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Oz

Dunya genelinde, Salmonella spp. nérovirlslerden sonra en fazla besin zehirlenmesine sebebiyet veren
patojenik bakterilerdir. Salmonella cinsine ait 2600’den fazla serovar tanimlanmis olup, bu cinse ait
serovarlarin en c¢ok tercih ettigi konak kanath hayvanlardir. Dolayisiyla, Salmonella cinsine ait
serovarlarinin sebebiyet verdigi gida zehirlenmelerinin en yaygin olani kiimes hayvanlari etlerinin
(6zellikle tavuk eti ve bu etin kullanildigi mamullerin) tlketilmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada
Adiyaman ili'nde tiiketime sunulan kiimes hayvani (tavuk) etlerinde Salmonella cinsine ait bakterilerin
yayginhginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag icin Salmonella spp.’ye spesifik olarak baglanabilen
manyetik mikro boncuklar kullaniimis ve imminomanyetik separasyon (IMS) yapilarak bakteriler izole
edilmistir. Daha sonra tiramid amplifikasyonu (TA) yardimi ile bu patojenik bakterilerin kanatl
etlerindeki bulunma oranlari belirlenmistir. Bu ¢alismada perakende olarak satilan tavuk etlerinden
rastgele olarak secilen 124 6rnek calisiimis ve bunlarin 35 (% 28.23) adedinde Salmonella spp.’ye
rastlaniimistir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella, Biyotin, Kanath etleri, Manyetik boncuklar, Sinyal amplifikasyonu.

Determinaton of Salmonella spp. Prevalence by a Recently Developed Biotinyl-
Tyramide Signal Amplification from Retailed Poultry Meat in Adiyaman Province

Abstract

Worldwide, species belonging to the genus Salmonella are pathogenic bacteria and are the second most
food poisoning causative agents after noroviruses. More than 2600 serovar of Salmonella have been
defined, and their primary reservoir is poultry. Therefore, salmonellae serovars are most frequently
associated with consumption of poultry meat and poultry products, which leads to Salmonella-related
foodborne illnesses. The main purpose of this study was to determine the prevalence of Salmonella spp.
by use of biotinyl-tyramide signal amplification from retail poultry (chicken) meat in Adiyaman province.
For this purpose, magnetic micro-beads which can specifically bind to Salmonella spp., was used for
isolation by applying Immunomagnetic Separation (IMS), and Tyramide Amplification (TA) was used for
detection of the bacteria in order to determine the presence (by ratio) of Salmonella spp. in poultry
meat. In this study, 124 samples of poultry meat were studied and 35 (28.23%) of them were Salmonella
positive.

Key Words: Salmonella, Biotin, Poultry, Magnetic beads, Signal amplification.
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Giris
Salmonella, Enterobacteriaceae
familyasina ait en onemli cinlerden
biridir. Bu bakteriler basil seklinde, spor
Uretmeyen, fakultatif anaeroblar olup
Gram negatiftirler. Salmonella cinsine ait
2 tir, 6 alttliir ve 2500’den fazla serovar
tespit edilmistir (Porwollik ve ark., 2004;
2007). Salmonella
kemoorganotrofik bir organizma olarak
bir
yelpazede yer alan organik substratlari

Grimont ve Weill,

siniflandirilmis  olup ¢ok genis
solunum ya da fermentasyon vyoluyla
metabolize edebilen bir canlidir (Monadi
ve ark., 2010; Dos Santos ve ark., 2011).
Salmonella’nin optimal blylime sicakligi
37°C olup esit
degerdedir. Ayni zamanda disik pH ve

insan vucut IsiIsina

¢cok az miktarda besin bulunmasi
durumlari da dahil olmak Uzere ekstrem
cevre kosullarinda dahi yasamini devam
ettirebilir (Kwon ve Ricke, 1998; Durant
ve ark., 1999; Ricke, 2003a; Ricke 2003b).
Hatta bazi Salmonella suslari 2 ila 4°C'de
bliyime vyetenegine sahip iken baz
suslari 54°C’deki sicak ortamlarda dahi
ettirebildikleri
2010).

Salmonella kaynakh enfeksiyolar insan ve

yasamlarini devam

belirtilmistir (Balamurugan,
hayvan saglhgina onemli derecede etki
etmektedir. Salmonella’nin bircok formu
antibiyotiklere karsi direnc¢ gelistirmistir.
Bu nedenle, Salmonella kaynakli ilerlemis
enfeksiyonlarin antibiyotiklerle
durdurulmasi giin be giin daha zor hale
gelmistir. Ginimiuze dek, 200’den fazla
virlis, bakteri ve parazit dahil olmak
Uzere gida kaynakli hastaliklara neden
alan (Tauxe,

patojen tanimlanmistir
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2002; Scallan ve ark., 2011). The Centers
for Disease Control and Prevention (CDC,
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri)
sadece Amerika Birlesik Devletleri'nde
gida kaynakli 128.000’in Uzerinde hastalik
vakasinin ve 3.000’in Uzerinde 6limin

meydana geldigini rapor etmistir. Bu
vakalarin ~ %11’inin de  Salmonella
spp.’den kaynaklandigini ortaya
citkarmistir.  Ayrica, CDC’nin  yapmis

oldugu arastirmalara gore son 5 vyilda
Salmonella etkenine bagl gida kaynakl
O0lim sayilarinin 320’den 380’e ¢iktigl
saptanmistir (CDC-FoodNet, 2009;
Scallan ve ark., 2011; CDC, 2017). Bu
ylzdelik  dilim spp.
norovirlslerden sonra en fazla besin
sebep patojen
olmustur, ayni zamanda bu rakamlarla en

ile  Salmonella

zehirlenmesine olan

¢ok besin zehirlenmesine sebep olan

bakteriler arasinda ilk sirayr almistir.

Ayrica, kiimes hayvanlari, Salmonella

tirlerini dogal olarak mide-bagirsak
sistemlerinde tasimalarindan dolayi, bu
hayvanlar Salmonella tirlerinin insanlara
gecisinde birincil derecede rol
oynamaktadirlar.

Tirkiye'de gorilen
hakkinda

beraber

gida  kaynakh

enfeksiyonlar yeterli  veri

bulunmamakla Salmonella
spp.’nin neden oldugu vaka sayisi en son
istatistik (TUIK)

tarafindan 2004 vyilinda verilmistir. Bu

Turkiye Kurumu
verilere gore 4.135 kisinin Salmonella
nedeniyle hastanede tedavi gordigli ve
35 kisinin hayatini kaybettigi bildirilmistir
(GGD, 2013).
tirlerinin besinlerde ve Ozellikle de

Bu sebeple, Salmonella

kanath etleri ve bunlarin kullanildigi

mamullerde taramasinin yapilmasi gida



hijyeni konusunda o6nemli bir gereklilik
teskil etmektedir.

Salmonella tirlerinin sebep oldugu
hastane vakalari ve olim sayilar goz
oninde bulundurularak gidalarda ve gida
ylzeylerinde, 6zellikle de kanath etleri ve
mamullerinde patojen taramasi ve bu
patojenlerin sayimi gida glivenligi ve
hijyeni agisindan son derece biyiik 6nem
arz etmektedir. Hukimet yetkilileri ve
UrGnlerin  tiiketime

gida  sirketleri

sunulmasindaki her asamada
kontaminasyon durumlarini izlemek igin
mikrobiyolojik analiz yontemleri
Tehlike Analizi ve Kritik
Kontrol Noktalari (Hazard Analysis and
Critical Kontrol Points = HACCP) sistemi

gbdz onlinde bulundurularak her besin igin

kullanirlar.

uygun mikrobiyolojik yontemin secilmesi
sarttir (Stannard, 1997; Jasson ve ark.,
2010; Park ve ark., 2014). Bu sistem, Grin
glvenligini etkileyen tehlikelerin
onceden belirlenmesi ve kontrol altina
bir
yaklasimdir. HACCP gibi kontaminasyon

alinmasini  saglayan  sistematik

Onleyici sistemlerin uygulanmasi gida
guvenligini arttirmistir, fakat daha iyi

patojen tarama yontemleri gelistirilene

kadar HACCP tam olarak etkili
olamayacaktir ~ (Bhunia, 2008). Bu
nedenle, HACCP ile entegre olarak
calisabilecek  patojen  tarama ve

tanimlama hususunda etkili olabilecek
yeni teknolojilerinin gelistirilmesi elzem
Bu
imminomanyetik

olmustur. calismada yapilan
(IMS)

tabanh tiramid amplifikasyonunun (TA)

separasyon
Salmonella tirlerinin kanath etlerinde

varliklarinin  belirlenmesi son yillarda
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revacta olan bir yaklasimdir (Aydin ve
ark., 2014; Herzig ve ark., 2016).
Salmonella bakteri

turlerinin ginimuze dek diinya Uzerinde

cinsine  ait
sebep olduklari besin zehirlenmelerinin
sayisi ¢cok fazla olmakla beraber yillik on
milyonlarla hesaplanmaktadir (Scallan ve
ark., 2011). Bu sayilar, s6z konusu olan
patojen bakteri tirlerinin gida hijyeni

acisindan ne kadar ©6nem tasidigini
gostermektedir. Ulkemizde, gidalarda
Salmonella spp. etkenlerinin bulunma
sikliklarina  ve Salmonella spp. ile

kontamine olmus gidalarinin tespitine
dair yapilan ¢alisma sayisi oldukga azdir.
birlikte,
icerisinde bu galismaya benzer herhangi

Bununla Adiyaman sinirlari
bir calisma yapilmadigina rastlaniimistir.
Bu ¢alismanin ana amacini Adiyaman
ili'nde tiiketime sunulan tavuk etlerinde
Salmonella spp.’nin yayginhginin IMS-TA

metodu ile belirlenmesi olusturmustur.

Materyal ve Metot

Orneklerin toplanmasi
ili
tavuk

Adiyaman sinirlari  icerisinde

bulunan eti satan  yerel
marketlerden rastgele tavuk but, gogus,

baget vs. gibi Girtinler toplanmistir.

Kullanilan bakterilerin temini

Testlerde pozitif kontrol olarak

kullanilan Salmonella cinsine ait ornekler,
Mustafa Kemal Universitesi Fen-Edebiyat
Bolimi’'nden temin

Fakiltesi Biyoloji

edilmistir.



Bakteri kiiltiirlerinin  hazirlanmasi ve
biiyiime kosullari
Pozitif Kontrol olarak kullanilan

bakteriler, cam tlp igerisinde 5 mL olarak
bulunan triptik soy broth (TSB) igerisine
konulmus ve 37°C'de 18 saat inkibe
edilmistir. Daha sonra inkibe edilen bu
tupler 10%e kadar
seyreltilmis olup son dilisyondan 100 pL

seri dilisyonla
bakteri kdltard alinip triptik soy agar
(TSA) Gzerine konulmus ve “L” seklindeki
yayici
dagitilmistir (bu islem 3 farkh Petri kabina

yardimiyla  besiyeri ylzeyine
uygulandi). Daha sonra bu besiyerleri
37°C'de 18

birakilmislardir. inkiibasyondan sonra her

saatlik inkiibasyona

bir Petri kabindaki koloniler sayilmis ve
KOB
olusturan birim) vyani yaklasik bakteri

3’e bolinerek mL’'deki (koloni

sayisi belirlenmistir.

Gida érneklerinin hazirlanmasi

Tavuk etleri her analizden 24 saat
bir
mL

Once rastgele toplanmistir. Her
25 g 225

tamponlanmis peptonlu su (TPS) igerisine

ornekten alinip

konulup stomacher yardimiyla
homojenize edilmis ve 37°C'de 3 saat
inkiibe edilerek bir 6n zenginlestirme
islemi yapilmistir. Pozitif kontroller igin
hazirlanan homojenatlarin 6 adedine
farkl dilisyonlarda (3x10* — 3x10° KOB)
Salmonella spp. inokiile edilmistir. Bu
kontamine edilen tavuk eti
IMS-TA

hassasiyeti de hesaplanmistir.

sekilde,

homojenatlarinda testinin

Deneysel olarak kontamine edilen ve
perakende olarak alinan érneklerin IMS-
TA ile test edilmesi
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Bu analiz daha 6nce Aydin ve ark.
(2014)'te belirtmis oldugu yontemle
yapimistir. Kisaca, 96-kuyucuklu
mikroplakalarin her bir kuyucuguna 3 uL
anti-Salmonella antikorlariyla kaplanmis
olan imminomanyetik boncuklardan
(IMB) (Dynabeads® anti-Salmonella, Life
Carlsbad, CA)

konulmustur. Her bir érnek Ug¢li kopyalar

Technologies,

(triplicate) seklinde test edilmistir. Daha
sonra Uzerlerine her numuneden 100 pL
eklenip oda isisinda 30 dakika yavas
moddaki calkalayiciya yerlestirildi. icine
homojenat konulmayan IMB’ler negatif
kontrol olarak kullanilmistir. inkiibasyon
IMB-
Salmonella kompleksleri 1 dk miknatis
Uzerinde tutulup 150 pL TNT buffer (0.1
M Tris-HCI, 0.15 M NaCl ve 0.05% Tween
20, pH 7.5) ile yikanmistir. Bu islem (g
defa tekrar edilmistir. TA icin ELAST ELISA
(Perkin
Uretici

islemi  sonucunda  olusacan

Amplification System Elmer,
Waltham, MA) Kkiti

direktifleri dogrultusunda kullanilmistir.

firmanin

TNT ile yikanan ornekler 100 uL (Horse
radish peroxidase, kit icerisinde mevcut)
ile etiketlenmis anti-Salmonella
antikorlari eklenmis ve numuneler oda
isisinda 30 dakika calkalayici Gzerinde
inkiibe edilmistir. Daha sonra ornekler,
miknatis ve TNT vyardimiyla 3 defa
yikanmistir. Akabinde, 50 pL biotinil-
tiramid sollisyonu 50 pL sulandirici (kit
icerisinde mevcut) ile slispanse edilmis
ve her kuyucuga toplam 100 uL seklinde
eklenmistir.  Numuneler, oda 1sisinda
yavas modda calisan calkalayici lizerinde
10 dk inkiibe edilmistir. Yikama islemi
ayni sekilde 3 defa tekrarlanmistir. Daha
her 10 pg mL?

sonra ornege



Streptavidin-Cy3 (Sigma, GER) eklenmis
ve oda isisinda 30 dk inkiibe edilip 150 pL
TNT ile 3 defa yikanmistir. Yikamadan
sonra 150 pL TNT eklenip o6rneklerde
miktari floresan

bulunan sinyal

mikroplaka okuyucu ile belirlenmistir.

Data Analizi
Streptavidine bagh olan Cy3’ln
yansittigi  floresan miktari  floresan-

tabanlh mikroplaka okuyucuda (Thermo
Scientific, Watertown, MA) belirlendikten
sonra elde edilen veri, okuyucuya bagh
bilgisayar tarafindan MS Excel (Microsoft,
WA)
kaydedilmistir. Uclii kopyalar halinde test

Redmond, dosyasi olarak

edilen numunelerin ortalamalari ve
standart sapmalari hesaplanmistir. Daha
sonra negatif kontrol olarak kullanilan
ornekler (icerisinde bakteri bulunmayan)
arka plan olarak kullanilmistir. Gergek
floresan miktari numunelerin
ortalamalarindan elde edilen floresanin
(NK)
¢ikarilmasi yoluyla net floresan sinyalleri
bir
kontroller) igin ayri ayri hesaplanmistir.

negatif kontrol ortalamasindan

her ornek ve dilisyon (pozitif
Elde edilen net sinyaller, negatif kontrole
ait sinyal degerinin en az Uc¢ kati olan
Salmonella

numunelerde varhiginin

olduguna karar verilmistir.

Arastirma Bulgulari ve Tartisma

Bu calismada, Adiyaman’da tavuk eti
orneklerinde Salmonella spp. taramasi
yapilmis ve bu bodlgede s6z konusu
bakterilere ait bir istatistik olusturulmasi
asamasinda yapilan ilk calismalardan biri
olmustur.
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Bu c¢alismada Salmonella cinsine ait
tirlerin tavuk etlerindeki varlik tespitleri
IMS-TA yontemiyle belirlenmis olup bu
testin hassasiyeti testlere baslanmadan
once pozitif kontrol kullanilarak tespit
edilmistir (Sekil 1). regresyon
egrisinde olusan R’ degerinin 0.9964
oldugu ortaya konulmustur. R? degeri 1’e

Lineer

yaklastikca bu testin glvenilirliginin de
bir
taramasinda

arttigr ve hedef alinan herhangi
patojenin gidalardaki
kullanilabilecegi anlamlarina gelmektedir
(Aydin ve ark., 2014).

Negatif kontroliin 3 katindan buyuk
olan (net sinyal > 3 x NK ise pozitif)
herhangi bir net sinyal pozitif olarak
kabul edilmistir. Yani yapilan analizin
hassasiyet baraji (deteksiyon limiti (DL)),
3 x 699.3 = 2097.9 olmustur (Cizelge 1).
Bu

sinyaller pozitif olarak degerlendirilmis

rakamdan blyik olan bitin net

olup elde edilen sonuglara gore test
edilen butlin dilisyonlar pozitif sonug
vermistir. Sonuclara bakildiginda en
kiictk dilisyon olan 30 KOB mL™nin dahi
pozitif oldugu gozlemlenmistir. Buna
gore mlL’sinde 30 KOB igeren dillisyon
galismamizin  hassasiyet limiti olarak
belirlenmistir. Aydin ve ark. (2014) ayni
metodu kullanarak deneysel olarak
ettikleri
orneklerinde E. coli 0157:H7 taramasi
3 bir

asamasi olmaksizin

kontamine sit ve kiyma

yapmislar  ve saatlik on
zenginlestirme
testlerinin hassasiyetini sirasiyla sit icin
250 KOB mL™ ve kiyma igin 100 KOB mL™
seklinde bulmuslardir (Aydin ve ark.,
2014). Ayrica, bu arastirmacilar 3 saatlik
bir 6n zenginlestirme asamasi ekleyerek

IMS-TA testinin hassasiyetinin 10 kata



kadar arttigini hesaplamislardir. Diger

benzer bir calismada, Herzig ve ark.
(2016) ayni IMS-TA metodunu uygulamis

ve deneysel olarak ¢esitli dilisyonlarda

kontamine ettikleri kiyma ile tavuk
etlerinde Salmonella taramasi
yapmislardir.  Arastirmacilarin = bulmus
oldugu hassasiyet olcimi sonuglar

kiyma ve tavuk etlerinde sirasiyla 800 ve
200 KOB mL™ seklindedir. Yapilan bu
calismadaki hassasiyet testi sonuglari, bu
galismanin daha o©nce yapilan benzer
7 kat daha
gostermektedir.

hassas
Onceki
¢alismalarda belirtilmis oldugu lzere 12

calismalardan
oldugunu

saatlik bir 6n zenginlestirme agsamasinin
IMS-TA testinin hassasiyetini oldukca
gelistirdigi (1 KOB mL™) belirlenmistir.
Yapilan bu ¢alismada 6 — 12 saatlik 6n
zenginlestirme asamalari IMS-TA testini
daha kisa slirede sonuc¢ verebilmesi ve

testin ayni gln icerisinde
sonuglandirilabilmesi amaciyla
denenmemistir.  Clnku bakterilerin

Ureme hizinin ¢ok kisa siirelidir. Bu da, bu
calismada daha kisa siireli (3 saat) 6n

zenginlestirme asamasi ile  benzer
sonuclarin alinabilecegine isaret
etmektedir.

IMS-TA hassasiyet testi
18000,0 IMS-TA sensivity test
R?=0,9964
160000 - a
14000,0 &
12000,0 _
S '8 10000,0 —e—Seri Dilisyon Net
55 Sinyalleri
% % 80000 Deteksiyon Limiti (DL)
z2z
6000,0
4000,0
2000,0
0,0 T T T T T T T 1
0 1 2Dilijsyonlaar 4 5 6
Dilutions

Sekil 1. IMS-TA hassasiyet testi sonuglari
Figure 1. IMS-TA sensitivity test results

Bu calismada, toplanan 124 tavuk eti
35 (%28.23) adedinde
Salmonella spp.’ye rastlanilmistir. IMS-TA

orneginin

yontemiyle c¢alisilan bu drneklerden elde
edilen sonuclar ayni zamanda ABD Gida
ve ila¢ Yoénetimi (US Food and Drug
FDA)'nin

Administration belirlemis
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oldugu bakteriyolojik analiz kilavuzuna
(Bacteriological Analytical Manual— BAM)
gore uygulanan klasik kdltir teknigi ile de
Klasik
yardimiyla
spp.
ila

dogrulanmistir. mikrobiyolojik
kaltar

etlerinde

teknikleri tavuk
taramasi

7

Salmonella

yaklastk  olarak 5 gilin



surebilmektedir (BAM, 1998). Bu da, IMS-
TA’nin klasik mikrobiyolojik testlere gore
daha pratik, daha ucuz ve ¢ok daha kisa

bir
yontemi oldugunu kanitlamaktadir.

sirede sonuc¢ verebilen tarama

Cizelge 1. IMS-TA hassasiyet testi sonuglari (sinyal degerleri). NK: negatif kontrol; KOB: Koloni olusturan

birim

Table 1. IMS-TA sensitivity test results (signal values). NC: negative control; CFU: Colony forming units

IMS-TA hassasiyet testi sonuglari
IMS-TA sensivity test results

Diltisyon No NK 1 2 3 4 5 6
Dilution No.
kOB mL™ 0 3x10°" 3x10° 3x10° 3x10* 3x10° 3x10°
Ortalama sinyal 699.3* 4225.7 5400.7 7903.7 13237.7 16537 17464
Average signal
Net sinyal 2127.8 £ 3302.8 £ 5805.8+ 11139.8+ 14439.1+ 15366.1%
(Ortalama sinyal — 3 298.4 302.8 856.0 476.2 460.1 482.6
x NK) *SS
Net signal (Average
signal-3 xNK+ SS

# Bu degerin 3 katindan blyuk olan degerler pozitif olarak kabul edilmistir.

* Butln dilusyonlardan elde edilen sinyallerin pozitif oldugu gortlmistar.

Daha once yapilan benzer Microarray, vb.) kullaniimasi ile gida

calismalarda, Aydin ve ark. (2014) ve
Herzig ve ark. (2016) IMS-TA yOntemi ile
deneysel olarak kontamine edilen gida
UrGnlerinde mikroorganizma taramasi
yapmislardir. Bu calismada ise deneysel
tavuklarda

olarak kontamine edilen

spp.
tavuk etlerinde var

Salmonella taramasinin  yaninda
olan Salmonella
da

arastirilmistir. Bu sayede calismamiz bu

spp.’nin bulunma oranlari

alanda ilkler arasinda yer almaktadir.

Sonug olarak, tiramid sinyal

amplifikasyonu yontemi ile yapilacak
olan dogru ve kisa sureli patojenik
bakteri

olmus kiimes hayvani eti ve mamullerini

tanimlamalarinin, kontamine

tiketen sahislarin erken uyariimasi ile

besin zehirlenmelerinin onlne
gecilebilecegi  ongoridlmektedir.  Ayni
zamanda, bu teknige ilaveten cesitli
molekiler  tekniklerin  (PCR, NGS,
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zehirlenmesi geciren hastalarin hangi
patojen tarafindan zehirlendiginin kesin

ve hizli bir sekilde belirlenerek dogru

tedavi verilmesi saglanmasi
amaglanmakta olup halk saghginin
korunabilecegi ve besin
zehirlenmelerinden kaynakli ekonomik

kayiplarin Onlenebilecegi

distnilmektedir.
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