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ERZINCAN GARNIZONUNDA TUKETIME SUNULAN TAVUK VE HINDI
ETLERINDEN KONVANSIYONEL KULTUR VE MOLEKULER (PZR)
METODLA SALMONELLA SPP.’NIN TESHISI*

Diagnosis of Salmonella spp. with Conventional Culture and
Molecular (PCR) Methods from Chicken and Turkey Meat Served
for Consumption in Erzincan Base
B. Tolga TANOGLU', K. Semih GUMUSSOY?

Ozet Bu c¢alismada, Erzincan Garnizonu’ndaki
birliklerin ihtiyact i¢in alimi  yapilan -18°C’de
dondurulmus-posetlenmis tavuk ve hindi etlerinin; but,
deri ve gogiis kisimlarimin Salmonella spp. yoniinden
kontaminasyon diizeyleri konvansiyonel ve molekiiler
yontemlerle arastirildi.

Arastirmada, askeri birligin soguk hava deposuna
donmus olarak teslim edilen tavuk ve hindi etlerinden,
200 adedi 2-8 "C’de ¢éziindiiriildii. Karkaslarin but,
deri ve gogiis kisimlar selektif ve selektif olmayan on
zenginlestirmeye tabi tutuldu. Etkenin izolasyonu
amaciyla konvansiyonel kiiltiir yontemi kullanildr. Izole
edilen etkenler biyokimyasal testler ve Salmonella hizli
test yontemi ile identifive edildi. Ayrica, selektif
zenginlestirme asamasinda Rappaport Vassiliadis
Broth (RVB)’dan alinan herbir numuneye ait
stispansiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) na
tabi tutuldu. Kiiltiir yontemleriyle analiz edilen tavuk
deri, but ve gogiis numunelerinde sirasiyla % 16, % 7,5
ve % 5,5 'inde Salmonella spp. saptandi. Hindi but, deri
ve gogiis numunelerinin hi¢birinde Salmonella spp.
tespit edilemedi. Polimeraz zincir reaksiyonu ile
yapilan analizler sonucu numunelerin higbirinden
Salmonella spp. saptanamad.

Sonu¢ olarak, FErzincan Garnizonunda tiiketime
sunulan tavuk ve hindi etlerinin iiretiminde ve
islenmesinde teknolojik ve hijyenik kurallara belirgin
bir sekilde uyuldugu kanaatine varildi.
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Summary: In this study, the drum stick, skin and chest
samples of frozen-packed, at -18 °C, chicken and
turkey meat that had been purchased for the need of
military units in Erzincan Base were investigated for
the contamination levels with Salmonella spp. by
conventional and molecular methods.

For this purpose, 200 samples collected from the
chicken and turkey carcasses that had been delivered
to and kept as frozen in the military units were thawed
at 2-8 °C. The drum stick, skin and chest samples
taken from the carcasses were underwent selective and
unselective pre-enrichment. Conventional culture
method was used for isolation of the pathogen. The
isolated bacteria were identified by biochemical tests
and Salmonella rapid test. Furthermore, Polymerase
Chain Reaction (PCR) was applied to the suspension
of every sample taken from the Rappaport Vassiliadis
Broth (RVB) at the selective enrichment step. In the
cultural examinations, Salmonella spp. was isolated in
16 %, 7.5 % and 5.5 % of the chicken’s skin, drum
stick and chest samples respectively. Salmonella spp.
was not isolated in any of the culture of turkey’s drum
stick, skin and chest samples. Salmonella spp. could
not be detected in any of the samples by polymerase
chain reaction.

In conclusion, the technological and hygienic rules
were strictly obeyed during the production and
processing stages of the chicken and turkey meat
served for the consumption in the Erzincan Base.

Key words: Isolation, PCR, Salmonella spp., chicken-
turkey meat
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Gida enfeksiyonu etkenleri arasinda en dnemlilerden
biri olan Salmonella’lar, basta kanath eti, yumurta,
kirmizi et ve siit ile bunlardan yapilan iiriinler olmak
lizere, hayvansal gidalarda siklikla bulunarak insan-
larda gida kaynakli salmonellozise neden olurlar.
Gida tiiketim aliskanliklarmdaki degisim ile toplu
gida iiretimi ve uluslararasi gida ticaretinin artmasi-
na bagl olarak degisik Salmonella serotiplerinden
kaynaklanan gida enfeksiyonlarinin sayisi da, diinya-
nin hemen her bolgesinde 6zellikle son yillarda bii-
yiik artig gostermistir (1). Epidemiyolojik ¢aligmalar,
degisik Salmonella serotiplerine bagh gida zehirlen-
mesi olgularmin meydana gelmesinde; primer
kontaminasyondan daha ¢ok, gidalarin elde edilmesi,
triinlerine iglenmesi, paketlenmesi, nakli, saklanma-
s1, muhafazas1 ve mutfaklarda hazirlanmasi asamala-
rinda  olusan sekonder ve oOzellikle capraz
kontaminasyonlar ile soguk zincirin kirilmasinin en
o6nemli nedenleri olusturdugunu ortaya koymaktadir

Q).

Salmonella’larin dogada yaygin olarak bulunmalar1
ve gida zincirine gecerek insan sagligi agisindan risk
olusturmalart ile Sa/monella enfeksiyonlarina iliskin
ekonomik kayiplar dikkate alindiginda, gida iiretim
zincirinin her asamasinda etkin kontrol 6nlemlerinin
titizlikle uygulanmasi gerekmektedir. Bu gergevede;
gidalarm  Salmonella’larla  kontaminasyonu ile
Salmonella’larm gidalarda ¢ogalma ve iiremelerinin
onlenmesi ve gidada bulunabilecek Salmonella’larin
teknolojik iglemlerle inaktif hale getirilmesi, enfeksi-
yonun laboratuvar ortaminda kisa siirede teshisi hay-
vansal gidalardan kaynaklanan Salmonella enfeksi-
yonlarmin kontroliinde biiyiik 6nem tagimaktadir (3).

Klasik  kiiltir ~ yontemleri ile gidalarda
Salmonella’larin  saptanmasi; On zenginlestirme,
selektif zenginlestirme, selektif kat1 besiyerine ekim,
biyokimyasal ve serolojik testlerin yapilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu sekilde Salmonella’larin gidalar-
dan izolasyonu 5-7 giin gibi uzun bir siireyi almakta
ayn1 zamanda laboratuvar personelinin yogun c¢alis-
masi ile fazla miktarda malzemeye gereksinim du-
yulmaktadir. Taze gidalarin ¢ogunun oldukga siirlt
raf omriine sahip olmasi nedeniyle, klasik yontem-
lerle izolasyon prosediirii sona ermeden bu gidalarin
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tiiketildikleri veya raf omriinii tamamladiklar1 go-
rilmektedir (4). Salmonella’larin epidemiyolojik
aragtirmalart i¢in gelistirilen en son analiz yontem-
lerinden biri Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR)’dur. Bu yontem diger genetik tip yontem-
lerden daha hizli, basit ve ekonomiktir. PZR tekni-
gi ile gidalardan Salmonella’larin saptanmasinda
selektif siv1 ve kati besiyerlerine ekim ile biyokim-
yasal ve serolojik testlere ihtiya¢ duyulmadigin-
dan, saptama siiresi de 1-2 giine indirilebilmekte-
dir (4).

Bu calismada Tiirk Silahli Kuvvetler (TSK) biinye-
sindeki Erzincan Garnizonu Birliklerinde tiiketime
sunulan tavuk ve hindi etlerinde konvansiyonel
kiiltir yontemleri ve molekiiler ydntemler ile
Salmonella spp.’lerin ortaya konulmasi ve direkt
teshis amaciyla kullanilacak PZR y6nteminin kon-
vansiyonel yonteme gore duyarlili§inin saptanmast
da amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Calismada Erzincan Garnizonu’nda TSK’nin ihti-
yact i¢in alim yapilan -18 °C’de dondurulmus-
posetlenmis tavuk ve hindi deri, but ve gogiis etle-
rinden olusan numuneler arastirma materyali ola-
rak kullanildi. Caligma kapsaminda 2006 yilinin
Aralik ve 2007 yilinin Ocak-Subat-Mart-Nisan-
Mayis aylarinda haftada ortalama 3 kez ekim yap-
mak suretiyle toplam 200 adet tavuk ve 200 adet
hindi numunesi incelendi.

Konvansiyonel ve molekiiler analizlerde pozitif
kontrol sus olarak Refik Saydam Hifzissthha Mer-
kezi (Ankara)’nden temin edilen Salmonella
Enteritidis (Koch  Enst) ve  Salmonella
Typhimurium (NCTC 12416) suslar1 kullanildi.

Selektif olmayan zenginlestirme i¢in numuneler 2-
8 °C’de 18 saatte ¢oziindiiriildii. Herbir numuneden
25 gr almarak 225 ml % 0,1’lik tamponlanmis pep-
tonlu su (TPS) (Merck 107228) icinde homojen
hale getirilerek, 37 °C’de 16-20 saat (~18 saat)
inkiibe edildi (5).
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Selektif zenginlestirme igin ise 6n zenginlestirme
ortamindan 10’ar ml alinarak 100 ml Selenite
Cystine Broth (SCB) (Merck 107709) ve 100 ml
Rappaport Vassiliadis Broth (RVB)’a (Merck
107700) inokule edilerek, sirasiyla 37 ve 42 °C’de
18-24 saat siireyle inkiibe edildi (5).

Izolasyon islemi icin selektif zenginlestirme sonucu
SCB ve RVB’dan; Brilliant-Green Phenol-Red
Lactose Sucrose Agar (BPLSA) (Merck 110747),
Bismuth Sulphite Agar (BSA) (Merck 105418) ve
Xylose Lysine Tergitol 4 (XLT4) agar (Merck
113919) olmak {iizere her ii¢ besiyerine ekim yapildi
ve besiyerleri 37 °C’de 18 - 24 saat inkiibe edildi
(5). Salmonella siipheli olarak degerlendirilen tipik
kolonilerden Nutrient Agar (Merck 105450)’a ekim
yapilarak, 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi.
Identifikasyon amactyla Triple Sugar Iron Agar
(TSIA), Lysine Iron Agar (LIA), Methyl Red-
Voges Proskauer (MR-VP), indol, iire ve §
-galaktosidaz’dan olusan biyokimyasal testler yapil-
di1 (6).

Tamponlanmis peptonlu su TPS (% 2) ile 6n zen-
ginlestirilmesi tamamlanmis olan numunelere The
Oxoid Salmonella Rapid Test Oxoid Folio 481°de
belirtilen referans metot kullanilarak Salmonella
hizli test yontemi uygulandi. Pozitif reaksiyon gos-
teren tiipler Oxoid Salmonella Latex Test (FT 203
A) ile dogrulandi (7).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi, Myint
ve arkadaslar1 (8)’nin bildirdigi yonteme gore yapil-
di. RVB’dan 1 ml alinarak 1000 g’de 2 dk santrifiij
edildi. Siipernatant kism1 13,800 g’de 10 dk santri-
fiij edildi. Pelet kistm tamponlanmus steril fizyolojik
tuzlu su ile iki kez santrifiijlenerek yikandi. Pelet
100 pl steril distile su ile siispanse edildi ve 95 °C
10 dk kaynatildi. Deoksiriboniikleik asit (DNA)
iceren ekstraksiyon iriiniinden 2 pl alinarak 48 pl
reaksiyon karigimi icine ilave edildi. Reaksiyon
karisimt 0,25 pl Taq polimeraz enzimi, 5 pl 10x
Taq buffer, 4 pl ANTP mixture, 1 pl primer 1 (ST-
11) (AGC CAA CCA TTG CTA AAT TGG CGC
A), 1 ul primer 2 (ST 15) (GGT AGA AAT TCC

CAG CGG GTA CTG) ve 36,75 pl steril distile
sudan olusturuldu. Numuneler 94 °C’de 2 dk
denatiire edildi; amplifikasyon 35 siklusta 95 °C’de
30 sn, 60 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 30 sn’de gergek-
lestirildi. Reaksiyon 72 °C’de 10 dk ile tamamlandi.
Amplifikasyon {irtinleri 0.5 x TBE buffer i¢eren %
0,5’lik agaroz jel tizerinde 100 V’da 25 dk yiiriitiil-
dii ve ethidium bromide ile boyandi. UV-
transilluminatdr altinda incelendi.

Mikrobiyolojik analiz sonuglari agisindan, tavuk ve
hindi 6rnekleri arasinda ve herbir tiiriin kendi but,
deri ve go6glis numuneleri arasindaki farklarin
6nemli olup olmadigi Ki-Kare testi ile hesaplandi.

BULGULAR

Analiz edilen tavuk but numunelerinin 15 (%
7,5)’inden Salmonella spp. izole edilirken hindi
but numunelerinin hig¢birinden Salmonella spp.
izole edilemedi. Tavuk deri numunelerinden 32
(% 16)’sinden Salmonella spp. izole edildi. Hindi
deri numunelerinden Salmonella spp. izole edil-
medi. Tavuk go6glis numunesinin 11 (%
5,5)’inden Salmonella spp. izole edilirken hindi
goglis numunelerinden Salmonella spp. izole
edilmedi (Tablo I).

Selektif zenginlestirme asamasinda PZR analizine
tabi tutulan 200 adet tavuk ve hindi but, deri ve
gbgiis numunelerinin higbirinden Salmonella spp.
izole edilemedi.

Tavuk but, deri ve gdgiis numunelerinin yapilan
mikrobiyolojik analizleri sonucunda elde edilen
degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda but
ve g6glis numunelerinin degerleri arasinda bir fark
gozlenmezken tavuk deri numunelerinin degerleri
ile diger numunelerin degerleri arasinda istatistiksel
olarak onemli bir farklilik tespit edildi (p<0.001)
(Tablo I). Tavuk ve hindi numunelerinin analizi ile
elde edilen degerler agisindan her iki kanatli numu-
neleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farkli-
lik saptandi (p<0.001) (Tablo I).
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Tablo I. Tavuk ve hindi numunelerine ait mikrobiyolojik analiz sonuglari

Tavuk Hindi

Numuneler n Pozitif Numune % Pozitif Numune o, P

Sayisi Sayis1
But 200 152 7,5 0 0 0.001
Deri 200 32° 16,0 0 0 0.001
Gogiis 200 11° 5.5 0 0 0.001
p<0.001
TARTISMA

Kontamine kanatl eti iiriinleri; insanlarda yiyecek
kaynakli hastalik nedeni olan Sa/monella’larin ana
kaynag1 olarak tanimlanmustir (9). Insanlarda yiye-
cek kaynakli hastaliklarin saglik ve ekonomik etki-
lerini azaltmak i¢in dogal kontamine yiyeceklerin
tespitinde standardize, hizli, spesifik ve sensitif
testler gereklidir (4).

Salmonella spp.’nin tespitinde konvansiyonel kiil-
tiir yontemleri; zaman ve isgiicii kaybettirici ol-
makta ve minimum 4-6 giin gerektirmektedir (4).
Ayrica, gida iiretiminin degisik asamalarinda uy-
gulanan teknolojik islemlere (sogutma, dondurma,
181 islemi uygulanmasi, dumanlama, konserve edi-
ci ve katki maddelerinin ilavesi gibi) bagl olarak
sekillenen  stres  faktorlerinin  etkisi  ile
Salmonella’larin klasik kiiltiir yontemleri ile gida-
lardan izolasyonu her zaman miimkiin olamamak-
tadir. Literatiirdeki g¢alismalarda tavuk, pili¢ ve
hindi numuneleri igin Salmonella spp. tespit edi-
lenlerin oranlari; saklama kosullarina ve numune-
ye gore % 16 ile % 72 arasinda degismektedir (8,
10-16).

Calismamizda; tavuk deri, but ve gdgiis numunele-
rinde klasik kiiltiir yontemlerini kullanarak sirasty-
la % 16, % 7,5 ve % 5,5’unda Salmonella spp. tes-
pit edilmistir (Tablo I). Hindi deri, but ve gogiis
numunelerinde ise Salmonella spp. tespit edileme-
mistir. Literatiirde bildirilen sonuglarla (8, 10-16)
bulgularimiz arasinda paralellik goriilmekle birlik-
te, tavuk numunelerinde Salmonella orani daha
diisiik bulunmustur. Incelenen deri numunelerinde
Salmonella spp. belirlenenlerin oranmnin yiiksek

olmasinin; kesim, pargalama, haglama, paketleme
ve tagima sirasinda dis ylizeyin kontaminasyona
ugrama olasiligimin daha ¢ok oldugunu géstermek-
tedir. Ayrica, deri numunelerinde Sa/monella’nin
yiikksek oranda goézlenmesi sogutma suyundaki
kontaminasyondan da kaynaklanabilmektedir. Ta-
vuk etlerindeki kontaminasyon kaynaklarinin ba-
sinda tavuk mezbahalarinda ¢alisan personelin ro-
liniin biiyiik oldugu bildirilmektedir (17).

Gidalarda canli olarak bulunan ancak klasik yon-
temlerle kiiltiirii yapilamayan bakterilerin varliklar
da g6z oOniinde bulunduruldugunda, son yillarda
Ozgiilliigi yiiksek olan in vitro DNA amplifikasyon
teknikleri kullanilarak, kiiltiir yontemleriyle elde
edilen ‘“’hatali negatif’’ sonuclar sonucu ortaya
cikan potansiyel saglik riskleri de dnlenebilmekte-
dir (18).

Cortez ve arkadaslar1 (19), 288 adet temizlenmis
dondurulmus tavuk karkaslarini PZR metoduyla
incelemeye tabi tutmuslardir. Orneklerin 29 (%
10)’unda Salmonella spp. izole etmislerdir. Whyte
ve arkadaslar1 (20), 198 adet boyun derisinden
klasik kiiltiir yontemiyle 32 (% 16)’sinde ve PZR
metoduyla 38 (% 19)’inde Salmonella spp. sapta-
mislardir. Myint ve arkadaslar1 (8), 90 adet taze
pili¢ etini (derisiz - kemiksiz gdgiis eti, derili -
kemikli gogiis eti) PZR teknigi ile incelemislerdir.
Zenginlestirilmeyen Orneklerde Salmonella spp.
izole edilememistir. TPS ile 6n zenginlestirmede
yapildiginda ise % 20, TPS ile 6n zenginlestirme
ve RV ile zenginlestirme sonrasinda % 22’sinde
Salmonella spp. tespit etmislerdir.
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Calismamizda PZR yontemi ile tavuk ve hindi eti
numunelerinde Salmonella spp. tespit edilememis-
tir. Yontem olarak Myint ve arkadaslar1 (8)’nin bil-
dirdigi metot kullanilmistir. Bu yontemde Taq-DNA
polimeraz enzimin aktivasyonu ig¢in gerekli olan
Mg miktar1 belirtilmemistir. Ayn1 zamanda DNA
polimeraz enzimi olarak Taq polimeraz kullanilmis-
tir. Taq polimerazin 3' — 5' ekzoniikleaz aktivitesi
bulunmamaktadir. Bu durum, DNA’nin
amplifikasyonu sirasinda yanlig bazlarin siraya gir-
mesi halinde (her 1000 bazda bir baz) bunlar1 tani-
yarak ¢ikaramamakta, bdylece sentezi siirdiirmekte
ve uygun olmayan bir polimerizasyona yol agmak-
tadir. Kullanilan araglar, ayiraglar, zenginlestirme
ve laboratuvar uygulamalarinda yetersiz standardi-
zasyon olmasi nedeniyle PZR tekniginin uygulan-
masi zorlagmaktadir. Buna ilave olarak, kullandigi-
miz primerlerin, Salmonella’larin tim alt tiplerini
tanimlayamamasi ve RV’in igerisinde bulunan kim-
yasallarin inhibitér etkisinin de rolii olacagi diisi-
niilmektedir. PZR tekniginde yanlis negatif sonugla-
rin ¢ikmasini dnlemek i¢in standardizasyon olustu-
rulmas1 gerekmektedir (21).

Sonug olarak ¢alismamizda tiiketime sunulan tavuk
etlerinin deri, but ve gogiis numunelerinde klasik
kiiltiir metotlarini kullanarak Salmonella spp. sapta-
nirken hindi etlerinin deri, but ve g6glis numunele-
rinde Salmonella spp. tespit edilememistir. Bu so-
nug et alimi yapilan igletmenin Tehlike Analizi ve
Kritik Kontrol Noktalar1 (HACCP) kurallarina ve
genel hijyenik kriterlere dnemli 6l¢iide uydugunu
gostermektedir.  Ayrica,  tavuk  etlerindeki
Salmonella spp.’nin oranmin disik olmasi, kanatl
hayvan kesimlerinin ve dondurulmasina iligkin is-
lemlerinde uygun oldugunu gostermektedir. Arastir-
mamizda kiiltiir yontemi kullanilarak PZR ile etke-
nin varliginin arastirilmasi sonucunda pozitiflik
saptanamamigtir. Bu arastirmadan elde edilen so-
nuglar daha sonra yapilacak ¢aligmalara 151k tutmasi
acisindan 6nemlidir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) teknigi gelismis bir yontem olmasina ragmen
bu caligmanin bulgular1 dikkate alindiginda mikro-
biyolojik analiz i¢in kullanilan konvansiyonel yon-
temlerin gerek aragtirmalarda gerekse rutin caligma-
larda vazgecilmez oldugu sonucuna varilmistir.
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