella tasidigi
rapor edilmistir.

Ayni yil yapilan bir diger ¢alismada, Trimble ve ark. (2013)’nin immersiyon
sogutma sistemi kullanan 3 farkli kiiclik isletmeden elde ettikleri sogutma sonrasi
broyler karkas 6rnegi, biitiin karkas yikama yontemi (USDA) ile alinarak USDA-FSIS
3 tip MPN metodu ile Salmonella varlig1 ve sayis1 yoniinden analiz edilmis ve toplam
270 6rnegin 132’sinde (%49 oraninda) Salmonella var oldugu tespit edilmistir.

Ayni iilkede Cox ve ark. (2014) tarafindan daldirilarak sogutma kullanan iki
isletmeden (1) biitiin karkas yikama, (2) boyun derisi, (3) biitiin karkas zenginlestirme
olmak Uzere (¢ farkli 6rnekleme yontemi kullanilarak alinan karkaslarda Salmonella
varliginin arastirildigi ¢alismada, sogutma Oncesi orneklerinde sirasiyla (1) 24/40,
%60, (2) 21/40, %52, (3) 32/40, %80; sogutma sonrasi érneklerde ise sirastyla (1) 2/40,
%05, (2) 2/40, %S5, (3) 19/40, %48 prevalans oranlari ile Salmonella spp. bulunmustur.
Bu c¢aligmada, 6rnek alma metodu yoniinden benzer olmasi nedeniyle boyun derisi
orneklerine ait Salmonella pozitif sonuglar degerlendirildiginde, SO ve SS’na ait
oranlarin ¢alismamizda buldugumuz orana gore oldukca diisiik diizeyde olmasi
yoniinden bulgularimiz Cox ve ark. (2014) ile uyum gdstermemektedir.

2022 yilinda immersiyon sogutma uygulayan U¢ farkli ticari broyler
kesimhanesinde Salmonella yiikiiniin kesimin tiiy yolumu sonrasi, i¢-dis yikama
sonrasit (sogutma Oncesi) ve sogutma sonrast asamalarindaki prevalansinin
belirlenmesine yonelik planlanan ¢alismada, Rasamsetti ve ark. (2022), her biri 500
pili¢ karkasini temsil eden karkas damlama suyu 6rneklerinde, 1, 2. ve 3. isletmelerde
sogutma Oncesi ile sogutma sonrast Salmonella bulunma oranlar1 % 66,7, % 8,3 ve
%100 ile %8,3, %0,0 ve %16,67 olarak rapor edilmistir.

Ayni1 y1l Thames ve ark. (2022) tarafindan, sogutma suyuna 767, 705, 412 ppm
farkli konsantrasyonlarda perasetik asit ilavesini, kabinet icerisinde spreyleme tarzinda
katarak sogutma (air spray chilling) yapan (¢ farkli kanatli kesimhanesinden, U¢ kez
ve her ziyarette bes farkli asamadan 10’ar karkas Orneklenmis; farkli

konsantrasyonlardaki perasetik asitin farkli kesim agamalarindan alinan broyler
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karkaslarindaki Salmonella prevalansi iizerine etkisi incelenmistir. Calismada, 0n
sogutma ve sogutma sonrasi alinan 6rneklerdeki Salmonella prevalansi, ilave edilen
asit konsantrasyonlarina spesifik olarak belirtilmemis olmakla birlikte, USDA karkas
yikama suyu 6rnekleme metodu kullanilarak islenen ve USDA-FSIS ile Salmonella
varlig1 tespit edilen karkaslarda sogutma oncesi orneklerde %34 olan prevalansin,
sogutma sonrasinda tespit edilebilir degerin altina diistiigii ve bu farkin istatistiksel
olarak o6nemli oldugu bulunmustur (p<0,001). Perasetik asitin kullanilan g
konsantrasyonunun da Salmonella prevalansinda azalma ftizerine etkili olabildigi,
ancak duyusal karakteristiklerinin korunmasi amaci ile en diisiik olan konsantrasyonun
kullaniminin uygun oldugu belirlenmistir. Ayrica bulgularimiza benzer sekilde,
etkenin biyokimyasal dogrulanmasina paralel olarak molekdler tekniklerden biri olan
PCR ile de tiir belirlemenin 6nemli ve gerekli oldugu vurgulanmaistir.

Brezilya’da Yamatogi ve ark. tarafindan 2016 yilinda daldirilarak sogutma
sistemi kullanan kanatli kesimhanesinde, 33’er adet kan akitma, tiiy yolumu ile
sogutma sonrasi alinan karkaslarin yikama suyu orneklerinde Salmonella varligi ve
say1s1 incelenmistir. Calismada konvansiyonel USDA 3 tiip MPN metodu ile sogutma
sonrast Orneklerde, %58 (19/33) oraninda Salmonella varligi tespit edilmistir.

Ayni tilkede, immersiyon yontemi ile sogutma sistemi olan bir kesimhanede
gerceklestirdikleri calismada Machado ve ark. (2020), eksizyon yontemi (25 g derili
et) ile aldiklart ve PCR analizi ile inceledikleri sogutma Oncesi karkas drneklerinin
%26,4 (132/500) ve sogutma sonrasi karkas drneklerinin ise %16,2 (81/500) oraninda
bu patojeni icerdigini belirlemistir.

Kanada’da ulusal diizeyde yapilan saha tarama ¢alismasinda, farkli sogutma
sistem ve yardimcilart kullanan 38 kesimhaneden alinan toplam 1314 adet broyler
karkas yikama suyu 6rnegi (USDA) Salmonella varlig1 yoniinden BAX-PCR ile test
edilmis ve 193 6rnegin (%14,68) pozitif oldugu rapor edilmistir (Hardie ve ark., 2019).

2021 yilinda aym tlkede, farkli sogutma sistemlerine sahip iki adet ticari
kanatli kesimhanesinde, kanatma sonrasi, i¢ organ ¢ikarma oncesi, sogutma oncesi, Su
sogutma sonrasi, hava sogutma sonrasi alinan broyler karkas 6rnekleri, Kanada-FSIS
yontemi ile Salmonella varligi agisindan incelenmistir. Birinci kesimhanede, her bir
asamadan 40 olmak iizere toplam 200 karkas 6rnegi test edilmistir. incelenen 40

karkasin sogutma dncesinde 15°i Salmonella yoninden pozitif (%37,5) iken, bu oranin
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su sogutma ile yapilan 6n sogutma sonrasinda %45’e ylikseldigi (18/40), hava sogutma
uygulamasindan sonra ise %2,5 (1/40)’e diistiigii tespit edilmistir. Ikinci isletmede ise
son asama hari¢ tiim asamalardan 39 ve son asamadan 23 olmak iizere incelenen
toplam 179 adet karkasin sogutma oncesi Salmonella pozitiflik oran1 %38,5 (15/39)
iken bu oran, su sogutma sonrasinda %5’e (2/39) diigmiis, son olarak hava sogutma
uygulamas1 ile etkenin %0 (0/23) ile karkaslardan tiimiiyle elimine edildigi
saptanmistir. Patojen sayisindaki azalmanin, kullanilan hava sogutma sisteminde
cetylpyridinium chloride ilavesi ile havanin iki saat boyunca karkas ile temas
etmesinin oldukga etkin bir rol oynadigi belirtilmis olup istatistiksel olarak da 6nemli
oldugu vurgulanmistir (p<0,01) (Boubendir ve ark. 2021).

Yapilan ¢alismalarda elde edilen Salmonella spp. prevalans degerinin sogutma
oncesi karkaslarda %8,3-%100, sogutma sonrasi karkaslarda ise %0-%58 araliginda
oldugu belirlenmistir. Sogutma 6ncesi Orneklerdeki prevalans bulgumuz, Rasamsetti
ve ark. (2022)’nin bulgusuna benzerlik gostermekte olup Berghaus ve ark. (2013),
Machado ve ark. (2020) ile Thames ve ark. (2022)’nin bulgularindan daha yiiksek
olarak bulunmustur. Sogutma sonrasi Orneklerdeki bulgumuzun ise diger tiim
arastirmacilarin (Trimble ve ark., 2013; Berghaus ve ark., 2013; Cox ve ark., 2014;
Yamatogi ve ark., 2016; Hardie ve ark., 2019; Machado ve ark., 2020; Boubendir ve
ark., 2021; Thames ve ark., 2022; Rasamsetti ve ark., 2022) bulgularindan daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir.

Sogutma oOncesi karkas orneklerinde Salmonella prevalans degerlerindeki
farkliliklarin nedenleri olarak, 6zellikle sirtideki Salmonella tasiyiciligimin yiiksek
diizeyde olmasi, nakil kosullar1 ve siiresinin yaratabilecegi stres, hayvanin irk
ozellikleri ile yas1, agirhigr gibi faktorlere; kesim sistemindeki farkliliklar olarak tiiy
1slatma prosesinde kullanilan teknik-su/buhar, 1slatmanin tek veya ¢ok asamali olmasi,
uygulanan sicaklik derece ve siiresi, i¢ organ ¢ikartma sisteminin tam/yar1 otomatize
olmast ve i¢ dig yikama sisteminin etkinligi, kullanilan antimikrobiyal proses
yardimcilarinin gesit ve konsantrasyon farkliliklari, kesim hacminin yiiksekligine bagl
olarak olusabilecek kros kontaminasyonlar sz konusu olabilmektedir.

Karkas drneklerinde sogutma sonras1 Salmonella prevalansindaki degisimlerin
ise, sogutma sistemindeki farkliliklar, proseste su (mekanik ve termal etki) veya buhar

(misting, sprey, chilling sirasinda aerosol bulagma) kullanimi, sogutma tlnelinde
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kalma suresi, uygulanan sicaklik derece ve siiresi, kullanilan antimikrobiyal proses
yardimcilarinin ¢esit ve konsantrasyon farkliliklari, sogutmaya giren karkas
dansitesine bagli olarak kros kontaminasyon olasiligina bagli olabilecegi
distiniilmektedir.

Her iki agamadan alinan 6rneklerde, etkenin saptanmasinda rol oynayabilecek
Onemli unsurlar ise, 6rnekleme yonteminde kullanilan 6rnek alma tipi (tim karkas
yikama, karkas eksizyonu vb), patojen tespit yéntemi ve uygulanmasi (bakteriyolojide
kullanilan yontemin etkinligi, PCR ve etkinligi-yanlis negatif ve pozitif olasiligi),
ornek sayisi, mevsim, yil i¢cindeki 6rnekleme araligi/dagilim ile veri biitiinliigliniin

saglanmasi seklinde belirtilebilir.

5.2. Karkas Orneklerinde Salmonella spp. Sayist

Calismanizda Salmonella spp. sayismin, SO karkas 6rneklerinde ortalama
1,84 logio EMS iken hava sogutma sistemi ¢ikisinda alinan SS karkas 6rneklerinde
0,36 logio EMS azalma ile 1,48 logio EMS degerine diistiigli ve bu azalmanin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Tablo 16).

2020 yilinda Machado ve ark. tarafindan Brezilya’da Salmonella kontrol
programi dahilinde alinan 6nlemlerin etkinliginin belirlenmesi ve risk degerlendirmesi
amact ile yapilan, farkli iki broyler isletmesine ait 20 kiimesten elde edilen ve
immersiyon sogutma sistemi kullanilarak sogutulan karkaslardan 500 adet sogutma
oncesi ve 500 adet sogutma sonrasi alinan 25 g derili karkas et 6rnegi, Salmonella spp.
sayisinin belirlenmesi yoniinden ISO 6579-2:2012°de yer verilen mMPN yonteminin
modifikasyonu ile analiz edilmistir. Bu calismada elde edilen konsantrasyon seviyeleri
en disiik <1 CFU/g ve en yiikksek >710 CFU/g sayisal degeri ile verilmis ve bes
kategori altinda siniflandirlmis oldugundan bulgularimiz ile birebir olarak
karsilastirma yapilamamistir. Bununla birlikte, bulgularimiza paralel olarak SO ve SS
orneklerinde bulunan Salmonella sayilar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli
oldugu (p<0,0001) rapor edilmistir.

Calismamizda 4. parti 30 numarali 6rnek (2,0 logio MEMS) ile 5. parti 42
numarali drnegin (1,2 logio EMS ) SO ve SS Salmonella sayilarmin esit oldugu (Tablo
20), 5. parti 38 (SO 1,2 logio EMS, SS 2,0 logio EMS) ve 43 numarali (SO 0,5 logio
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EMS, SS 1,2 logio EMS) orneklerde ise SS tespit edilen Salmonella sayisinin SO
degerlerine gore daha yiiksek oldugu (Tablo 21) bulunmustur. Buna ragmen, yapilan
istatistiksel analizler sonrasinda, her iki partinin SO ve SS 6rneklerindeki sayisal
farkliligin 6nemli olmadig1 belirlenmistir. Benzer sekilde, Machado ve ark. (2020) nin
yaptig1 calismada da incelenen 6rneklerin birkaginda SS érneklerinin SO érneklerine
gore daha yliksek sayida Salmonella igerdigi bildirilmis olup bunun kesimhanede
kullanilan sogutma ydntemi (immersiyon chilling) kaynakli kros kontaminasyona
bagli olabilecegi belirtilmistir. Calismamizda ise hava sogutma sistemi ile sogutulan
ve sonrasinda alinan karkaslardan iki tanesinde etkenin saptanmasinin, 6rnege ve/veya
sogutma prosesine ait bir hatanin kabul edilebilir limitin iizerine ¢ikmasi nedeni ile
olabilecegi diisliniilmektedir.

Mion ve ark. (2016), oOzellikle otomatize sistemlerdeki sogutma
uygulamalarinin  dogru sekilde gergeklestirilmesi ve klorlamanin etkin olarak
uygulanmasi ile etkenin sayr ve prevalansinda belirgin azalmalar olabilecegini
belirtmistir. 2019 yilinda Hindistan'da tam otomatik ve yar1 otomatik kesim sistemine
sahip iki kesimhanede, Salmonella kontaminasyonunun kontrolii igin kritik asamalar
olarak kabul edilen tiily yolumu, i¢ organ ¢ikarma ve klorla karkas yikama asamalari
sonrasinda 100 cm?’lik karkas yiizeyinden alinan 48 adet svap drnegi, Salmonella
sayis1 yoniinden ISO 6579:2002’de yer alan geleneksel mMPN ile analiz edilmistir.
Pozitif orneklerin dogrulanmasinda calismamizdaki real-time PCR’a benzer fakat
konvansiyonel bir PCR yontemi kullanilmigtir. Klorla karkas yikama asamasi
sonrasinda Salmonella sayisi, yart otomatik kesimhane Orneklerinde 0,555 logio
mMPN ve tam otomatize kesimhane 6rneklerinde ise negatif olarak rapor edilmistir
(Waghamare ve ark., 2019).

Calismamizdaki SO 6rneklerinin de yikama sonrasi alindig1 diisiiniilerek bu
yonden Salmonella sayilar1 degerlendirildiginde, elde ettigimiz ortalama 1,84 logio
MEMS degerinin her iki kesimhanede tespit edilen seviyeden yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bulgularimizdaki farkliligin, karkas yikama suyuna katilmasina izin
verilen klor miktarmin iilkelerdeki yasal mevzuatlarda bulunan konsantrasyonlarinin
kabul edilebilir sinirlariin farkliligi, tilkemizde bu deger maksimum 0,5 ppm iken
bunun Hindistan’da yapilan bu g¢alismada kullanilan degerden daha diisiik olma

potansiyeli ve dolayisi ile etkenin canli kalma olasiliginin daha yiiksek olmasi kaynakli

69



olabilecegi Ongorilmektedir. Bununla birlikte, kesime gelen canli hayvanin baslangig
Salmonella yiikiiniin yiiksekligi kesim akigindaki engel etkenlere ragmen sogutma
sonras1 karkaslardaki saymin nispi olarak yliksek kalmasi ile sonuglanabilecegi
distiniilmektedir.

Berghaus ve ark. (2013) tarafindan bir kesimhanede farkli kesim asamalarinda
(bekleme sirasindaki canli hayvan, askilama Oncesi, sogutma Oncesi ve sogutma
sonrasi) Salmonella spp. sayisini belirlemek amaci ile gergeklestirilen ¢alismada, 330
sogutma oncesi ve 330 sogutma sonrasi karkas yikama ile alinan 6rnekler, FDA-BAM
metodu kullanilarak minyatiirize olmayan geleneksel 3 tiip MPN ile analiz edilmistir.
Sonug olarak, ortalama 2,57 logio MPN diizeyinde olan SO 6rneklerdeki Salmonella
sayisinin, SS orneklerinde 0,25 logio MPN’lik bir azalma ile 2,32 logio MPN
seviyesine diistiigii saptanmistir.

Borges ve ark. (2019) tarafindan qPCR ile Brezilya kanatli kesimhanelerinde
Salmonella sayisini belirlemeyi amaglayan bir ¢aligmada, farkli kesim agamalarindan
elde edilen toplam 139 karkasa ait biitlin karkas yikama Ornegi incelenmistir.
Immersiyon tipi sogutma ile karkas sogutmasi yapilan isletmede ortalama Salmonella
sayisi, SO drneklerinde 1,74 logio MPN ve SS orneklerinde ise 1,48 logio MPN olarak
bulunmus olup bulgularimizla uyum gostermektedir. Sogutma isleminin patojen sayisi
tizerindeki etkinligi degerlendirildiginde, 0,26 logio MPN degerinde bir azalma
sagladig tespit edilmistir.

Calismamizda SO ve SS ornekleri arasinda belirlenen ortalama 0,36 logio
MEMS diizeyindeki azalma, Berghaus ve ark. (2013)’nin buldugu 0,25 logio MPN,
Borges ve ark. (2019)’nin saptadigi 0,26 logio MPN ve Northcutt ve ark. (2003)’nin
bildirdigi 0,50 logio MPN degerleri ile uyum géstermektedir.

Kanada’da 38 kesimhaneden alinan broyler karkaslarinda Salmonella sayisi ve
proses parametrelerinin etkenin varligir ya da seviyesi lizerine etkisinin istatistiksel
olarak belirlendigi bir ¢alismada, Hardie ve ark. (2019), U¢ ana degisken olarak 1.
ornek tipi (karkas veya parca); 2. sogutma yontemi (su veya hava) ile 3. kesimhanede
kullanilan klor ¢esidini (klorin, setilpiridinyum kloriir veya higbiri) kullanmistir.
Ulusal diizeyde bir saha taramasi olan bu ¢aligmada, immersiyon ile sogutma yontemi
olan kesimhanelerde, etkin kullaniom ile Salmonella spp. sayisinda azalma

saglanabilecegi rapor edilmistir. Hava sogutmali sistemlerde (nemlendirme,
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spreyleme) ise, Ozellikle karkaslarin asilmasi sirasinda, yan yana olan karkaslar
arasindaki temas sonucunda kros kontaminasyonun sekillenebilecegi, ayrica etkenin
ortam havasindaki damlaciklarda asili kalmasi ve sonrasinda karkaslar arasinda
yeniden dagilmasina neden olabilecegi de bildirilmistir.

Yamatogi ve ark. tarafindan 2016 yilinda immersiyon sogutma uygulanan
kanatli kesimhanesinde 33’er adet kan akitma, tily yolumu ile sogutma sonrasi alinan
karkaslarin yikama suyu orneklerinde Salmonella sayisi arastirilmistir. Calismada,
konvansiyonel olarak USDA 3 tiip MPN metodu ile tespit edilen ortalama Salmonella
yukunun <0,03 MPN/g ile >2,400 MPN/g (tespit edilebilir degerin altinda ile 3,38
logio MPN/g) araliginda ve sogutma sonrasi 6rneklerde 0,03 MPN/g (tespit edilebilir
degerin altinda) oldugu bildirilmistir. Bulgularimizin aksine, sogutma sonrasi
orneklerdeki sayinin daha diisiik seviyelerde bulunmasi, Brezilya yasal mevzuatinda
belirtilen sogutma suyu tankina ilave edilen 5 ppm’lik maksimum klor miktarinin
tespit edilen Salmonella sayisinda goreceli olarak azalmaya neden olabilecegi ile
aciklanabilmektedir.

Trimble ve ark. tarafindan 2013 yilinda U¢ farkli kii¢iikk kapasiteli kanatli
isletmesine ait Cornish Cross, Freedom Rangers, K-22 irk broylerlerin kesim sonrasi
immersiyon sogutma uygulanan karkaslardan yikama yontemi ile alinan Grnekler,
USDA-FSIS 3 tiip MPN metodu kullanilarak Salmonella varligi ve sayisi yoniinden
analiz edilmistir. Toplam 270 adet SS drnekte ortalama Salmonella sayist 0,85 logio
MPN olarak bulunmustur. Bu degerin ¢alismamizda elde edilen SS ortalama
Salmonella sayisina (1,48 logio mEMS) kiyasla daha diisiik olmasinin sebeplerinden
birinin ¢alismada kullanilan hayvan ki farkliligi, digerlerinin ise kullanilan
ornekleme yontemi, sayim yontemi ve duyarliligi, kullanilan sogutma teknolojisindeki
farkliliklar ile canli  hayvandaki baslangic kontaminasyonu olabilecegi
distiniilmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda elde edilen ortalama Salmonella spp. sayisinin sogutma
Oncesi karkaslarda en diisiik 0,055 ve en yuksek 2,57 logio MPN/g, sogutma sonrasi
karkaslarda ise en diigiik tespit edilebilir degerin altinda ve en ylksek 2,32 logio
MPN/g araliginda oldugu belirlenmistir. Sogutma 6ncesi drneklerdeki konsantrasyon
degerimiz, Borges ve ark. (2019)’nin bulgusu ile uyumlu iken Berghaus ve ark.

(2013)’nin rapor ettikleri degerden diisilk, Waghamare ve ark. (2019)’ninkinden
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yiiksek olarak bulunmustur. Sogutma sonrasi 6rneklerdeki Salmonella sayist ile ilgili
sonucumuz ise, Borges ve ark. (2019)’nin bulgusu ile uyumlu iken, Berghaus ve ark.
(2013)’nin elde ettikleri say1ya gore diisiik, Yamatogi ve ark., 2016 ile Trimble ve ark.
(2013)’nin bildirdikleri seviyelerden ise daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Sogutma oOncesi karkas oOrneklerinde Salmonella sayisindaki goreceli
yiiksekligin calismamizda Ornekleme yapilan kesimhanede i¢ organ ¢ikartimi
sonrasinda uygulanan karkas yikama isleminin Salmonella sayisinin diisiiriilmesinde
yetersiz kalma olasiligi ile iliskili oldugu diistinilmektedir. Karkas oOrnekleme
calismamiz Oncesinde isletme yetkili personeli ile goriigsmelerimiz dahilinde, kesim
stirecinde karkaslarin sogutma tiineline girme dncesinde ikinci bir yikama sisteminin
ilave edilmesine yonelik planlamalarinin olmasi, calismamizin da bu kararn
almalarinda destekleyici bir unsur olacagi yoniinde karar verilmistir. Dolayist ile
calisma sonuglarimiz, firmanin kesim hattinda yapmak istedigi revizyonun
gerekliliginin ortaya konulmasi agisindan onem arz etmektedir. Bununla birlikte,
isletmeye gelen broyler siiriilerindeki Salmonella tagiyiciliginin muhtemelen ylksek
olmasi, bu asamaya kadar etkenin karkaslar arasinda kros kontaminasyonla ytikiiniin
artmasinda etkili diger bir faktor olabilecegini de diisiindiirmektedir.

Karkas 6rneklerinde sogutma sonrasi1 Salmonella sayisinda istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis goriilmiis olmasina ragmen benzer ¢alisma verileri géz Oniinde
bulunduruldugunda, ¢alismamizda sogutma sonrasi karkas Salmonella yiiktinde yeterli
bir azalmanin gézlenememesinde ise, baglangic Salmonella seviyesinin yiksekligi, air
chiller sisteminde sogutmaya giren karkas dansitesinin yiliksek olmasi, havada asili
kalan su damlaciklarina bagl olarak karkaslar arast kros kontaminasyon olasiliginin
artmas1 gibi etmenlere bagli olarak sekillenebilecegi ongoriilmektedir.

Benzer oOrnek c¢esidi olmasit nedeniyle kanatli parga et ve iirlinlerinde
Salmonella spp. varlig1 ve sayist ile ilgili yapilan galismalar da incelenmistir.

Bu caligmalardan Cin’de Wang ve ark. (2013), 240 ¢ig tavuk etindeki
Salmonella prevalansini %43,3, sayisin1 ise ortalama 0,1655 MPN/g olarak
belirlemigtir. Bu Orneklerin igerisinde, siipermarketlerden alinan sogutulmus
tavuklardaki prevalans ve ortalama say1 %49,2 ve 0,0988 MPN/g, dondurulmus
tavuklardaki %53,3 ve 0,1804 MPN/g ve pazarlarda taze kesilmis olarak satilan
tavuklardaki oran ve say1 %37,5 ve 0,1912 MPN/g olarak saptanmistir. Cig kanatl
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etlerindeki (gogiis, but, kanat ve et) Salmonella kontaminasyon orani ve seviyelerini
belirlemek amaci ile Mazengia ve ark. (2014) yaptiklar ¢aligmada, toplam 1322
ornegin %]11'inde Salmonella tespit etmis olup, pozitif olan 6rneklerin %94'tinde
Salmonella spp. sayisinin <30 MPN/100 g oldugunu rapor etmistir. Cin'de perakende
¢ig kiimes hayvani etinde Salmonella prevalansini ve seviyelerini arastiran Yang ve
ark. (2020), alman orneklerden tavuk etlerinin 9%36,7’sinin, ordek etlerinin
%40,7’sinin, glvercin etlerinin ise %39,2’sinin Salmonella varligi agisindan pozitif
oldugunu saptamistir. Pozitif 6rneklerin ¢ogundaki (%36,1) Salmonella sayisinin da
0,3 ile 10 MPN/g araliginda degistigini bildirmistir. Rortana ve ark. (2021), Ekim 2018
ile Agustos 2019 tarihleri arasinda Kambogya'daki 52 geleneksel pazar ve 6
stipermarketten satin aldiklar1 408 tavuk eti 6rneginde, Salmonella spp. prevalansini
%42,6 ve sayisin1 10,6 MPN/g olarak bulmustur.

Peng ve ark. (2016), ABD’nde sogutulmus derili baget, but ve kanat
orneklerinde sirasiyla Salmonella spp. prevalans ve sayisini sirasiyla %13,7, %19,7 ve
%25,0 oraninda ve 1,18 log MPN, 1,29 log MPN ve 1,45 log MPN (15,14 MPN, 19,49
MPN ve 28,18 MPN) olarak tespit etmistir. 2019 yilinda Hardie ve ark., (2019)
tarafindan, Kanada’da 1418 adet paketlenmis g6giis ve but parca eti 6rneklerinin 404
adedinde (%28,49) Salmonella’nin pozitif olarak bulundugu belirlenmistir.
Brezilya’da Perin ve ark. (2020), perakende satisa sunulan dondurulmus tavuk parga
etinde (kanat, gogiis, but ve kizartilmig tavuk) Salmonella spp.’nin %31,7 (95/300)
oraninda oldugunu ve bu patojenin drneklerdeki sayisinin 0,12 ila 6,4 MPN/g arasinda
degistigini saptamistir. Machado ve ark. (2020) ise, dondurulmus gogiis etinin %2
(12/600) oraninda bu etken ile kontamine oldugunu bildirmistir.

Roccato ve ark. (2015), Salmonella spp. ile dogal olarak kontamine olmus
kanatl eti (pili¢ ve hindi eti karisimi) ve iiriinlerinde (sosis ve burger) yaptiklar
caligmada, Salmonella seviyesinin ortalama 1-10 MPN/g olarak bulundugunu rapor
etmistir. Yapilan bir diger calismada, ev ortaminda alinan ¢ig, dnceden pisirilmis ve
kizartilmis tavuk, baharat, su, har¢ ve gida isleyicisinin ellerinden olusan 104 6rnegin
%22,1'inde Salmonella spp. bulundugu tespit edilmistir. Pozitif bulunan 6rneklerdeki
Salmonella seviyesinin 0,3 MPN/g (kizarmis tavuk ve suda) ile 920 MPN/g (marine
edilmis ¢ig tavukta) araliginda oldugu bildirilmistir (Rosniawati ve ark., 2021). 2020
yilinda Birlesik Krallik'ta 400°den fazla kisinin etkilendigi bildirilen dondurulmus
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panelenmis kanatli eti {iirlinlerinin tiiketilmesi kaynakli salmonelloz vakasinda,
iiriinlerin Ingiltere'deki alti iiretim tesisinde iiretildigi tespit edilmistir. Orneklerin
analizi sonrasinda, Salmonella pozitif 6rneklerin %60'inda Salmonella seviyesi <1.0
MPN/g iken en yiiksek saymin S. Enteritidis icin 28 MPN/g ve S. Infantis icin 54
MPN/g oldugu rapor edilmistir (Jorgensen ve ark., 2022). Yang ve ark. (2022), 300
adet perakende Ready To Eat (RTE) kanath et iirlinii 6rneginin 7’sinin (%2,3)
Salmonella spp. yoniinden pozitif oldugunu ve 6rneklerdeki ortalama saymnin 0,3 ile
>110 MPN/qg arasinda degistigini bildirmistir.

Bu g¢alismalarin verileri toplu olarak degerlendirildiginde Salmonella
prevalanst ve sayisinin; ¢ig tavuk eti parcalarinda %11-43,3 ve <0,03-10,6,
sogutulmus olanlarda %19,5-49,2 ve 0,09-1,31 MPN/g ve dondurulmus tavuk eti
parcalarinda da %2-53,3 ve 0,2-6,4 MPN/g diizeylerinde bulundugu belirlenmistir.
Kanatli et iirlinlerindeki prevalans orani ve say1 araliginin ise %2,3-60 ve 0,3->110
MPN/g oldugu saptanmustir.

Diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam eden Salmonella
spp. kaynakli enterik enfeksiyonlarda, kanatli hayvanlarin 6nemli bir rezervuar oldugu
bilinmektedir. Salmonellalarin kanatli giftlikleri ile kesimhane ve cevresinden
eradikasyonu kadar insan sagliginda ciddi risk unsuru olan etkene maruziyet
sonrasindaki siirecin ekonomik maliyeti de Ulkelerin Salmonella Kontrol
Programlarindaki revizyonlarmi ¢aligmamiz bulgular1 vb. veriler dahilinde
gerceklestirmeleri gerekliligini bir kez daha ortaya koymaktadir.

Gunumuzde ¢ogunlukla ‘prevalans orani’ ile rapor edilen kanath etlerindeki
Salmonella kontaminasyon oraninin, esasen ‘kontaminasyon seviyesi’ olarak
degerlendirilmesi, mikrobiyal riskin belirlenmesi, dolayis1 ile halk sagliginin
korunmas: yoniinden 6nem kazanmistir. Hastalik kaynagi olan kanatli etlerindeki
Salmonella sayisinin multifaktoriyel oldugu ve isletmelerde etkenin hem proses
asamalarinda daha siki performans standartlarina uyularak hem de son {irtindeki
sayisinin azaltilarak diigiiriilmesi gerektigi tizerinde durulmaktadir.

2000’11 yillarin basindan itibaren Amerikan Milkrobiyoloji Birligi ile Gida ve
Mikrobiyolojik Kriterler Ulusal Istisare Komitesi uzman raporlarinda yer alan
patojenin seviyesindeki diismenin say1 belirleme ile paralel olarak gergeklestirilmesi

gerektigi, kontrol oOnlemleri ile Salmonella sayisinda azalmaya bagli tlketici
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maruziyeti diisse dahi, risk belirlenmesinde prevalans oraninin degismeyebilecegi
konusuna isaret edilmektedir. Ayrica risk belirleme c¢alismalar1 ile de insan
salmonelloz vakalarinin yiiksek sayida Salmonella ile kontamine tavuk eti tiketimi ile
iliskili olma olasiligimin ¢ok daha fazla olduguna dair somut veriler ortaya
konulmaktadir.

Giincel mevzuatimizda, AB’nde oldugu gibi halen bu patojenin broyler
karkaslarindaki sayisinin belirlenmesi ve sayisi ile ilgili olarak herhangi bir kriter
ve/veya limit bulunmamakta olup etkenin var/yok seklinde belirlenmesi ile birlikte
konsantrasyon diizeylerinin de 6lgiilmesi gerekmektedir.

Yukarida deginilen tim bilgiler goz 6éninde bulundurularak tasarlanmis olan
bu tez ¢alismasi ile Salmonella’nin iilkemizde broyler karkas érneklerinde 1ISO 6579-
2:2012 metodu ilk kez kullanilarak varligi ve kontaminasyon seviyesi belirlenmistir.
Incelenen SS orneklerin biyik bir boliminde (%85,42) etkenin tespit edilmesi,
ulkemizde surdurulmekte olan kontrol programi ¢aligmalarinin en azindan bu
kesimhaneye canli hayvan temin eden kanatli isletmeleri yoniinden heniiz istenilen
seviyede bir koruma saglayamadigini gostermektedir. Kesim prosesindeki Kritik iki
asama olan SO ve SS alinan &rneklerdeki Salmonella seviyeleri arasindaki farkin (0,36
logio MEMYS) istatistiksel olarak dnemli bulunmasina ragmen halen son iiriin olarak
kabul edilen sogutulmus karkaslarda ortalama sayinin 1.48 logio mEMS degerinde
olmasi, Oncelikle isletmede sogutma dncesinde uygulanan i¢ dis yitkama vb agamalarin
etkinliginin patojenin sayisal azalmasinda yeterli diizeyde bir diislise neden
olamadigina isaret etmektedir.

Bu tez c¢alismasi, Oncelikle {iilkemizde Salmonella sayisinin broyler
karkaslarinda belirlendigi ilk ¢aligma olmasi yoniinden literatiire sagladigi katki
yaninda kanatli isletmesindeki sogutmaya dayali kritik asamalarin degerlendirilerek
patojen rediiksiyonuna yonelik revizyon planlamasi i¢in somut veri olusturmaktadir.
Ayrica ¢alisma sonuglariin gelecekte yasal otoritenin Ulusal Salmonella Kontrol
Programi’nda ve TGK Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’ndeki ilgili
giincellemelerinde,  tarafsiz  referans  bilgi  olarak  degerlendirebilecegi

distiniilmektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

pl: Mikrolitre

pum: Mikrometre

AB: Avrupa Birligi

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

ABI: Applied Biosystems

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism
AOAC: Resmi Analitik Kimyagerler Birligi

API: Application Programming Interface

aw: Su aktivitesi

BHIB: Brain Heart Infusion Broth

BPW: Bufferd Peptone Water-Tamponlanmis Peptonlu Su
BSA: Brilliance Salmonella Agar

BS: Bismuth-Sulfite Agar

Cat: Kategori

CDC: Centers for Disease Control and Prevention
CFU: Colony Forming Unit

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

Eh: Oksidasyon-Rediiksiyon Potansiyeli

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Essay
EMS: En Muhtemel Say1

FAQ: Food and Agricultural Organization
FDA-BAM: Food and Drug Administration, Bacteriological Analytical Manual
FERN: Food Emergency Response Network

FRET: Floresan Rezonans Enerji Transferi

g: Gram

GKGM: Gida Kontrol Genel Miidiirliigii

HACCP: Hazard Analysis And Critical Control Point
INF: Infinity

ISO: International Organization for Standardization
kal: Kalori

KCN: Potasyum siyanur

Kob: Koloni Olusturan Birim

LIA: Lysine Iron Agar

log: Logaritma

LPS: Lipopolisakkarit

MCA: MacConkey Agar

mEMS: Minyatiirlestirilmis En Muhtemel Say1

mg: Miligram
MKTTn: Muller-Kauffmann Tetrahionate-Novobiocin
ml: Mililitre

MLST: Multi Locus Sekans Tiplendirmesi

mm: Milimetre

MPN: Most Probable Number

MSSRVA: Modified Semi Solid Rappaport Vassiliadis Agar
mV: Mili volt
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NA: Nutrient Agar

ng: Nanogram

NTS: Non Typhoidal Salmonella

ONPG: Onitrophenyl- Beta-D-galaktopyranoside
OXD: Oksidasyon

PCR: Polimerase Chain Reaction

PFGE: Pulsed Field Gel Electrophorezis

pH: Power of Hydrogen

gPCR: Quantitative PCR

RAPD: Randomly amplified polimorphic DNA
rPCR: Real time PCR

rpm: Dakikadaki devir sayisi

rRNA: Ribozomal RNA

RTE: Ready To Eat-yemege hazir yiyecek

RV: Rappaport Vassiliadis

SE: Salmonella enteritidis

Ser: Serotip

SO: Sogutma Oncesi

SPI: Salmonella Pathogenicity Island

SS: Salmonella-Shigella Agar

SS: Sogutma Sonrast

ST: Salmonella Typhimurium

Subs: Subspecies

TGK: Tiirk Gida Kodeksi

TSIA: Triple Sugar Iron Agar

TT: Tetrathionate

TUBITAK: Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu
TUIK: Tiirkiye Istatistik Kurumu

USDA-FSIS: United States Department of Agriculture Food Safety Inspection Service
WHO: World Health Organization

XLDA: Xylose-Lysine-Desoxycholate Agar
XLT4: Xylose-Lysine-Tergitol-4

yy: Yiizyil

88



8. TESEKKUR

Doktora egitimim ve tezimin yazim agsamalarinda sonsuz bilgi ve deneyimlerini
paylasmaktan kaginmayan, her adimda desteklerini esirgemeden 6zveri ile yanimda
olan c¢ok degerli danisman hocam Prof. Dr. Seran TEMELLI’ye basta olmak iizere,
danigsman hocam ile birlikte ¢alismalarimda destegini hi¢cbir zaman esirgemeyen Prof.
Dr. Aysegil EYIGOR hocama, laboratuvar calismalarimda yardimeci olan
arkadaslarim A. Gokhan COSKUN ve irem UGUR’a, Anabilim Dal’1mizin saygideger
hocalarina, tez galismamin finansman destegini saglayan Bursa Uludag Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne, Doktora Egitim hayatimda
destegini esirgemeden, gosterdikleri ilgi ve verdikleri manevi gii¢ i¢in esim Dog. Dr.
[smail DEMIRCIOGLU’na ve annem Zuhal ERTEKIN, babam Mehmet ERTEKIN,
kardeslerim Bekir ERTEKIN ve Giilgin Tuba ERTEKIN’e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Aysegiil DEMIRCIOGLU
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9. OZGECMIS

Aysegiill DEMIRCIOGLU, ilk, orta ve lise egitimini Sanlurfa’da
tamamladiktan sonra, lisans egitimini 2011-2017 yillar1 arasinda Bursa Uludag
Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nde tamamlamistir. 2017 yilinda Veteriner Hekim
olarak mezun olmustur. Bursa Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali’'nda 2018 yilinda Doktora
Egitimi’ne baslamis olan Aysegiil DEMIRCIOGLU evli ve iki cocuk annesidir.

90



	1. GİRİŞ
	2.
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1. Tarihçe
	2.2. Taksonomi ve Nomenklatür
	2.3. Etiyoloji
	2.4. Epidemiyoloji
	2.5. Patogenez
	2.6. Salmonella Varlığının Belirlenmesinde Kullanılan Tanı Yöntemleri
	2.6.1. Geleneksel yöntemler
	2.6.2. Hızlı yöntemler
	2.6.3. Nükleik asit temelli uygulamalar
	2.6.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulamaları
	2.6.5. Real time PCR (r-PCR) sistemleri
	2.6.6. Minyatürize biyokimyasal testler
	2.7. Salmonellalarda Tiplendirme Metotları
	2.8. Salmonella Sayısının Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemler

	3. GEREÇ VE YÖNTEM
	3.1. Gereç
	3.1.1. Örnekler
	3.1.2. Standart suşlar
	3.1.3. Cihazlar
	3.2. Yöntem
	3.2.1. Karkastan örnek alınması (Boyun derisinden)
	3.2.2. Karkas Örneklerinden ISO 6579-2:2012 ile Salmonella’nın Minyatürleştirilmiş En Muhtemel Sayı (mEMS) Tekniği ile Sayımı
	3.2.2.1. Test edilecek miktar-Başlangıç süspansiyonunun hazırlanması
	3.2.2.2. Dilüsyon ve selektif olmayan sıvı besi yerinde ön zenginleştirme (Preenrichment)
	3.2.2.3. Selektif yarı katı besi yerinde zenginleştirme (Enrichment)
	3.2.2.4. Selektif katı besi yerine ekim
	3.2.2.5. Doğrulama
	3.2.2.6. Minyatürleştirilmiş En Muhtemel Sayının (mEMS) hesaplanması
	3.2.3. Salmonella spp. Spesifik r-PCR (Salm-PCR) Analizi ile Doğrulama
	3.2.3.1. Salmonella spp. Spesifik r-PCR (Salm-PCR) için templeyt hazırlama
	3.2.3.2. Salmonella spp. Spesifik r-PCR (Salm-PCR)
	3.2.4. İstatistiksel Analizler

	4. BULGULAR
	4.1. Örnekleme Sonuçları
	4.2. Salmonella spp. İzolasyon, İdentifikasyon ve Doğrulama Sonuçları
	4.2.1. Birinci Parti’ye ait örneklerde Salmonella spp. varlığı
	4.2.2. İkinci Parti’ye ait örneklerde Salmonella spp. varlığı
	4.2.3. Üçüncü Parti’ye ait örneklerde Salmonella spp. varlığı
	4.2.4. Dördüncü Parti’ye ait örneklerde Salmonella spp. varlığı
	4.2.5. Beşinci Parti’ye ait örneklerde Salmonella spp. varlığı
	4.3. Minyatürleştirilmiş En Muhtemel Sayı (mEMS) Tekniği ile Salmonella spp. Sayım Sonuçları
	4.3.1. Birinci Parti’ye ait örneklerde Salmonella spp. sayısı
	4.3.2. İkinci Parti’ye ait örneklerde Salmonella spp. sayısı
	4.3.3. Üçüncü Parti’ye ait örneklerde Salmonella spp. sayısı
	4.3.4. Dördüncü Parti’ye ait örneklerde Salmonella spp. sayısı
	4.3.5. Beşinci Parti’ye ait örneklerde Salmonella spp. sayısı

	5. TARTIŞMA ve SONUÇ
	6. KAYNAKLAR
	7. SİMGELER VE KISALTMALAR
	8. TEŞEKKÜR
	9. ÖZGEÇMİŞ

