Gidalarda Salmonella

Aranmasi




Genel Bilgiler

- Enterobacteriaceae familyasina ait, Gram negatif, spor olusturmayan,
fakiltatif anaerob, ¢cubuk formunda olup, ¢cogu (S.Pullorum, S.Gallinarum
ve S.Arizonea serotipleri harig) peritrik flagellalari ile hareketlidir.

« 6 — 47 °C'ler arasinda Ureyebilmektedirler. Optimum Ureme dereceleri 35 -
37 °C'dir.

» Soguga karsi cok dayanikhdirlar. Buz icerisinde aylarca canli kalabilirler.




Genel Bilgiler

» Optimum gelisme pH degeri 6,5-7,5'dir. Ancak pH 4,0-9.0 degerleri arasinda
da Ureyebilmektedir.

- Gelisebilecekleri su aktivitesi (a,, degeri) 0,945-0,999 degerleri arasindadir.
» % 8'lik tuz konsantrasyonlarinda bulunabilmektedir.

» 5°C'de 1 saatte, 60°C'de 15-20 dakika inaktive olmaktadir.




Genel Bilgiler

- Karbonhidratlardan gaz ve asit olustururlar. Yalniz laktoz ve sakkarozu
fermente edemezler.

« Salmonella cinsi icinde yalniz insanlarda, yalniz hayvanlarda ve hem
insanlarda hem de hayvanlarda hastalik yapan bircok serotip
bulunmaktadir.

» Bunlardan ilk kez Salmonella choleraesuis 1886 yilinda «Salmon» tarafindan
izole edilmis, sonralari bu cinse «Salmonella» adi verilmistir.




Salmonella spp.




Gidalarda Bulunmasi

» Salmonella'ya genellikle koliform grup bakteriler tarafindan yogun dizeyde
kontamine olmus gidalarda rastlanir.

- Klasik bir gida enfeksiyonu olarak bilinen Salmonellosis etmeni
Salmonella'larin gida mikrobiyolojisindeki 6nemleri buyuktur.

« Salmonella'larin neden oldugu gastroenterit de 6lumle sonuclanabilir.




Gidalarda Bulunmasi

- Mikrobiyal gida zehirlenmeleri arasinda dinyada en c¢ok gorilen
hastaliklardan biri olan salmonellosisin sadece Amerika Birlesik Devletleri'
nde yilda 2-4 milyon kadar vakaya neden oldugu ve hastalik sayisinin
giderek arttigi tahmin edilmektedir.

- Gida maddelerinde ¢ok dusik duzeyde Salmonella bulunsa bile bunlar riskli
olarak kabul edilir. Dolayisiyla gida maddeleri, igme ve kullanma sularinda
Salmonella bulunmasina izin verilmez.




Gidalarda Bulunmasi

» Salmonella 'nin en ¢ok bulundugu gida maddelerinin basinda hayvansal
UrUnler gelir. Bunlar arasinda kimes hayvanlari eti, kiyma, sosisler, yumurta
UrUnleri, su Urinleri, dondurma, sUttozu ve krema Salmonella agisindan
onemli gidalardir.

- Bunlarin yaninda cesitli soslar ve salatalar, pudingler, diger sut UrUnleri de
Salmonella riski tasiyan gidalardir.

- Hammadde, isleme teknolojisi, depolama ve pazarlama sartlari Salmonella
riskinin bUyUmesine neden olmaktadir.




SALMONELLA
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Gidalarda Salmonella spp. Aranmasi

« Gida maddelerinde Salmonella belirlenmesi genellikle klasik kiltirel yontemler ile
yapiimaktadir.

« Bu yontemlere ilaveten membran filtrasyon ve enzim immunoassay yontemleri
ile de Salmonella varhgi arastirilabilmektedir.

 Bunlarin yaninda "gelistirilmis kulturel- enzimatik yontemler" olarak tanimlanan
"hizli analiz yontemleri" Uzerinde de son yillarda bUyuk calismalar yapilmaktadir.

« Ancak bugun i¢in yasal kuruluslarca kabul edilen analiz yontemleri ¢ogunlukla
klasik kUltUrel yontemlerdir.




Gidalarda Salmonella spp. Aranmasi

» Salmonella 'nin klasik yontemle tayininde
1. onzenginlestirme,

2. selektif zenginlestirme,
selektif kati besiyerine sirme,
biyokimyasal testler ve
serolojik dogrulama asamalari vardir ve bu tayin 7 gin sirmektedir.

- Bu yontemde uygulamada gorilen farkhliklar gesitli kuruluslar tarafindan farkl
besiyerleri ve farkli inkiGbasyon sicakliklari onerilmesinden kaynaklanmaktadir.







On Zenginlestirme

- On zenginlestirmenin baslica fonksiyonu proses siresince dehidre olan
hicrelerin rehidre olmasini ve hasar gormus olan hudcrelerin onarilmasini
saglamaktadir.

» 25gYyada 25 mL drnek 225 mL dnzenginlestirme besiyerine ilave edilir.

« Ornek sivi ise (su, sUt, peyniralti suyu, yumurta vb.) calkalanip karistirilarak
dogrudan inkUbasyona birakilir.

- Ornek suda eriyebilir ise (seker, sUttozu, peyniralti suyu tozu, krema,
yumurta tozu vb.) once eritilir sonra inkUbasyona birakilir. Gerekirse
manyetik karistirici kullanilir.




On Zenginlestirme

- Ornek kati ise (peynir, et ve et UrUnleri vb.) steril blender gévdesine 25 g
ornek alinir, Uzerine 225 mL steril 6nzenginlestirme besiyerinden yaklasik
150-200 mL aktarilir, homojenizasyondan sonra homojenizat steril 5oo
mLlik erlene aktarilr.

- Kalan onzenginlestirme besiyeri (yaklasik so- 100 mL) ile blender govdesi
calkalanir ve bu kisim da aseptik sartlar altinda homojenizat olan erlene
aktarihr.




On Zenginlestirme

- Onzenginlestirme besiyeri olarak tamponlanmis peptonlu su (Peptone
Water) ve Salmosyst Broth kullanilmaktadir.

- Lactose Broth besiyeri ise yaygin kullanim alani bulmamistir.

« Tamponlanmis peptonlu su kullanildiginda inkUGbasyon 35-37°C' da 16-20
saat olarak yapilmaktadir.

- Yasal analizlerde 6nzenginlestirme besiyeri olarak tamponlanmis peptonlu
su kullanilmaktadir.




Selektif Zenginlestirme

- Selektif zenginlestirme besiyerlerinde refakatgi bakteri turlerinin cogalmasi
sinirlanirken Salmonella hicrelerinin artisina izin verilir.

- On zenginlestirme isleminden sonra uygun bir selektif zenginlestirme
besiyerine ekim yapilarak analize devam edilir.

- Selektif zenginlestirme amaci ile en yaygin kullanilan besiyerleri RVS Broth,
Selenite Cystine Broth besiyerleri ve Salmosyst Selective Supplement' dir.




Selektif Zenginlestirme

- Standart analiz yonteminde 10 mL RVS Broth besiyerine 0,2 mL
onzenginlestirme kiUltUrU ve 100 mL Selenite Cystine Broth besiyerine 10
mL onzenginlestirme kiltirU ilave edilip RVS Broth 42°C 'de 24 saat,
Selenite Cystine Broth 35-37°C' de 48 saat inkuUbe edilir.

- Selenite Cystine Broth besiyeri selektiviteyi artirmak icin 42°C'de de inkUbe
edilebilir ancak bu uygulama analiz raporunda belirtilmelidir.

» RVS Broth koltiorinden 24 saatlik inkUbasyon sonunda, Selenite Cystine
Broth kiltirinden ise 24 ve 48 saatlerde ornek alinarak selektif kati
besiyerlerine sGrme yapllir.
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RVS Broth Selenite Cystine Broth




Selektif Kati Besiyerine SUrme

- Standart analizlerde selektif zenginlestirme kulturlerinden biri mutlaka

Brilliant Green Phenol Red Agar olmak Uzere 2 farkl selektif besiyer:
kullanilmasi gerekmektedir.

- Diger selektif zenginlestirme besiyeri analiz yapan laboratuvarin secimine
birakilir.

« Bununla beraber Bismuth Sulfite Agar genellikle ikinci selektif besiyer:
olarak kullanilir.




Selektif Kati Besiyerine SUrme

- Bunun disinda Rambach Agar, Hektoen Enteric Agar, Salmonella-Shigella

(SS) Agar, Xylose Lysine Deoxycholate Agar besiyerleri de yaygin bir sekilde
kullanilmaktadr.

- Son zamanlarda XLT4 Agar besiyeri yaygin bir kullanim alani bulmustur.

- Selektif kati besiyerine sirme isleminden sonra 35-37°C'de 24 saat, tipik
koloni gelismesi olmaz ise ayni sicaklikta 24 saat daha inkibasyon yapilir.

- InkUbasyon sonunda selektif kati besiyerine gore degisen morfolojilerdeki

tipik Salmonella kolonileri izole edilip dogrulama icin 6nce biyokimyasal
test besiyerlerine ekilir.




Selektif Kati Besiyerine SUrme

- Prensip olarak her besiyerinden en az 5 adet tipik koloni biyokimyasal
testlericin izole edilir.

- Kati besiyerinde tipik koloni yoksa diger kolonilerden 5 adet izole edilip yine
biyokimyasal testler ile calismaya devam edilir.

» Bu testler izolat(lar)in Salmonella oldugunu gosterirse serolojik dogrulama
testleri yapilarak analiz tamamlanur.

- Hangi on zenginlestirme veya selektif zenginlestirme veya selektif kati
besiyerinden izole edilmis olursa olsun 1 koloni dahi Salmonella olarak

dogrulanirsa "analiz edilen ornekte Salmonella bulundu" seklinde rapor
verilir.




Brilliant Green Agar
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Biyokimyasal Testler ile Dogrulama

- Ure Testi: Bir 6ze dolusu koloni alinip Urea Broth besiyerine inokUle edilir ve
35°C' da 48 saate kadar inkUbe edilir.

- Bu islem sirasinda bir baska Urea Broth besiyerine pozitif kontrol olarak
Proteus, bir baska besiyerine negatif kontrol olarak E. coli inokile edilir,
ayrica bir tUp Urea Broth besiyeri sahit olarak kullanilir.

« InkUbasyon sonunda 4 tUpUn rengi kontrol edilir. Sahit tip sarimsi kirmizi
renkte, pozitif kontrol kirmizi renkte, negatif kontrol sari renkte olmalidr.




Biyokimyasal Testler ile Dogrulama

» Asil test tUpU kirmizi ise alinan koloni Salmonella degildir, analize son verilir.
Salmonella Ure negatif bir bakteridir.

- Besiyeri sari renkli ise Triple Sugar Iron Agar Testi ile devam edilir.

- Zamandan kazanmak acgisindan ¢ogu kere Ure testi sonucu beklenmeden
ayni anda Urea Broth ve Triple Sugar Iron Agar besiyerlerine beraberce ekim

yapilir. Ancak bu durumda da degerlendirme yine Urea Broth ile
baslamalidir.
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Urea Broth Base (M111)

1. Control

2. Enterobacter aerogenes ATCC 13048
3. Escherichia coli ATCC 25922

4. Proteus vulgaris ATCC 13315

5. Salmonella Typhimurium ATCC 14028




Biyokimyasal Testler ile Dogrulama

- Triple Sugar Iron Agar Testi: Triple Sugar Iron Agar yatik besiyerine yizeye
surme ve dibe daldirma yapilir.

- Bu amacla asi 0zesi ile besiyerinin yUzeyine sirme yapilir, asi ignesi ile dibe
daldirma yapilir. Daldirma islemi bir defada tipin merkezinden gegecek bir
hat boyunca dibe kadar ignenin sokulmasi ile yapilir.

- Besiyeri 35°C' de 48 saate kadar inkUbe edilir. Ancak reaksiyon sonuclari 24
saat inkUbasyon sonunda da izlenmelidir.




Biyokimyasal Testler ile Dogrulama

» Bu surenin sonunda dip kismin sari (glukozun kullanimi) ve siyah olmasi
(hidrojen sulfir olusumu), yizeyin kirmizi olmasi (laktoz ve sakkarozun
kullanilmamasi), besiyerinde gaz delikleri ve/veya yariklari olusmasi ve/veya
besiyerinin dip kismindan yukari dogru itilmesi (glukozdan gaz olusmasi)
Salmonella 'y dogrular.

- Bazi hallerde siyah renk dipteki sarihgi ortecek kadar baskin olabilir. Bu
durumda da kiltur Salmonella pozitif olarak degerlendirilir.

» Salmonella genel olarak glukoz pozitif, glukozdan gaz olusturma pozitif,
laktoz negatif, sakkaroz negatif ve hidrojen sulfUr pozitif bir bakteridir.
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Triple Sugar Iron Agar (M021)
1. Control
. Escherichia coli ATCC 25922
. Salmonella Typhi ATCC 6539
. Proteus vulgaris ATCC 13315
. Citrobacter freundii ATCC 8090
. Salmonella Typhimurium ATCC 14028
. Shigella flexneri ATCC 12022




Videolar

e https://www.youtube.com/watch?v=tjTPxSsyJOU

e https://www.youtube.com/watch?v=as kBbcW3iE

e https://www.youtube.com/watch?v=nQxJnlgciXs

e https://www.youtube.com/watch?v=tMWL FF33ctw

e https://www.youtube.com/watch?v=tE2IUYDrEVo



https://www.youtube.com/watch%3Fv=tjTPxS5yJOU
https://www.youtube.com/watch%3Fv=as_kBbcW3iE
https://www.youtube.com/watch%3Fv=nQxJnI9c1X4
https://www.youtube.com/watch%3Fv=tMWLFF33ctw
https://www.youtube.com/watch%3Fv=tE2IUYDrEV0

Referanslar

e http://www.mikrobiyoloji.org/genelpdf/942122061.pdf

e http://www.mikrobiyoloji.org/pdf/702050401.pdf
e https://gida.erciyes.edu.tr/upload/IVKSWT4mikrobiyoloji-5.pdf

e https://dspace.ankara.edu.tr/xmlui/bitstream/handle/20.500.12575/33800/1016031
1.pdf?sequence=1

e https://acikders.ankara.edu.tr/pluginfile.php/2400/mod resource/content/1/GDM3
10%2002.pdf
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