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Bu tez ¢aligmasinda Ankara ve Aksaray piyasasindan satin alman hazir gidalarda Clostridium
perfringens varhiginin ve sayisinin tespiti amaglanmigtir. Arastirmada Ankara ve Aksaray' daki farkl
satig yerlerinden alinan 68 adet gida 6rnegi materyal olarak kullanilmis ve numuneler steril kosullarda

laboratuvara getirilmistir.

Clostridium perfringens’ in varligt MUP (4-Methylumbelliferyl phosphate) ilave edilmis besiyerinde
yayma kiiltiir ekim yontemiyle tespit edilip, ISO' nun hazirladigi 7937 sayili metoda gore sayimi
yapilnustir. izole edilen 19 adet muhtemel C. perfringens kolonilerine, Gram boyama, hareket, nitrat,

laktoz-jelatin, Voges Proskauer dogrulama testleri yapilmustir.

Yapilan analizler sonucunda 68 adet gida 6rneginin 19' unda (%27,9) C. perfringens izolasyonu,
saymu ve dogrulanmasi yapilmistir. 19 adet 6rnegin %21,1' inde 10°-10* kob/g arasinda, %42,1' inde
10? kob/g' dan fazla, %31,5' inde ise 10*-10? kob/g arasinda bakteri tespit edilmistir. Aksam ve sabah
saatlerinde alinan 12 adet gida 6rneginin 8' inde ise giin igerisindeki 1sitmadan kaynakli bakteri

sayilarinda artis oldugu, et igermeyen 4 adet yemekte ise bakterinin bulunmadigi gériilmiistiir.

Tez calismasinda elde edilen verilere gore; bazi gidalarda C. perfringens varligi ve sayisinin yiiksek
degerde saptanmis olmasi, Tirk Gida Kodeksinde Gida Giivenirligi kriterlerinin bu bakteri igin

yeniden diizenlenmesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Haziran 2014, 54 sayfa

Anahtar Kelimeler: Clostridium perfringens, Hazir gida, Isil islem gérmiis gida, MUP



ABSTRACT

Master Thesis

RESEARCH ON THE PRESENCE OF CLOSTRIDIUM PERFRINGENS IN FOODS

Merve SERT

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Kamuran AYHAN

The objective of this study was to determine the presence and number of Clostridium perfringens in
foods marketed in Ankara and Aksaray. For this purpose, a total of 68 food samples were obtained
from different markets in Ankara and Aksaray. Samples were brought in sterile conditions to the lab.

The presence of Clostridium perfringens was identified by spread plate method in MUP (4-
Methylumbelliferyl phosphate) containing medium. The colony counting was made according to the
method numbered 7937 prepared by ISO. In addition, gram staining, nitrate-motility, gelatin, lactose,

and Voges Proskauer verification tests were applied to 19 possible isolated C. perfringens colonies.

As a result of the analyses, the isolation, counting and verification of Clostridium perfringens was
performed in 19 (27.9 %) out of 68 food samples. Of 19 food samples, between 103-10* cfu/g in 21.1
%, between 10*-10%cfu/g in 31.5 % and more than 10%cfu/g in 42.1% was detected. An increase in the
number of bacteria was observed due to heating during the day in 8 of 12 food pieces which were
sampled in the morning and evening hours; and there were no bacteria in 4 meat-free pieces of those
12.

According to the data obtained, it is suggested that Food Safety Criteria in Turkish Food Codex
should be reorganized for this bacteria due to the detection of the presence and high value of C.

perfringens in foods.

June 2014, 54 pages
Keywords: Clostridium perfringens, Ready foods, Heat-treated foods, MUP
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1. GIRIS

Saglikli, yeterli ve dengeli beslenme igin giivenilir gida tiikketimi ve tiiketici bilinci
hizla yayginlasmakla birlikte gida kaynakli hastaliklar ve bu hastaliklarin neden
oldugu can kayb1 ve ekonomik kayiplarda artmaktadir. Gida kaynakli hastaliklarin
nedenleri arasinda ham madde kaynakli kontaminasyon, iiretimde ve tiikketimde
patojen mikroorganizma bulasisi, taginmasi esnasinda soguk zincirde ve gidanin
muhafazasinda meydana gelen aksakliklar gosterilebilir. Bunun da Gtesinde, tarimsal
uygulamalardaki degisikliklerin, ¢evre kirliliginin, hizli kentlesme, seyahatlarin, toplu
beslenme yapilan yerlerde tliketim aligkanliklarinin yayginlagsmasinin ve diinyada yasl
niifusun artmasinin gida kaynakli hastaliklar ve salginlarin ortaya ¢ikisinda rol

oynadig1 séylenebilir (Ayhan 2013).

Kontamine gidalar ve i¢cme sular1 diinyada her yil milyonlarca insanin gida kaynakli

hastaliklardan etkilenmesine neden olmaktadir (Ogiit ve Polat 2009).

Literatiir verilerine gore, bilinen 200’den fazla gida kaynakli enfeksiyonun 6nemli bir
kismin1 bakteriyel kaynakli enfeksiyonlar olusturmaktadir. Bu, hem halk sagligini
tehdit etmekte hem de biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bunlar arasinda
en yaygm olanlar Stapyhlococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp.,
Clostridium perfringens, Bacillus cereus ve Listeria monocytogenes tarafindan

olusturulan bakteriyel kaynakli enfeksiyonlardir (Ogiit ve Polat 2009).

Tiirkiye’de gida kaynakli hastaliklar ile ilgili Saglik Bakanligi tarafindan istatiksel
calismalarin 2005 yili verilerine gore 5168 klinik tifo vakasi, 10514 olasi tifo vakasi
bildirilmis olup, gida kaynakli salginlara en fazla S. aureus ve C. perfringens

patojenlerinin neden oldugu ifade edilmektedir (Dorman vd. 2010).

Diinya genelinde meydana gelen, insan saghigmi olumsuz etkileyen, ekonomik

kayiplar agisindan 6nemli bir sorun olan gida zehirlenmelerine, biiyiik oranda et ve et



triinlerinin (% 54,7) yol agtigt ve Ozellikle C. perfringens’ in neden oldugu

belirtilmistir (Diane vd. 2010).

ABD’ de bakteriyel kaynakli hastaliga neden olan en yaygin birinci bakterinin E. coli,
ikinci bakterinin ise C. perfringens oldugu tahmin edilmektedir. Buna gore her yil bir
milyon C. perfringens kaynakli hastalik vakasinin ortaya ¢iktigi ileri siiriilmektedir.
1998-2010 yillar1 arasinda dogrulanan 289 salginda, 15.208 kisinin hastalandigi, 83
kisinin hastanede tedavi gordiigii ve 8 kisinin 6ldiigii rapor edilmistir. Bu salginlarin;
gidanin hazirlamast esnasinda meydana gelen kontaminasyonla ve % 43 oranla
restoranlardan kaynaklandigi belirtilmektedir. Yapilan ¢alismalarda salginlarin % 19
ile yemek hizmeti veren firmalar, %16 ile evler, %10 ile hapishaneler ve %10 oraniyla
farkli yerlerde meydana geldigi ileri siiriilmektedir. Zehirlenmelerde araci gidalarin
%46’smin et, %30’unun da tavuk triinleri oldugu belirlenmistir (Grass vd. 2013).
Avusturalya’ da 1995-2000 yillar1 arasinda meydana gelen salginlarin biiyiik oranda
restoranlardan ve hazir gidalardan kaynaklandigi agiklanmistir (Dalton vd. 2004).

Bu tez calismasi kapsaminda son yillarda hazir gida ve toplu yemek iiretimi yapan
yerlerdeki tiikketimin artmasiyla gidalardaki hijyen eksikligi, yetersiz 1sil islem, 1sil
islem sonrasinda kontaminasyon ve uzun siireli bekletilme gibi problemlerin ortaya
cikmasiyla gida kaynakli hastalik sayisindaki artig ve Tiirk Gida Kodeks’nde yapilan
baz1 degisikler g6z Oniine alinarak gidalarda Clostridium perfringens varligi, sayisinin

tespiti ve dogrulanmasi amaglanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Clostridium perfringens’in Genel Ozellikleri

Clostridium perfringens, Bacillaceae familyasina ait Gram pozitif, gubuk seklinde,
sporlu, kapsiillii, anaerobik, hareketsiz (Tunail 2009, Ayhan 2013) ve agar yiizeyinde

mat veya parlak koloniler olusturan bakteridir (Brynestad ve Granum 2002).

Patojen bakteri, kimyasallara, deterjanlara son derece dayanikli endospor iiretmektedir
(Feligini vd. 2014). Sporlari, gida sanayi ve biiylik miktarda gida hazirlanan
isyerlerinde siklikla soruna neden olur (Brynestad ve Granum 2002). C. perfringens
toprak kokenli bir bakteri olup, yaygin olarak toprak, su, hava, hayvanlarin
bagirsaginda, ham ve islenmis gida gesitleri 6zellikle et ve tavuk iirlinlerinde bulunur
(Huang, 2003). Proteince zengin kirmizi et, kanatli et ve {irlinlerinde goriilme orani
daha yiiksektir. Bu gidalarda daha sik goriilme nedeni bakterinin gelismesi esnasinda,
13-14 aminoasit ile 5-6 vitamine gereksinim duymasindan kaynaklanmaktadir (Tunail
2000). Optimum kosullarda ve anaerobik ortamda ikiye katlanma siiresi olarak ifade
ettigimiz generasyon siiresinin 8 dakika olmasi1 onu 6nemli kilan bir 6zelligidir (Hobbs

ve Roberts 2007, Brynestad ve Granum 2002).

C. perfringens’in gelisebildigi en iyi pH araligi 6.0-7.5"tir. Asidik kosullara C.
botulinum’dan daha duyarli olmasmm kaniti olarak pH gelisme araligi
gosterilmektedir (Jay 2000). Bakteri optimum olarak 0.93 — 0.97 su aktivitesi deger
araliginda gelisebilmektedir (Hobbs ve Roberts 2007).

Cizelge 2.1°de patojenin gelistigi optimum sicaklik, pH ve su aktivitesi degerleri

verilmistir (Erol 2007).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160501006808
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160501006808
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160501006808
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160501006808

Cizelge 2.1 C. perfringens’e ait optimum gelisme degerleri

Sicaklik 14-50°C 45°C
pH 5-9 6-7
Su aktivitesi (aw) 0,93-0,97 0,95

Clostridium  perfringens olusturdugu toksinler agisindan 5 grupta (A-E)
smiflandirilabilir. C. perfringens enterotoksinleri (CPE) arasinda, %5’ten az bir oranla
perfringens tip A yer almaktadir. Bu grup, C. perfringens iliskili gastrointestinal

hastaliklarin ¢ogundan sorumludur (Sarker vd. 2013).

Clostridium perfringens'in gelismesini ve patojen spor olusumunu Onlemek igin
yapilan sogutma islemi biliylik 6nem tasimaktadir. Ciinkii spor olusumunun ve
gelisiminin en hizli oldugu sicaklik araligi 25-45° C’dir. Meydana gelen gida kaynakli
C. perfringens salginlarin ¢ogu yavas sogutma ya da soguk hava deposu olmadan

gerceklestirilen sogutma islemi nedeniyle meydana gelmistir (Poumeyrol vd. 2014).

2.2 Clostridium perfringens’in Viriilans Faktorleri

Patojenin iirettigi 15’in {izerinde toksin, insanlarda ve hayvanlarda farkli hastaliklara
neden olmaktadir. Cogu C. perfringens susu C. perfringens enterotoksini (CPE) gibi

bir dizi toksin veya potansiyel viriilans faktorleri tiretmektedir (Lindstrom vd. 2011).

Clostridium perfringens enterotoksinin (CPE) neden oldugu hastalik, en sik goriilen
ticiincii gida kaynakli hastaliktir (Jiang vd. 2014). C. perfringens suslari, 5 tip olarak
(A, B, C, D veE), 4 temel toksin olan Alfa (EBM), beta (KPB), epsilon (ETX) ve lota
(ITX) ya gore smiflandirilmigtir (Cizelge 2.2). Ancak, bu mikroorganizma cesitli
kombinasyonlarda 16 toksin tiretebilir (Uzal vd. 2012).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422114000162

Tiim toksin tipleri hayvanlarda hastaliga neden olurken, tip B ve D kiigiik gevis
getiren hayvanlarda, tip A kiimes hayvanlarinda, tip A ve C ise yalnizca insanlarda
hastaliklara neden olmustur (Lindstrom vd. 2011). C. perfringens tip A genellikle
yaygin olarak hayvanlarin bagirsak sisteminde ve dogada bulunurken, digerlerinin (tip

B, C, D ve E) hayvan bagirsak sisteminde goriilme sikligi daha azdir (Jiang vd. 2014).

a-toksin, tim C. perfringens tiplerinde (A-E) yaygin olarak goriiliir. C. perfringens tip
B ve C’ nin her ikisinde de nekroz (hiicrenin, dokunun ya da organin geri doniilemez
sekilde hasar olmasi sonucu goriilen patolojik 6liim) olusturucu, 6limciil etkiye sahip,
B-toksin ise siddetli bagirsak nekrozundan sorumlu, plazmid gen C. perfringens tip B
tarafindan kodlanmis olarak iretilmektedir. Ayrica C. perfringens tip E, a ve v toksin
tiretirken, her iki C. perfringens tipi (B ve D) e-toksin kodlama genine sahiptir (Greco
vd. 2005).

Cizelge 2.2 4 Temel toksin tipine dayali olarak C. perfringens Siniflandirilmasi (Uzal

vd. 2012)
C. perfringens Tipleri Temel Toksinler
Alfa Beta Epsilon lota

A + - - -
B + + + -
C + + - -
D + - + -
E + - s +

2.2.1 Clostridium perfringens Alfa (EBM) Toksini

Yapilan bazi arastirmalar alfa toksinin C. perfringens NE (Nekrotik Enteritis)’in
meydana gelmesinde rol oynadigini ileri siiriilmekteyse de bu tam olarak

kanitlanamamistir (Coursodon vd. 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422114000162

Toksin salgilayan Tip A suslar1 arasinda alfa toksinin, O6nemli bir viriilans faktorii
oldugu gosterilmistir (Sakurai vd. 2004). Alfa toksin, insan ve diger hayvanlarda ani
bebek oliimii ile iliskilendirilmekte olup, C. perfringens tip A tarafindan salgilanan bu
toksinle meydana gelen gida zehirlenmeleriyle her yil ¢ok sayida insan 6lmektedir

(Merrill vd. 2006).

Genelde tip A ve D tarafindan ftretilen cpa (Clostridium perfringens alfa toksini),
fosfalipaz C (PLC) biyolojik aktivitesi ile gazli gangrene neden olan ¢ok 6nemli bir
faktordiir. Agri, ates, 6dem ile ortaya cikan, hayati tehdit eden 6nemli bir hastaliktir
(Zhao vd. 2011). a-toksini hiicre duvarina saldirarak hiicre 6limiine neden olan
lesitinaz etkili bir toksindir. Bu etkisi sebebiyle de insanlarda gazli gangrene,
hayvanlarda nekrotik enteritis ve enterotoksemiye sebep oldugu ifade edilmistir (Zhao
vd. 2011).

2.2.2 Clostridium perfringens Beta (KPB)Toksini

Beta toksin iireten C. perfirngens suslari, insanlarda ve ¢iftlik hayvanlarinda epsilon
toksinine benzer sekilde nekroz olusturucu enteritis ve enterotoksomiye neden
olmaktadir (Mcclane 2014).

2.2.3 Clostridium perfringens Epsilon (ETX) Toksini

Epsilon toksin (ETX), Clostridium tip B ve D tarafindan iiretilen  gézenek formunda,
patojen enterotoksemide kilit rol oynayan bir toksindir. Tarim sektoriinde, gevis
getiren hayvanlarda sik¢a meydana gelen 6liimciil hastaliklara sebep olmasi nedeniyle

diinya ¢apinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Brown vd. 2014).

2.2.4 Clostridium perfringens lota (ITX) Toksini

Clostridium perfringens lota (ITX) toksini, enzimatik bilesen(la) ve baglama
bileseni(Ib) igeren ikili toksin bilesiminden olugsmustur (Sakurai vd. 2007). ITX, aktin
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ADP-ribosylating toksin ailesine aittir ve bu aileye ait diger tiyeler C. botulinum C2
toksini ve C. spiroforme toksini’dir (Aktories vd. 1996).

2.2.5 Clostridium perfringens Tip A

CPE enterotoksini tireten Clostridium perfringens tip A, bulunduklar ortamda yaygin
olarak gida kaynakli ve gida kaynakli olmayan gastrointestinal hastaliklara neden
olmaktadir (Avila vd. 2014). Bagirsak kaynakli enfeksiyonlara neden olan C.
perfringens tip A, her yil Amerika Birlesik Devletleri’nde 1 milyon insanda gida

zehirlenmesi goriilmesine sebep olmaktadir (Mcclane 2014).

Clostridium perfringens tip A gida zehirlenmesi, endiistrilestirilmis diinyada en yaygin
goriilen gida zehirlenmesidir. Bu bakteri tipi, nadir olarak goriilen ancak ciddi gida

kaynakl1 nekrotik enteritten sorumludur (Brynestad ve Granum 2002).

2.2.6 Clostridium perfringens Tip B

C. perfringens tip B, diger Clostridium tipleri igerisinde CPA, CPB ve ETX' i en az
oranda iretendir. Bu mikroorganizma, kuzuda dizanteri, koyunda nekrotizan enterite,
koyun ve diger hayvan tiirlerinde bazen nérolojik hastaligi neden olmaktadir. Sigirlar
ve atlarda goriilen nekroze edici enterite, genellikle C. perfringens tip B' nin yol a¢tig1
belirtilmektedir (Uzal ve Songer 2008). Ayrica C. perfringens’in, goriilen en yaygin
tipi, C. perfringens tip B' dir (Frey vd. 2001).

C. perfringens tip B enfeksiyonunun, siklikla baz1 Orta Dogu iilkeleri ve Ingiltere'de
goriildiigii, Amerika Birlesik Devleti’nde ise hig tespit edilmedigi bildirilmistir (Uzal
ve Songer 2008).



C. perfringens tip B’nin neden oldugu hastalik, koyunlarda tip C ile benzer 6zellik
gostermektedir. Ani 6lim, norolojik belirtiler ya da ishal bunlar arasinda yer

almaktadir (Uzal ve Songer 2008).

2.2.7 Clostridium perfringens Tip C

Clostridium perfringens tip C, at, domuz, koyun dahil olmak {izere bir¢ok neotal
(yenidogan) hayvanlarda olumsuz etkilere, ayrica insanlarda da enteritis nekrotikansa
neden olmaktadir. Tip C’nin neden oldugu enteritis nekrotikans (Hambourg Hastalig1)
gelismis iilkelerde nadiren goriilen bir hastaliktir. Kanli ishal ve karm agrisinin
gorildiigii hastalik semptomlari, II. Diinya Savasi sirasinda Almanya’da ve koti
kosullarda pisirilmis et yiyen fakir iilkelerde goriilmiistiir. Hastalarin tavuk, hindi gibi

hayvansal kokenli gidalar tiikettikleri belirtilmistir (Matsuda vd. 2007).

C. perfringens tip C viriilansina, g¢ogunlukla beta toksin (KPB) aracilik etmektedir.
Tip C’nin neden oldugu hastaligin dogrulmasinda, KPB tarafindan etkilenen hayvan

bagirsak igerigi temel alinmalidir (Uzal vd. 2012).

2.2.8 Clostridium perfringens Tip D

C. perfringens tip B ile birlikte giiglii bir toksin olan ETX ireten Clostridium
perfringens susudur (Benz vd. 2009). Clostridium perfringens tip D, siklikla koyun,
daha az oranda sigir ve kegide goriilen Clostridium tipidir. Cogunlukla, "Etli bobrek

s n

hastalig1" ya da "Overeating hastalig1" olarak adlandirilan hastalia neden olmaktadir

(Piontkowski 2001).

2.2.9 Clostridium perfringens Tip E

Clostridium perfringens tip E, bir enzim bileseni (Ia) ve baglama bileseninin (Ib)

olusturdugu lota toksin tireten bir Clostridium perfringens susudur. Tip E, tavsanlarda



antibiyotikle 1iliskili olarak enterotoksemiye (Yumusak Bobrek Hastaligi) neden olur
(Sakurai vd. 2008). Dana, kuzu ve domuzlarda da enterotoksemi gdoriilmesinin

nedenidir (Nagahama vd. 2012).

2.3 Clostridium perfringens Patojenitesi

Insanlarda gida zehirlenmelerine yol agan en yayg tip, Clostridium perfringens tip
A’dir. Gida aracilifiyla alinan vejetatif hiicreler konake¢1 bagirsagima ulasip, spor
olusturmasi1 sirasinda enterotoksin {ireterek gida zehirlenmelerine neden olurlar

(Karasawa vd. 2004).

Bakterinin neden oldugu hastalik "perfringens gida zehirlenmesi” olarak
belirtilmektedir. Hastalik, genel olarak karin kramp1 ve ishal ile birlikte gériilmektedir.
Hastalik semptomlar1 arasinda ates ve kusma olmazken, zayif biinyeli kisilerde
siklikla halsizlik goriilmektedir (Sert vd. 2012). Hastalik belirtilerinin goriilmesi,
genellikle vejetatif hiicrenin viicuda alinmasindan 8-16 saat sonra ortaya ¢ikmakta

olup hastalik 24-48 saat siireyle etkisini gosterebilmektedir (Huang 2003).

Clostridium perfringens zehirlenmesinden sorumlu gidalar ¢ok sayida enterotoksijenik
C. perfringens igermektedir (Popoff 2014). Bakterinin neden oldugu karin agrisi,
bulant1 ve akut ishal, 10°® ya da daha fazla sayida enterotoksin iireten, mide asidinde
hayatta kalarak uzun siire kalin bagirsakta spor formda kalabilen vejetatif hiicrenin

viicuda alinmasiyla goriilmektedir (Avila vd. 2014).

Genellikle C tip C. perfringens'in iirettigi toksinin yol agtigi gida zehirlenmeleri, C.
perfringens tip A’nin neden oldugu gida zehirlenmelerine gore daha fazla
onemsenmektedir. Ciinkii toksin A kuvvetli karin agrist ve siddetli diyare

olustururken, toksin C nekrotik enterite neden olmaktadir (Tunail 2000).



Clostridium perfringens tip C, bagirsak iltihaplanmalarina da yol agmaktadir. C tip
zehirlenmeler gelismis iilkelerde ¢ok nadir goriilmektedir. Inkiibasyon siiresi 5-6
saattir. Kanli diyare, kusma ve ciddi karin agrilarina sebep olmaktadir. Bu belirtileri

ince bagirsak iltihaplanmasi takip etmektedir (Brynestad ve Granum 2002).

C. perfringens’in neden oldugu zehirlenmelerin %95’inin, gidalara uygulanan sogutma
isleminin, pisirmenin ardindan yeterince hizli yapilamamasindan kaynakli meydana
geldigi ileri striilmektedir (Li vd. 2012). Hizli sogutma bu bakterinin gelisiminin
Onlenmesi i¢in yapilacak ilk kritik adimdir. ABD Tarim Bakanligi (USDA) pisirilmis
biftek, rosta edilmis biftek ve konserve sigir etinin i¢ sicakliginin, en yavas sogutmada
48,9 °C’den 12,8 °C’ye 6 saatte ya da daha az siirede getirilmesi ve sogutmanin 4,4

°C’de devam ettirilmesi gerektigini belirtmistir (Huang 2003).

C. perfringens gida zehirlenmesine neden olan temel faktor 1siya dayanikli sporlardir.
Bu sporlar, pisirme sirasinda zarar gormeden kalabilir ve pisirme sonrasinda ¢imlenip
geliserek biiyiik bir hizda gelisme gosterebilir (Juneja 2009). Gida kaynakli hastalik ve
salginlar igerisinde, goriilme siklig1 agisindan ikinci ya da tigiincii sirada bildirilen bir
hastaliktir (Popoff 2014). Bu salginlar genellikle pisirilmis sigir eti ya da domuz eti,
kiimes hayvanlar1 6zellikle sos ile pisirilmis olanlar1 bu bakteri acisindan yiiksek risk
tasimaktadir (Popoff 2014). Diger yandan, meydana gelen gida zehirlenmesi rapor
edilebilir bir hastalik sayilmadigindan vaka sayis1 da biiytiik 6l¢iide goz ardi edilmekle
birlikte “’perfringens zehirlenmesi’’ gelismis iilkelerde en yaygin gida kaynakli

hastaliklar arasinda goriilmektedir (Mcclane 1997).

2011 yilinda ABD’de bir okulda gorilen C. perfringens kaynaklt gida
zehirlenmesinde sorumlu gidanin, disarda uzun siire bekletilen barbekii soslu tavuk
oldugu belirtilmektedir. Yine ABD' de 2010 yilinda hastanede meydana gelen gida
zehirlenmesinin C. perfringens kaynakli oldugu ve bu salgina 6gle yemeginde yenilen

tavuk ve salatanin neden oldugu agiklamistir (Www.foodsafetynews.com, 2012).
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28 Nisan 2009 tarihinde Diyarbakir’da 114 kiside goriilen gida zehirlenmesinde,
zehirlenenlerin %59,1’inin C. perfringens kontamine olmus etli kuru fasiilye sonucu

zehirlendikleri belirtilmistir (Dorman vd. 2010).

2008 yilinda Cohen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada market, kasap,
fastfood restoranlarindan aliman 150 sigir kiymasi ve 100 sosis Orneklerinden
baharatsiz olanlarinin %8,7’sinde, baharatli olanlarin ise %29,6’sinda C. perfringens

varligina rastlanmistir.

Crouch ve Golden' nin (2005) yaptiklar1 bir arastirmada 1990-1999 yillar1 arasinda
meydana gelen C. perfringens salginlarindaki gida dagilimi incelendiginde, en fazla et

ve kanatli iirlinlerinin yer aldig1 goriillmektedir (Cizelge 2.5).

Wen ve McClane (2004), yaptiklar bir ¢calismada, ABD‘de satisa sunulan gidalardan
aliman toplam 147 tavuk Orneginin 56 adedinde (%38), 108 sigir kiyma Orneginin
25’inde (%23), 68 hindi Orneginin 19 adedinde (%28) ve 83 sigir eti Grneginin
17’sinde (%21) 2-5 EMS/g, 3-32 EMS/g 1-19 EMS/g, 1-10 EMS/g, bakteri varligi

tespit edilmistir.

Afyonkarahisar' da yapilan bir ¢aligmada ise piyasadan satin alinan 30 adet sucuk
orneginin 2’sinde (%6,67) 10' kob/g diizeyinde C. perfringens tespit edilmistir (Con
vd. 2002).

Yapilan baska bir calisjmada Ankara piyasasindan alinan 1sil iglem gormiis 16
ornekten, nugget ve tavuk doner orneklerinde 10° kob/g limit degerinin iizerinde

koloni tespit edilmistir (Sert vd. 2012).

2002 yilinda Kayseri piyasasindan satin alinarak analiz edilen 100 adet kiyma
orneginin 61’inde (%61) C. perfringens varlig: tespit edilmistir (Goniilalan ve Kose
2002).
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Erzurum' da yapilan bir ¢alismada, giiniin 12.00-13.00 saatleri arasinda 8 farkli
isletmeden toplanan 40 adet pismis doner drneginin %85’inde 10 kob/g’in altinda C.
perfringens varhig: tespit edilmistir (Kaya ve Kiipeli Genger 2002).

Tekirdag' da 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada analiz edilen ¢ig donerlerin %80’inde,
pisirilmis tavuklarin %60’inda ve sigir etlerinin %40’inda C. perfringens varligi

saptanmistir (Y1lmaz vd. 2003).

Sarigiizel (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, gidalarda Clostridium perfringens'
in bulunmasinda mevsimsel farkliliginin 6nemi irdelenmistir. Calismada, soguk
aylarda (Aralik-Mart) 40 adet hindi kiymasi 6rneginin 11’inden (%27,5), sicak aylarda
alian 60 adet 6rnegin 47’sinde (78,3) C. perfringens izolasyonu ve aylara gore yiizde

dagilimlar1 gosterilmistir (Sekil 2.1- 2.2).

Soguk Aylar Sicak Aylar
%275 %217
3 B Pozitif B Pouitif
£ Negatif I Negatif
%TLS
%783

Sekil 2.1 Ankara piyasasindan saglanan hindi kiymalarindan izole edilen C.
perfringens'in mevsimsel dagilimi (Sarigiizel 2005)
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Sekil 2.2 Ankara piyasasindan saglanan hindi kiymalarindan izole edilen
C.perfringens’in aylara gore % degerleri (Sarigiizel 2005)

Genellikle yetersiz sogutmanin yapildigi, ev, perakende veya yemek servisi yapilan
yerlerde goriilen C. perfringens salginlari, nadiren de et islenmesinde kullanilan ticari
malzemelerin hazirlanmasi ve yanlis uygulanmasindan (Sekil 2.3) (Crouch ve Golden
2005), uygun olmayan sogutmayla, hazirlik ve gida tiiketimi arasindaki uzun bekleme

stiresi, ardindan yetersiz yeniden 1sitma ile iliskilidir (Jaloustre vd. 2013).

Salgin Sayisi
50 .

40 |

20|
0] M m M oo o e
Et Kanath Diger Bﬂmnexm ME21'251'1{311 DEﬂlZ "Sosis Domqun Kimzn Kangk Jambon

Urimleri Yemegi Uriinii Biber Yemek
Guda Maddesi

Sekil 2.3 1990-1999 yillar1 arasinda meydana gelen C. perfringens salginlarindaki gida
dagilimi (Crouch ve Golden 2005)
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Resmi gazetede 06.02.2009 tarihinde 2009/6 teblig numarasi ile yayinlanan, {izerinde
degisiklik yapilan Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi
incelendiginde Clostridium perfringens aranma zorunlulugu olan gidalar belirtilmistir
(Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3 Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi' ne Gore C. perfringens Aranma
Zorunlulugu Bulunan Gidalar

Numune Alma plani Limitler

Gida N C m M

Et, sebze ve diger dolgu maddeleri ile 5 2 10 10°
doldurulmus makarna, mantt benzeri

iirtinler

(¢ig, dondurulmus) (Sadece et igerenler)

Et, sebze ve diger dolgu maddeleri ile 5 2 10° 10°

doldurulmus makarna, mant1 benzeri
driinler  (firmlanmig)  (Sadece et

icerenler)
Tiiketime hazir olmayan 5 2 10° 10°
Tiiketime hazir 5 2 10° 10°

n: Partiden bagimsiz ve rastgele segilen numune sayist

c: m ve M arasinda olmasina izin verilen maksimum numune sayisi(M degeri tasiyabilecek en fazla
numune sayisi

m: (n-c) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla mikrobiyolojik degeri

M: ¢ sayidaki numunenin bu degeri asmasi halinde uygunsuz olup kabul edilemez oldugunu gdsteren
mikroorganizma sayisi

Cizelge 2.3’te yer alan isaretli olan satirdaki gidalar yapilan degisiklikle 29 Aralik
2011 Tarihli ve 28157 Sayili Resmi Gazete' de yaymlanmis olan Tiirk Gida Kodeksi
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Mikrobiyolojik  Kriterler Yonetmeligi Gida Gilivenligi  Kriterleri' nde yer

almamaktadir.

2.4 Clostridium perfringens Salginlar:

Tirkiye’de Saglik Bakanligi, 2005 yili verilerine gore; 5168 klinik tifo vakasi, 10514
olasi tifo vakasi bildirilmis olup, gida kaynakli salginlara en fazla S. aureus ve C.
perfringens patojenlerinin neden oldugu ifade edilmektedir ( Dorman vd. 2010 )

Japonya’da, son yillarda C. perfringens kaynakli gida zehirlenmesi nedeniyle hasta

olan kisi sayisi, en yaygin goriilen bakteri kaynakli gida zehirlenmeleri arasinda 3. ya

da 4 siradadir (Mcclane ve Wen 2004).

11 Eyliil 2001 tarihinde Japonya’da gerceklesen bir salginda yedikleri yiyeceklerle
464 kisi ve hastanede tedavi goren 161 hastada bazi semptomlar goriilmiistiir. Ishal
(%96,9), karin agris1 (% 67,7), halsizlik (%11,2), bulant1 (%6,8), ates (%5) ve kusma
(%3,1) hastaligin belirtisi olarak gosterilmistir. Kulugka siiresinin 11 saat oldugu
belirtilen bakteri i¢in digki Ornegi ishal belirtilerinin baglamasindan 4 giin sonra
laboratuvarda incelenmistir, Yapilan ilk incelemelerde siipheli olarak C. perfringens
diisliniilse de analizlerde bu bakteriye rastlanamamigtir. Daha sonra uygulanan
zenginlestirme i¢eren yontemle, salgina ilk 6nce disiintildigi gibi C. perfringens' in

neden oldugu agiklanmigtir (Nishikawa vd. 2003).

2000-2005 yillar1 arasinda Japonya’da goriilen yaklasik 20-40 arasinda degisen C.
perfirngens kaynakli gida salgminda, her yil yaklasik 4.000 kisinin hastalandigi
bildirilmistir (Miyamoto vd. 2008).

Amerika’da, Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi tahminlerine gére bu bakterinin
neden oldugu gida zehirlenmesi, her yi1l yaklasik 250, 000 kisinin hastalanmasiyla
sonuglanmaktadir. C. perfringens tip A gida zehirlenmesinin 6liime neden olmasi ¢ok
stk goriilen bir durum olmamakla birlikte yash ve zayif biinyeli kisilerde dliimler

meydana gelmektedir. Bu gida zehirlenmesinin, Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda
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yaklasik 7 kisinin, Birlesik Krallik’ta 50-100 arasinda degisen bir sayida kisinin
oliimiine sebep oldugu tahmin edilmektedir (Adak vd. 2002).

1998-2010 yillar1 arasinda, Amerika Birlesik Devletleri’nde 14,918 gida kaynakli
salgin meydana geldigi rapor edilmistir. Bu salginlardan 298,197 adedinin hastalikla
sonuglandig1 belirtilmistir. Bunlarin, 9,691’1 hastanede tedavi edilen hasta, 232 tanesi
oliimle sonuglanan vaka olarak rapor edilmistir. Bu salginlarin  823’1(%6), 28,543
(%10) kisinin hasta olmasina sebep olmustur ki bu olaym Clostridium perfringens
kaynakli gida salgin1 oldugundan siiphelenilmistir. Aragtirma yapilan yillar arasinda C.
perfringens' in, Salmonella’ dan sonra ikinci en yaygin gida kaynakli salgina sebep
olan bakteri oldugu, 823 salgininin 289’unun (%35) Clostridium perfringens kaynakli
oldugu ortaya ¢ikmistir. Meydana gelen 289 salgin sonucunda 15,208 hastaligin 83’1
hastanede tedavi edilebilen tiirden olup, 8’i 6liimle sonuglanmistir (Sekil 2.4) (Grass
vd. 2013).

T 2500
Salgm iliskili hastalik sayist

1+ 2000

+ 1500

1000

500

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Yil

we Salgmlar = Salgm Iliskili Hastaliklar

Sekil 2.4 1998-2010 yillar1 arasinda ABD’de meydana gelen salgin ve salgin kaynakli
hastalik sayis1 (Grass vd. 2013)

Yerel saglik yetkilileri sorumlu gidanin barbekii soslu tavuk oldugunu, gidanin temin
edildigi restoranin giday1 giivenli olmayan sicaklikta tasiyip, 6glen 15.00 ve 19.00
saatleri arasinda herhangi bir 1sitma ya da sogutma islemi olmaksizin agikta bekleterek

servis yaptiklarint belirtmistir. 2010 yili Mayis ayinda ise Louisiana Devlet
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Hastanesi’nde tavuk ve salata tiiketen hastalarin 40 dan fazlasinda gida zehirlenmesi
belirtileri goriilmiis ve daha sonra yapilan testlerde bunun C. perfringens kaynakli gida
zehirlenmesi oldugu belirtilmistir. Hastalardan 43 yasindaki bir kadin, 41 ve 52
yaslarindaki erkek hastalarin  bu bakteri sebebiyle o6ldiigi  belirtilmistir

(www.foodsafetynews.com, 2012).

2012 yili 21 Haziran giinii, Norve¢ Gida Giivenligi Kurumu’na, bdlgeye gelen 6 farkli
ylizme takimindaki kigilerin biiylik bir kisminda bagirsak kaynakli hastalik goriildigt
bilgisi iletilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda hastalarda goriilen karin agris1 ve
mide bulantis1 sikayeti C. perfringens ile iliskilendirilmistir. Yapilan mikrobiyolojik
analizlerde, zehirlenmeye sebep olan bakterinin C. perfringens oldugu dogrulanmustir.
Bu zehirlenme sonucunda 111 kisinin hastalandigi belirtilmistir (Wahl vd. 2013).

Hong Hong’daki yapilan bir caligmaya gore, 2012 yilinda meydana gelen gida
zehirlenmeleri 2011 yilina goére artis gostermistir (Sekil 2.5). Clostridium
perfringens’in neden oldugu hastaliktan etkilenen kisi sayisinda da yillara bagli olarak
artis oldugu gozlenmistir (Cizelge 2.4). Bu artisa ¢apraz kontaminasyon, yetersiz 1sil
islem gibi faktorlerin neden oldugu diistiniilmektedir. 2011 yilinda meydana gelen 8
salginda 28 kisi etkilenirken, 2012 yilinda meydana gelen 22 salgindan 233 kisi
etkilenmistir (Lo 2013).
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Mevdana gelen péa
zehifenme sapis

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Sekil 2.5 2006-2012 yillar1 arasinda Hong Hong’da gida zehirlenmelerinden etkilenen
kisi sayis1 (Lo 2013)

Cizelge 2.4 2011-2012 yillar1 arasinda gida zehirlenmelerinden meydana gelen
degisim (Lo 2013)

Salgin  Etkilenen  Salgin  Etkilenen

Sayis1  Kisi Sayis1  Sayis1  Kisi Sayisi
Bakteri Vibrio parahaemolyticus 98 332 137 482
Bakteri Clostridium perfringens 8 28 22 233
Viriis Noravirlis 20 98 44 203
Bakteri Salmonella spp. 57 282 53 161
Bakteri Staphylococcus aureus 30 83 36 86
Bakteri Bacillus cereus 17 72 23 66
Biyotoksin  Shigatoksin, histamin vb. 27 60 9 24
Kimyasal Nbitrit, Kalsiyumoksalat 11 13 5 6

vb.
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2.5 Clostridium perfringens Standart Analiz Yontemi

C. perfringens aranmasi ve sayimi i¢in 6n zenginlestirme yapilmaksizin, dogrudan
selektif besiyeri Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC) kullanilmaktadir. Bunun nedeni,
C. perfringens i¢erdiginden siiphe edilen gidalarda genel olarak hiicre sayisinin yiiksek
oranlarda bulunmasi ve bu besiyerinin selektif 6zellige sahip olmasindandir (Kuleasan
2000).

Patojenin, aranmasi ve sayimi igin daha ¢ok klasik metotlarin tercih edilmesinin sebebi
zehirlenmelerin 6nlenmesinin kolay olmasi ve dliim/vaka oraninin ¢ok diisiik olmast
ile agiklamaktadir. Hizli analiz teknikleri fazla olmamakla beraber yeni metotlar da
gelistirilmektedir. ELISA ve benzeri hizli analiz teknikleri ise genellikle tibbi 6neme

sahip suslar i¢in kullanilmaktadir (Kuleasan 2000).

2.6 Clostridium perfringens Hizh Analiz Yontemi (MUP flave Edilmis Besiyeri
Kullanimi)

C. perfringens sayiminda son yillarda gelistirilmis olan teknikte TSC Agar besiyerine
MUP (4-Methylumbelliferyl phosphate) ilave edilmesi esastir. Fluorejenik bir substrat
olan MUP alkali ve asit fosfataz i¢in kullanilir. Asit fosfataz, C. perfringens igin
yiiksek spesifiklige sahip bir enzimdir. Asit fosfataz enzimi, MUP’u 4-
methylumbelliferone’a pargalar. Bu pargalanma {iriinii 366 nm uzunluga sahip uzun
dalga boyunda ultraviyole el lambasi ile floresan 1s1ma o6zelligi gosterir. Yapilan
testlerde bu tip kolonilerin ¢ok yiiksek bir oranda C. perfringens oldugu tespit
edilmistir. Dogrulama testlerinde 24-48 saat siire gerekmektedir. MUP igeren
besiyeriyle yapilan analizde, toplam 24 saat sonunda sonu¢ alma avantaji

bulunmaktadir (Kuleagsan 2000).
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2.7 Clostridium perfringens’in Molekiiler Tanimlanmasi

C. perfringens’in cpe pozitif ve cpe negatif sus iceren gida Ornekleri araciligiyla
ortaya ¢ikan gida zehirlenmesi vakalarii tespit etmek icin yiiksek hassasiyet ve

uygulanabilirligi olan yontemler kullanmak gerekmektedir (Miyamoto vd. 2008).

Mikrobiyal kaynak izleme (MST) yontemleri, mikroorganizmanin gidaya ne Olgiide
bulastigini ve bakterinin olasi tiirlerinin tanimlamasimi saglar. MST, molekiiler
yaklasimlarla, bakteri disik bir sayida olsa bile tespit edebildigi igin
faydalidir. Dolayisiyla, kullanilan MST yontemleri gidaya ve ¢evreye kontamine olan,
cpe pozitif C. perfringens’i cpe negatif C. perfringens’ten ayirabilir. Ancak, genis bir

yagsam alan1 bulunan C. perfringens MST i¢in zor bir bakteridir (Miyamoto vd. 2011).

Molekiiler yontemler, PCR, i¢ i¢e PCR, ger¢ek zamanli PCR ve dongii aracili
izotermal amplifikasyon (LAMP), cpe tespiti igin gelistirilen ilk yOntemlerden
bazilaridir. Cpe pozitif C. perfringens’in goriildiigii temel gidalardan biri olan et
ornekleri, gida zehirlenmesine neden olduklarinda bu yontemler kullanilarak

bakterinin tespiti yapilmaktadir (Miyamoto vd. 2011).

C. perfringens enterotoksinini tespit etmek i¢in kullanilan serolojik yontemler arasinda
microslide difiizyon, tek veya c¢ift jel difiizyon, elektro-immunodifiizyon ve enzim
bagli immunosorbent uygulama (ELISA) teknigi de yer almaktadir. ELISA
yonteminin hassasiyeti, C. perfringens enterotoksin miktarinin ve tiirliniin saptanmasi
acisindan oldukga iyi olmasi bu yontemi onemli bir yontem haline getirmektedir

(Juneja 2011).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Calismada C. perfringens izolasyonu i¢in et igeren tiiketime hazir gidalar
kullanilmistir. Bu 6rneklerin bir kismi1 Ankara, diger bir kismi ise Aksaray’daki satis
yerlerinden temin edilmistir. Ankara’dan aliman Ornekler ayni giin igerisinde
bekletilmeden analize tabi tutulmus, Aksaray’dan alinan Ornekler ise steril Grnek
kaplarinda, 4 °C’de depolanmis olarak Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Gida

Mikrobiyolojisi laboratuvarina getirilerek incelenmistir (Cizelge 3.1- 3.2).

Tez ¢alismasinda incelenen numunelerde hem C. perfringens varligi, sayisi
belirlenmis olup hem de suslarin izolasyonu yapilmistir. Muhtemel C. perfringens
kolonilerinin, dogrulama testleri de yapilmistir. izolatlarin CASO Broth’da hazirlanan

aktif kiiltiirleri, %25 gliserol iceren ependorf tiiplerde -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Gida orneklerinin analiz icin laboratuvara getirilmesi

Ankara’da, market ve tiiketim yerlerinden alinan gida 6rnekleri, steril kaplar igerisinde
dogrudan laboratuvara getirilmis ve analizi yapilmistir. Aksaray’dan alinan ornekler

ise steril kaplara konularak, 4 °C' deki sogutma kabinda laboratuvara tagmmustr.

3.2.2 Gida orneklerinin analize hazirlanmasi

Laboratuvara getirilen gida Ornekleri steril %0,1’lik Peptonlu su igeren stomacher
torbasina, aktarilmig ve 1 dakika siireyle diisiik devirde stomacher cihazinda

(Stomacher 400, Seward Medical, UK) homojenize edilmistir. Diisiik devir ve kisa
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slire homojenizasyon i¢in 6nemlidir. Ciinkii homojenizasyon sirasinda yiiksek hiz ve
devir segilmesi, 6rnek igerisine fazla havanin girmesine neden olarak, anaerob olan C.
perfringens’in zarar gérmesine ve hiicre sayiminda varolandan daha az sayida bakteri

sayis1 tespit edilmesine neden oldugu belirtilmistir (Kuleasan 2000).

3.2.3 Gida oérneklerinde Clostridium perfringens aranmasi

Belli araliklarla, Ankara’daki farkli semtlerde bulunan market, yemekhane, lokanta ve
bazi satig yerlerinden 28 adet (Cizelge 3.1), giin igerisinde bakteri sayisindaki degisimi
gozlemlemek amaciyla alinan 12 adet (Cizelge 3.3), Aksaray’daki kafe, lokanta,
yemekhane ve satis yerlerinden alinan 28 adet gida 6rnegi (Cizelge 3.2) uygun

kosullar altinda laboratuvara getirilmistir.

Ik diliisyon i¢in 225 mL, diger seri diliisyonlar i¢in ise 9 mL’lik cam test tiiplerinde
hazirlanan Peptonlu su (Merck, Germany) ve 3 mL olarak hazirlanan saf su ¢ozeltileri
121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edilmistir. Steril TSC Agar (Merck,
Germany) 50 °C’ye kadar sogutulmak iizere sicak su banyosunda bekletilmistir. Diger
yandan, bir sise TSC Agar katkisina (Merck, Germany) 3 mL’lik steril saf su ilave
edilerek karistirilmistir. Bu ¢ozelti 50 °C’ye kadar sogutulmus olan besiyeri igine
katildiktan sonra sivi besiyeri steril plastik Petri kaplarmma 15 mL olacak sekilde

dokiilerek oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Laboratuvara getirilen gida 6rnekleri 225 mL’lik Peptonlu su ile homejenize edilerek
ilk diliisyon hazirlanmustir. ilk diliisyondan sonra, uygun (10 ve 10°) seyreltme
oranina kadar diliisyon islemine devam edilmistir. Seyreltme isleminden sonra yayma

ekim yontemi kullanilarak TSC Agar bulunan Petrilere ekim yapilmistir.

Ekim yapilan Petriler, Anaerocult A (Merck, Germany) kullanilarak anaerobik
kosullarm olusturuldugu anaerobik jar iginde 35-37°C' da 24-48 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir (Cho vd. 2014).
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Inkiibasyon siiresinin bitiminde siyah koloni olusumu gézlenen Petrilerdeki koloniler
(Sekil 3.1) uzun dalga boylu UV lambasi altinda incelenmistir. Floresan 1s1ma yapan
koloniler muhtemel C. perfringens olarak kabul edilmislerdir. Koloniler 6ze
yardimiyla, igerisinde 5 mL CASO Broth (Merck,Germany)' olan tiiplere aktarilmis ve
35-37°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
gelismenin belirtisi olarak bulaniklik goriilen tliplerden 6ze yardimiyla TSC Agar
besiyerine siirme yapilmis ve Petriler 35-37°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siirenin bitiminde Petriler incelenmis ve gelisme goriilen Petrilerden tek
koloni alinarak ayni1 islem tekrar gerceklestirilmistir. En son durumda sivi besiyerinde
aktif olan kiiltiir dogrulama testleri yapilincaya kadar saklanmak amaciyla %25’lik
gliserol stok ¢ozeltisi igeren ependorf tiiplerine (750 pL aktif kiiltiir + 250 pL gliserol)
aktarilmis ve dondurularak muhafaza edilmistir (Altinparmak ve Bastas 2011).

Cizelge 3.1 Analiz igin Ankara’dan alinan gida 6rnekleri

No  Gida Ornegi Ozellikler1 Ozellikler2

1 Tavuk Doner Isil Islem Gormiis Tiiketime Hazir
2 Salam Is1l islem Gormiis Dana Etinden

3 Sosis Isil islem Goérmiis Tiliketime Hazir
4 Sucuk Isil islem Goérmiis Tiiketime Hazir
5 Etli sebze yemegi Isil Islem Gérmiis Tiiketime Hazir
6 Ciger sote Isil islem Gormiis Tiiketime Hazir
7 Et icerikli soguk meze Isil islem Goérmiis Tiliketime Hazir
8 Mant1 Isil islem Gérmemis Dondurulmus

9 Etli Bezelye Yemegi Isil Islem Gormiis Tiiketime Hazir
10 Manti Isil islem Gérmemis  Firmlanmis

11 Et Doner Isil islem Goérmiis Tiliketime Hazir
12 Tavuk suyu tableti Isil islem Gérmemis  Tiiketime Hazir Olmayan
13 Tavuk eti igeren yemek Isil islem Gérmiis Tiiketime Hazir
14 Izgara Kofte Isil islem Gormiis Tiiketime Hazir
15 Kavurma Isil Islem Gérmiis Vakumlu
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Cizelge 3.1 Analiz igin Ankara’dan alinan gida 6rnekleri (devam)

16 Etli Fasiilye Yemegi Isil islem Gormiis Tiiketime Hazir
17 Etli corba Isil Islem Gérmiis Tiiketime Hazir
18 Manti Is1l islem Goérmiis Tiiketime Hazir
19 Tavuk Sote Is1l islem Goérmiis Tiiketime Hazir
20 Salam Is1l Islem Gormiis Tiiketime Hazir
21 Hamburger Koftesi Isil Islem Gormiis Tiiketime Hazir
22 Nugget Isil Islem Gérmiis Tiiketime Hazir
23 Sinitzel Isil islem Goérmiis Tiiketime Hazir
24 Ev tipi sulu kofte Isil Islem Gormiis Tiiketime Hazir
25 Ev tipi etli nohut yemegi  Isil Islem Gormiis Tiiketime Hazir
26 Garnitiirlii Et Is1l islem Gormiis Tiiketime Hazir
27  Sucuk Isil islem Gérmemis Fermente Uriin
28 Et suyu Tableti Isil Islem Gérmemis  Tiiketime Hazir Olmayan

Cizelge 3.2 Analiz i¢in Aksaray’dan alinan gida 6rnekler

No Gida Ornegi Ozellikler1 Ozellikler2

1 Tavuk Doner Isil islem Gormiis Tiliketime Hazir
2 Salam Isil Islem Gérmiis Dana Etinden

3 Sosis Isil Islem Gormiis Tiiketime Hazir
4 Sucuk Isil islem Gormiis Tiiketime Hazir
5 Etli sebze yemegi Isil Islem Gérmiis Tiiketime Hazir
6 Et icerikli ev tipi yemek Isil Islem Gormiis Tiliketime Hazir
7 Ciger sote Isil Islem Gormiis Tiiketime Hazir
8 Et icerikli soguk meze  Isil Islem Gormiis Tiiketime Hazir
9 Manti Isil islem Gérmemis Dondurulmus
10 Manti Isil islem Gérmemis  Firmlanmis

11 Tavuklu soguk sandvi¢  Isil Islem Gormiis Tiiketime Hazir
12 Et Doner Isil islem Gormiis Tiiketime Hazir
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Cizelge 3.2 Analiz igin Aksaray’dan alinan gida 6rnekler (devam)

13

Et suyu tableti

Isil

Gormemis

Islem Tiiketime

Olmayan

Hazir

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

28

Tavuklu patates yemegi

Savurma
Izgara Kofte

Kavurma

Et iceren Tiirlii Yemegi

Et igerikli ev tipi
Etli pide
Mant1

Salam

yemek

Hamburger Koftesi

Nugget

Sinitzel
Kizartilmis kofte
Etli kuru
yemegi

Sucuk

fasiilye

Isil islem Goérmiis
Is1l islem Gormiis
Isil Islem Gérmiis
Isil Islem Gérmiis
Is1l islem Gérmiis
Is1l islem Gormiis
Isil Islem Gormiis
Isil Islem Gormiis
Isil islem Goérmiis
Is1l islem Gormiis
Isil Islem Gormiis
Isil Islem Gormiis
Isil islem Gérmiis

Is1l islem Gormiis

Is1l Islem Gérmemis

Tiiketime Hazir
Tiiketime Hazir
Tiiketime Hazir
Tiiketime Hazir
Tiiketime Hazir
Tiiketime Hazir
Tiiketime Hazir
Tiiketime Hazir
Tiliketime Hazir
Tiiketime Hazir
Tiiketime Hazir
Tiiketime Hazir
Tiiketime Hazir

Tuketime Hazir

Fermente Uriin

Cizelge 3.3 Analiz i¢in

Gida

Ornekleri

A ve B
Yeri
A ve B
Yeri
A ve B
Yeri

Uretim

Uretim

Uretim

09.00
Tavuk Doner(X,
X)
Et Icerikli Sebze
Yemegi(Y, y)
Etsiz Sebze
Yemegi(Z,z)
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Ankara' dan giiniin farkl saatlerinde alinan gida 6rnekler

Ozelligi
Tiiketime
Hazir
Tiiketime
Hazir
Tiiketime

Hazir



Cizelge 3.3 Analiz i¢cin Ankara' dan giiniin farkli saatlerinde alinan gida Srnekleri

(devam)
Gida A ve B Uretim Tavuk Tiiketime
Ornekleri | Yeri Doner(X1,x1) | Hazir
A ve B Uretim Et Icerikli Sebze @ Tiiketime
Yeri Yemegi (Y1l,yl) @ Hazir
A ve B Uretim Etsiz Sebze | Tiiketime
Yeri Yemegi (Z1,z1) | Hazir

X,Y,Z,X1,Y1,Z1, A iretim yerinden; x, y, z, x1, y1, z1 B {iretim yerinden alinan gida 6rnekleri

Sekil 3.1 TSC Agar' da Clostridium perfringens kolonilerinin goriiniimii

3.2.4 izole edilen muhtemel Clostridium perfringens bakterilerinin dogrulanmasi

Izole edilen, 366 nm uzunluga sahip dalga boylu UV lamba altinda floresan 1s1ma

yapan muhtemel C. perfringens bakterilerinin dogrulanmasi amaciyla Gram boyama,
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hareket testi, nitrat testi, laktoz testi, jelatin testi ve VVoges Proskauer (V-P) gibi bazi

biyokimyasal testler yapilmistir (Gokmen ve Alisarli 2003).

3.2.4.1 Gram boyama

Kolonilerin dogrulamasini yapmak amaciyla uygulanan gram boyama Temiz (2000)’e
gore yapilmistir. Test sonucunda hata olmamasi igin, analiz i¢in 18-24 saatlik

kiltirler kullanilmstir.

3.2.4.2 Hareket testi

Izole edilen kolonilerin hareketlilik &zelliklerini belirlemek icin, CASO Broth
besiyerinde aktiflestirilmis olan kiiltiir, test tiiplerinde bulunan yumusak agarli hareket
nitrat kat1 besiyerine igne 6ze yardimiyla batirma kiiltiir teknigi ile inokiile edilmistir.
Bakteriler, 35-37 °C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda ekim yapilan hat boyunca goriilen, yanlara dogru yayilmis bulaniklik
seklinde liremenin olmasit bakterinin hareketli, inokiilasyon hatt1 boyunca yayilma
olmadan gergeklesen iiremenin goriilmesi bakterinin hareketsiz bakteri oldugunu
gostermistir (Halkman 2005).

3.2.4.3 Nitrat testi

Hareket testinin ardindan, yumusak agarli hareket- nitrat besiyerinde nitrat testi
uygulanmaktadir. Besiyeri tiiptine, 0,5 mL nitrit reaktifi ilave edilip vorteks mikserde
karistirllmigtir.  Tipte  kirmizi rengin olusmasi nitratin  nitrite indirgendigini
gostermektedir. 15 dakika boyunca rengin olusmadigi durumda bir miktar ¢inko tozu
ilave edilerek 10 dakika boyunca bekletilir. Cinko ilavesinden sonra kirmizi renk
olusumu yine gorilmezse bu durumda nitratin nitrite indirgendigi, nitritin de

amonyaga indirgendigi anlasilir ve test sonucuna gore, nitrat pozitif olarak
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degerlendirilir. Cinko tozu ilavesinden sonra renk degisimi gdzlenirse nitrat testi

negatif olarak degerlendirilmistir (Halkman 2005).

3.2.4.4 Laktoz- jelatin testi

Uygulanan laktoz jelatin testi ISO 7937' e gore yapilmustir. Secilmis olan kolonilerin
18-24 saatlik kiiltlirleri Laktoz-Jelatin Medium besiyerine ekimi yapildiktan sonra
anaerobik kosullarda 37 °C 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon bitiminde
tiiplerde, laktoz fermantasyonu sonucunda gaz olusumu ve asit olusumunun neden
oldugu kirmizidan sariya renk degisimi laktoz pozitif olarak degerlendirilmistir.
Tiiplerin 5 °C’de 1 saat sogutulmasiyla jelatinin sivilagip sivilagsmadigi kontrol edilip,

stvilagsmanin goriildiigi tiipler jelatin pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.4.5 Voges proskauer testi

S1v1 besiyerinde aktiflestirilmis olan 20 saatlik kiiltiirden 5 mL alinarak, steril haldeki
10 mL’lik MR-VP Broth (Merck, Germany) besiyerine aktarilmis ve tiipler 37 °C 24-
48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tiipler iizerine 0,6 mL a-naftol
¢oOzeltisi, ardindan 0,2 mL %40’lik KOH c¢ozeltisi ilave edilip 4 saat bekletilerek
kiraz kirmizisi renk olusumu gozlenen tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz
2000).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Caligmada, Ankara ve Aksaray’daki farkli liretim yerlerinden alinan gida 6rneklerinin

Clostridium perfringes varligi yoniinden incelemesi yapilmustir.

Ankara’dan 28 adet, Aksaray’dan 28 adet olmak {izere temin edilen 56 adet gida
orneginde bakteri varliginin tespiti i¢in analiz yapilmistir. Bunlarin disinda Ankara’da
2 farkli liretim yerinden aksam ve sabah saatlerinde olmak iizere 2 parti olarak alinan 3
farkl1 gidaya ait 12 Ornek ise bakterinin gelisme nedenini belirlemek amaciyla

alimustir.

Ankara'dan alinan 40 adet 6rneginin 14 (%35) tanesinde, Aksaray’dan alinan 28 adet
ornegin 5 (%17,9) tanesinde muhtemel C. perfringens kolonileri tespit edilmistir
(Sekil 4.2- 4.3). UV lamba altinda 1s1ma yapan kolonilerin dogrulugunu kontrol etmek

icin biyokimyasal testler yapilmistir.

Sekil 4.1 UV lamba altinda Isima Yapan Koloniler
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Pozitif
H Negatif

Sekil 4.2 Ankara’dan alinan 6rneklerden izole edilen Clostridium perfringens yiizdesi
Toplamda 40 gidanin 14 (%35) tanesi C. perfringens pozitiftir, 26’s1 (%65) negatiftir

Pozitif
M Negatif

Sekil 4.3 Aksaray’dan alinan 6rneklerden izole edilen C. perfringens yiizdesi
Toplamda 28 gidanin 5 (%17,9) tanesi C. perfringens pozitiftir.

4.1 Gida Orneklerindeki Koloni Sayim Sonuglari

Ankara' dan satin alinan 28 adet 6rnegin 6' sinda, Aksaray' dan alinan 28 adet 6rnegin
5" inde (Cizelge 4.2) ve bunlarin diginda 2 farkli yerden sabah ve aksam saatlerinde
alinan 12 adet gida 6rneginin 8 adedinde (Cizelge 4.1) muhtemel C. perfringens
kolonileri belirlenmistir. Orneklerde bulunan C. perfringens sayilar1 da aym

cizelgelerde verilmistir.
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Cizelge 4.1 Giiniin Farkl1 Saatlerinde Alinan Gida Orneklerindeki Koloni Sayilari

Uretim Yerleri

A Uretim Yeri B Uretim Yeri
Say1 (Kob/g) Say1 (kob/g)
Gida Ornekleri 09.00 19.00 09.00 19.00
Tavuk Déner 6,5x 100 | 2,36x10° | 1,2x10" 1,35x10°
Etli Ev Tipi Yemek | 1,8x10" 10°-10* | 5,4x10" 10°-10*
Etsiz Ev Tipi Yemek |0 0 0 0

Cizelge 4.2 Gida Orneklerindeki C. perfringens koloni sayilari (kob/g)

Gida Ornegi Temin Edilen il  Say1 (kob/g)
Tavuk Déner (A) Ankara 2,84x 10°
Etli Sebze Yemegi(B) Ankara 1,98x10°
Etli Bezelye Yemegi(C) Ankara 10°-10*
Manti (Cig)(D) Ankara 1,36x10°
Etli Fasiilye Yemegi(E) Ankara 10°-10*
Sucuk (Fermente)(F) Ankara 7,9x10"
Et icerikli ev tipi yemek(G) Aksaray 10%-10*
Hamburger Koftesi(H) Aksaray 8,5x10"
Tavuklu Patates (1) Aksaray 1,02x10°
Tavuk Déner(J) Aksaray 1,74x10°
Etli Kuru fasiilye(K) Aksaray 2,79x10°
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4.2 Gram Boyama Sonuclari

Toplamda alinan 68 adet Ornekten 19 tanesinde muhtemel C. perfringens sonucu
alindiktan sonra yapilan dogrulama testlerinde gram boyama sonucunda hepsi Gram +
bakteriler olarak tespit edilmistir. Ayrica bakterilerinin ¢ubuk seklinde olduklar1 da
dogrulanmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 Bakterinin mikroskobik goriintiisii

4.3 Hareket Testi Sonuclari

Muhtemel C. perfringens 6rneklerine yapilan hareket testi sonucunda tiiplerde ekim
hatt1i boyunca meydana gelen gelisme bakterilerin hareketsiz olduklarim

gostermektedir. Hareket testi sonucu negatif ¢ikmistir (Sekil 4.5).

32



Sekil 4.5 Hareket testi sonucu

4.4 Nitrat Testi Sonuclar

Hareket testi ardindan yapilan nitrat testinde besiyeri igeren tiipe 0,5 mL nitrit reaktifi
ilave edilip vortekste karistirilmistir. Tiipte kirmizi rengin olugmasi nitratin nitrite

indirgendigini yani nitrat testinin pozitif oldugunu géstermektedir (Sekil 4.6).

33



Sekil 4.6 Nitrat Testi Sonucu

Soldaki tlip nitrat negatif, sagdaki nitrat pozitif

4.5 Laktoz-Jelatin Test Sonuclari

Uygulanan laktoz jelatin testi inkiibasyon sonunda tiiplerde laktoz fermantasyonu
sonucu gaz olusumu ve asit olusumu sonucunda kirmizidan sartya renk degisimi
gozlenmistir. Bu laktoz pozitif olarak degerlendirilmektedir. Tiiplerin 5 °C’de 1 saat
siireyle sogutulmasinin ardindan jelatinin sivilasip sivilasmadigi kontrol edilmistir.

Sivilasmanin olmasi jelatin pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Laktoz-Jelatin Test Sonucu

En sagdaki tiip jelatin negatif, digerleri pozitiftir.

4.6 Voges Proskauer Test Sonuclari

MR-VP Broth besiyerine aktarilmis kiiltiirlere inkiibasyon sonrasinda 0,6 mL «o-naftol
ilave edilmistir. Ardindan 0,2 mL %40’k KOH c¢ozeltisi ilave edilip 4 saat
bekletildikten sonra kiraz kirmizist renk olusumu gozlenen tiipler pozitif olarak

degerlendirilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 VVoges Proskauer Test Sonucu
Sar1 renk goriilen tiip Voges Prokauer negatiftir.

Gram+, hareketsiz, Nitrat pozitif, Laktoz-Jelatin pozitif ve Voges Prokauer pozitif
olan C. perfringens icin yapilan biyokimyasal testlerin sonuglart Cizelge 4.3te
verilmistir. Buna gore izole edilen 19 adet susun C. perfringens o6zelligi gosterdigi

anlagilmistir.

Cizelge 4.3 C. perfringens Dogrulama Testi Sonuglari

Gida Gram Hareket Nitrat Laktoz Jelatin Voges
Ormegi Boyama Testi Testi Testi Testi Proskauer
Testi

A + - + + + +

B + - + + + +

C A - A + + +

D + - + + + +

E + - + + + +

F + - + + + +
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Cizelge 4.3 C. perfringens Dogrulama Testi Sonuglar1 (devam)

G + - + + + +
H + - + + + +
[ + - + + + +
J + - + + + +
K + - + + + +
X + - + + + +
X + - + + + +
Y + - + + + +
Y + - + + + +
X1 + - + + + +
x1 + - + + + +
Y1 + - + + + +
yl + - + + + +

Analizler sonucunda bakteri bulunan gidalardan doner, kofte, etli bezelye yemegi, etli
faslilye yemegi, et igerikli ev tipi yemekler, mant1 tebligde yapilan degisiklik
sonucunda, C. perfringens aranma zorunlulugu olan gidalar icerisinden ¢ikartilmistir
(Cizelge 5.1). Ek olarak, fermente sucukta da C. perfringens sayimi yapilmasi

zorunlulugu bulunmamaktadir.

2011 ve 2010 yilinda ABD’de, 2009 yili Diyarbakir’da meydana gelen, Crouch ve
Golden’nin (2005) aragtirmalarindaki gida zehirlenmelerine neden olan gidalar soslu
tavuk, et, kanath etleri, etli kuru fasiilye gibi gidalardir. Zehirlenmeye neden olan bu
gidalar, calismamizda bakteri varhigmi tespit ettigimiz gidalarla benzerlikler
gostermektedir. Calismamizdaki ¢ig manti, kiymanin bakteri tarafindan kontamine
olmas1 sonucunda bakteri varliginin tespit edildigi gidadir. Yilmaz vd. (2003),
Goniilalan ve Kose (2002) tarafindan ¢ig kiymalarda yapilan analizlerde C.

perfringens varliginin tespiti de bu duruma destek niteliktedir.
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Cig gida orneklerinde bulunmasinin yani sira, C. perfringens’in 1sil islem gormiis
gidalarda da bulundugu calisma sonucumuzda goriilmektedir. Bu agidan, Kaya ve
Kiipeli Genger (2002), Yilmaz vd. (2003), Sert vd. (2012) ve Con vd. (2002)’nin
yaptiklar1 ¢alismalarda bakteri varliginin tespitinin gerceklestigi 1s1l islem gormiis
gidalar, ¢alismamizla benzer sonuglar1 desteklemektedir. Ayrica 2000 yilinda Ingiltere'
de yapilan bir ¢aligmada, 2579 adet gida iiretim yerinden alinan 3494 adet tiiketime
hazir, soguk tiiketilen dilimlenmis et triinlerinin (Jambon, biftek, hindi, tavuk gibi)
3373 adedinde 10-20 kob/g arasinda, 91 adedinde 10° kob/g’dan az, 7 tanesinde 10%
10° kob/g arasinda, 4 adedinde 10%-10* kob/g arasinda, 1' inde 10*-10° kob/g arasinda
C. perfringens tespit edilmistir (Gillespie vd. 200). Bu sonuglarla, 1s1l islem gérmiis
gidalarda da en az ¢ig triinlerde oldugu kadar C. perfringens' e rastlanildigi ve neden
oldugu hastalik, zehirlenme agisindan ¢ig triinler kadar halk sagligini tehdit edici

potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez galismasinda, Ankara (40 adet) ve Aksaray (28 adet) piyasasindan alinan tiiketime
hazir gidalar C. perfringens varlig1 ve sayis1 bakimindan incelenmis olup, Ankara' dan
satin alman orneklerin 14 (%35), Aksaray’dan satin alinan orneklerin 5 (%17,9)
adedinde C. perfringens saptanmustir. 19 adet 6rnegin %21,1' inde 10%-10* kob/g
arasinda, %42,1’inde 102 kob/g’dan fazla, %31,5’inde ise 10%-10? kob/g arasinda
bakteri varlig1 saptanmistir. Izole edilen 19 adet izolata, Gram boyama, hareket, nitrat,

laktoz-jelatin, Voges Proskauer dogrulama testleri yapilmustir.

Ankara piyasasinda aksam ve sabah saatlerinde alinan 12 adet 6rnek, bakterinin giin
icerisinde meydana gelen 1sitma-sogutma gibi islemler sonucunda gelistigi ve genel
olarak et iceren gidalarda bulundugunun belirtilmesi sonucunda, bu sebeplerin

dogrulugunu tespit etmek amaciyla yapilmistir.

Tez galismasinda elde edilen sonuglara gore; Ankara ve Aksaray’dan alinan gidalarda,
Clostridum perfringens varliginin tespit edilmesi, biiyiik bir olasilikla giin igerisinde
bircok kez 1s1tma iglemine tabi tutulmus olabilecegini diisiindiirmektedir. iseri ve Erol
(2009) tarafindan yapilan arastirma sonuglarinda da yemek fabrikalar1 ya da toplu
yemek yapilan yerlerde gidalarin servis edilmeden bir giin 6nce pisirilip hazirlanma ve
ertesi gilin 1sitilarak servis edilmesinin enfeksiyonun olusumunda onemli rol
oynadigin1 ifade edilmektedir. Ayrica etli yemeklerin, parga etlerin pisirilmesi
sirasinda C. perfringens sporlari canli kalmaktadir. C. perfringens, tiiketime hazir
pisirilmis gidalarin oda sicakhiginda bekletilmesi veya yeterli sicakliga kadar
sogutulmamasi durumunda birkag saat igerisinde 10° kob/g gibi oldukga yiiksek

sayilara ulasabilmektedir (Kaya ve Kiipeli Genger 2004).

Calismamizda Ankara’dan iki farkli isletmeden temin edilen tavuk doner, etli sulu

yemek ve etsiz sulu yemek ornekleri C. perfringens varligi agisindan incelendiginde;
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v" Giin boyunca siirekli 1sitmaya maruz kalan, i¢ noktasindaki sicakligin zamanla
degistigi tavuk donerin giinlin ilk saatlerinde ve aksam saatlerinde alinan
orneklerinde sabah saatlerinden aksam saatlerine kadar gegen siire igerisinde
meydana gelen artig, siirekli olarak 1sitma, yetersiz i1sitmaya ya da hijyen

kosullarina dikkat edilmediginin gostergesi olarak gosterilebilir (Cizelge 4.1).

v Etli yemekten sabah ve aksam saatlerinde alinan orneklerindeki bakteri
sayisindaki artis hem giin igerisindeki 1sitma hem de hizli yapilmayan sogutma

sonucunda meydana geldigi sdylenebilir.

v" Etsiz yemekten alinan 6rneklerde ise bakterinin bulunamamasinin tesadiif olma
ihtimali  varken, Clostridium perfringens' in et icerikli gidalarda

gelisebildiginin de kanit1 olarak diisiiniilebilir.

Yapilan g¢alisma sonucunda toplam 68 adet gida Orneginin 19’unda (%27,9) C.
perfringens varligi tespit edilmistir. Bu gidalardan, Etli Bezelye Yemegi(C), Etli
Fasiilye Yemegi(E), et icerikli ev tipi yemeklerde(G) kriterde belirtilmis olan degerler
(10%-10° kob/g) arasinda bakteri gozlenmistir. Bu gidalar C. perfringens zehirlenmesi

acisindan yiiksek risk tasiyan gidalardir (Cizelge 4.2).

C. perfringens' in, hijyeninin yetersiz olmast durumunda, insan ve hayvan bagirsak florasi
da dahil olmak iizere dogal cevrede yaygin olarak spor formlarinin olmasi, iiriinleri
kolaylikla kontamine ederek gida kaynakli hastalik riskini artirmaktadir. Calismamizda
C. perfringens varlig1 tespit edilen Sucuk, 1s1l islem gormemis mant1 (¢ig) ve kofte gibi
gidalar tebligde aranmasi zorunlu olmayan gidalardir (Cizelge 4.2). Bu nedenle bu
gidalarda C. perfringens aranmasi bakimindan tebligde bazi degisiklikler yapilmasi
gerekmektedir.

Uretimden tiiketime kadar her asamada kontaminasyonlarin ve mikrobiyolojik

bozulmalarin engellenmesi hedeflenerek uygun kosullarda hazirlanma, pisirme,
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depolama ve tiiketimin saglanmasi i¢in HACCP programinin firmalar tarafindan
uygulanmasi, personel egitimi patojenin kontrol altina alinmasi konusunda yararli
olacaktir. Hijyen kurallarmna iiretimden tiikketime kadar olan siire¢ boyunca dikkat
edilmesi, hazir olarak satisa sunulan gidalarin miimkiin oldugunca kisa siire muhafaza
edilerek yeterli 1s1 islemin ardindan tiiketilmesi saglanmalidir. Yetersiz uygulamalar
sonucu meydana gelebilecek sagligi tehdit edici durumlar tespit edildiginde,
isletmelere kanun yoluyla yapilacak olan yaptirimlarin arttirilmasi ve denetimlerin de

daha sik yapilmasi 6nerilebilir.
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EK ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI

1.1 Metil Red — Voges Proskauer Broth (Merck, Germany)

Ticari olarak bulunan besiyerinden 17 g alinarak 1 litre destile su igerisinde ¢oziilmiis,
tiiplere 5 mL olacak sekilde dagitilmis ve daha sonra 121 °C sicaklikta 15 dakika
sterilize edilmistir (pH 6,9 + 0,2).

1.2 Tryptose Sulfite Cylocerine (TSC) Agar (Merck, Germany)

Dehidre besiyeri 39 g/L olacak sekilde damitik su iginde 1sitilarak eritilmis ve
manyetik balik ile birlikte otoklavda 121°C’ da 15 dakika sterilize edilmistir. C.
perfringens sayimi igin bazal besiyeri 50 °C’ a sogutulduktan sonra TSC Agar katkis1
ilave edilerek manyetik karistiricida karistirllmis ve steril petri kutularina 12,5-15’er
mL olacak sekilde dokiilmiistiir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve acgik kahverengi

renklidir, 25°C’da pH’s1 7,6 + 0,2°dir.

1.3 TSC Agar Katkis1 (Merck, Germany)

TSC Agar katkisi, Clostridium perfringens katkisi ya da MUP olarak da bilinir. Siseye
3 mL steril damitik su ilave edilmis ve otoklavda sterilize edilip 50 °C’ a
sogutulduktan sonra 500 mL TSC Agar besiyerine ilave edilmistir. Bilesimi 200 mg
D-Cycloserine; 50 mg 4- methylumbelliferyl-phosphate disodium tuzu oldugu igin, bu
katki kullanildiginda ayrica D- Cylocerine kullanilmasina gerek yoktur.

1.4 Hareket- Nitrat Besiyeri

Bilesiminden hazirlanan besiyeri, 5 g Pepton, 3 g Beef Extract, 5 g Galaktoz, 5g
Gliserol, 1 g Potasyum Nitrat, 2,5 g Na,HPO,4 ve 5-8 g Agar 1000 mL destile su
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icersinde ¢oziindiiriilerek 121°C° da 15 dakika otoklavda sterilize edilir. Hazirlanan
besiyeri 4°C' de depolanabilir. Kullanilmadan énce 15 dakika siireyle kaynar su
icerisine ya da su buharma tutularak isitilip daha sonra inkiibasyon sicakligina

sogutulur.

1.5 Laktoz- Jelatin Medium Besiyeri

Bilesiminden hazirlanan besiyerinde, 15,5 g Triptose, 10 g Yeast Extract, 10 g
Lactose, 120 g Jelatin ve 0,05 g Phenol Red bilesimlerinden olusur. Lactose ve Phenol
Red disindakiler suda c¢oziindiiriiliir. pH sterilizasyon sonrasinda 7,5 olacak sekilde
ayarlanir. . Lactose ve Phenol Red besiyerine ilave edilerek 121° C* da 15 dakika
otoklavda sterilize edilir. Kullanilmadan 6nce 15 dakika siireyle kaynar su igerisine ya

da su buharina tutularak 1sitilip daha sonra inkiibasyon sicakligina sogutulur.

1.6 Pepton from Meat (Merck, Germany)

Besiyeri, %0,1 konsantrasyonda olacak sekilde damitik su i¢inde eritilir ve amaca
uygun olarak tiiplere ve/veya erlenlere dagitilip, otoklavda 121° C'da 15 dakika

sterilize edilir.

1.7 CASO (Tryptic Soy) Broth (Merck, Germany)

Dehidre besiyeri, 30,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde gerekirse 1sitilarak eritilip,
amaca uygun kaplara (tiip, erlen vb.) dagitilir ve otoklavda 121° C'da 15 dakika
sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak sarimsi renkte olup, 25° C'da pH's1

7,3£0,2'dir.
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