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Salmonella Aranmasi



SALMONELLA ARANMASI
a. GENEL OZELLIKLER

Enterobacteriaceae familyasina ait,

Enterobacteriaceae

Total Coliforms

* Gram negatif, spor olusturmayan, fakiltatif anaerob,

¢ubuk formunda cogu (S.pullorum, S.gallinarum ve S.arizonea turleri harig) (£ coi

peritrik flagellalari ile hareketlidir.

 6—47 °C’ler arasinda Ureyebilmektedirler. Optimal Greme dereceleri 35 - 37 °C’dir. Soguga karsi ¢cok

dayaniklidirlar. Buz icerisinde aylarca canl kalabilirler.

* Optimal pH degeri 6.5 - 7.5dir. Hatta pH 4.0 - 9.0 degerleri arasinda da treyebilmektedir.

Su aktivitesi (aw degeri) 0.945-0.999 degerleri arasindadir. % 8’lik tuz konsantrasyonlarinda bulunabilmektedir.

NOT: Salamuradaki tuz konsantrasyonu %12 ile %18 arasinda iken beyaz peynirde %3-5 arasinda olmalidir.




SALMONELLA ARANMASI
Genel Ozellikler

* Karbonhidratlardan gaz ve asit olustururlar. Yalniz laktoz ve sakkarozu fermente

edemezler.

 Sitrati tek karbon kaynagi olarak kullanirlar, H2S dretirler, lizin, ornithini kadaverin ve
putresine dekarboksile ederler, oksidaz negatif, katalaz pozitiftirler, Greyi metabolize

edemezler.

Not: Hidrojen sulfir, renksiz, clrik yumurta kokusunda zehirleyici bir gazdir.



SALMONELLA ARANMASI
Genel Ozellikler

55 °C’de 1 saatte, 60 °C’de 15 - 20 dakika inaktive olmaktadir. 70 °C’de 10 - 15 dakika canli
kalabilmektedir.

Baslica gida zehirlenmelerine S.enteridis, S.typhimurium ve S.thyphi yol agmaktadir.

S.enteritidis’in 10° kob/g. miktarinda alinmasi gida zehirlenmesi yapmasi icin yeterlidir.

Salmonella'lar ise esasen insan ve hayvanlarin bagirsak sistemlerinden bulasmakta olup,

diski ile bulasan diger kaynaklardan da gelmektedir.



Yaptigl Hastaliklar ve Serotipleri

Salmonella cinsinde 2000’nin lizerinde serotip (serovar) bulunmaktadir. insanlarda goriilen salmonellozis iki adet

klinik 6zellik gosterir.

Birincisi S. typhi ve S. paratyphi A, B, C 'nin neden oldugu enterik atestir. Bu enfeksiyonlar genellikle hayvanlara

gerek kalmadan kisiden kisiye bulasir.

ikincisi tifoya neden olmayan salmonellozistir ve hayvanlarda bulunan diger Salmonella serotiplerinin neden

oldugu potansiyel zoonozdurlar.

Tifoya neden olmayan Salmonella hayvanlarda ve insanlarda hastaliklara neden olur. Hayvanlar baslica kaynaktir

ve kisiden kisiye de yayillmasina ragmen hastalik genellikle gida kaynakhdir.

Tifo atesine ve diger enterik ateslere neden olan Salmonella ise diski ve agiz yoluyla kisiden kisiye bulasir. Bu

hastalik hayvansal kaynakli olmayip bu hastaligi asemptomatik insan tasiyicilari yayar.



Yaptigl Hastaliklar ve Serotipleri

e Salmonella turlerinin cogu hayvanlarin sindirim kanalinda yasar ve

hayvansal orijinli gidalar vasitasiyla insanlara nakledilir.

e Salmonella tarleri iki hastalik olusturur:
* Tifo

* Akut gastroenteritis



Salmonella enterica Serovar Typhi—tifo

e Sadece insanlarda hastalik yapar

* Hasta kisilerin gidaya temasi, Kanalizasyon — Deniz UrUnleri
1. Cig yada yetersiz pisirilmis Grlnler

Sindirim kanali

Bagirsak duvarina yerlesme

Mezenterik lenf yumrulari

Cogalma ve toksin Uretimi

6. Kan dolasima karisma ve hastalik

e W

* Belirtiler : Yuksek ve kalici ates, keyifsizlik, bas agrisi, duskunlik, karin
agrisi, bulanti, kusma, terleme, titreme, diare



Salmonella (non-typhoid)

Salmonella (non-typhoid) Bakteriyel gastroenteritis’in en 6nemli sebebidir (kusma, karin

agrisi, ishal, ates)

2000 civarinda serotipi hepsi patojen kabul edilir.

Gida zehirlenmelerinden daha cok Salmonella Typhimurium - S. Enteritidis serotipleri
sorumludur. S. Typhimurium (mrDT104) Ampisilin, Kloramfenikol, Streptomisin,

Sulfanamidler, Tetrasiklin basta olmak lGzere ¢ok sayida antibiyotige direnclidir.

S.Enteritidis, S. Typhi ve S. Paratyphi A, B, C’'nin insanlarda salmonella enfeksiyonlarina

neden olan serotiplerin % 99’unu olusturdugu belirtilmektedir.



Salmonella Aranmasi
Kontamine Kaynaklari

 Hayvansal gidalar icerisinde; kontamine kanatli hayvan etleri ve bunlardan yapilan
urtinler, et ve et Urlnleri, yumurta, yumurtadan yapilan urunler, pastacilik Grinleri
kontamine sut, krema, dondurma ve soslar ile kabuklu deniz Grinleri, cogu insanda

Salmonella infeksiyonlarina neden olan en 6nemli gida kaynaklari olustururlar.




Salmonella Aranmasi
Kontamine Kaynaklari

* Gida kaynakh Salmonella enfeksiyonlari ve gastroenteritislerin yurtdisinda halen
daha buyuk bir dikkatle takip edildigi, degerlendirildigi ve rapor edildigi
gdrilmektedir. Ozellikle Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Ingiltere, Belcika,
Fransa ve Kanada’da yapilan calismalar, gida kaynakli Salmonella enfeksiyonlari ve

gastroenteritis vakalarinin son yillarda artis gosterdigini ortaya koymaktadir.
»Broilerler (etlik pilic) ise enfeksiyon ve

gastroenteritise neden olan 6nemli bir

Salmonella kaynagi olarak dikkat cekmektedirler.



Izolasyonu ve Tanimlanmasi

 Gida kaynakli patojenik ve toksijenik mikroorganizmalar ile bunlarin
insanda neden oldugu enfeksiyonlar ve intoksikasyonlar konusunda saglikl
veriler toplanmasinin ilk asamasini, bu mikroorganizmalarin gidalardan
veya insan orneklerinden izolasyonu ve tanimlanmasi olusturur. Bu
bakimdan supheli 6rneklerden etken olan mikroorganizmanin izolasyonu ve
tanimlanmasi amaciyla yararlanilan yontemler Utzerinde titizlikle durulmasi
ve bu yontemlerin ihtiyaclara gore surekli yenilenmesi ve iyilestirilmesi

yonlunde cabalar sarf edilmesi gerekli gortilmektedir.



Izolasyonu ve Tanimlanmasi

* Gidalarda Salmonella belirlenmesi; glinimiizde temelde klinik 6rnekler icin basvurulan kultirel yontemlerle
gerceklestirilmektedir. Ancak gidalardaki Salmonella ‘larin belirlenmesinde klinik drneklerdekine gore daha

bluyuk gucliklerle karsilasilabilmektedir.

e Cunkl kontamine olmus gidalarda bulunan patojenlerin miktarlari genellikle klinik 6rneklerdekinden daha

azdir.

* Bunun da otesinde bir ¢cok mikroorganizma uygulanan teknoloji veya muhafaza yontemi geregi hasara
ugrayabilmektedir. Bu tur gidalarda hasara ugramis distk miktardaki Salmonella ‘y1 belirlemek ise oldukca
glctlur. Hasar gormus mikroorganizmaya selektif kiltlrel zenginlestirme ve izolasyon islemleri uygulanmasi
gerekli gorilmektedir. Diger taraftan; yumurta albumini, kakao ve baharat gibi kimi gidalar Salmonella
belirlenmesini gliclestiren 06zelliklere sahiptirler. Bu nedenle bu tip gidalar icin kiltlirel yontemlerin

uygulanmasinda bazi islem modifikasyonlarinin yapilmasi zorunlu hale gelmistir.



* Genel olarak; patojenlerin izolasyonu ve tanimlanmasi amaciyla kullanilan analiz yontemlerinin
bazi temel niteliklere sahip olmasi istenir. Bunlar; analizlerin kisa sirede tamamlanmasi (zaman
faktord), ucuz olmasi (maliyet faktoru), spesifik olmasi 3 (duyarlilik faktori), dogru sonug vermesi
(dogruluk faktori), kolay uygulanabilir olmasi, kalifiye eleman ve alet-ekipman gereksiniminin

fazla olmamasi seklinde siralanabilir.

* GUnumuzde gidalardan Salmonella ‘nin izolasyonu ve tanimlanmasi icin; klasik kilturel,
immunolojik, iletkenlik, empedans, DNA-DNA hibridizasyon ve DNA ampfilikasyon gibi farkl analiz
yontemlerinden yararlanilabilmektedir. immunomagnetik ayirma (IMA), enzime bagl antikor-
hidrofobik grid membran filtre (enzyme linked antibody hydrophobic grid membrane filter) ve
IMA-PZR gibi kompleks metotlar da kullaniimaktadir



Hizli Sistemler

* Gidalarda Salmonella serotiplerinin belirlenmesi icin piyasada en az 15-20
adet ticari hizli test sistemi bulunmaktadir. Bu testlerin degisik gida
orneklerindeki performanslari ise oldukca farklilik g&sterebilmektedir.
Ayrica kabul géren hizli testlerde sadece negatif sonuclar kesindir. Pozitif
oldugu tahmin edilen sonuclarin ise standart yontemlerle mutlaka
dogrulanmasi gerekmektedir. Bltin bunlarin yani sira hizlh yontemlerin
baslangic asamasinda cogunlukla bir kulturel zenginlestirme asamasina

ihtiyac duymasi diger bir dezavantaj olarak kabul edilmektedir.



Hizli Sistemler

« On zenginlestirme yapilmayan diski érneklerinde PZR ile belirleme limiti 105 /g iken

* Ayni sekilde DNA hibridizasyon (DNAH) ve enzim immunoassay (EIA) yontemleri ile Salmonella icin ortamda

en az 10’/mL

* DNA-DNA hibridizasyon yontemi ile ortamda 108/mL , fluorescent antibody (FA)- microcolony yontemi ile

ortamda 10° -10° /mL (77)

* enzyme-linked immunosorbent 5 assay (ELISA) yontemi ile ortamda 10* -107 /mL Salmonella ‘nin
belirlenebildigi bulunmustur.
v' Hizl yéntemler sahip olduklari dezavantajlar da dikkate alinarak ilgili resmi kurumlar tarafindan hemen kabul edilip

uygulamaya konulmamaktadir. Bunun dogal sonucu olarak da gidalarda patojen mikroorganizmalarin izolasyon ve

tanimlanmasinda biyuk 6l¢lide kulttrel yontemlerden yararlaniimaktadir



Klasik Kultirel Yontemler

e Turk Standartlari Enstitist’nin TS 7438 nolu “Salmonella Aranmasi Metotlarinda
Genel Kurallar” standardinda da klasik kultirel yontem tarif edilmektedir. Bu
standart yontem International Standard Organization (ISO) 6579°da tarif edilen

yontemi temel almaktadir.

 Salmonella ‘larin gidalardan izolasyonu ve tanimlanmasinda yararlanilan klasik
ktltirel yontemlerin uygulanmasi ve bu yontemlerle gercek ve dogru sonuclar
alinmasinda bazi guclikler ve olumsuzluklarla karsilasilabilmektedir. Bunlar klasik
kGltirel yontemlerdeki islem asamalari dikkate alinarak asagidaki sekilde

siralanabilir.



Klasik Kultirel Yontem Asamalari
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Klasik Kultdrel Yontemler
1.0nzenginlestirme asamasi

* incelenen gida cok diisiik sayida Salmonella icerebilir Bu nedenle de besiyerleri ve
kullanildigi yontemler gidalarda distk sayida bulunan Salmonella hiicrelerini inhibe
etmeyecek nitelige sahip olmalidir. Diger taraftan s6z konusu gidada bulunan Salmonella
hiicreleri gidaya uygulanan dondurma, isil islem, koruyucu olarak antimikrobiyal ajanlarin
eklenmesi ve sogukta saklama gibi gidalardaki patojenleri kontrol altina almaylr amacglayan
islemler sirasinda veya gidanin bilesiminde yer alan dogal bazi inhibitor etkili maddeler
nedeniyle tamamen inaktive olabilir ya da hasara ugrayabilirler. Hasar gdérmus hiicreler ayni
gidada sayica ¢ok daha fazla olan rekabetci mikroorganizmalar ile bir arada da bulunabilirler.
Hasar gérmius hiicrelerin belirlenmesi ise gida glivenligi acisindan biytk 6nem tasimaktadir .
Bu sebeplerden dolay: kiltirel islemler Salmonella hicrelerini onaracak ve canlandiracak

ozellik tasimali ve ayrica rekabetci florayi inhibe edici 6zelliklere sahip olmalidir.
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Klasik Kultdrel Yontemler
1.0nzenginlestirme asamasi

* Gelen numuneden 25 gram alinarak 225 ml.
tamponlanmis peptonlu su (TPS) icinde homojenize hale
getirilerek 37 °C’de 16 - 20 saat (=18 saat) inklibe edilir.

e onzenginlestirme besiyeri olan Salmonella Enrichment
broth (SEB) ve Universal Pre-enrichment broth (UB)

* TPSicine ferrioksamine E eklenmesi Salmonella hareketini
arttirarak yari kati Modified Rappaport-Vassiliadis agar
(MRVA) besiyerinde daha iyi sonuc elde edilmesini

saglamaktadir.

25 gr. Numune
‘

225 mLTPS




2.Selektif Zenginlestirme
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* Selektif zenginlestirme basamaginin amaci; gidada bulunan diger rekabetci 2 | @
mikroorganizmalarin Gremesini engellerken Salmonella popllasyonunu B a2 o
arttirmaktir. Bu amacla; safra tuzu, tetrathionate, sodum selenite ve RV broma ek
brilliant green veya malasit yesili gibi inhibitorlerden yararlanilmaktadir. Bu E {
inhibitorler selektif zenginlestirme besiyerlerinin bilesiminde iki veya daha bl
fazla sayida kombine sekilde yer almaktadir. Bu inhibitorlerin yani sira ( 4 /
besiyerlerine inhibitor olarak novobiyosin gibi antibiyotikler de BPL‘S&A’BM ‘\--fftr:!,’_-rff-""
eklenebilmektedir. Diger taraftan inhibitor ajanlarinin aktivitesi inkliibasyon T
sicakhklarinda yapilan modifikasyonlarla da arttirilabilmektedir. Ornegin bu ;75.2[(2.4)_ 5%.1‘ §§’=‘¢I’,a 3"7‘?5‘1;" ;J;?g;"’ ?’J’é’if,“’
amacla gerceklestirilen bazi calismalarda 41-43 °Cgibi yuksek sicakliklardaki .- S [_ = S :1,5 1_1 s
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2.Selektif Zenginlestirme

i _—
225 mLTPS [—J .};::;.t ‘
e Selektif  Zenginlestirme:  Rappaport Bt
g . =
Vassiliadis (RV) broth’a 6ze ile TPS’den S |
: o o L
gecilerek 42 °C'de 24 - 48 saat inklube
edilir. Ikinci zenginlestirme besiyeri 3 F q /
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zenginlestirme  besiyerinden 10 ml 7 g . |

alinarak aktarilir ve isleme devam edilir.



3.1zolasyon asamas

e Klasik yontemlerle gidalardan Salmonella izolasyonunda kullanilan ve

25 gr. Numune
+

=
bilesiminde brilliant green ve safra tuzlari gibi selektivite ajanlari bulunan selektif Zuts

37°C'de 18 saat 0.1ml

kati besiyerlerinin bilesimine selektiviteyi artirmak ve rekabetci flora Uyelerinin

gelisimini engellemek amaciyla diger bazi inhibitorler de eklenebilmektedir. RY boa ek

Diger taraftan, izolasyon asamasinda selektiviteyi saglamak amaciyla inktibasyon

42°C'de 24-48 saat

kosullarinda bazi modifikasyonlarin denendigi calismalar da bulunmaktadir. g /
Selektif kati besiyerlerinin bilesimine nitrofurantoin (% 0,0015), tergitol-4 veya o #\_:_4

novobiyosin (12,5-15 mg/L) gibi selektivite ajanlarinin eklenmesi ve bu — “’ m‘ | | |
besiyerlerinin 42 °C’de inkiibasyonunun; E. cloacae ve Cit. freundii gibi o4 wcw Xri‘“ QN’%"Q 5?%'3 33'7!5‘1%"5)
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Salmonella izolasyonunda vyanlis pozitif sonuclar veren Enterobacteriaceae .. ‘MM'
San San

familyasina ait diger bakterilerin inhibisyonuna yardim ettigi bildiriimektedir.



3.1zolasyon asamas

* Salmonella turlerini diger Enterobacteriaceae Uyelerinden ayirmak icin kullanilan en az 8 adet selektif kati besiyeri vardir. Bu

besiyerlerinin cogu laktoz fermentasyonu ve hidrojen silfir Gretimine dayali degisik konsantrasyonlarda inhibitor maddeler

iceren besiyerleridir.

BPLS

Scherichia coli Salmonella Shigella

1. BPLS (Brilliant Green Phenol Red Salmonella

M1020 ; "
Salmonella Typhimurium Lactose Sucrose) Typhimurium
14028 2. XLD (Xylose Lysine Desoksikolat on

Agar XLD agar.

3. SS( Salmonella Shigella) Agar



4 Tanimlama asamasi

* Salmonella spp.’nin Enterobacteriaceae familyasina ait diger tirlerden ayrilip tanimlanmasi icin
biyokimyasal oOzelliklerinden bir kacinin birlikte test edilmesi gerekmektedir. Clinkl tek bir

biyokimyasal 6zellik Salmonella ‘nin belirlenmesi icin yeterli olamamaktadir.

 Bu amacgla SS, XLD, BPLS besiyerinden izolasyonun gerceklestirilen kultirleri identifikasyonu

amaci ile asagida belirtilen biyokimyasal testler uygulanir;

TSIA Testi
LIA Testi
VP Testi
indol Testi
Ureaz Testi
Sitrat Testi

IO R o NN N © M V)



4 Tanimlama asamasi
a.ISIA Testi

 TSIA (Triple Sugar Iron Agar)
yatik agara ekim yapilir ve 37
0C’de 24 saat inklbe edilir. Dip

kisminin sari, yatik kisminin

=

kirmizi olmasi pozitiftir. Ayrica 1 2 3 4

orta kisimda meydana Triple Sugar Iron Agar (M021)
: : 1. Control

gelebilecek siyahlasmada 2. Escherichia coli ATCC 25922

dikkate alinmalidir. | 3. Salmonella Typhi ATCC 6539

4. Proteus vulgaris ATCC 13315

—— 5. Citrobacter freundii ATCC 8090

bla’d;precignate 6. Salmonella Typhimurium ATCC 14028
7. Shigella flexneri ATCC 12022

H,S-NEGATIVE:
no black
precipitate
formed




4 Tanimlama asamasi

b. LIA Testi I F 11
* LIA (Lysine lIron Agar) vyatik o
agara ekim yapilir ve 37 °C’de , |
24 saat inklbe edilir. Rengin .
1 2 4 5

degismemesi (menekse rengi)

Lysine Iron Agar (M377)

1. Control

2. Escherichia coli ATCC 25922

3. Citrobacter freundii ATCC 8090

4. Proteus mirabilis ATCC 25933

5. Salmonella Typhimurium ATCC 14028

ve siyahlasma olmasi pozitiftir.




4 Tanimlama asamasi
c.VP Testi

VP Test

« VP (Voges Proskauer )brotha
ekim yapilir ve 37 °C'de 18 saat
inkUbe edilir. Ayraclarin ilavesi
ile  kirmizi renk meydana

gelmemesi negatiftir.




4 Tanimlama asamasi
d.Indol Testi

Indole positive Indole negative

\ 4

* Indol brotha ekim yapilir ve 37
°C'de 24 saat inkube edilir.

Indolde Kovacs ayiraci ile
reaksiyonda menekse
renginde halka olusmamasi
negatif olarak degerlendirilir. e A = 4B



4 Tanimlama asamasi

e.Ureaz Testi

* Ure broth’a ekim yapilir ve

negative urea test positive urga test

37 °C'de 24 saat inklbe

edilir. Test tuplnde kirmizi

renk olusmamasi negatif

olarak degerlendirilir.



4 Tanimlama asamasi
f. Sitrat Testi

e Sitrat yatik agara ekim
vapilir ve 37 °C’'de 24 saat
inktbe edilir. Renk
degisikligi pozitif olarak

degerlendirilir.

Uninoculated E. coli S. typhimuriu
Citrate - Citrate +




(1) On Zenginlestirme: tamponlanmis peptonlu su (TPS) 25 gr. Numune

(2) Selektif Zenginlestirme: Rappaport Vassiliadis (RV)

+
225 mLTPS

(3) izolasyon: Brilliant Green Phenol Red Lactose Sucrose 37 °C'de 18 saaf

(BPLS), XLD, SS Agar’a

(4) Biyokimyasal testler :

a. TSIA Testi +

b. LIATesti +
c. VP Testi-
d. indol Testi -

e. Ureaz Testi -

f.  Sitrat Testi +

R brotha ekim

42 "C'de 24-48 saat

i & @
o
EPLS agara ekim -
M"-\_

37 "C'de 20-24 saat

0.1 mil

»

] | |

TSIA (+) LIA{*) VI (-} INDOL (-}
at'c-24 s Irc-2ds 3rc-as ITC-248

LIHI:AE(I SITRAT (+)
37°C-24 8 Irc-24s
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Kultirel yontemlerin en 6nemli dezavantaj

Sonuclandirilmasi icin oldukca uzun bir streye gereksinim duyulmasidir. Salmonella ‘nin belirlenmesindeki klasik kulttrel

yontemler genellikle

On zenginlestirme (16-20 saat),

selektif zenginlestirme (24-48 saat),

selektif kati besiyerlerinde izolasyon (24-48 saat),

biyokimyasal tanimlama ve stipheli kolonilerin serolojik dogrulanmasi (48-72 saat) basamaklarindan olusur.

Bu nedenle gidalardan klasik kiltiirel yontemlerle Salmonella izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in en az 5-7 gline ihtiyag vardir .
Sonuglarin bu kadar uzun surede alinmasi gidanin mikrobiyolojik kalitesi ve tuketime uygun olup olmadigi hakkinda karar
verilmesini geciktirmekte bu da ¢ogu zaman gidanin kesin belirleme yapilmaksizin tiketime sunulmasina neden olmaktadir. Bu
durum gidanin isleme ve depolanmasinda ekstra harcamalar, ithalat ve ihracatta karsilasilan gli¢cliklerden dolayr hem ekonomik
hem de tlketici saghgi acisindan blylk bir 6nem tasimaktadir. Bitin bunlara bagl olarak da gidalarda Salmonella belirlenmesi

icin hizl ydontemler gelistirme ¢abalarinin arttig gbzlenmektedir.
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