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Salmonella, Gram negatif, spor olusturmayan, insanlarda ve hayvanlarda hastalik yapabilen bir bakteri
turtdiir. Giniimiizde 2541 in tizerinde tanimlanmig serotipi olan Salmonella insanlara ¢ogunlukla
hayvan digkisi ile kontamine olmus gidalar yolu ile geger. Genellikle hayvan ve hayvan iiriinlerinden
insana gegmesine ragmen, yagl tohumlardan da insana gecip salgmlara yol agtigi bildirilmektedir.
Diinya Antep fistig1 tiretiminde Tiirkiye; Tiirkiye liretiminde ise Sanlurfa 6nemli paya sahiptir. Ancak
stratejik 6neme sahip olan Antep fistiginda yapilmis her hangi bir patojen siirveyans calismasi
tilkemizde bulunmamaktadir. Bu eksikligi gidermek icin Sanlurfa ilinin farkli noktalarindan alinan
acikta satilan Antep fistig1 érneklerinde Salmonella analizi yapilmustir. Ulkemizde ilk defa yapilan bu
calisma sonucunda piyasadan alinan toplam 50 o6rnekten 3’tinde (%6) Salmonella tespit edilmistir.
Izolatlarin fenotipik analiz (serotiplendirme) sonuglarma gore 3 ve 10 nolu érneklerde Salmonella
enterica spp. enterica serotip Corvallis; 6 nolu 6rnekte ise Salmonella enterica spp. enterica serotip
Salford tespit edilmistir. Bu c¢alisma ile Tiirkiye’de ilk olarak agikta satilan Antep fistigindan
Salmonella izolasyonu yapilmistir. Agikta satilan fistiklardaki Salmonella ¢apraz kontaminasyonun
onlenmesi gerekmektedir.
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Salmonella is a none-spore forming Gram-negative bacterium that can cause disease in human and
animals. Salmonella, having over 2541 recognized serotypes by now, is transmitted to humans by
fecal contaminated food. Although it generally passes to humans via animals and animals product, it
also transmitted by seeds and nuts, and causes outbreaks. Among worldwide pistachio production,
Turkey has a significant share, where Sanliurfa has the largest proportion of the production. Yet, there
is no surveillance study conducted on the prevalence of pathogens in pistachio, a strategic product. To
fill this gap, pistachio retail samples collected from different region of Sanliurfa and they were
analyzed if they were contaminated by Salmonella or not. By this study, which is the first in our
country, we identified that among 50 pistachio samples, 3 were contaminated with Salmonella. In
consequence of phenotypic analyses (serotyping), isolates from samples 3 and 10 were serotyped as
Salmonella enterica spp. enterica Corvallis, an isolate from sample number 6 was serotyped as
Salmonella enterica spp. enterica Salford. This study is the first study in Turkey, representing that
pretail pistashios were contaminated with Salmonella. This study also underlines the fact that the
cross-contamination in retail pistachios should be prevented.

KEY WORDS: Salmonella, Pistachio, foodborne diseases



TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi ve yiiksek lisansim siiresince yaptigim tiim ¢aligmalarda benden maddi
manevi hicbir destegini esirgemeyen ve katkilariyla beni yonlendiren, bana 1sik tutan, Ortadogu
Teknik Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii 6gretim iiyelerinden danismanim Saym Yrd. Dog. Dr.
Yesim SOYER’e, tez calismalarim boyunca yaptig1 yardimlar ile bana destek olan Harran Universitesi
Gida Miihendisligi Boliimii dgretim iiyelerinden danigmanim Saymn Yrd. Dog. Dr. Hasan VARDIN’e
Ortadogu Teknik Universitesi’ndeki yaptigim tiim analizler siiresince yardimlarmi esirgemeyen
ODTU Gida Miihendisligi Béliimii'nden Ars. Gér. Sinem YAVAS’a ve Yiiksek Lisans 6grencisi Bora
DURUL’a sonsuz tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Ayrica tim hayatim boyunca her zaman yanimda olan ve yaptigim tiim islerde beni
destekleyen ¢ok degerli Ailem’e minnetle tesekkiir ederim.
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1.GIRIS Aslive GUMUS

1.GIRIS

Gectigimiz yiizyilda, her alanda oldugu gibi gida sektoriinde de gerceklesen
hizli, bilimsel ve teknolojik ilerlemelere ragmen, 21. ylizyilnm en Onemli
giindemlerinden birini halen kontamine gida ve sulardan kaynaklanan ciddi halk
sagligi problemleri olusturmaktadir. Gegmis yiizyilda, Diinya Saglik Orgiitiiniin
(WHO) yaymladig1 epidemiyolojik verilerde gida kaynakli hastaliklari sayisinda
sabit bir artisin oldugu ve her yil endiistrilesmis tlkelerin niifusunun % 5-10’unun
gida kaynakli hastaliklardan etkilendigi bildirilmistir. EFSA’nin yillik gida kaynakli
hastalikk raporlarinda Avrupa Birligi’nde yillik rapor edilen gida kaynakli vaka
sayisinin 325.000 olmasiyla beraber gercek rakamin ¢ok daha fazla olduguna yer
verilmis olup ayrica yillik 5262 gida kaynakli salginin goriildiigi de belirtilmistir
(EFSA, 2012). ABD’de ise her yil yaklasik 76 milyon gida kaynakli hastalik
vakasmin goriildiigli, bunlarin 325, 000’inin hastane vakasi olarak ve 5000’inin
Olimle sonuglandig1 tahmin edilmektedir. S6z konusu gida kaynakli hastaliklara

neden olan organizmalar patojen organizmalar olarak adlandirilmaktadir.

Gida sektoriinde ¢ig veya islenmis tiriinde bulunmasi muhtemel patojenlerin
hizl1 tespiti proses kontrolii ve hijyen uygulamalarini izlemek i¢in olduk¢a 6nemlidir
(Boera ve Beumer, 1999). Patojen organizmalar ¢ogunlukla fekal kaynakli olup
buradan eller, bocekler ve sulara bulasarak gida hazirlama alet ekipmanma veya
diger gidalara gegerler. Patojen organizmanin bulasmis oldugu gidanin tiiketimi
sonucu ise viicuda alinan organizma bagirsak sistemine ulasarak ¢ogalmakta ve
kiside ¢esitli hastaliklarin goriilmesine neden olmaktadir. Bu hastaliklar bazen hafif
sekilde seyrederken bazen kisiyi Olime kadar gdtiirebilmektedir. Ayrica ayni
kaynaktan kontamine olmus gidalarin birden fazla kisi tarafindan tiiketilmesi
sonucunda gida kaynakli salginlar meydana gelmektedir. Neden olduklar1 bu ciddi
problemlerden dolay1 patojen organizmalarm gidadaki varliginm tespit edilmesi hem
insan sagligr hem de gida endiistrisi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir. Bunun i¢in
cesitli teknikler gelistirilmis olup giliniimiizde kullanilmaktadir. Bu teknikler

biyokimyasal ve molekiiler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Biyokimyasal
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testler molekiiler tekniklere gore daha basit, ucuz ve kolaydir. Ancak kullaniciya en
fazla organizmanin genom ve tiiriinii belirlemede yardimci olurken molekiiler alt
tipleme teknikleri sayesinde patojen organizmanin alttiir ve serotiplerini de
belirlemek miimkiindiir. Gida kaynakli patojenlerin ve salgin hastaliklarin tespit
edilmesi ve karakterizasyonunda molekiiler biyolojik metodlar giiniimiizde yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. Patojen bakterilerin suslarini ayirt etmek igin kullanilan
alt tipleme metotlar1 gida zinciri boyunca patojen kaynagini izleme, salgin tespiti ve
gida kaynakli hastaliklarin siirveyans caligmalar1 i¢in daha hizli, kesin ve etkili
uygulama alanlarina sahiptir. Molekiiler alt tipleme metotlarinin kullanilmasi ile
bakterileri sus ve alttlir bazinda incelemenin yanisira bu patojenlerin insanlarda gida
kaynakli hastalik olusturma yeteneklerinin farkliligim1 da anlamak miimkiindiir

(Wiedmann, 2002).

ABD’de Salmonella, Listeria ve Toxoplasma kaynagi bilinen hastalik ve
Oliimlere en fazla neden olan mikroorganizmalardir (Mead ve ark., 1999). Tirkiye’de
ise 2010 yilinda yapilan bir ¢alismaya gére Salmonella kanath etleriyle insanlara
bulasan ve hastaliklara yol acan en 6nemli bes bakteri arasinda ilk sirada yer almistir

(Erol, 2010). Salmonella, patojen bakteriler arasinda en tehlikelilerinden biridir.

Salmonella ilk olarak, Alman arastirici Gaertner tarafindan, 1888 yilinda
tiikkettigi sigir etine bagl olarak siddetli aci1 ¢eken ve gida enfeksiyonu gegiren
kisilerden izole edilmistir. Bu salginda 57 kisi etkilenmistir. Onceleri Bacterium
enteritidis olarak adlandirilan bu bakteri genomuna Dr. Daniel E. Salmon’nun
caligmalarindan otiirii 1900 yilinda Salmonella adi verilmistir (Roberts ve ark.,
1998). Salmonella tiirleri 100 yilin askin bir siiredir orta ve siddetli derecede gida
enfeksiyonlar1 (gastroenteritis) ile daha siddetli tifo (enterik ates), paratifo,
bakteriemi, septisemi ve uzun siire devam eden atesle iliskili hastalik durumlarinda

tanimlanmistir (Bell ve Sainsbury’s, 2002).

Salmonella, Gram negatif, spor olusturmayan bir bakteri tiirii olup hem
insanlarda hem de hayvanlarda hastalik yapabilme 0Ozelligine sahiptir. Bazi

serotipleri sadece insanlara 6zgii iken, bazi serotipleri yalnizca hayvanlarda
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hastaliklara neden olabilmektedir. Ayrica Salmonella’nin tanimlanan serotipleri
arasinda konakgiya spesifik olmayanlar1 da mevcuttur. Sadece insanlarda infeksiyona
neden olan serotipler; S. Typhi, S. Paratyphi A ve B., bunlar tifo ve paratifo
ajanlaridir. Sadece hayvanlarda infeksiyona neden olan serotipler; S.Galinarum
(kanatli hayvanlar), S. Dublin (sig1r), S. Choleraesuis (domuz) (Jay ve ark., 2005).
Bugiin diinyada Salmonella’nin tanimlanan 2541 serotipi bulunmaktadir ve bu
serotiplerin 1400’den fazlasi hastalik yapici 6zelliktedir (D’aoust, 2007). Hasta
hayvan ve insanlarin digkilar1 yolu ile topraga gecen ve/veya buradan da
kontaminasyon sonucu diger gidalara bulasan Salmonella’nin tifo olmayan
serotipleri agiz yoluyla viicuda alinip, bagirsak sistemine ulasarak burada gelismeye
baslar ve organizma viicuda alindiktan yaklasik 12-36 saat sonra kiside bazi
semptomlar goriilmeye baslar. Bunlar, diyare, yliksek ates, kusma, karm agris1 ve
ishal seklinde kendini gosterir. Bu semptomlar ile ortaya c¢ikan hastaliga ise

salmonellosis adi1 verilir.

Geligmis iilkelerde hijyen kosullarmin iyilestirilmesine ragmen gida kaynakli
salginlarin dniine gegilememistir. Ornegin Salmonella’nin ABD’de her yil yaklasik
1.4 milyon kiside hastaliklara neden oldugu; bu saymnin 7000’inin hastane vakasi
olarak, 585’inin ise 6liim ile sonuglandigi tahmin edilmektedir (Mead ve ark., 1999).
Avrupa Birligi’nde yapilan bir calismada ise 27 AB iilkesinden alinan verilere gore
Salmonella’nin 2010 yilinda 99,020 kiside hastaliga neden oldugu rapor edilmistir
(EFSA, 2012). 2003 yilinda yapilan galismaya gore Tirkiye’de gidalarda Salmonella
bulunma oranmin genel olarak %1.1-6.2 arasinda oldugu belirtilmistir (Kanan ve
Aksit, 2003). 1999 ve 2000 yilinda Tiirkiye’de yapilan siirveyans ¢alismalarma gore
1999 yilinda goriilen 84340 gida kaynakli hastaliktan 28884 tanesi (%43.9); 2000
yilinda ise goriilen 77515 gida kaynakli hastaliktan 26498 tanesi (%39.2) Salmonella
kaynakli olarak tespit edilmistir (WHO, 2001).

Diinyada yillik {iretim miktar1 700-710 bin ton olan Antep fistiginin yaklagik
%17 si Tiirkiye tarafindan karsilanmaktadir. Bu iiretim pay1 ile Tiirkiye, iran ve
ABD’den sonra 3.sirada yer almaktadir (FAOSTAT, 2008). Ulkemizde ise yillik

ortalama 100 bin ton olan {iretimin O6nemli bir miktar1 Gilineydogu Anadolu
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Bolgesi’nde yapilmaktadir. Bolge icerisinde sehirlere gore iiretim miktarlar:
siralandiginda ise Sanlwrfa toplam tiretimin % 45ini karsilayarak ilk sirada yer

almaktadir (Gaziantep Tarmm i1, 2009).

Diinya Antep fistig1 iiretiminde Tiirkiye; Tiirkiye lretiminde ise Sanlurfa
Oonemli paya sahiptir. Ancak bolgemiz agisindan stratejik 6neme sahip olan Antep
fistiginda su ana kadar iilkemizde yapilmis herhangi bir patojen slirveyans ¢aligmasi
mevcut degildir. Bu eksikligi gidermek, Sanlurfa yoresinde en fazla iiretilen ve
tikketilen kabuklu bir gida olan Antep fistiginin insan sagligi acisindan tasidigi
mikrobiyal tehlikelerin belirlenmesi ve mevcut tehlikelere karsi 6nlem almmas:
amaciyla Sanlwrfa bolgesinin ¢ogunlukla turistik bolgelerinden olmak {izere
toplanan Antep fistigi orneklerinde Salmonella varligi arastirilmistir. Daha Once
benzeri yapilmamis bu calismanin bundan sonraki g¢alismalara referans olmasi

hedeflenmektedir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Antep fistig1 ve iiretim asamalari

Antep fistig1 (Pistacia vera), sakiz agacigiller (Anacardiaceae) familyasindan
yenebilen kabuklu bir meyvedir. % 45-55 oraninda yag igerir.

Antep fistig1, iliretim asamalar1 acisindan kontaminasyon riski tasiyan bir
yemistir. Fistiklarin toplanma sekli olan agactan topraga silkeleme iglemi ise bu riski
en fazla tasiyan agamasidir. Toplanmak lizere yere serilen fistiklar en genel haliyle
yikama-ayiklama, kabuk soyma, kavurma ve paketleme asamalarindan gecirilir.
Antep fistig1 meyvesinin (Pistacia vera) yemis haline getirilmeden Once tabi

tutuldugu islemleri gosteren akim semasi Sekil 2.1.°de gdsterilmistir.

Yerden toplama agsamasinda herhangi bir kontaminasyon olmasi durumunda,
kavurma amaciyla uygulanan 1sil islem ile bu kontaminasyonun giderilmesi ve
fistigin Salmonella agisindan risk tegkil etmemesi beklenir. Ancak bazi durumlarda
meyvede 1sil islemler sonucunda bu risk devam edebilmektedir. Bu durumun
nedenleri ise, Salmonella’nin % 45-55 gibi yiiksek oranda yag iceren Antep fistigi
icerisinde yag zerreciklerine hapsolarak 1sidan etkilenmemesi veya meyveye etkin
1s1l islem uygulanmamasidir. Cilinkii Salmonella patojeni hasta insan ve hayvanlarin

diskilar1 ile topraga ve buradan da yere serilen fistiklara gecebilmektedir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Sak%C4%B1z_a%C4%9Fac%C4%B1giller
http://tr.wikipedia.org/wiki/Meyve
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Agdactan yere silkeleme, toprakta serme

Bos fistik ayirma

A 4

Kurutma
|

v

Isi ve nem kontrolli silolar

A\ 4
Agzi acik ve kapali fistik ayirimi

Agzi acik fistik Agzi kapali fistik
A\ 4 Y
Metal dedektor Kirma
A\ 4 Y
Tuzlama Eleme
\4 \ 4
Kavurma Tas ayirici
\ 4 V‘
Secme Metal dedektor
\4 \ 4
Metal dedektor Kavurma
A\ 4 A 4
Paketleme Paketleme

Sekil 2.1. Antep fist1g1 iiretimi akis semasi (Gaziantep Tarim 11 Miidiirliigii, 2009)
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2.2. Salmonella patojeninin tespit metodlar

Salmonella, yapisal 6zelligi bakimindan normal sartlarda mide asitliginde
inhibe olmasi gereken bir Ozelliktedir. Ancak bu Ozelligi bazen Salmonella’nin
viicuda alindig1 gida ile iliskili olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Antep fistig1
gibi yiiksek oranda yag iceren bazi gidalarda Salmonella, icinde bulundugu
ortamdaki yag zerreciklerine hapsolarak mide asitliginden etkilenmeden kurtulmay1
basarabilmekte ve yine bu 6zelligi sayesinde i¢inde bulundugu gidaya uygulanan 1s1l
islemlerden de korunarak canliligin1 koruyabilmektedir (Jay ve ark., 2005).
Salmonella, bu iriinler icerisinde ¢ogalamaz ancak canliligini bir yildan daha uzun
slire stirdiirebilme yetenegine sahiptir (Uesugi ve ark., 2006). Ancak gida sektoriinde
¢ig veya islenmis iirlinde bulunmasi muhtemel patojenlerin hizli tespiti proses
kontrolii ve hijyen uygulamalarini izlemek i¢in olduk¢a 6nemlidir (Boer ve Beumer,
1999). Bunun i¢in ¢esitli teknikler gelistirilmis olup glinlimiizde kullanilmaktadir. Bu
teknikler biyokimyasal ve molekiiler olmak {izere 2 gruba ayrilmaktadir.
Biyokimyasal testler kullaniciya en fazla organizmanin genom ve tiiriinii belirlemede
yardimci olur. Fakat bazen bir hastaliga ayni tiiriin farklh alttiirleri veya serotipleri
neden olabilir. Bu ajanlarin tespitinde gelencksel testler yetersiz kalmakta ve
kullaniciya organizmanin DNA ve RNA si ile proteinlerinin incelenmesine olanak

veren molekiiler tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) giiniimiizde en fazla kullanim alanina
sahip molekiiler tekniklerdendir. PZR, Kary Mullis tarafindan 1985’te bulunmus,
patenti alinmisg ve ilk defa ayni yi1l R. Saiki, K. Mullis ve arkadaglar1 tarafindan
uygulanmaya baglanmistir. Yontemin temeli, cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna
0zgli, bu bolgedeki baz dizilerine tamlayici bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer
(18-20 baz uzunlugunda) kullanilarak bu iki primer ile smirlandirilan genin
enzimatik olarak sentezlenmesine dayanwr. PZR metodu ile gene spesifik o6zel
bolgeler ¢ogaltilarak o genin organizmadaki varlig1r yani organizmanm diisiiniilen
genoma ait olup olmadigr tespit edilir. PZR teknigi ¢ok az miktarda DNA ile
calismaya olanak saglar. PZR metodu ile bakteriye 6zgii genler ¢ogaltilarak var/yok

testleri yani identifikasyonlar1 yapilabilmektedir. Buna ilaveten daha komplike
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genotipik analizlerde de PZR kullanilmaktadir, 6rnegin DNA sekans bazli (MLST)

metotlar gibi. Hedef genetik materyaller ¢cok az sayida olsalar dahi PZR ile

cogaltilabilir, homojen bir DNA materyali sentezlenebilir ve karakterize edilebilir.

PZR ardi ardina tekrar eden reaksiyonlar biitliniidiir. Her bir reaksiyon 3

temel adimda gergeklesir:

1. DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon)

2. Sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasi (hibridizasyon)

3. Zincirin uzamasi (polimerizasyon - ¢ift iplik¢ikli DNA’larin sentezi)

Her adim farkl 1s1larda gergeklestirilir. (Sirasiyla 94°C-98°C; 37°C-65°C; 72°C)

PZR reaksiyonu bu sikluslarin belirli sayilarda tekrarlanmasmna dayanir (Giarcia ve

ark., 1995; Erlich ve ark., 1991; Persing, 1991).

PZR deneyi icin gerekli bilesenler su sekildedir:

Sablon DNA; c¢ogaltmak istedigimiz gen bdlgesini tasiyan hedef DNA
molekiilii

Deoksinukleotidtrifosfatlar; deoksiadenin, deoksiguanin, deoksisitozin,
deoksitimin bazlar

Primerler; ¢ogaltilmak istenen gen bolgesine gore dizayn edilen ve zincir
iizerinde o bolgeyi taniyarak baglanan bilesenlerdir.

DNA polimeraz; deoksiniikleotidtrifosfatlardan uygun olanini kullanarak
zincirin uzatilmasmi saglayan enzim. Genellikle yiiksek 1siya dayanikli
Thermus aquaticus bakterisinden izole edilen enzimdir ve taq polimeraz
olarak adlandirilir.

Enzim kofaktorleri ve tampon ¢ozelti; enzimin ¢aligmasi igin gerekli iyonik

ortami saglayacak bilesenlerdir.
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2.3. Ulkemizde yapilan Salmonella siirveyans ¢alismalarindan bazilan

Salmonella patojeninin baglica bulasma kaynagi yagli kabuklu yiyecekler
veya yagl tohumlar olmadigindan, iilkemizde ekonomik agidan onemli bir gelir
kaynagi olan Antep fistiginin insanlar agisindan oldukca tehlikeli bir patojen olan
Salmonella tasiyip tasimadigmin tespitine yonelik herhangi bir ¢aligma
yapilmamistir. Bu duruma karsin son yillarda fistik, badem ve findik gibi yagh
yemiglerin neden oldugu Salmonella salgmlarinin artan bir sekilde goriilmesi bu
gidalari da gida kaynakli hastalik etmeni olabilecegine dikkatleri ¢ekmistir (CDC,
2009; Muller ve ark., 2007; lIsaacs ve ark., 2005; Kirk ve ark., 2004;). Ulkemizde

Salmonella siirveyans calismalar1 genellikle kanath etler iizerinde yapilmistir.

Tirkiye’de patojen organizmalarin neden olduklar1 salginlar ile alakali
herhangi bir kayit sistemi mevcut olmayip, patojenlerin gidalardaki varliklarmin
incelenmesi iizerine ¢aligmalar yapilmistir. 1992 yilinda incelenen 80 adet pili¢
karkasindan %31,2’sinde Salmonella tespit edilmistir. Karkaslardaki Salmonella
serotipleri ise Salmonella Enteritidis ve Salmonella Typhimurium olarak

belirlenmistir (Mutluer ve ark., 1992).

1997 yilinda pili¢ kesimhanesinden alinan toplam 270 6rnegin % 30’unda
Salmonella Java ve Salmonella Enteritidis tespit edilmistir (Sarimehmetoglu ve ark.,
1997).

2004 yilinda incelenen 69 pili¢ karkasindan % 86.9’unda Salmonella

Enteritidis ve Salmonella Java tespit edilmistir. (Erol ve ark., 2004).

2006 yilinda incelenen 50 adet Van otlu peynir Orneginden {igiinde

Salmonella bulundugu tespit edilmistir (Tekinsen ve Ozdemir, 2006).

2010 yilinda incelenen 70 adet donmus pili¢ eti ve 70 adet donmus hindi
etinde sirasiyla %27.1 ve %23 oranlarinda Salmonella tespit edilmistir (Erol ve ark.,
2010).
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2010 yilinda incelenen 240 adet hindi kiyma Orneginden %45.8’inde
Salmonella tespit edilmistir (Iseri ve Erol, 2010).

Bursa’da Salmonella varliginin arastirilmasi tizerine 100 adet ¢igkofte 6rnegi
incelenmistir. Incelenen ¢igkofte orneklerinden iki tanesinin  Salmonella

Typhimurium ile kontamine oldugu tespit edilmistir (Cetinkaya ve ark., 2012).

2.4. Yagh tohumlarda Salmonella siirveyans ve salgin ¢alismalar:

ABD’de badem, Antep fistigi ve findik yolu ile bulasan Salmonella
salgmlarmin arastirma ¢alismalar1 1990’11 yillarda yapilmaya baslanmustir. I1k olarak
1 Aralik 1994 ve 31 Ocak 1995 yillar1 arasinda ABD, Kanada, Ingiltere, Israil’de
kontamine yerfistigindan kaynaklanan Salmonella salgininda ¢ogunlugunu 10 yasin
altindaki ¢ocuklarin olusturdugu ve bunlardan ikisinin hastane vakasi ile
sonuglandig1 toplam 51 kisi hastalanmistir. 51 kiside ishal sikayeti ile ortaya ¢ikan
salginda salgin kaynagi molekiiler bir teknik olan faj tipleme metodu ile
belirlenmistir. Salgma neden olan ajan Salmonella Agona faj tipi 15 olarak tespit
edilmistir (Dispatches, 1996).

1996 yilinin 1 Nisan- 14 Haziran tarihleri arasinda Avustralya’da kontamine
yer fistig1 ezmesi ile bulasan Salmonella salgininda {i¢ tanesi hastane vakasi olarak
sonuglanmak iizere toplam 15 kisi etkilenmistir. Salginda Avustralya Standart
metodu (AS 1766.2.5-1991) kullanilarak ornekler iizerinde Salmonella varligi
arastirtlmistir. Salmonella olarak tahmin edilen bakteri kolonilerinin biyokimyasal
olarak dogrulanmasi iglemleri Microbact 24E (Medvet Science) metodu ile
yapilmigtir. Salgina neden olan Salmonella serotipi Mbandaka olarak tespit
edilmistir. Dogrulanan Salmonella izolatlarinmn serotiplendirilmesi ise the Australian

Salmonella Referans Laboratuarlarinda (IMVS) yapilmistir (Scheil ve ark., 2008).

10
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2000-2001 yillarinda ABD ve Kanada’da kontamine bademden kaynaklanan
Salmonella Enteritidis salgininda 168 kisinin etkilendigi tespit edilmistir (Isaacs ve
ark., 2005).

2001 yilinda Avustralya, Kanada ve Ingiltere’de kontamine yer fistigmin
tiiketilmesi sonucu ortaya ¢ikan Salmonella salgininda 109 kisi hastalanmistir. Bu
salginda arastiricilar  Salmonella oldugunu belirledikleri hastalik ajanlarmnin
serotiplendirme metodunu kullanarak Salmonella Stanley ve Salmonella Newport
oldugunu tespit etmislerdir. Vuruslu Alan Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel
Electrophoresis-PFGE) jel fotograflarindaki patternlarda goriilen gruplasmalar
sonucunda 97 kisiden alinan izolatlarin Salmonella Stanley serotipi; 12 kisiden
alinan izolatlarin ise Salmonella Newport oldugundan siiphelenilmistir (Kirk ve ark.,
2004).

Danyluk ve ark.’nin 2001-2005 yillar1 arasinda ABD’de inceledikleri toplam
9274 badem Orneginden 81 tanesinin (%0.9) 35 farkli Salmonella serotipi ile

kontamine oldugu tespit edilmistir (Danyluk, 2007).

2002-2004 yillarinda ABD’nin 11 eyaletinde kontamine badem tiiketimi
sonucunda yayilan Salmonella salgininda 1’1 6liim, 11’1 hastane vakasi olmak iizere
toplam 47 kisi hastalanmistir. Salginda arastiricilar salgina neden olan ajani
Salmonellla Enteritidis faj tipi 9c olarak belirlemistir. Arastiricilar Xbal ve Binl
enzimlerini  kullanarak Vuruslu Alan Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel
Electrophoresis-PFGE) metodu ile salgin kaynagmi tespit etmislerdir (Anonim,
2004).

2003-2004 yillarinda ABD ve Kanada’da kontamine bademden kaynaklanan ve
7000 ton bademin piyasadan toplatilmasina neden olan Salmonella salgininda toplam
29 vaka goriilmiis ve 9’u hastane vakasi olarak sonuglanmistir. Salginda hastalik
etmeninin Salmonella oldugu Xbal ve BInI enzimlerinin kullanildigi Vuruslu Alan
Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE) metodu ile belirlenmistir
(CDC, 2004).

11
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Avustralya’da 2003-2006 yillar1 arasinda incelenen kavrulmamis 60 badem
orneginin 1 tanesinde (%1.7) Salmonella bulundugu tespit edilmistir (Eglezos ve
ark., 2008).

2006 yilinda ABD’nin 47 eyaletinde kontamine yer fistigi ezmesinden
kaynaklanan Salmonella Tennessee salgininda 129’u hastane vakasi olmak {izere

toplam 715 kisi hastalanmistir (Anonim, 2007).

2007 yilinda Ingiltere’de Saglik Koruma Merkez’i tarafindan yapilan bir
calismada incelenen 3735 findigin %0.6’sinda (23) Salmonella nin Schwarzengrund
serotipi tespit edilmistir (Little ve ark., 2010).

2008 yilinda Ingiltere’de yagh kabuklu gidalarda yapilan bir calismada ise
toplam 727 Ornek incelenmis ve kavrulmus iriinlerin %0.2°sinde; Antep fistigi
orneklerinin ise %4’tinde Salmonella tespiti yapilmistir. Salmonella’nin  Antep
fistiginda tespit edilen serotipi insan saglig1 agisindan oldukga riskli olan Salmonella

Havana serotipi olarak belirlenmistir (Little ve ark., 2009).

2008 yilinda ABD’nin 43 eyaleti ile Kanada’da kontamine yer fistig1 ezmesi
yolu ile bulasan Salmonella Typhimurium salgininda 9’u 6liim, 171’1 hastane vakas1
olarak sonu¢lanmak iizere toplam 716 kisi etkilenmistir. Salginin hastalik etmeni
Vuruslu Alan Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE) metodu ile
tespit edilmistir. Metot uygulanirken Xbal ve BInl enzimleri kullanilmistir (Anonim,
2009).

2008-2009 yillarinda ABD’de yer fistig1 ezmesinden kaynaklanan salginda 8’1
Olim ile sonuglanmak iizere toplam 116 vaka goriilmiistiir. Arastiricilar salgin
kaynagimni Vuruslu Alan Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE)
metodunu kullanarak Salmonella Typhimurium olarak tespit etmislerdir. Arastiricilar
PFGE metodunu kullanirken Xbal enzimini kullanmislardir (CDC, 2009).

12
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2008-2009 yillarinda ABD’nin 22 eyaleti ile Kanada’nin 1 eyaletinde toplam
529 kisinin etkilendigi Salmonella salgini goriilmistiir. Salginin kaynagi kontamine
yer fistig1 ezmesi; hastalik ajani ise Salmonella Tennessee olarak tespit edilmistir
(CDC, 2009). Ayrica Salmonella Tennessee’nin neden oldugu ve yer fistigi ezmesi
yolu ile ABD’nin 47 eyaletinde toplam 628 kisinin hastaligina neden olan bir bagka
salgin da kayitlar altina almmustir (CDC, 2009).

2009 yilinda ABD’de meydana gelen salginda yarisindan fazlasi ¢ocuk olmak
iizere toplam 600 vaka goriilmiis ve bunlardan 9’u 6liimle sonuglanmistir. Salginin
kaynag1 ise ABD nin en biiyiik kabuklu gida isletmelerinden biri olan igletmesinin
tretmis oldugu yer fistigi ve Antep fistig1 ile bulasan Salmonella olarak tespit
edilmistir. S6z konusu salgin isletmenin 1800 den fazla {iriiniinlin piyasadan
toplatilmasina ve sirketin iflasina neden olmustur (Gao ve ark., 2011; UPI, 2009;
Wahba ve Chasan, 2009,).

Little ve ark’nin (2010) Ingiltere’de findik, fistik, badem, kaju ve yer
fistigindan olusan toplam 2886 {iriin lizerine yaptiklar1 bir ¢alismada kabuklu
gidalarda Salmonella’nin en fazla goriilen serotipleri olan Salmonella Senftenberg ve
Salmonella Tennessee’yi tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismada Antep fistig1
orneklerinin %1.1’inde, ceviz ve yer fistiklarinin % 0.7’sinde, bademlerin %
0.3’tinde, findiklarin % 0.5’inde ve kaju fistiklarinin ise %0.4’tinde Salmonella tespit
edilmistir. Salmonella’nin tespit edildigi 6rneklerdeki oranlarinin % 0.01 ile 0.23
oldugu belirlenmistir. Calismada; HPA (Health Protection Agency) Standart Metodu
ve En Muhtemel Say1 yontemi (EMS) kullanilmistir (Little ve ark., 2010).

CDC verilerine gore 2011 yilmin Temmuz-Eyliil aylar1 arasinda ABD’nin 5
eyaletinde Tiirkiye’den ithal edilen kontamine olmus ¢am fistiklar1 yoluyla
Salmonella salgmi goriilmistiir. Salginda 2’si hastane vakasi olmak tizere toplam 43
kisi hastalanmistir. Salgmin kaynak arastrmalari ABD’nin  Halk Saghg:
Laboratuarinda  yapilmistir.  Arastiricilar  ¢cam  fistiklarindan  izole edilen

Salmonella’larim DNA parmak izini (DNA fingerprints) kullanarak Vuruslu Alan Jel

13
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Elektroforezi (Pulsed-field gel electrophoresis-PFGE) metodu ile salgina neden olan

ajan1 Salmonella Enteritidis olarak tespit etmislerdir (CDC, 2011).

14
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Ornek alimi Sanlwrfa ilinin iki farkli bdlgesindeki satis noktalarmdan ve
depolardan yapilmistir. Bu noktalar Sanliurfa’nin en fazla fistik satisi yapilan ve ayni
zamanda Sanlwurfa’nin en turistik bolgelerinden olan Hasimiye bdlgesindeki
perakendeciler ile Sire Pazar1 semtindeki ve Hasimiye bolgesindeki perakendecilere
toptan satis yapan noktalardir. Toplam 50 farkli noktadan 29, 30 ve 31 Aralik 2011
tarihlerinde agikta satilan 6rnek almmustir. 50 Ornegin 24’inii kavrulmus, tuzlu;
besini agirlikli olarak pastane vb. iiretim yerlerine satilan tuzsuz fistik i¢i; 21’ini ise
giin 151g¢inda taze kabuklu haliyle kurutulup kavrulma islemine tabi tutulmayan ve
tuzsuz fistiklar olusturmaktadir. Ornek numaralari, alim tarihi ve orneklerin
durumunu (kavrulmus, kavrulmamis, i¢) gosteren tablo Cizelge 3.1.’de verilmistir.
Sanlurfa piyasasindan alman Orneklerin tiim ©6n islemleri, analizleri ve
degerlendirme islemleri Orta Dogu Teknik Universitesi Gida Miihendisligi Bolimii
Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir. Elde edilen izolatlarin serotiplendirilmesi

Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu Ulusal Enterik Patojenler Referans Laboratuvarinda

hizmet alimu ile yapilmistir. Ornekler iki tekerriirlii olarak analiz edilmistir.

Cizelge 3.1. Ornek numaralari, alim tarihi ve érneklerin durumu (kavrulmus, kavrulmamus, ic)
tablosu

Ornek Ornek
No durumu | Alinan tarih
1 Kavrulmus| 29.12.2011
2 Kavrulmus| 29.12.2011
3 Kavrulmus| 29.12.2011
4 Kavrulmus| 29.12.2011
5 Kavrulmus| 29.12.2011
6 Kavrulmus| 29.12.2011
7 Kavrulmus| 29.12.2011
8 Kavrulmus| 29.12.2011
9 Kavrulmus| 29.12.2011
10 Kavrulmus| 29.12.2011
11 Kavrulmus| 29.12.2011

15
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Cizelge 3.1 devami

12 ic 29.12.2011
13 Kavrulmus | 29.12.2011
14 Kavrulmus | 29.12.2011
15 Kavrulmus | 29.12.2011
16 Kavrulmus | 29.12.2011
17 Kavrulmus | 29.12.2011
18 ic 29.12.2011
19 Kavrulmus | 29.12.2011
20 Kavrulmus | 29.12.2011
21 Kavrulmus | 30.12.2011
22 Kavrulmus | 30.12.2011
23 Kavrulmamis| 30.12.2011
24 Kavrulmus | 30.12.2011
25 Kavrulmus | 30.12.2011
26 Kavrulmus | 30.12.2011
27 Kavrulmamis| 30.12.2011
28 Kavrulmamis| 30.12.2011
29 Kavrulmamig| 30.12.2011
30 Kavrulmamig| 30.12.2011
31 Kavrulmamig| 30.12.2011
32 Kavrulmamig| 30.12.2011
33 ic 30.12.2011
34 ic 30.12.2011
35 Kavrulmamig| 30.12.2011
36 Kavrulmamig| 30.12.2011
37 Kavrulmamig| 30.12.2011
38 Kavrulmamig| 30.12.2011
39 Kavrulmamig| 30.12.2011
40 Kavrulmamig| 30.12.2011
41 Kavrulmamig| 30.12.2011
42 Kavrulmamig| 30.12.2011
43 ic 30.12.2011
44 Kavrulmamig| 30.12.2011
45 Kavrulmamig| 30.12.2011
46 Kavrulmamig| 30.12.2011
47 Kavrulmamig| 30.12.2011
48 Kavrulmamig| 30.12.2011
49 Kavrulmamig| 30.12.2011
50 Kavrulmus | 31.12.2011
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3.2. Yontem

3.2.1. Antep fistigindan Salmonella izolasyonu

Izolasyon, ISO 6579 standart metoduna gore yapilmustir. Ornekler alindigi
ginden Salmonella izolasyonunun yapildigi1 giine kadar +4 °C de muhafaza
edilmistir. Orneklerin kabuk ve icleri birbirinden steril ortamda ayristirilmustir.
Salmonella izolasyonu kabuk ve i¢ i¢in ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Birbirinden
steril ortamda uzaklastirilan i¢ ve kabuklardan 25°er gr tartilarak 6rnek igleri steril
stomacher posetlerine alinmis; Ornek kabuklar1 ise steril kavanozlara alinarak
tizerlerine 225’er ml peptonlu (Buffered Peptone Water-Merck) su eklenmistir.
Peptonlu su ile 6rnek karistirma islemi alev etrafinda yapilmistir. Peptonlu su ve
fistik i¢i karisimi 30 sn stomacherda homojenize edilmistir. Peptonlu su ve 6rnek
kabuklar1 ise bulunduklari steril kavanozlarda 30 sn siireyle karistirilmistir. Ornekler
inkiibatorde 37 °C de 16-20 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda her ornekten iKi paralelli olacak sekilde 0.1 ml 6rnek 10 ml
Rappaport Vasiliadis Soya Brotha (RVS broth-Oxoid) alinmistir. Tiipler 42 °C de 24
saat siire ile inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda drneklerden mikropipet
yardimiyla 10 ul alinarak XLD (Xylose lysine deoxycholate agar-Oxoid) ve BGA
(Brillant Green Agar-Oxoid) agarlara damlatilms, steril tek kullanimlik plastik 6ze
yardimiyla ¢izim metodu kullanilarak alev etrafinda 6nceden etiketlenen petrilere
ekim yapilmistir. Petri kaplar1 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakilmig ve
inkiibasyon siiresi sonunda petrilerde koloni olusup olusmadigi gézlemlenmistir. Her
iki besiyeri iizerinde de Salmonella oldugundan siiphelenilen kolonilerden 3-5 tanesi
belirlenmis ve her bir koloni BHI agara (Brain Heart Infusion-Oxoid) c¢izim
metoduyla ekilerek 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. BHI agara ekim
islemi her iki analizinde de XLD ve BGA agarda pozitif sonu¢ veren Orneklere
uygulanmustir. Yani iki analiz sonucu da pozitif ¢ikan 6rneklerin Salmonella benzeri
kolonileri BHI agara alimmugtir. BHI agarda inkiibasyon sonunda elde edilen

kolonilerin dogrulama islemi PZR metodu ile yapilmistir.
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3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile Salmonella dogrulanmasi

BHI kat1 besiyerinde gelistirilen saf kiiltiirden bir koloni steril kiirdan yardimi
ile alinip 95 pL steril su igeren PZR tiibiine aktarilmig ve mikrodalga firmda 30 sn
mikrodalgaya maruz birakilip hiicrenin pargalanmasi saglanmistir. Pargalanmis
hiicreleri igeren bu soliisyon 3-5 sn vortekslenerek igerisinden 1 pL alinip 49uL. PZR
master karisimi igeren PZR tiipiine aktarilmistir. Tiipler PZR cihazina yerlestirilip
reaksiyon gergeklestirilmistir. PZR analizi i¢in Eppendorf marka Mastercycler
personal cihazi kullanilmistir. 678 bp’den (baz ¢ifti) olusan invA geninin PZR mastir
karigimi igin gerekli bilesenler, miktarlar1 ve kullanilan invA primer sekanslari

Cizelge 3.2.’de verilmistir (Kim ve ark., 2007).

Cizelge 3.2. PZR Mastir Karigimi ve invA primer sekansi (Kim ve ark., 2007)

PZR Reaksiyon Solusyonu Primer sekansi 5’ -3’ Hacim (ul)
[Konsantrasyon]

dH20 --- 31

5X Go Taq Flexi buffer --- 10.0
MgCl, [25mM] --- 3.0
dNTPs010mM] --- 1.0
invA-F [12.5 uM] GAATCCTCAGTTTTT CAACGTTTC 2.0
invA-R [12.5 uM] TAG CCG TAA CAA CCA ATACAAATG 2.0

Taqg DNA polimeraz --- 0.25
TOPLAM 49
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Asagidaki amplifikasyon kosullar1 uygulanarak 678 bp’lik invA gen bdlgesi
amplifiye edilmistir.

Amplifikasyon kosullart:

94°C’de 8 dakika [1X]
94°C’de 30 saniye

60°C ’de 30 saniye [35X]
72°C’de 30 saniye

72°C’de 5 dakika

4°C o [1X]

PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen tirtinden 5 pl alinmis ve 1 ul yiikleme
boyasi ile karistirilarak %1.5’lik agaroz jeline ytliklenmistir. Jel 100 V’da yarim saat
yuriitiilmiistiir. Elektroforez sonucunda jelde olusan DNA bantlarinin boyanmasi
amaciyla jel 5 dk etidyum bromiir soliisyonunda bekletilmis, ardindan boyanin
giderilmesi amaciyla 30 dk steril suda bekletilmistir. Boyanin giderilmesi isleminden
sonra jel gorintiilenmistir. 678 baz ciftinden olusan bolgedeki bant tespiti invA

geninin varligini yani izolatlarin Salmonella bakterisi oldugunun gostergesi olmustur.

3.2.3. izolatlarin dondurulmasi

Antep fistiklarindan izole edilen ve BHI agarda zenginlestirilen saf
Salmonella kolonilerinin dondurulmasi amaciyla BHI broth kullanilmistir. BHI
agardan alman birer koloni 5 ml BHI brothda 37° C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Cogaltilan saf Salmonella kiiltiirleri %15 oraninda steril gliserol iginde -80° C’de
muhafaza edilmistir. Bu amagla 150 pl steril gliserol 850 ul Salmonella kiiltiiri
soliisyonu ile karigtirilmistir. Dondurma isleminde steril, plastik, kapakli tiipler

kullanilmistir.
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3.2.4. izolatlarin serotiplendirilmesi

Antep fistiklarindan izole edilen Salmonella izolatlarinin serotiplendirilmesi
icin hizmet alimi1 yapilmistir. Serotiplendirme Kaufmann-White diizenegine gore

yapilmstir.

Salmonella oldugu dogrulanan izolatlar serotiplendirilmeye gonderilmek
iizere BHI agara ekilmistir. Bunun i¢in plastik tiiplerde yatik BHI agar hazirlanmis
ve Orneklerin BHI agar petrilerinden birer koloni alinarak ekim yapilmus, 37° Cde
bir gece inkiibe edilmistir. Koloni se¢imi PZR ile dogrulanan koloniler arasindan
rastgele yapilmustir. inkiibasyon sonunda gelistirilen koloniler serotiplendirilmesi
yapilmak tizere Tirkiye Halk Saghg:i Kurumu Ulusal Enterik Patojenler Referans

Laboratuvari’na gonderilmistir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Orneklerin XLD ve BGA agar durumu

29, 30 ve 31 Aralik 2011 tarihlerinde Sanlrfa piyasasindan alman Antep
fistig1 drnekleri ODTU Gida Miihendisligi Boliimii Laboratuvarlarinda analize tabi
tutulmustur. Analiz i¢in Oncelikle kabuklu 6rneklerin i¢ ve kabuklar1 birbirinden
steril ortamda uzaklastirilmistir. Birbirinden i¢ ve kabuk olarak ayrigtirilan drnekler
on zenginlestirme amaciyla peptonlu su ile bir gece inkiibe edilmistir. On
zenginlestirme sonucunda 6rnek ve peptonlu su karisimindan belli miktarda alinarak
RVS brotha aktarilmistir. RVS brotha alinan 6rnekler ikinci bir inkiibasyona tabi
tutulmustur. RVS broth Salmonella igin selektif ¢ogalma ortamidir ve organizmanin
cogalmas1 sonucunda broth renginde agilmalar ve/veya renk degisimleri
gozlenebilmektedir. Inkiibasyon Oncesi ve sonrast RVS broth goriiniimleri Sekil

4.1.”de verilmistir.

Sekil 4.1 Ayni1 6rnege ait RVS brothlarin inkiibasyondan 6nce (solda) ve sonraki goriiniimleri
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Inkiibasyon sonunda 6rneklerin XLD ve BGA agarlara ekimi yapilmis ve
inkiibasyon sonucunda Salmonella benzeri kolonilerin gelistigi gozle gorilmistiir.
Siipheli Salmonella varligit XLD agarda siyah noktalardan olusan koloniler seklinde;
BGA agarda siipheli Salmonella varligi ise ortam renginin pembeye doniismesini
saglayan gri-pembe renkte koloniler olarak goriilmistiir. Salmonella oldugu

diistiniilen 6rneklere ait XLD ve BGA petri goriiniimleri Sekil 4.2.’de verilmistir.

Sekil 4.2. Ayn1 6rnege ait XLD (solda) ve BGA agarlarda Salmonella goriiniimii

Analize tabi tutulan 24 kavrulmus, 21 kavrulmamis ve bes i¢ Antep fistig1
orneginden dort adet kavrulmus 6rnek (3, 6, 10, 50) ile bir adet kavrulmamig 6rnegin
(28) XLD ve BGA petrilerinde Salmonella benzeri koloniler gelismistir. Koloniler,
orneklerin kabuk ve i¢lerine ait XLD ve BGA petrilerinin her ikisinde gelismistir. I¢
Antep fistig1 6rneklerinin XLD ve BGA petrilerinde Salmonella benzeri herhangi bir
koloni gelisimi gdzlenmemistir. Her bir fistik drnegi Birinci ekim ve Ikinci ekim
olmak {izere iki tekerriirlii olarak analiz edilmistir. Orneklerin birinci ve ikinci
ekimlere ait kabuk ve igleri icin XLD ve BGA agar sonuglar1 Cizelge 4.1.de

verilmistir.
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Cizelge 4.1. Orneklerin XLD ve BGA agar sonuglari tablosu

Kabuk-lg | 1.Ekim XLD | 1.EKim BGA | 2.Ekim XLD | 2.Ekim BGA

Ornek No | durumu sonucu sonucu sonucu sonucu
3 Kabuk Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
ic Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif

6 Kabuk Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
ic Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif

10 Kabuk Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
ic Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif

28 Kabuk Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
ic Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif

50 Kabuk Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
Ic Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif

4.2. XLD ve BGA agar sonucuna gore BHI agara ekim ve PZR

Bes ornege ait XLD ve BGA petrilerinde gozle goriilen ve Salmonella oldugu
tahmin edilen koloniler BHI agara ekilerek gelistirilmistir. BHI agar tizerinde
gelistirilen Kkolonilerin gergekte de Salmonella olup olmadigi PZR metodu
uygulandiktan sonra belirlenmistir. Bunun i¢in ise BHI agar petrilerinde gelisen ve
Salmonella oldugu disiiniilen kolonilerden birer tane alinarak DNA’lar1 izole
edilmis, PZR metodu uygulanmistir. PZR metodu ile Salmonella bakterisine 6zgii bir
gen bolgesi olan ve 678 baz ¢iftinden olusan invA geni ¢ogaltilmistir. PZR
sonucunda elde edilen PZR driinlerinin %1.5’lik agaroz jel elektroforezde
yuriitiilmesi ve goriintiilenmesi ile hangi kolonilerin Salmonella oldugu tespit
edilmistir. 678 baz ¢iftinden olusan bdlgede pozitif bant olusturan Ornekler
Salmonella olarak tespit edilmistir. XLD ve BGA agardaki durumlarina gore
Salmonella oldugu diisiiniilen 3, 6, 10, 28 ve 50 nolu 6rneklerden yalnizca 3, 6 ve 10
numarali 6rnegin kabuk ve i¢lerine ait kolonilerin Salmonella oldugu dogrulanmistir.
28 ve 50 nolu Orneklerin agaroz jel elektroforez sonucunda elde edilen jel
fotograflarinda 678 baz ¢iftinden olusan bolgede bant olusumu goriilmemis olup bu
kolonilerin Salmonella olmadig1 anlagilmigtir. Yani XLD ve BGA agar iizerinde

gelisen kolonilere gore ilk olarak Salmonella pozitif 6rnek oran1 %10 iken Polimeraz
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Zincir Reaksiyonlar1 sonucunda bu oran %6 olarak belirlenmistir. Ug adet kavrulmus
Antep fistig1 6rneginde Salmonella tespit edilmistir. XLD agar iizerinde Salmonella
benzeri koloni olusturan kavrulmamis Ornekte Salmonella  bulunmadigi
dogrulanmustir. Kavrulmus ve kavrulmamis fistik durumuna gore Salmonella i¢eren

ornekler Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Orneklerin PZR sonucu

Ornek No | Ornek durumu invA PZR sonucu
3 Kavrulmus Pozitif
6 Kavrulmus Pozitif
10 Kavrulmus Pozitif
28 Kavrulmamis Negatif
50 Kavrulmamis Negatif

PZR sonucunda Salmonella pozitif ¢ikan 3, 6 ve 10 nolu 6rnekler ile pozitif
bant olusturmayan 28 ve 50 nolu orneklere ait jel fotograflar1 Sekil 5.1., Sekil 5.2.,
Sekil 5.3., Sekil 5.4., Sekil 5.5.’de verilmistir.

Soldan saga dogru 3 nolu
ornekten alinan petri
kodlari:

1. Birinci ekim kabuk
XLD

2. Birinci ekim kabuk

BGA

Birinci ekim i¢ XLD

Birinci ekim i¢ BGA

ikinci ekim kabuk

XLD

ikinci ekim kabuk

BGA

ikinci ekim i¢c XLD

ikinci ekim ic BGA

. Pozitif kontrol

0. Negatif kontrol

o s

Sekil 5.1. 3 nolu 6rnege ait elektroforez jel fotografi

24



4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Aslive GUMUS

Soldan saga dogru 6
nolu érnekten alinan
petri kodlari:

1. Negatif Kontrol

2. Birinci ekim
kabuk XLD

3. Birinci ekim
kabuk BGA

4. Birinci ekim i¢
XLD

5. Birinci ekim i¢
BGA

6. Ikinci ekim
kabuk XLD

7. Ikinci ekim
kabuk BGA

8. ikinci ekim ig
XLD

9. ikinci ekim ig
BGA

10. Pozitif kontrol

Sekil 5.2. 6 nolu drnege ait elektroforez jel fotografi

Soldan saga dogru 10
nolu érnekten alinan petri
kodlari:

1. Birinci ekim kabuk
XLD

2. Birinci ekim kabuk
BGA

3. Birinci ekim i¢ XLD

4. Birinci ekim i¢ BGA

5. Ikinci ekim kabuk

XLD

ikinci ekim kabuk

BGA

ikinci ekim i¢ XLD

ikinci ekim ic BGA

. Negatif kontrol

0. Pozitif kontrol

IS

Sekil 5.3. 10 nolu 6rnege ait elektroforez jel fotografi
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Soldan saga dogru 28 nolu
ornekten alinan petri
kodlart:

1. Birinci ekim kabuk
XLD

2. Birinci ekim kabuk
BGA

3. Birinci ekim i¢ XLD

4. Birinci ekim ic BGA

5. ikinci ekim kabuk

XLD

ikinci ekim kabuk

BGA

ikinci ekim i¢ XLD

ikinci ekim ic BGA

. Pozitif kontrol

0. Negatif kontrol

IS

Sekil 5.4. 28 nolu dérnege ait elektroforez jel fotografi

Soldan saga dogru 50 nolu
ornekten alinan petri
kodlari:

1. Birinci ekim kabuk
XLD

2. Birinci ekim kabuk

BGA

Birinci ekim i¢ XLD

Birinci ekim i¢

BGA

5. Ikinci ekim kabuk

XLD

ikinci ekim kabuk

BGA

ikinci ekim i¢c XLD

ikinci ekim ic BGA

. Pozitif kontrol

0. Negatif kontrol

pw

IS

Sekil 5.5. 50 nolu 6rnege ait elektroforez jel fotografi
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Sekil 5.1., 5.2. ve 5.3.’ten de goriildiigii tizere 3, 6 ve 10 numarali 6rneklerin
PZR sonucunda Salmonella oldugu dogrulanmistir. Salmonella oldugu dogrulanan
izolatlar serotiplendirilmistir. Serotiplendirme sonuglarma gore 3 ve 10 numarali
izolatin Salmonella enterica serotip Corvallis; 6 numarali izolatin ise Salmonella

enterica serotip Salford oldugu tespit edilmistir.

Salmonella Corvallis ilk olarak Dr. E. M. Dickinson tarafindan piliglerden
izole edilmistir (Edwards ve Hermann, 1949). Literatiirde insanlardan izole
edildigine dair bilgiye rastlanilmamustir. Buradan anlagiliyor ki Salmonella Corvallis
Salmonella’nin hayvanlarda hastalik yapan bir serotipidir ve gidalara ise kontamine

hayvanlarin digkilar1 yolu ile gegmektedir.

Salmonella Corvallis, Senegal Cumhuriyeti’nin baskenti olan Dakay’da
sigir kesimhanelerinden alinan 435 Grnekten izole edilen 78 Salmonella izolatinin
serotiplendirilmesi sonucu elde edilen 17 baslica serotipin en Onemli alt1 tanesi

arasinda yer almistir (Stevens ve ark., 2008).

Tunus’ta 1994-2004 yillar1 arasinda yapilan bir calismada 11 yil boyunca
insan, gida, hayvan ve ¢evreden izole edilen 16,214 Salmonella izolat1 incelenmistir.
Gida, hayvan ve ¢evreden alinan izolatlarin %13.2 si Corvallis olarak tespit edilmis
ve bu oran ile Corvallis en fazla izole edilen ilk ii¢ serotip arasinda yer almistir
(Aissa ve ark., 2007).

Corvallis Tiirkiye’de ilk olarak Bursa bolgesinde yapilan bir ¢alismada
izole edilmistir. Incelenen 82 sokak kdpeginin diskilarindan 11’inde Salmonella’ya
rastlanilmis ve elde edilen izolatlarin tamami Salmonella Corvallis olarak tespit
edilmistir (Kocabiyik ve ark., 2006).

2007 yilinda Avsaroglu'nun yaptig1 tez calismasinda tavuk etinden

Salmonella Corvallis izole edilmistir (Avsaroglu, 2007).
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Salmonella Salford ise ilk kez 1950 yilinda Salmonella izolatinin

serotiplendirilmesi ile ortaya ¢ikmistir (Anonim, 2012).

American Society of Travel Agents (ASTA) tarafindan 2006 yilinda
baharatlar tizerinde yapilan bir ¢alismada kimyondan Salmonella Salford izole
edilmistir (ASTA, 2006).

2001 yilinda Ingiltere’de dilimlenmis hindi etleri iizerine yapilan bir
caligmada toplam 257 hindi eti 6rnegi incelenmis ve 11 tanesinde Salmonella Salford
tespit edilmistir (Williamson ve ark., 2001).

Bu ¢alisma ile tilkemizde ilk defa kavrulmus Antep fistigindan Salmonella
izolasyonu yapilmis ve iki farkli Salmonella serotipi elde edilmistir. Serotipler;
Kaufmann-White diizenegine gore Salmonella Corvallis ve Salmonella Salford
olarak belirlenmistir. Literatiirde Salmonella Corvallis ve Salmonella Salford’un
yagli tohumlu yiyeceklerden izolasyonu ile 1ilgili herhangi bir c¢alismaya
rastlanilmamustir. Salmonella’nin s6z konusu islenen fistiklara kontamine olmus
hayvan digkilar1 ile toprak yoluyla, depolama asamasinda, toptan ve perakende satis
sirasinda  gerekli  hijyen kosullarma uyulmamasi sonucu bulastigi  tahmin

edilmektedir.

Bu ¢alismada kullanilan fistiklarda Salmonella bulunma orani1 %6 olarak
belirlenmistir. Little ve ark.’nin 2009 yilinda 727 6rnek iizerinde yapmis olduklar1
calismada Antep fistig1 bulunma orani %4 olarak tespit edilmistir. 727 ornek
arasindan %4 rakaminim; 50 6rnek arasindan %6 rakaminin bulunmasi bdlgede satisi
yapilan Antep fistiklarinin Salmonella agisindan oldukga riskli olduklar1 anlamina
gelmektedir. Ayrica kavrulmus fistik orneklerinde Salmonella’nin tespit edilmis
olmas: fistiklarin islendikten sonra uygun olmayan depolama kosullarinda muhafaza
edildiginin ve uygun olmayan sartlarda toptan ve perakende satisinin yapildigmin
ayrica kontaminasyonun islenme sonrast yani depolama ve satis esnasinda da

gerceklesebileceginin tahmin edilmesini saglamistir.
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Salmonella Corvallis ve Salmonella Salford serotiplerinin yagl

tohumlardan ilk kez izolasyonu calismamizda gerceklestirilmistir.
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5.SONUCLAR ve ONERILER

Sanlurfa’nin Hagimiye ve Sire Pazari olmak tizere iki semtinden 29, 30 ve 31
Aralik tarihlerinde alinan ve analiz edilen toplam 50 o6rnekten XLD ve BGA
sonuglarina gore bes Ornekte yani Orneklerin % 10’unda Salmonella bulundugu
tahmin edilmistir. Ancak, XLLD ve BGA agar iizerinde gelisen koloniler her ne kadar
Salmonella benzeri olsa da bu kesin bir yargi olarak diisiiniilmeyip dogrulanmasina
gidilmistir. Salmonella oldugu tahmin edilen kolonilerin dogrulanmasi iglemi
giiniimiizde molekiiler tekniklerin temeli durumda olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile gerceklestirilmistir. PZR ile Salmonella’ya 6zgii bir gen olan invA geni
cogaltilmistir. XLD ve BGA agar gelisimine gére Salmonella oldugu tahmin edilen
bes 6rnege ait kolonilerden sadece ii¢ 6rnege ait olan kolonilerin Salmonella oldugu
PZR sonuglarina gore dogrulanmistir. Salmonella pozitif bulunan o6rneklere ait
izolatlar serotiplendirilerek mevcut bulunan Salmonella’nin hangi serotipi oldugu
tespit edilmistir. Salmonella pozitif bulunan {i¢ Ornekten ikisinde Salmonella

Corvallis; bir tanesinde ise Salmonella Salford bulundugu belirlenmistir.

Bu c¢alismada Sanlurfa bolgesindeki rastgele dagilmis diikkanlardan
kavrulmus (24) , kavrulmamis (21) ve i¢ Antep fistig1 (5) ornekleri toplanmis ve
Salmonella varligr arastirilmistir. Ug adet kavrulmus Antep fistig1 orneginde
Salmonella  bulundugu tespit edilmistir. Elde edilen bakteri izolatlar:
serotiplendirilerek bu bolgede satisi yapilan Antep fistiklarinda bulunabilecek
serotipler belirlenmistir. Ancak unutulmamalidir ki hijyen kosullar1 altinda Antep
fistigit meyvesi Salmonella barindirmayip; bulunan bakteriler bu yemislerin
Salmonella kaynaklar1 ile kontamine oldugunun gostergesidir. Kavrulmus yani 1s1l
islem gormiis Antep fistiklarinda da Salmonella tespit edilmesi bu iriinlerin
islenmesinden sonra depolama boyunca veya toptan ve perakende satis sirasinda
kontamine olabileceginin gostergesi olmustur. Elde edilen Corvallis ve Salford
serotipleri giiniimiize kadar insanlarda salgina neden olmamig serotiplerdir. Ancak

yapilan bu calisma ile goriilmiistiir ki bu serotipler yagli bir tohum olan Antep
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fistiginda yogun olarak bulunabilmektedir ve gilinlimiize kadar insanlarda herhangi
bir salgina neden olmamalar1 bundan sonra da neden olmayacagi anlamina

gelmemektedir.

Antep fistigmin ilk iiretim asamasindan satiga sunuldugu ana kadarki zincirde
kontaminasyonun hangi asamada ve nasil ger¢eklesmis oldugunun belirlenmesi ve
bolgemizde bulunan Salmonella mozaiginin belirlenmesi, elde edilen Corvallis ve
Salford serotiplerinin patojenite adaciklarindaki viriilens yani hastaliga neden olan

genlerin belirlenmesi bundan sonra yapilabilecek ¢aligmalar arasindadir.
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OZGECMIS

1987 yilinda Sanlwurfa’da dogdu. ik ve orta &frenimini Sanlurfa’da
tamamlad1. 2006 yilinda Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boliimiinii kazandi. Lisans egitimini 2010 yilinda tamamladi. 2010 yilinda Harran
Universitesi Gida Miihendisligi Anabilim Dal’ nda Yiiksek Lisans 6grenimine

baslad1.
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OZET

Kontamine su ve gidalar yolu ile insanlarda goriilen gida kaynakli hastaliklar
giiniimiiz sorunlarnm en Onemlileri arasinda yer almaktadir. Uretimde veya
tilkketimde gerekli hijyen kosullarina uyulmamasi, tarladan catala kadar olan zincir
boyunca olas1 kontaminasyonlara kars1 6nlem alinmamasi gida kaynakli hastaliklar
beraberinde getirmektedir. Salmonella; Gram negatif, spor olusturmayan, insanlarda
ve hayvanlarda cesitli hastaliklara neden olan en tehlikeli patojen bakterilerden
biridir. Tanimlanmis 2541°in {izerinde serotipe sahip olan Salmonella insanlara

genellikle hayvan ve/veya hayvan diskis1 ile kontamine olmus gidalar yolu ile geger.

Antep fistig1, Diinya iiretiminde ti¢lincli sirada yer alan iilkemiz ve iilke
icerisinde % 40’lik iiretim pay1 ile ilk sirada yer alan Sanlwrfa bolgesi i¢cin 6nemli
bir gelir kaynagidir. Ancak, iilkemizde giiniimiize kadar Antep fistiginda Salmonella
gibi 6nemli ve tehlikeli bir patojenin varligi arastirilmamistir. Yapilan bu calisma ile
Sanlurfa’nin farkli bolgelerinden rastgele segilen satis noktalarindan 50 adet Antep

fist1g1 6rnegi almarak incelenmistir.

Cesitli besiyerlerinde zenginlestirme yolu ile 50 6rnegin 5’inde (3, 6, 10, 28,
50) Salmonella benzeri koloniler tespit edilmistir. Kolonilerin dogrulanmasi islemi
ise Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile gerceklestirilmistir. PZR sonucunda 3, 6 ve 10
numarali 6rnekler Salmonella olarak dogrulanmistir. Dogrulanan izolatlar Tiirkiye
Halk Saglhigi Kurumu’na gonderilerek serotiplendirilmistir. Serotiplendirme
sonucunda 3 ve 10 numaral ornek izolatlarmin Salmonella Corvallis, 6 nolu 6rnek

izolatinin ise Salmonella Salford serotipi oldugu belirlenmistir.
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SUMMARY

Foodborne illnesses in humans via contaminated water and foods are among
the most important problems of present. Failure at any step of farm to fork chain
causes problems. Salmonella is a Gram negative bacteria, non-spore forming and
causes variety problems in humans and animals. It is one of the most dangerous
pathogenic bacteria. Salmonella has over 2541 defined serotypes and it is usually
transmitted to people via contaminated foods and water with animal and/or human

feces.

Pistachio is an important source of income for Turkey, which is the third
producer in world, and for Sanliurfa, providing 40 % of pistachio produce of the
country. But there isn’t any surveillance study on the frequency of Salmonella, an
important and dangerous pathogen, in pistachios. In this study, 50 pistachio retail
samples were collected randomly from markets in different regions of Sanliurfa and

analyzed for Salmonella presence.

Via enrichment with different mediums Salmonella-like colonies seen 5 of 50
samples (3, 6, 10, 28, 50). Confirmation of Salmonella was performed using
Polymerase Chain Reaction (PCR). By PCR, colonies, isolated from sample numbers
3, 6 and were confirmed as Salmonella. Confirmed colonies were serotyped by
public health agency of Turkey. In consequence of serotyping, isolates from samples
number 3 and 10 were serotyped as Salmonella Corvallis, while an isolate from

sample number 6 represented Salmonella Salford.
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