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OZET: Kontamine olmus tavuk etlerinin, Salmonellalarin insanlara bulasmasina neden olan baslica gida kaynagi olmalari
ve kdlturel belirleme ydntemlerinin zaman alici olmalari nedenleri ile, tavuk etlerinde hizli ve yiiksek duyarlilikta sonug vere-
bilecek bir Salmonella spp. belirleme yénteminin gelistirilmesi Gzerine yapilan bu calismada, ilk olarak 1ISO 6579 referans
yontemi kullanilarak Salmonella kontaminasyonu olmadigi belirlenen tavuk eti 6rnekleri, Salmonella Enteritidis kilturd ile ino-
kile edilmis ve 16 saatlik segici olmayan bir 6n-zenginlestirme isleminin ardindan imminomanyetik ayirma-polimeraz zincir
reaksiyonu (IMA-PZR) yéntemi kullanilarak, yaklasik 1 veya 10 kob/25 gram tavuk eti seviyesindeki hedef bakterinin, toplam
20 saat gibi kisa bir slirede belirlenebilmesi saglanmistir.

Anahtar kelimeler: IMA, PZR, Salmonella, tavuk eti

ABSTRACT: Since contaminated chicken meats have been the principal foodborne source of the contamination of Salmo-
nella to humanbeings and cultural detection methods are time-consuming; in this study, which had been based on the im-
provement of a Salmonella spp. detection method that can give rapid and high sensitivity result in chicken meats, firstly chic-
ken meat samples, in which no Salmonella contamination had been determined by using ISO 6579 reference method, were
inoculated with Salmonella Enteritidis culture and after the 16-hour non selective pre-enrichment stage, approximately 1 or
10 cfu/25 gram chicken meat levels of target bacteria determination was ensured in totally 20 hours by using immunomag-
netic separation-polymerase chain reaction (IMS-PCR) method.
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GIRIS

Hastalik Denetim ve Onleme Merkezleri (Centers for Disease Control and Prevention—-CDC) tarafindan rapor
edilen gida kaynakli hastaliklar konusundaki veriler; 2005 yilinda enterik patojenlerin neden oldugu 16 614
adet enfeksiyon vakasinin 6471 adedindeki, 2006 yilinda ise enterik patojenlerin neden oldugu 17 252 adet en-
feksiyon vakasinin 6655 adedindeki etyolojik etmenin Salmonella oldugunu géstermektedir (1, 2).
Salmonellalarin kirmizi etler, siit ve sit Grlinleri ve yumurtalarda siklikla bulunmalarinin yanisira gida endiis-
trisinde, ¢ogunlukla, kanatli etlerinin islendigi sektdrde ortaya ciktiklar bilinmektedir (3, 4). Amerika Birlesik
Devletleri Tarim Bakanhgi (United States Department of Agriculture-USDA) 2000 ile 2005 yillari arasinda, ta-
vuk etlerinden Salmonellalarin, 6zellikle de Salmonella Enteritidis’in izolasyon sikliginda bir artis oldugunu be-
lirtmigtir (5). Son yillarda Salmonellalarin kanatli etlerini kontamine etme sikliginin artmasi da, gida endustrisi
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acisindan tavuk etlerinde Salmonella varhiginin givenilir sekilde belirlenmesi icin hizh ve yiiksek duyarlilikta
yontemlerin gelistiriimesini hizlandirmistir (6).

Salmonellalar ile kontamine olmus gidalarda bu patojenin sayisinin genellikle cok disiik ancak gidalarda bu-
lunan rekabetci bakterilerin sayisinin yiksek miktarlarda olmasinin, Salmonellalarin gidalardan izole edilebil-
me sanslarini blyuk élciide azalttigi bildiriimektedir (7, 8). Ayrica kultiirel belirleme yéntemleri ile bu patojenin
gidalardan izolasyonunun, olduk¢a uzun bir sire aldigi ve yogun bir isgtici gerektirdigi bilinmektedir (9, 10).
Gidalarin gogunun sinirli raf dmriine sahip olmasindan dolayi, kilturel belirleme yéntemleri ile izolasyon isle-
mi tamamlanmadan bu gidalarin tiketildikleri ya da raf émudirlerini tamamladiklar belirtiimektedir (11, 12). Bu
nedenle polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yéntemi; kiltirel belirleme ydntemlerine alternatif olarak gelistirilen
ve hizli oldugu kadar ylksek segicilik ve duyarliliga sahip bir ydntem olarak, glinimizde gidalardan Salmonel-
la belirlenmesinde kullanimi en ¢ok tercih edilen ydntem olmaktadir (13, 14). Ancak bu yéntemin gidalara uy-
gulanmasi esnasinda, gida bilesenleri ve mikrobiyel metabolitler gibi hedef DNA amplifikasyonunu engelleyici
hiicre disi ve hicre ici inhibitér maddelerden kaynaklanan hatali-negatif sonuglarin sézkonusu olabildigi bildi-
rilmektedir (15, 16). Bu olumsuzlugu 6nleyebilmek amaci ile, PZR ydntemi 6ncesi, hedef bakterinin gidalardan
ayrilmasi ve konsantre edilmesi prensibine dayali immiinomanyetik ayirma (iIMA) yénteminin kullanilabilecegi
belirtiimektedir (16, 17).

IMA yéntemi, karisik ve yogun mikroflora iceren bir gida érneginden hedeflenen mikroorganizmayi yakalaya-
bilen ve daha ileriki testlerde kullaniimak tzere kiguk hacimlere yogunlastirabilen (18, 19), homojen, polistiren
mikrokdreciklerin kullanimini iceren bir ydntemdir. Bu yéntem, immunolojik olarak ayriimis olan Salmonellala-
rin direkt olarak segici kati besiyerlerine inokulasyonuna imkan saglayarak, RV ve SC broth gibi segici zengin-
lestirme besiyerlerinin yerini aldigindan hizl bir yéntem olarak kabul edilmektedir (20, 21). IMA sadece hizli bir
yéntem olmakla kalmayip, stipheli Salmonella izolatlarinin, cogunlukla Salmonella pozitif olarak dogrulandigi
oldukca &zgiin bir yéntem olarak da belirtiimektedir (22). Ayrica, IMA yéntemi ile, hasar gérmiis ya da stres al-
tinda kalmis Salmonella hiicrelerinin de izole edilebildigi bildiriimektedir (23).

Bu ¢alismada; tavuk etlerinde yaklasik 1 veya 10 kob/25 gram tavuk eti seviyesinde olan Salmonellalarin, 16
saatlik secici olmayan bir 6n-zenginlestirme isleminin ardindan, anti-Salmonella manyetik kirecikleri ile karigik
mikroorganizma y(iki olan tavuk etlerinden ayriimasi, konsantre edilmesi ve daha sonra da Salmonellalara 6z-
gl invA geninin 284 bg’lik boélgesinin amplifiye edilmesinin hedeflendigi, hizli oldugu kadar yiksek segicilige ve
duyarliiga sahip IMA-PZR yénteminin gelistiriimesi amaglanmigstir. Tavuk etlerinden Salmonellalarin belirlen-
mesinde resmi otoritelerin beklentilerini ve kanath et endUstrisinin ihtiyaglarini yaklasik 20 saat gibi kisa bir su-
rede ve gerekli duyarlilikta karsilayacak bdyle bir ydntemin gelistirilmesi ile, sinirl raf émriine sahip tavuk etle-
rinin tiketime sunulmadan énce Salmonellalar agisindan riskli olup olmadiginin belirlenebilmesi ve olasi mik-
robiyel kaynakli gida zehirlenmelerinin énline gegcilebilmesi hedeflenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Tavuk eti 6rnekleri
Galismada kullanilan yagsiz tavuk gégis eti, Ankara’daki bir marketten tesadfi olarak alinmis ve 25 gramlik par-
calara ayrilarak, herbir parca ¢alismanin ilerleyen bélimlerinde kullaniimak tzere, -18°C’de muhafaza edilmistir.

Kiiltiir

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 kltirt, American Type Culture Collection-ATCC, A.B.D’nden liyofilize ola-
rak saglanmistir. Calisma boyunca kullanilan S. Enteritidis kalturd, triptik soy (TS) agar (Merck, Almanya) be-
siyerinde yatik stoklar halinde +4°C’de muhafaza edilmis ve uygun zaman araliklari ile ayni ortamdan yararla-
nilarak aktiflestiriimistir.
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IMA yéntemi deney diizenegi ve immunomanyetik partikiiller

Calismada Dynal® (Norveg) markali IMA yéntemi deney diizenegi ve yine ayni firmadan saglanan Dynabeads®
anti-Salmonella partikilleri kullaniimistir. Bu diizenek; érnek karistiricisi (Dynal® MX3 sample mixer), érnek tip-
lerini tutabilen manyetik bir tutucu ve bu tutucunun manyetik cubugundan (Dynal MPC®-M rack) olusmaktadir.

PZR y6éntemi deney diizenegi ve oligoniikleotidler

Galismada THE-MWG (Almanya) markal Primus 96 termocycler ve yine ayni firmadan saglanan ve invA ge-
ninin 284 b¢’lik bélimind ¢ogaltan (24), 139 ileri primeri (5-GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC
AA-3’) ve 141 geri primeri (5-TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC C-3’) kullaniimistir.

Yoéntem

Galismada, ilk olarak, Ankara’daki bir marketten tesadifi olarak alinan yagsiz tavuk gégis eti érneklerinde,
Salmonella kontaminasyonu olup olmadigi, ISO 6579 referans yontemi kullanilarak ve denemeler birden fazla
tekrarlanarak belirlenmis ve ardindan Salmonella kontaminasyonu olmadigi saptanan bu tavuk eti érnekleri,
yaklasik 101 ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak sekilde, S. Enteritidis kiltiirii ile inokiile edilmislerdir. ino-
kilasyon yapilan bu tavuk eti 6rnekleri daha sonra, tamponlanmis peptonlu su (TPS) besiyerinde 16 saatlik se-
cici olmayan bir &n-zenginlestirme iglemine tabi tutulmus ve bu islemi takiben, IMA-PZR yéntemi kullanilarak,
yaklasik 1 veya 10 kob/25 gram tavuk eti seviyesindeki hedef bakterinin, toplam 20 saat gibi kisa bir slirede
belirlenebilmesi saglanmistir.

ISO 6579 referans yontemi

Bu yonteme gore; 25 gramlik yagsiz tavuk gogus eti 6rnegi, 225 mL TPS igeren filtreli steril Stomacher torba-
sina aktariimis ve Stomacher cihazinda (Stomacher Seeward 400, ingiltere) 1 dakika tutularak, tavuk eti érne-
gi homojen hale getiriimistir. Hazirlanan homojenat, 6n-zenginlestirme amaci ile, 37°C’de 18-24 saat inkiibas-
yona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan én-zenginlestirme kiiltiiriinden 10 ve 0.1’er mL alinarak, sirasi ile
SC broth (Merck, Aimanya) ve RV broth (LAB M, ingiltere) segici zenginlestirme besiyerlerine aktariimistir. SC
broth’lar 37°C’de, RV broth’lar ise 42°C’de 24’er saat inkiibasyona birakilmislardir. inkilbasyonun ardindan bu
secici zenginlestirme kultlrleri; BLPS agar (Merck, Almanya), Rambach agar (Merck, Almanya) ve Harlequin
Salmonella ABC (Freeman Formiilii) (LAB M, ingiltere) secici kati besiyerlerine yiizeye yayma yéntemi ile ekil-
mis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmislardir. inkiibasyon sonunda Petri kaplarindaki koloni gelisim-
leri incelenerek, slpheli Salmonella kolonisi bulunup bulunmadigr belirlenmigtir.

Tavuk eti 6rneklerinin Salmonella ile inokiilasyonu

CGalismanin bu asamasinda, ilk olarak, steril lambda tamponu [5.8 g NaCl, 2.0 g MgSQO,.7H,0, 50.0 mL 1 M
Tris-HCI ¢ézeltisi (pH: 7.5), 0.1 g jelatin, 1000 mL distile su] kullanilarak, 24 saatlik S. Enteritidis kultGrindn
ondalikli dilisyon serisi hazirlanmistir. Ardindan herbir dilisyondan, 3 adet Triptik Soy (TS) agar besiyerine
yayma ydntemi ile inokiilasyon yapilmis ve Petri kaplari, 37°C sicaklikta 24 saat inkilbasyona birakilmistir. in-
kiibasyon sonunda Petri kaplarinin ylzeylerindeki koloniler sayilmis ve 101 kob S. Enteritidis iceren diliisyon
kullanilarak, 25 gramlik 2 adet tavuk eti 6rnegine, yaklagik 107 ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak sekilde,
S. Enteritidis kiltird ile inokllasyon yapilmistir. Bu islem, tavuk eti érnekleri ile yapilan herbir ¢alisma baslan-
gicinda tekrarlanmistir. inokiilasyon isleminin ardindan, tavuk eti érnekleri, 225’er mL TPS iceren filtreli steril
Stomacher torbalarina aktarilmis ve Stomacher cihazinda (Stomacher Seeward 400, ingiltere) 1 dakika tutula-
rak, homojen hale getirilmislerdir. Hazirlanan homojenatlar, 37°C’de 16 saatlik stire boyunca segici olmayan bir
6n-zenginlestirme islemine tabi tutulmuslardir.

IMA yéntemi

Bu yénteme gére, 16 saatlik 6n-zenginlestirme kultlrlerinden 1’er mL alinarak, manyetik tutucudaki steril Ep-
pendorf tiiplerine aktariimistir. Uzerlerine 20’ser pL Dynabeads® anti-Salmonella partikil siispansiyonu eklen-
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mis ve partikullerin ylzeyini kaplamis olan hedef mikroorganizmaya 6zgu antikorlarin Salmonellalari baglaya-
bilmesi i¢in, oda sicakliginda 20 dakika sure ile érnek karistiricisinda sirekli olarak karistirilarak inkiibasyona
birakilmiglardir. inkilbbasyon sonunda manyetik cubuk, Eppendorf tiiplerini tagiyan manyetik tutucuya yerlesti-
rilerek, tipler 3 dakika da elde karistiriimiglardir. Béylelikle; Salmonella+anti-Salmonella komplekslerinin, man-
yetik cubugun yarattigi manyetik alan etkisi ile, tiplerin i¢c ylizeylerinde gdézle goérulebilir bir sekilde toplanma-
lar saglanmistir. Ardindan, Salmonella+anti-Salmonella komplekslerinin dagiimalarina izin vermeyecek bir se-
kilde, tiplerdeki sipernatantlar uzaklastiriimistir. Manyetik cubuk, manyetik tutucudan ¢ikarildiktan sonra, yi-
kama amaci ile tiiplere 1’er mL IMA yikama ¢dzeltisi eklenerek karistirma yapilmistir ve bu yikama islemi iki
kere tekrarlanmistir. Son yikamanin ardindan yine manyetik cubuk yardimi ile olusturulan Salmonella+anti-Sal-
monella komplekslerinin izerine, 0.2'ser mL lambda tamponu eklenerek karistiriimigtir.

DNA izolasyonu ve saflastiriimasi iglemi

Calismanin bu asamasinda high pure PCR template preparation kitine (Roche, Aimanya) gére, 1.5 mL’lik ste-
ril Eppendorf tiiptine, IMA yéntemi sonucunda elde edilen 200’er pL bakteri siispansiyonu ve 5 pL lizozim ¢é-
zeltisi eklenmis ve 37°C’de 15 dakika inklibasyona birakilmistir. Bu inklibasyonun ardindan ayni tlpe, 200 pL
baglama tamponu ve 40 pL proteinaz K ¢ézeltisi eklenerek, hemen karistirilmis ve 70°C’de 10 dakika stre ile
ikinci bir inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra ayni tipe, 100 pL izopropanol eklenerek karistiriimis ve bu ka-
risim, filtre baglik iceren toplama tlpUnin Ustteki filtre kismina aktarilarak, 8000 g’de 1 dakika santriflj islemi-
ne tabi tutulmustur. Santrif(j islemi sonrasi supernatant iceren toplama tlpU atilarak filtre, baska bir steril top-
lama tupine yerlestiriimistir. Yeni toplama tiiptne yerlestirilen bu filtre kismina, 500 pL inhibitér uzaklastirma
tamponu eklenerek, 8000 g’'de 1 dakika santrifuj islemi yapilmistir. Santrifdj islemi sonrasi siipernatant iceren
toplama tUpu atilarak filtre, baska bir steril toplama tuptne yerlestiriimistir. Yeni toplama tiptne yerlestirilen bu
filtre kismina, 500 pL yikama tamponu eklenerek 8000 g'de 1 dakika santrifuj islemi yapilmistir. SantrifQj isle-
mi sonrasi sipernatant iceren toplama tiipU atilarak filtre, baska bir steril toplama tiipiine yerlestiriimis ve bir
6nceki islem tekrar edilmistir. Santrifdj islemi sonrasi slipernatant uzaklastiriimis ve filtre, ayni toplama tipine
yerlestirilerek, 13 000 g’de 10 saniye santrifij islemi yapilmistir. Artakalan sUpernatanti iceren toplama tipu
atiimis ve filtre, 1.5 mL’lik yeni bir mikrosantriflij tuptine yerlestirilmistir. 1.5 mL’lik mikrosantriftj tiptne yerles-
tirilen filtre Gzerine, 200 pL 70°C’de bekletilen ayirma tamponu eklenerek, 8000 g’de 1 dakika siire ile son bir
santrifdj islemi yapiimistir. Son olarak, filtre bashk atiimis ve tlpte kalan slpernatant, hedef DNA'yi icerdigin-
den, ileri asamalarda kullaniimak tzere - 20°C’de saklanmistir.

PZR y6ntemi

Calismanin bu asamasinda ilk olarak, PZR tupu icerisinde, 1.5 uL hedef DNA ile birlikte, 200 pM PZR niikleo-
tid karisimi (Roche, Almanya), 0.5’er uM 139 ileri ve 141 geri primerleri, 2.0 mM MgCl, (Roche, Almanya),
0.025 U/uL FastStart Taqg DNA polimeraz enzim ¢dzeltisi (Roche, Almanya) olmak Gzere toplam 50 pL’lik PZR
amplifikasyon karisimi hazirlanmis ve Cizelge 1’de gdsterilen PZR déngusi sicaklik ve siire parametre deger-
leri kullanilarak, invA geninin 284 b¢’lik bélimu gogaltilmigtir.

Cizelge 1. PZR dongusu sicaklik ve sire parametre degerleri

Sicaklik (°C) Siire (saniye) Dongii sayisi
(adet)
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 180 1
Denatiirasyon 95 45
Baglanma (annealing) 52 45 35
Uzama (elongation) 72 60

Son uzama (final extension) 72 420 1
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Gogaltma isleminin ardindan %1.5’lik agaroz jeli (v/v) (Serva, Almanya) kullanilarak, agaroz jel elektroforez is-
lemi gerceklestiriimis ve bu islemi takiben, cogaltilan hedef DNA’nin gésterilmesi amaci ile jel, 302 nm dalga-
boyunda UV isik altinda 100 b¢’lik GeneRuler™ DNA ladder plus (ready-to-use) molekiler agirlik belirteci
(Fermentas, Litvanya) ile karsilastirilarak gérintilemeye alinmistir.

SONUGC VE TARTISMA

Calismada ilk olarak, calisma boyunca kullanilan tavuk eti 6rneklerinde, ISO 6579 referans yéntemi kullanila-
rak, Salmonella bulasisi olmadigi belirlenmistir. Daha sonra; 101 ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak sekil-
de S. Enteritidis kllturd ile inokule edilen bu tavuk eti 6rnekleri, TPS besiyerinde 16 saatlik segici olmayan bir
én-zenginlestirme islemine tabi tutulmus ve bu islemi takiben, IMA-PZR yéntemi kullanilarak, yaklasik 1 veya
10 kob/25 gram tavuk eti seviyesindeki hedef bakterinin, toplam 20 saat gibi kisa bir siirede belirlenebilmesi
saglanmistir. IMA-PZR yénteminin tekrarlanabilirligini géstermek amaci ile, bu islem 6 kez tekrarlanmistir. ilk
tekerrure ait PZR sonucu, Sekil 1’de gdsteriimekte ve Cizelge 2'de aciklanmaktadir.

1 | 100 be¢’lik molekiler agirlik belirteci
2 | Pozitif kontrol (PK)

3 | Yikleme yapiimadi
7

1

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A: Yaklasik 101 kob/25 g tavuk eti
A: Yaklasik 100=1 kob/25 g tavuk eti
12 | Negatif kontrol (NK)

A: inokillasyon seviyesi

Sekil 1. Yaklagik 10" ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak sekilde S. Enteritidis kulturd ile inokile edilen tavuk eti rnek-
lerinin, 16 saatlik bir 6n-zenginlestirme siresine tabi tutulmalarinin ardindan uygulanan IMA-PZR y&ntemi sonucu-
nun, %1.5’lik agaroz jeldeki goéruntusu (1. tekerrdr)

Cizelge 2. Yaklagik 10" ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak gekilde, S. Enteritidis kdlttird ile inokiile edilen tavuk eti &r-
neklerinin, 16 saatlik bir 6n-zenginlestirme suresine tabi tutulmalarinin ardindan uygulanan IMA-PZR y&ntemi so-
nucu, hedef bakteriye 6zglin 284 b¢'lik bantin gézlenebilirligi (1. tekerrir)

On-zenginlestirme 16
siiresi (saat)
inokiilasyon seviyesi IMA-PZR ydntemi sonucu hedef bakteriye 6zgiin
(kob/25 gram tavuk eti) 284 be’lik bantin gézlenebilirligi
101 +
100=1 -

+ : 284 be'lik bant gdzlenmistir.
- 1284 b¢'lik bant gbzlenememistir.

Sekil 1. ve Cizelge 2’nin incelenmesinden de gorilebilecedi gibi, yaklagik 109=1 ve 101 kob/25 gram tavuk eti
olacak sekilde inokule edilen tavuk eti drneklerinde, 16 saatlik secici olmayan bir 6n-zenginlestirme sonrasi 6z-
gln 284 be¢'lik bant gbézlenebilmistir. Bu ilk tekerrlr esnasinda, hatal-pozitif ya da beklenilmeyen Urin (primer-
dimer) bandina rastlaniimamistir.

Tavuk eti 6rnekleri ile yapilan diger tekerriir calismalarinin sonuglari ise, Cizelge 3'de gosterilmektedir.
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Cizelge 3. Yaklagik 10" ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak sekilde, S. Enteritidis kilttird ile inokiile edilen tavuk eti &r-
neklerinin, 16 saatlik bir 6n-zenginlestirme suresine tabi tutulmalarinin ardindan uygulanan IMA-PZR yéntemi so-
nucu, hedef bakteriye 6zglin 284 b¢’lik bantin gézlenebilirligi

inokiilasyon seviyesi 101* 100=1**
(kob/25 gram tavuk eti)
IMA-PZR yéntemi sonucu hedef
On-zenginlestirme siiresi Tekerriir no bakteriye 6zgiin 284 b¢’lik
(saat) bantin gbzlenebilirligi
1 + +
2 + +
3 + +
16
4 + -
5 + +
6 + +

*

: 101 dilisyonundan 1 mL ekim
: 101 diliisyonundan 0.1 mL ekim

+ : 284 be'lik bant gozlenmigtir.
: 284 bg'lik bant gézlenmemigtir.

Cizelge 3'tin incelenmesinden de goriilebilecedi gibi, yaklagik 101 kob/25 gram tavuk eti olacak sekilde inoku-
le edilen tavuk eti 6rneklerinde, 16 saatlik secici olmayan bir 6n-zenginlestirme sonrasi 6zgiin 284 bg¢’lik bant
go6zlenebilmistir. 25 gramlik tavuk eti 6rneginin yaklasik 109=1 kob Salmonella spp. ile kontamine olmasi duru-
munda ise, calisma boyunca uygulanan IMA-PZR yéntemi dncesi 16 saatlik bir 6n zenginlestirme islemi uygu-
lamasinin, hedef bakteriyi belirleyebilmede yeterli oldugu gézlenmistir.

Salmonella kontaminasyonu agisindan riskli kabul edilen tavuk etlerinde Salmonella kontaminasyonu olup olma-
diginin belirlenmesi amaci ile kullanilan klasik belirleme yéntemleri yaklasik 5-8 giin sirmekte iken (25), calisma
boyunca uygulanan IMA-PZR yénteminin kullanilmasi ile, tavuk etlerinde yaklasik 109=1 ve 101 kob/25 gram ta-
vuk eti seviyesinde Salmonella spp.’in toplam 20 saat icerisinde belirlenebilecegi saptanmistir. Widjojoatmodjo
ve ark. (26); PZR yéntemi éncesi herhangi bir 6n-zenginlestirme islemi uygulamaksizin direkt olarak IMA yénte-
minin uygulanmasi ile, 5 saat icerisinde 100 kob Salmonella seviyesinde izolasyon yapilabilecegini géstermisler-
dir. Ancak Salmonellalarin belirlenmesinde resmi otoritelerin beklentilerini ve ihtiyaglarini karsilayacak daha du-
yarlilikta bir izolasyon islemi gerektiginden, bdylesi bir izolasyonun gergeklestirilebilmesi igcin muhakkak bir én-
zenginlestirme isleminin yapilmasi gerektigi belirtiimistir (27). Rijpens ve ark. (9) ise; PZR ydntemi 6ncesi TPS
besiyerinde 16 saatlik segici olmayan bir &n-zenginlestirme islemi ve IMA yéntemi uygulamasinin ardindan RV
broth besiyerinde 4 saatlik bir secici zenginlestirme ile, 25 gramlik yumurta, dondurma ve peynirlerden, ortalama
5.9 kob Salmonella seviyesinde izolasyon yapabildiklerini ve bu islemin yaklasik 24 saat strdiguni belirtmisler-
dir. Tavuk etleri ile yaptigimiz bu galisma esnasinda kullanilan IMA-PZR yéntemi ile, hem daha duyarlilikta hem
de daha hizli sonug alindigi gériilmektedir. Kontaminasyon seviyesine bakiimaksizin tavuk etlerinde herhangi bir
Salmonella varliginin gérulmesi, 1990 tarihli Birlesik Krallik Gida Guvenligi Yasas! agisindan sakincali oldugun-
dan ve Salmonellalarin neden oldugu gida kaynakli hastaliklarin 6nlenebilmesi amaci ile, tavuk etlerinin 25 gra-
minda bulunabilecek bir tek Salmonella hiicresinin bile IMA-PZR yénteminin kullanilmasi ile toplam 20 saat gibi
kisa bir stirede belirlenebilecegi, bir baska deyisle bu kombine ydntemin, tavuk etlerinin tliketime sunulmadan én-
ce Salmonella igeriklerinin kesin olarak bilinmesini mumkin kilacagr sézkonusu olmaktadir.
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