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oz

Gida kaynakli 6nemli bir patojen ve zoonoz olan Salmonella spp. et, yamurta, peynir ve ¢ig siit gibi hayvansal gidalari
kontamine ederck gida kaynakli salginlara neden olabilmektedir. Yapilan bu ¢alismada Afyonkarahisar'da ¢ig manda
sttlerinde Salmonella spp. varliginin ve kontaminasyon diizeyinin arastirilmasi amaglanmustir. Bu amagla, manda sttt
treticilerinden temin edilen 100 adet ¢ig manda stitii 6rnegi steril kaplara alinarak soguk zincir altinda laboratuvara
ulastirildi ve ISO 6579 metoduna goére Salmonella spp. varligt bakimindan analize alindi. Analize alinan ¢ig manda stti
orneklerinin 2 tanesinde (%2) Salmonella spp. izole edildi ve PCR teknigi kullanilarak onaylandi. Sonug olarak,
Afyonkarahisar’dan toplanan ¢ig manda sttlerinde Salwonella spp.’nin yaygin olarak bulunmadig tespit edilmistir.
Ancak, Salmonella enfeksiyonlarinin hafif seyirli gastroenteritislerden, ciddi septisemilere kadar saglik problemlerine
neden olabilecegi gbz 6niinde bulunduruldugundan, Salmonella spp’nin siitlerden eliminasyonunda pastérizasyon
isleminin 6nemli rol oynadiginin g6z ardi edilmemesi, siit isletmelerinde calisan personelin bu konuda
bilgilendirilmesi ve isletmelerde hijyen ve sanitasyon kurallarina uyulmasi 6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Salnonella spp., Manda Sitt, Hijyen, PCR

An Investigation on the Presence of Salmonella spp. in Raw Water Buffalo Milks Collected from
Afyonkarahisar Province

Abstract

Salmonella spp., important foodborne pathogens and zoonoses, can cause food-borne outbreaks by contaminating
food of animal origin such as meat, eggs, cheese, and raw milk. This study aimed to determine the presence and the
contamination level of Salmonella spp. in raw buffalo milk samples collected from Afyonkarahisar. For this purpose,
100 milk samples collected from buffalo milk producers were taken aseptically and transferred to the laboratory
under cold chain contidions, followingly samples were analyzed according to the method of ISO 6579. Two
Salmonella spp. were isolated from the collected buffalo milk samples and they were confirmed by means of the PCR
technique. Consequently, it was determined that Salwonella spp. was not widely found in raw buffalo milk collected
from Afyonkarahisar. However, considering that Salwonella infections may cause health problems from mild
gastroenteritis to sevetre septicemia, it is recommended that the staff working in dairy companies should be informed
about to obey hygiene and sanitation rules and the importance of pasteurization process in elimination of this food
pathogens.
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GIRIS

Sit, buyime ve gelisme icin gerekli olan lipid,
protein, aminoasit, vitamin ve mineral gibi bir¢ok
besin 6gesi acgisindan zengin bir besin kaynagidir.
Ayrica, bilesiminde imminglobulinler, hormonlar,
biytime faktorleri, sitokinler, enzimler
bulunmaktadir. (Tekingen 2000, Haug ve ark. 2007).
Degerli bir siit olan manda siitli peynir, tereyag,
yogurt gibi bircok siit Griiniiniin Gretimi icin gerekli
olan zengin bir besin icerigine de sahiptir. Inek siiti
ile karsilastirldiginda daha yitksek oranda yag,
protein, laktoz icermektedir. Bir¢ok tilkede 6zellikle
zengin besin iceriginden dolayt arastirmacilarin ve
vatirimctlarin - ilgisini  cekmektedir  (Amatjit  ve
Toshihiko 2003, Han ve ark. 2007). TUIK
verilerine gére Ulkemizdeki toplam manda sayisinin
yaklasik %4’4 Afyonkarahisar’da olup, manda siiti
tretimi bakimindan ise 7. sirada yer almaktadir
(Anonim 2018). Yiksek besin igerigine sahip olan
manda sttd uygun olmayan kosullarda sagimi
tastnmasi, islenmesi ve muhafazasi gibi nedenlerden
dolayt patojen mikroorganizmalar ile kontamine
olabilmekte ve halk saghgt acisindan biyik bir
tehdit olusturabilmektedirir (Han ve ark. 2007,
Lejeule ve Rajala-Schultz 2009, Beale ve ark. 2014).
Salmonella  spp  yuksek diizeyde morbidite ve
mortaliteye sebep olabilmekle birlikte kontamine
ettikleri gidalarin titketimiyle hafif ya da siddetli gida
zehirlenmelerine neden olabilirler. Bu bakteriler
bulanti, kusma, bas agris, septisemi, ishal, ates gibi
klinik semptomlara neden olurlar (Kahraman ve ark.
2010, Scallan ve ark. 2011, Yddirim ve ark. 2016).
Salmonella  spp.  gdalant  gesitli  yollar  ile
bulasabilmekte ve Ozellikle Salmonella tastyicist olan
ciftlik hayvanlarinin gida tretiminde kullandlmasiyla,
bu hayvanlardan elde edilen siit, et, yumurta gibi
triinler kontamine olabilmektedir. (Finstad ve atk.
2012, Saglam ve Seker 2016). Bu nedenle hayvansal
kaynakli gidalar, Salmonella tirlerinin en yaygin
olarak bulundugu gidalarin basinda gelmektedir
(Kaynar 2011). Ulkemizde (Soyutemiz ve ark. 2000,
Ekici ve ark. 2004, Issa ve ark. 2010) ve diger
tlkelerde (D'amico ve ark. 2008, Karshima ve ark.
2013, Gwida ve Al-Ashmawy 2014, Ibrahim ve ark.
2015, El-Baz ve ark. 2017) 6zellikle inek sitlerinde
yapilan ¢alismalarda ¢ig siitlerin Salmonella spp igin
6nemli bir kontaminasyon kaynagt oldugu
gorilmektedir.

Bu calismada Afyonkarahisar ilinden toplanan ¢ig
manda sttlerinde gida kaynaklt bir zoonoz olan ve
halk saglig1 agisindan 6nem arz eden Salmonella spp.
varliginin arastirllmast amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOT

Materyal
Bu calismada Afyonkarahisar ilinden Mart-Haziran
2016 tarihleri arasinda manda sitd ireticilerinden

100 ¢ig manda siitli 6rnegi toplandr. Steril kaplara
alinan sit 6rnekleri soguk zincir altinda laboratuvara
getirilerek ayni glin analize alindi.

Salmonella spp izolasyon ve Identifikasyonu

Toplanan siit 6rnellerinde Salmonella spp. varligt ISO
6579 (Anonim 2002) metoduna gore yapidi. Her bir
Ornekten 25 ml alinarak, tUzerine 225 ml
tamponlanmis peptonlu su (Oxoid, CM0509 ) ilave
edilerek 37+1°C'de 18%2 saat inkiibe edildi. Bu
islemi takiben, Homojenattan 1 ml Rapoport
Vasilliadis Broth'a (Oxoid, CMO0669) aktarildi ve
41,5+1°C'de 24%3 saat inkibe edildi. Selektif
zenginlestirme isleminden sonra Xylose-Lizin-
Desoksikolat Agar (Oxoid, CM0469) ve Modified
Brillant Green Agar’a (Oxoid CMO0329 ) ekim
yapildi ve 37%1°C'de 2413 saat inkibe edildi.
Stipheli kolonilere Biyokimysal ve serolojik testler
uygulandt.

PCR ile izolatlarm dogrulanmasi:

Identifiye edilen Salwonella spp. suslarmnin PCR ile
onaylanmasi amactyla DNA ekstraksiyonu, DNA
izolasyon kiti (Qiagen DNeasy® DNA Izolasyon
Kiti, Almanya) ile Uretici firma tarafindan belirtilen
protokole gore yapildi. Tzole edilen DNA’lar kalite
kontroli amaciyla %1’lik agaroz jelde goriintilendi
ve DNA absorbanslart 260, 280 ve 230 nm’ de
uDrop  spektrofotometride  MultiskanTM ~ FC
Mikroplate Fotometre (Thermo, ABD) cihazinda
Olcildt. Primer tasariminda NCBI web sitesinden
Salmonella spp.’e 6zgh inmA genine ait DNA dizisine
gore (Tablo 1) Yuan ve ark. (2009) tarafindan
tasarlanan primerler FastPCR 6.0 (Kalendar ve ark.
2009) bilgisayar paket programindan faydalanilarak
kontrol edildi. Siparis edilen primerler liyofilize
olarak temin edildi. Daha sonra tretici firmanin
6nerdigi miktarlarda steril bidistile su ile 100 pmol
konsantrasyonda olacak sckilde sulandirildi. PZR
karistmi Taq  DNA  Polimeraz  (Ampliqon,
Danimarka) kullanilarak her bir 6rnek icin 25 ul’lik
final hacimde olacak sekilde 2 uwl DNA, her bir
primerden 0,2 uM, 1,5 mM MgCl,, 10x buffer
solisyonu, her bir dNTP’den 0,2 mM ve 3U
Platinum Taq DNA Polimeraz olacak sckilde
hazitlandt. PCR 6n denatiirasyon basamagi (95°C, 3
dk), takiben denatirasyon (95°C, 30 sn), primer
yaptsmast (60°C, 30 sn) ve uzatma (72°C, 30 sn) 40
dongt, son uzatma basamag (72°C, 5 dk) olacak
sekilde programlandi. (T100TM Thermal Cycler,
Bio-Rad, ABD). PCR irunleri ve marker (Thermo
Scientific, ABD) 1x TAE (Tris-Asetat-EDTA)
solisyonunda %2lik agaroz jel elektroforezinde
yurttildiikten sonra Safe DNA jel boyast
(Invitrogen, ABD) ile boyanarak, UV altinda jel
gorintileme ve analiz sistemi (Vilber Lourmat,
Marine la Valeé, France) ile goriintiilendi.
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Tablo 1. Calisilan 7z genine ait primer dizilimi
Table 1. Primer Sequencing of the /724 Gene

Gen Oligoniikleotid dizisi (5’-3’)

Uriin boyutu Gen Bankast
(bg) No

F GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA

invA

R TCATCGCACCGTCAAAGGAACC

285 M90846.1

BULGULAR

Analiz edilen 100 manda siit 6rneginden 2’sinin
(%2) Salmonella spp. ile kontamine oldugu klasik
kiltir metodu ile belitlendi ve ayrica bu izolatlarin
genotipik olarakta Salmonella spp. oldugu PCR
metodu ile onayland: (Sekil 1).

TARTISMA ve SONUC

Salmonella infeksiyonlari, insanlarda ve hayvanlarda
ckonomik kayiplara neden olmakla birlikte, dinyada
en stk gorilen ikinci zoonotik hastalik olarak
bildirilmektedir (Anonim 2011, Sahan et al. 2010).
Ciftlikte uygun olmayan hijyen kosgullar, gida
uretimindeki calisanlardan kaynaklanan
kontaminasyon riskleri, ¢ig siit ve sit urtnlerinin
tiketimi  gibi  bircok  faktér  Salmonella
enfeksiyonlarinin kaynagi olabilmektedir (Karshima
ve ark. 2013, El-baz ve ark. 2017). Inek ve manda
sutlerinde Salmonella spp. varlgy ile ilgili ¢alismalar
Tablo 2’de 6zetlenmistit.

B¢ Marker | I I

Sekil 1. Salmonella spp. pozitif 6rneklerin PCR
sonuglart. I: Pozitif Kontrol, II ve III: Manda
Siitiinden Izole Edilen Salmonella spp.

Figure 1. PCR results of Salmonella spp. positive
samples. I: Positive Control, I and IIL: Salnonella
spp. Isolated From Buffalo Milk.

Tablo 2. Inek ve manda siit 6rneklerinde Sa/monella spp. kontaminasyon diizeyi
Table 2. Salmonella spp. contamination level of cow and buffalo milk samples

Ulke Ornek Say1st Bulunma Siklig1 Kaynak

Turkiye 100 %1 Soyutemiz ve ark. 2000
Tturkiye 350 %0 Issa ve ark. 2010
Turkiye 66 % 0 Ekici ve ark. 2004
ABD 854 %11,8 Karns ve ark. 2005
ABD 268 % 2,24 Murinda ve ark. 2002
ABD 138 %0 D'amico ve ark. 2008
ABD 131 % 06,1 Jayarao ve Henning 2001
Malezya 930 % 1,4 Chye ve ark. 2004
Misir 50 % 50 Ibrahim ve ark. 2015
Misir 100 %22 Gwida ve Al-Ashmawy. 2014
Misir 50 %18 El-Baz ve ark. 2017
Misir 480 %2,5 Ahmed ve Shimamoto 2014
Romanya 42 %0 Coroian ve ark. 2010
Romanya 22 %0 Aurelia ve ark. 2009
Nijerya 600 % 8,7 Karshima ve ark. 2013
Ingﬂtere ve Galler 1673 % 0, 36 O'Donnel 1995
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Yapilan literatlir taramalart sonucunda Tirkiye’de
manda sitlerinde Salmonella spp varhigr ile ilgili bir
arastirmaya rastlanmamus olup, yapilan calismalarda
inek  sttd  Orneklerinin - Salmonella  spp.  ile
kontaminasyon oranlart %0 ile %1 arasinda oldugu
saptanmistir (Soyutemiz ve ark. 2000, Ekici ve ark.
2004, Issa ve ark. 2010). Diger ilkelerde yapilan
calismalarda ise inek ve manda sit 6rneklerinin %0
ile %50 arasinda Salmonella spp. ile kontamine
oldugu bildirilmistit (O'Donnel 1995, Jayarao ve
Henning 2001, Murinda ve ark. 2002, Chye ve ark.
2004, Karns ve ark. 2005, D'amico ve ark. 2008,
Aurelia ve ark. 2009, Coroian ve ark. 2010,
Karshima ve ark. 2013, Gwida ve Al-Ashmawy
2014, Ahmed ve Shimamoto, 2014, Ibrahim ve ark.
2015, El-Baz ve ark. 2017). Calismamizdan elde
edilen bulgular Tiurkiye’de ve diger ilkelerde bu
konu ile ilgili bildirilen oranlar arasinda yer
almaktadir. Soyutemiz ve ark. (2000) Bat1 Anadolu
bélgesinde Gig sttlerin Salmonella spp.
kontaminasyon duzeyini %1 olarak belirlemislerdir.
Yapilan baska bir calismada, Istanbul’daki bes farklt
ciftlikten toplanan 350 adet ¢ig sit Orneginde
Salmonella spp. saptanmamistir (Issa ve ark. 2010).
Ekici ve ark. (2004) koyun, ke¢i ve inek sttlerinde
patojen mikroorganizma varligini  aragtirdiklar
calismada benzer sekilde 66 siit Orneginin hi¢
birinde Salmonella spp- saptamadiklarint
bildirmislerdir. Bununla birlikte diger tlkelerde, inek
stitlerinde Salmonella varhg ile ilgili yapilan bir¢ok
calisma olmasina ragmen manda sttinde Salmonella
varhigint  arastiran  sinirtlh sayida caligma
bulunmaktadir. Ahmed ve Shimamoto (2014)
yapmis olduklari ¢alismada 240 manda ve 240 inck
suti olmak tzere toplam 480 ¢ig sit Ornegini
Salmonella varligi yoninden incelemis ve manda
sutlerinin  kontaminasyon duzeyini %3,3 olarak
saptarken, inek sitlerinin kontaminsayon diizeyi
%1,6 olarak saptamislardir. Coroian ve ark. (2010)
yapmis olduklari calismada inceledikleri 42 manda
st Orneginin hicbirinde Salmonella saptamamistur.
Benzer sekilde, Aurelia ve ark (2009) mevsimsel
olarak inceledikleri manda st 6rneklerinde
Salmonella spp. tespit etmediklerini bildirmislerdir.
Amerika Bitlesik Devletlerinde yapilan 854 ciftlik
isletmesinin dahil edildigi tank sttlerinde Salmonella
enterica  varh@ arastidmis  olup, klasik  kiiltir
metoduna gére kontaminasyon dizeyi %02,6
belitlenmistir (Karns ve ark. 2005). Yine Amerika’da
yapilan bagka bir ¢alismada incelenen 268 tank stitii
Orneginin Salmonella kontaminasyon dizeyi %2,24
olarak belirlenmistir (Murinda ve ark. 2002). Giiney
Dakota ve Batt Minnesota yapilan bir calismada 131
tank stitl 6rneginin %06,1 oraninda Salmonella spp. ile
kontamine oldugu belirtilmistir (Jayarao ve Henning
2001). Misir’da gerceklestirilen bir calismada 25 tank
stti ve 25 markette satllan ¢ig siit olmak Ulzere
toplam 50 ¢ig sut numunesi Sabmonella varlig

yoniinden incelenmis olup, tank sitlerindeki
kontaminasyon orant %12 olarak belirlenirken,
markette satilan ¢ig sttlerdeki kontaminasyon oramnt
%24 olarak saptanmistir (El-baz ve ark. 2017).
Misir’da gerceklestirilen baska bir calismada, 50 tank
st ve 50 markette satilan ¢ig siit Orneklerinin
Salmonella kontaminasyon diizeyleri PCR teknigi ve
klasik kaltar metodu karsilastirllarak
degerlendirilmis olup, klasik kiltir metoduna gore,
markette satilan ¢ig siit 6rneklerinin kontaminasyon
diizeyi %8 olarak belirlenirken, PCR teknigine gore
bu oran %20 olarak saptanmustir. Tank siitd
ornekleri incelendiginde ise klasik kiiltiir metoduna
gbre Salmonella kontaminasyonu belirlenemezken,
aynt Ornekler icin kontaminasyon dizeyi PCR ile
%24  olarak  belitlenmistit.  Tim  6rnekler
degerlendirildiginde PCR teknigine gore
kontaminasyon dizeyi %22 olarak saptanmustir
(Gwida ve Al-Ashmawy 2014). Malezya’da yapilan
bir calismada 930 ¢ig sit Orneginde, Salmonella
kontaminasyon duzeyi %1,4 olarak belitlenmistir
(Chye ve ark. 2004). Ibrahim ve ark. (2015) ticari siit
ve sut urinlerinin - mikrobiyolik  kalitesini
aragtirdiklari bir calismada, Kahire pazarlarindan
topladiklart 50 ¢ig st Ornegin %50 oraninda
Salmonella ~ spp. ile  kontamine  oldugunu
belirlemislerdir. O'donnell (1995) Ingiltere ve
Galler’de 15 aylik bir periyotta toplam 1673 tank
st 6rnegini  Salmonella spp. varhigl yoninden
incelemis ve kontaminasyon diizeyini %0,36 olarak
bildirmistir. Nijerya’da yapilan bir ¢alismada toplam
600 stt 6rnegi Salmonella varlig acisinda klasik kiltir
metodu kullanilarak incelenmis ve kontaminasyon
diizeyi %8,7 olarak belirlenmistir (Karshima ve ark.
2013).

Dinyada ve Turkiye’de stit 6rneklerindeki Salwonella
varhigint arastiran galismalarin sonuglart degiskenlik
gostermektedir. Bu  degiskenliklere cografyadaki
farklibiklar, Ornek sayisi, farklh  Ornek  alma
prosediitleri, kullandan analiz yontemi neden
olabilmektedir.

Sonug olarak, calismadan elde edilen verilere gbre
Afyonkarahisar’dan toplanan ¢i§ manda sitlerinde
Salmonella spp.’nin yaygin olarak bulunmadig tespit
edilmistir. Fakat, bu gida patojenin halk saglig
acisindan  olusturabilecegi  riskler ve  sebep
olabilecegi ekonomik kayiplar gbz Oniinde
bulunduruldugunda, ilgili kurumlar tarafindan
denetim ve kontroliin etkin olarak yapilmast 6nem
arz  etmekte olup, bu gda patojeninin
eliminasyonunda pastorizasyon isleminin 6énemli rol
oynadiginin gbz ardi edilmemesi, siit isletmelerinde
calisan personelin bu konuda bilgilendirilmesi ve
isletmelerde hijyen ve sanitasyon kurallarina
uyulmasi 6nerilmektedir.
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