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ÖZET: Kontamine olmufl tavuk etlerinin, Salmonellalar›n insanlara bulaflmas›na neden olan bafll›ca g›da kayna¤› olmalar›

ve kültürel belirleme yöntemlerinin zaman al›c› olmalar› nedenleri ile, tavuk etlerinde h›zl› ve yüksek duyarl›l›kta sonuç vere-

bilecek bir Salmonella spp. belirleme yönteminin gelifltirilmesi üzerine yap›lan bu çal›flmada, ilk olarak ISO 6579 referans

yöntemi kullan›larak Salmonella kontaminasyonu olmad›¤› belirlenen tavuk eti örnekleri, Salmonella Enteritidis kültürü ile ino-

küle edilmifl ve 16 saatlik seçici olmayan bir ön-zenginlefltirme iflleminin ard›ndan immünomanyetik ay›rma-polimeraz zincir

reaksiyonu (‹MA-PZR) yöntemi kullan›larak, yaklafl›k 1 veya 10 kob/25 gram tavuk eti seviyesindeki hedef bakterinin, toplam

20 saat gibi k›sa bir sürede belirlenebilmesi sa¤lanm›flt›r. 

Anahtar kelimeler: ‹MA, 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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G‹R‹fi

Hastal›k Denetim ve Önleme Merkezleri (Centers for Disease Control and Prevention–CDC) taraf›ndan rapor

edilen g›da kaynakl› hastal›klar konusundaki veriler; 2005 y›l›nda enterik patojenlerin neden oldu¤u 16 614

adet enfeksiyon vakas›n›n 6471 adedindeki, 2006 y›l›nda ise enterik patojenlerin neden oldu¤u 17 252 adet en-

feksiyon vakas›n›n 6655 adedindeki etyolojik etmenin Salmonella oldu¤unu göstermektedir (1, 2). 

Salmonellalar›n k›rm›z› etler, süt ve süt ürünleri ve yumurtalarda s›kl›kla bulunmalar›n›n yan›s›ra g›da endüs-

trisinde, ço¤unlukla, kanatl› etlerinin ifllendi¤i sektörde ortaya ç›kt›klar› bilinmektedir (3, 4). Amerika Birleflik

Devletleri Tar›m Bakanl›¤› (United States Department of Agriculture-USDA) 2000 ile 2005 y›llar› aras›nda, ta-

vuk etlerinden Salmonellalar›n, özellikle de Salmonella Enteritidis’in izolasyon s›kl›¤›nda bir art›fl oldu¤unu be-

lirtmifltir (5). Son y›llarda Salmonellalar›n kanatl› etlerini kontamine etme s›kl›¤›n›n artmas› da, g›da endüstrisi
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aç›s›ndan tavuk etlerinde Salmonella varl›¤›n›n güvenilir flekilde belirlenmesi için h›zl› ve yüksek duyarl›l›kta

yöntemlerin gelifltirilmesini h›zland›rm›flt›r (6).

Salmonellalar ile kontamine olmufl g›dalarda bu patojenin say›s›n›n genellikle çok düflük ancak g›dalarda bu-

lunan rekabetçi bakterilerin say›s›n›n yüksek miktarlarda olmas›n›n, Salmonellalar›n g›dalardan izole edilebil-

me flanslar›n› büyük ölçüde azaltt›¤› bildirilmektedir (7, 8). Ayr›ca kültürel belirleme yöntemleri ile bu patojenin

g›dalardan izolasyonunun, oldukça uzun bir süre ald›¤› ve yo¤un bir iflgücü gerektirdi¤i bilinmektedir (9, 10).

G›dalar›n ço¤unun s›n›rl› raf ömrüne  sahip olmas›ndan dolay›, kültürel belirleme yöntemleri ile izolasyon iflle-

mi tamamlanmadan bu g›dalar›n tüketildikleri ya da raf ömürlerini tamamlad›klar› belirtilmektedir (11, 12). Bu

nedenle polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yöntemi; kültürel belirleme yöntemlerine alternatif olarak gelifltirilen

ve h›zl› oldu¤u kadar yüksek seçicilik ve duyarl›l›¤a sahip bir yöntem olarak, günümüzde g›dalardan Salmonel-

la belirlenmesinde kullan›m› en çok tercih edilen yöntem olmaktad›r (13, 14). Ancak bu yöntemin g›dalara uy-

gulanmas› esnas›nda, g›da bileflenleri ve mikrobiyel metabolitler gibi hedef DNA amplifikasyonunu engelleyici

hücre d›fl› ve hücre içi inhibitör maddelerden kaynaklanan hatal›-negatif sonuçlar›n sözkonusu olabildi¤i bildi-

rilmektedir (15, 16). Bu olumsuzlu¤u önleyebilmek amac› ile, PZR yöntemi öncesi, hedef bakterinin g›dalardan

ayr›lmas› ve konsantre edilmesi prensibine dayal› immünomanyetik ay›rma (‹MA) yönteminin kullan›labilece¤i

belirtilmektedir (16, 17).

‹MA yöntemi, kar›fl›k ve yo¤un mikroflora içeren bir g›da örne¤inden hedeflenen mikroorganizmay› yakalaya-

bilen ve daha ileriki testlerde kullan›lmak üzere küçük hacimlere yo¤unlaflt›rabilen (18, 19), homojen, polistiren

mikroküreciklerin kullan›m›n› içeren bir yöntemdir. Bu yöntem, immünolojik olarak ayr›lm›fl olan Salmonellala-

r›n direkt olarak seçici kat› besiyerlerine inokülasyonuna imkan sa¤layarak, RV ve SC broth gibi seçici zengin-

lefltirme besiyerlerinin yerini ald›¤›ndan h›zl› bir yöntem olarak kabul edilmektedir (20, 21). ‹MA sadece h›zl› bir

yöntem olmakla kalmay›p, flüpheli Salmonella izolatlar›n›n, ço¤unlukla Salmonella pozitif olarak do¤ruland›¤›

oldukça özgün bir yöntem olarak da belirtilmektedir (22). Ayr›ca, ‹MA yöntemi ile, hasar görmüfl ya da stres al-

t›nda kalm›fl Salmonella hücrelerinin de izole edilebildi¤i bildirilmektedir (23).

Bu çal›flmada; tavuk etlerinde yaklafl›k 1 veya 10 kob/25 gram tavuk eti seviyesinde olan Salmonellalar›n, 16

saatlik seçici olmayan bir ön-zenginlefltirme iflleminin ard›ndan, anti-Salmonella manyetik kürecikleri ile kar›fl›k

mikroorganizma yükü olan tavuk etlerinden ayr›lmas›, konsantre edilmesi ve daha sonra da Salmonellalara öz-

gü invA geninin 284 bç’lik bölgesinin amplifiye edilmesinin hedeflendi¤i, h›zl› oldu¤u kadar yüksek seçicili¤e ve

duyarl›l›¤a sahip ‹MA-PZR yönteminin gelifltirilmesi amaçlanm›flt›r. Tavuk etlerinden Salmonellalar›n belirlen-

mesinde resmi otoritelerin beklentilerini ve kanatl› et endüstrisinin ihtiyaçlar›n› yaklafl›k 20 saat gibi k›sa bir sü-

rede ve gerekli duyarl›l›kta karfl›layacak böyle bir yöntemin gelifltirilmesi ile, s›n›rl› raf ömrüne sahip tavuk etle-

rinin tüketime sunulmadan önce Salmonellalar aç›s›ndan riskli olup olmad›¤›n›n belirlenebilmesi ve olas› mik-

robiyel kaynakl› g›da zehirlenmelerinin önüne geçilebilmesi hedeflenmifltir.

MATERYAL VE YÖNTEM

Materyal

Tavuk eti örnekleri   

Çal›flmada kullan›lan ya¤s›z tavuk gö¤üs eti, Ankara’daki bir marketten tesadüfi olarak al›nm›fl ve 25 graml›k par-

çalara ayr›larak, herbir parça çal›flman›n ilerleyen bölümlerinde kullan›lmak üzere, -18°C’de muhafaza edilmifltir. 

Kültür     

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 kültürü, American Type Culture Collection-ATCC, A.B.D’nden liyofilize ola-

rak sa¤lanm›flt›r. Çal›flma boyunca kullan›lan S. Enteritidis kültürü, triptik soy (TS) agar (Merck, Almanya) be-

siyerinde yat›k stoklar halinde +4°C’de muhafaza edilmifl ve uygun zaman aral›klar› ile ayn› ortamdan yararla-

n›larak aktiflefltirilmifltir.  



‹MA yöntemi deney düzene¤i ve immunomanyetik partiküller

Çal›flmada Dynal® (Norveç) markal› ‹MA yöntemi deney düzene¤i ve yine ayn› firmadan sa¤lanan Dynabeads®

anti-Salmonella partikülleri kullan›lm›flt›r. Bu düzenek; örnek kar›flt›r›c›s› (Dynal® MX3 sample mixer), örnek tüp-

lerini tutabilen manyetik bir tutucu ve bu tutucunun manyetik çubu¤undan (Dynal MPC®-M rack) oluflmaktad›r. 

PZR yöntemi deney düzene¤i ve oligonükleotidler   

Çal›flmada THE-MWG (Almanya) markal› Primus 96 termocycler ve yine ayn› firmadan sa¤lanan ve invA ge-

ninin 284 bç’lik bölümünü ço¤altan (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’) kullan›lm›flt›r. 

Yöntem

Çal›flmada, ilk olarak, Ankara’daki bir marketten tesadüfi olarak al›nan ya¤s›z tavuk gö¤üs eti örneklerinde,

Salmonella kontaminasyonu olup olmad›¤›, ISO 6579 referans yöntemi kullan›larak ve denemeler birden fazla

tekrarlanarak belirlenmifl ve ard›ndan Salmonella kontaminasyonu olmad›¤› saptanan bu tavuk eti örnekleri,

yaklafl›k 101 ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak flekilde, S. Enteritidis kültürü ile inoküle edilmifllerdir. ‹no-

külasyon yap›lan bu tavuk eti örnekleri daha sonra, tamponlanm›fl peptonlu su (TPS) besiyerinde 16 saatlik se-

çici olmayan bir ön-zenginlefltirme ifllemine tabi tutulmufl ve bu ifllemi takiben, ‹MA-PZR yöntemi kullan›larak,

yaklafl›k 1 veya 10 kob/25 gram tavuk eti seviyesindeki hedef bakterinin, toplam 20 saat gibi k›sa bir sürede

belirlenebilmesi sa¤lanm›flt›r.

ISO 6579 referans yöntemi

Bu yönteme göre; 25 graml›k ya¤s›z tavuk gö¤üs eti örne¤i, 225 mL TPS içeren filtreli steril Stomacher torba-

s›na aktar›lm›fl ve Stomacher cihaz›nda (Stomacher Seeward 400, ‹ngiltere) 1 dakika tutularak, tavuk eti örne-

¤i homojen hale getirilmifltir. Haz›rlanan homojenat, ön-zenginlefltirme amac› ile, 37°C’de 18-24 saat inkübas-

yona b›rak›lm›flt›r. ‹nkübasyonun ard›ndan ön-zenginlefltirme kültüründen 10 ve 0.1’er mL al›narak, s›ras› ile

SC broth (Merck, Almanya) ve RV broth (LAB M, ‹ngiltere) seçici zenginlefltirme besiyerlerine aktar›lm›flt›r. SC

broth’lar 37°C’de, RV broth’lar ise 42°C’de 24’er saat inkübasyona b›rak›lm›fllard›r. ‹nkübasyonun ard›ndan bu

seçici zenginlefltirme kültürleri; BLPS agar (Merck, Almanya), Rambach agar (Merck, Almanya) ve Harlequin

Salmonella ABC (Freeman Formülü) (LAB M, ‹ngiltere) seçici kat› besiyerlerine yüzeye yayma yöntemi ile ekil-

mifl ve 37°C’de 18-24 saat inkübasyona b›rak›lm›fllard›r. ‹nkübasyon sonunda Petri kaplar›ndaki koloni geliflim-

leri incelenerek, flüpheli Salmonella kolonisi bulunup bulunmad›¤› belirlenmifltir.

Tavuk eti örneklerinin Salmonella ile inokülasyonu     

Çal›flman›n bu aflamas›nda, ilk olarak, steril lambda tamponu [5.8 g NaCl, 2.0 g MgSO4.7H2O, 50.0 mL 1 M

Tris-HCl çözeltisi (pH: 7.5), 0.1 g jelatin, 1000 mL distile su] kullan›larak, 24 saatlik S. Enteritidis kültürünün

ondal›kl› dilüsyon serisi haz›rlanm›flt›r. Ard›ndan herbir dilüsyondan, 3 adet Triptik Soy (TS) agar besiyerine

yayma yöntemi ile inokülasyon yap›lm›fl ve Petri kaplar›, 37°C s›cakl›kta 24 saat inkübasyona b›rak›lm›flt›r. ‹n-

kübasyon sonunda Petri kaplar›n›n yüzeylerindeki koloniler say›lm›fl ve 101 kob S. Enteritidis içeren dilüsyon

kullan›larak, 25 graml›k 2 adet tavuk eti örne¤ine, yaklafl›k 101 ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak flekilde,

S. Enteritidis kültürü ile inokülasyon yap›lm›flt›r. Bu ifllem, tavuk eti örnekleri ile yap›lan herbir çal›flma bafllan-

g›c›nda tekrarlanm›flt›r. ‹nokülasyon iflleminin ard›ndan, tavuk eti örnekleri, 225’er mL TPS içeren filtreli steril

Stomacher torbalar›na aktar›lm›fl ve Stomacher cihaz›nda (Stomacher Seeward 400, ‹ngiltere) 1 dakika tutula-

rak, homojen hale getirilmifllerdir. Haz›rlanan homojenatlar, 37°C’de 16 saatlik süre boyunca seçici olmayan bir

ön-zenginlefltirme ifllemine tabi tutulmufllard›r. 

‹MA yöntemi 

Bu yönteme göre, 16 saatlik ön-zenginlefltirme kültürlerinden 1’er mL al›narak, manyetik tutucudaki steril Ep-

pendorf tüplerine aktar›lm›flt›r. Üzerlerine 20’fler µL Dynabeads® anti-Salmonella partikül süspansiyonu eklen-
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mifl ve partiküllerin yüzeyini kaplam›fl olan hedef mikroorganizmaya özgü antikorlar›n Salmonellalar› ba¤laya-

bilmesi için, oda s›cakl›¤›nda 20 dakika süre ile örnek kar›flt›r›c›s›nda sürekli olarak kar›flt›r›larak inkübasyona

b›rak›lm›fllard›r. ‹nkübasyon sonunda manyetik çubuk, Eppendorf tüplerini tafl›yan manyetik tutucuya yerleflti-

rilerek, tüpler 3 dakika da elde kar›flt›r›lm›fllard›r. Böylelikle; Salmonella+anti-Salmonella komplekslerinin, man-

yetik çubu¤un yaratt›¤› manyetik alan etkisi ile, tüplerin iç yüzeylerinde gözle görülebilir bir flekilde toplanma-

lar› sa¤lanm›flt›r. Ard›ndan, Salmonella+anti-Salmonella komplekslerinin da¤›lmalar›na izin vermeyecek bir fle-

kilde, tüplerdeki süpernatantlar uzaklaflt›r›lm›flt›r. Manyetik çubuk, manyetik tutucudan ç›kar›ld›ktan sonra, y›-

kama amac› ile tüplere 1’er mL ‹MA y›kama çözeltisi eklenerek kar›flt›rma yap›lm›flt›r ve bu y›kama ifllemi iki

kere tekrarlanm›flt›r. Son y›kaman›n ard›ndan yine manyetik çubuk yard›m› ile oluflturulan Salmonella+anti-Sal-

monella komplekslerinin üzerine, 0.2’fler mL lambda tamponu eklenerek kar›flt›r›lm›flt›r.

DNA izolasyonu ve saflaflt›r›lmas› ifllemi   

Çal›flman›n bu aflamas›nda high pure PCR template preparation kitine (Roche, Almanya) göre, 1.5 mL’lik ste-

ril Eppendorf tüpüne, ‹MA yöntemi sonucunda elde edilen 200’er µL bakteri süspansiyonu ve 5 µL lizozim çö-

zeltisi eklenmifl ve 37°C’de 15 dakika inkübasyona b›rak›lm›flt›r. Bu inkübasyonun ard›ndan ayn› tüpe, 200 µL

ba¤lama tamponu ve 40 µL proteinaz K çözeltisi eklenerek, hemen kar›flt›r›lm›fl ve 70°C’de 10 dakika süre ile

ikinci bir inkübasyona b›rak›lm›flt›r. Daha sonra ayn› tüpe, 100 µL izopropanol eklenerek kar›flt›r›lm›fl ve bu ka-

r›fl›m, filtre bafll›k içeren toplama tüpünün üstteki filtre k›sm›na aktar›larak, 8000 g’de 1 dakika santrifüj ifllemi-

ne tabi tutulmufltur. Santrifüj ifllemi sonras› süpernatant içeren toplama tüpü at›larak filtre, baflka bir steril top-

lama tüpüne yerlefltirilmifltir. Yeni toplama tüpüne yerlefltirilen bu filtre k›sm›na, 500 µL inhibitör uzaklaflt›rma

tamponu eklenerek,  8000 g’de 1 dakika santrifüj ifllemi yap›lm›flt›r. Santrifüj ifllemi sonras› süpernatant içeren

toplama tüpü at›larak filtre, baflka bir steril toplama tüpüne yerlefltirilmifltir. Yeni toplama tüpüne yerlefltirilen bu

filtre k›sm›na, 500 µL y›kama tamponu eklenerek 8000 g’de 1 dakika santrifüj ifllemi yap›lm›flt›r. Santrifüj iflle-

mi sonras› süpernatant içeren toplama tüpü at›larak filtre, baflka bir steril toplama tüpüne yerlefltirilmifl ve bir

önceki ifllem tekrar edilmifltir. Santrifüj ifllemi sonras› süpernatant uzaklaflt›r›lm›fl ve filtre, ayn› toplama tüpüne

yerlefltirilerek, 13 000 g’de 10 saniye santrifüj ifllemi yap›lm›flt›r. Artakalan süpernatant› içeren toplama tüpü

at›lm›fl ve filtre, 1.5 mL’lik yeni bir mikrosantrifüj tüpüne yerlefltirilmifltir. 1.5 mL’lik mikrosantrifüj tüpüne yerlefl-

tirilen filtre üzerine, 200 µL 70°C’de bekletilen ay›rma tamponu eklenerek, 8000 g’de 1 dakika süre ile son bir

santrifüj ifllemi yap›lm›flt›r. Son olarak, filtre bafll›k at›lm›fl ve tüpte kalan süpernatant, hedef DNA’y› içerdi¤in-

den, ileri aflamalarda kullan›lmak üzere - 20°C’de saklanm›flt›r. 

PZR yöntemi

Çal›flman›n bu aflamas›nda ilk olarak, PZR tüpü içerisinde, 1.5 µL hedef DNA ile birlikte, 200 µM PZR nükleo-

tid kar›fl›m› (Roche, Almanya), 0.5’er µM 139 ileri ve 141 geri primerleri, 2.0 mM MgCl2 (Roche, Almanya),

0.025 U/µL FastStart Taq DNA polimeraz enzim çözeltisi (Roche, Almanya) olmak üzere toplam 50 µL’lik PZR

amplifikasyon kar›fl›m› haz›rlanm›fl ve Çizelge 1’de gösterilen PZR döngüsü s›cakl›k ve süre parametre de¤er-

leri kullan›larak, invA geninin 284 bç’lik bölümü ço¤alt›lm›flt›r. 

Çizelge 1. PZR döngüsü s›cakl›k ve süre parametre de¤erleri

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
S›cakl›k (°C) Süre (saniye) Döngü say›s›

(adet)
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Bafllang›ç denatürasyonu 95 180 1
Denatürasyon 95 45
Ba¤lanma (annealing) 52 45 35
Uzama (elongation) 72 60
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Son uzama  (final extension) 72 420 1
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––



Ço¤altma iflleminin ard›ndan %1.5’lik agaroz jeli (v/v) (Serva, Almanya) kullan›larak, agaroz jel elektroforez ifl-

lemi gerçeklefltirilmifl ve bu ifllemi takiben, ço¤alt›lan hedef DNA’n›n gösterilmesi amac› ile jel, 302 nm dalga-

boyunda UV ›fl›k alt›nda 100 bç’lik GeneRulerTM DNA ladder plus (ready-to-use) moleküler a¤›rl›k belirteci

(Fermentas, Litvanya) ile karfl›laflt›r›larak görüntülemeye al›nm›flt›r. 

SONUÇ VE TARTIfiMA

Çal›flmada ilk olarak, çal›flma boyunca kullan›lan tavuk eti örneklerinde, ISO 6579 referans yöntemi kullan›la-

rak, Salmonella bulafl›s› olmad›¤› belirlenmifltir. Daha sonra; 101 ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak flekil-

de S. Enteritidis kültürü ile inoküle edilen bu tavuk eti örnekleri, TPS besiyerinde 16 saatlik seçici olmayan bir

ön-zenginlefltirme ifllemine tabi tutulmufl ve bu ifllemi takiben, ‹MA-PZR yöntemi kullan›larak, yaklafl›k 1 veya

10 kob/25 gram tavuk eti seviyesindeki hedef bakterinin, toplam 20 saat gibi k›sa bir sürede belirlenebilmesi

sa¤lanm›flt›r. ‹MA-PZR yönteminin tekrarlanabilirli¤ini göstermek amac› ile, bu ifllem 6 kez tekrarlanm›flt›r. ‹lk

tekerrüre ait PZR sonucu, fiekil 1’de gösterilmekte ve Çizelge 2’de aç›klanmaktad›r.

fiekil 1. Yaklafl›k 101 ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak flekilde S. Enteritidis kültürü ile inoküle edilen tavuk eti örnek-
lerinin, 16 saatlik bir ön-zenginlefltirme süresine tabi tutulmalar›n›n ard›ndan uygulanan ‹MA-PZR yöntemi sonucu-
nun, %1.5’lik agaroz jeldeki görüntüsü (1. tekerrür)

Çizelge 2. Yaklafl›k 101 ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak flekilde, S. Enteritidis kültürü ile inoküle edilen tavuk eti ör-
neklerinin, 16 saatlik bir ön-zenginlefltirme süresine tabi tutulmalar›n›n ard›ndan uygulanan ‹MA-PZR yöntemi so-
nucu, hedef bakteriye özgün 284 bç’lik bant›n gözlenebilirli¤i (1. tekerrür)

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Ön-zenginlefltirme 16

süresi (saat)
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

‹nokülasyon seviyesi ‹MA-PZR yöntemi sonucu hedef bakteriye özgün 
(kob/25 gram tavuk eti) 284 bç’lik bant›n gözlenebilirli¤i

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
101 +

100=1 -
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
+ : 284 bç’lik bant gözlenmifltir.

-  : 284 bç’lik bant gözlenememifltir.

fiekil 1. ve Çizelge 2’nin incelenmesinden de görülebilece¤i gibi, yaklafl›k 100=1 ve 101 kob/25 gram tavuk eti

olacak flekilde inoküle edilen tavuk eti örneklerinde, 16 saatlik seçici olmayan bir ön-zenginlefltirme sonras› öz-

gün 284 bç’lik bant gözlenebilmifltir. Bu ilk tekerrür esnas›nda, hatal›-pozitif ya da beklenilmeyen ürün (primer-

dimer) band›na rastlan›lmam›flt›r.

Tavuk eti örnekleri ile yap›lan di¤er tekerrür çal›flmalar›n›n sonuçlar› ise, Çizelge 3’de gösterilmektedir.
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1 100 bç’lik moleküler a¤›rl›k belirteci

2 Pozitif kontrol (PK)

3 Yükleme yap›lmad› 

7 A: Yaklafl›k 101 kob/25 g tavuk eti   

11 A: Yaklafl›k 100=1 kob/25 g tavuk eti   

12 Negatif kontrol (NK)

A: ‹nokülasyon seviyesi    
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Çizelge 3. Yaklafl›k 101 ve 100=1 kob/25 gram tavuk eti olacak flekilde, S. Enteritidis kültürü ile inoküle edilen tavuk eti ör-
neklerinin, 16 saatlik bir ön-zenginlefltirme süresine tabi tutulmalar›n›n ard›ndan uygulanan ‹MA-PZR yöntemi so-
nucu, hedef bakteriye özgün 284 bç’lik bant›n gözlenebilirli¤i 

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
‹nokülasyon seviyesi 101* 100=1**

(kob/25 gram tavuk eti)
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

‹MA-PZR yöntemi sonucu hedef 
Ön-zenginlefltirme süresi Tekerrür no bakteriye özgün 284 bç’lik

(saat) bant›n gözlenebilirli¤i
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

1 + +
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

2 + +
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

3 + +
16                               –––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

4 + -
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

5 + +
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

6 + +
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
+ : 284 bç’lik bant gözlenmifltir.               * : 101 dilüsyonundan 1 mL ekim                          
-  : 284 bç’lik bant gözlenmemifltir.   ** : 101 dilüsyonundan 0.1 mL ekim

Çizelge 3’ün incelenmesinden de görülebilece¤i gibi, yaklafl›k 101 kob/25 gram tavuk eti olacak flekilde inokü-

le edilen tavuk eti örneklerinde, 16 saatlik seçici olmayan bir ön-zenginlefltirme sonras› özgün 284 bç’lik bant

gözlenebilmifltir. 25 graml›k tavuk eti örne¤inin yaklafl›k 100=1 kob Salmonella spp. ile kontamine olmas› duru-

munda ise, çal›flma boyunca uygulanan ‹MA-PZR yöntemi öncesi 16 saatlik bir ön zenginlefltirme ifllemi uygu-

lamas›n›n, hedef bakteriyi belirleyebilmede yeterli oldu¤u gözlenmifltir. 

Salmonella kontaminasyonu aç›s›ndan riskli kabul edilen tavuk etlerinde Salmonella kontaminasyonu olup olma-

d›¤›n›n belirlenmesi amac› ile kullan›lan klasik belirleme yöntemleri yaklafl›k 5-8 gün sürmekte iken (25), çal›flma

boyunca uygulanan ‹MA-PZR yönteminin kullan›lmas› ile, tavuk etlerinde yaklafl›k 100=1 ve 101 kob/25 gram ta-

vuk eti seviyesinde Salmonella spp.’›n toplam 20 saat içerisinde belirlenebilece¤i saptanm›flt›r. Widjojoatmodjo

ve ark. (26); PZR yöntemi öncesi herhangi bir ön-zenginlefltirme ifllemi uygulamaks›z›n direkt olarak ‹MA yönte-

minin uygulanmas› ile, 5 saat içerisinde 100 kob Salmonella seviyesinde izolasyon yap›labilece¤ini göstermifller-

dir. Ancak Salmonellalar›n belirlenmesinde resmi otoritelerin beklentilerini ve ihtiyaçlar›n› karfl›layacak daha du-

yarl›l›kta bir izolasyon ifllemi gerekti¤inden, böylesi bir izolasyonun gerçeklefltirilebilmesi için muhakkak bir ön-

zenginlefltirme iflleminin yap›lmas› gerekti¤i belirtilmifltir (27). Rijpens ve ark. (9) ise; PZR yöntemi öncesi TPS

besiyerinde 16 saatlik seçici olmayan bir ön-zenginlefltirme ifllemi ve ‹MA yöntemi uygulamas›n›n ard›ndan RV

broth besiyerinde 4 saatlik bir seçici zenginlefltirme ile, 25 graml›k yumurta, dondurma ve peynirlerden, ortalama

5.9 kob Salmonella seviyesinde izolasyon yapabildiklerini ve bu ifllemin yaklafl›k 24 saat sürdü¤ünü belirtmifller-

dir. Tavuk etleri ile yapt›¤›m›z bu çal›flma esnas›nda kullan›lan ‹MA-PZR yöntemi ile, hem daha duyarl›l›kta hem

de daha h›zl› sonuç al›nd›¤› görülmektedir. Kontaminasyon seviyesine bak›lmaks›z›n tavuk etlerinde herhangi bir

Salmonella varl›¤›n›n görülmesi, 1990 tarihli Birleflik Krall›k G›da Güvenli¤i Yasas› aç›s›ndan sak›ncal› oldu¤un-

dan ve Salmonellalar›n neden oldu¤u g›da kaynakl› hastal›klar›n önlenebilmesi amac› ile, tavuk etlerinin 25 gra-

m›nda bulunabilecek bir tek Salmonella hücresinin bile ‹MA-PZR yönteminin kullan›lmas› ile toplam 20 saat gibi

k›sa bir sürede belirlenebilece¤i, bir baflka deyiflle bu kombine yöntemin, tavuk etlerinin tüketime sunulmadan ön-

ce Salmonella içeriklerinin kesin olarak bilinmesini mümkün k›laca¤› sözkonusu olmaktad›r. 
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