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OZET

Tirkiye’de analiz edilen et ve et friinlerinin degisik mikroorganizmalar ile
kontaminasyon diizeyinin ¢ok yiiksek oldugu, gida infeksiyon ve intoksikasyonlari
olusturabilecek patojen mikroorganizmalar1 igerdigi arastirmacilar tarafindan rapor
edilmistir. Yapilan c¢alismalarda mezbaha ve et isletmelerinde sanitasyon ve hijyenik
kosullarin yeterli diizeyde olmadigi, etlerin ¢ekilmesi, karistirilmasi ve pargalanmasi gibi
islemler sirasinda kullanilan ekipman ve personelin oOzellikle kiymalarin c¢apraz
kontaminasyonuna neden oldugu bildirilmektedir. Personel, alet ve ekipman hijyeninin
yeterli olmadigi kesimhane ve et isletmelerinde, insan ve hayvan bagirsak florasinda
bulunan CI. perfringens ile dogal ¢evrede yaygin olarak yer alan spor formlari iriinleri
kolaylikla kontamine ederek gida kaynakli infeksiyon olusum riskini artirmaktadir.

Bu c¢alismada, sigir ve tavuk kiymalarindaki Cl. perfringens’in  varhi@ ve
kontaminasyon diizeyinin belirlenmesi amacglanmis, 2011 yilinin Nisan, Mayis, Haziran ve
Temmuz aylarinda Afyonkarahisar’in degisik kasap ve sarkiiterilerinden satin alinan 100 (50
tavuk kiyma ve 50 sigir kiyma) 6rnek materyal olarak kullanilmistir. Ornekler soguk zincir
altinda laboratuara getirilerek analizleri yapilmig, orneklerdeki Cl. perfringens
kontaminasyonu EMS (En Muhtemel Say1 Yontemi) yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Toplam 100 adet kiyma 6rneginde (50 sigir kiyma, 50 tavuk kiyma) CI. perfringens
varlig1 arastirilmistir. Yapilan laboratuvar c¢alismalar1 sonucunda 50 sigir kiyma 6rneginin
34’iinde (%68) (ortalama 4.9 MPN/g), 50 tavuk kiyma 6rneginin 27’sinde (%54) (ortalama
3,5 MPN/g) olmak {izere, toplam 100 6rnegin 61° inden (%61) (ortalama 4.2 MPN/g) CI.
perfringens tespit edilmistir.

Sonug olarak, tavuk kiyma ve sigir kiyma orneklerinin 3.0 ile 20.0 MPN/g arasindaki
diizeylerde CI. perfringens ile kontamine oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Clostridium perfringens, sigir kiyma, gida zehirlenmesi, halk sagligi,

tavuk kiyma.



ABSTRACT

It was reported that meat and meat products which were analyzed in Turkey were
contaminated with high level of different microorganisms and could contain patojen
microorganisms,which cause food infections and intoxications. Performed studies indicated
that sanitation and hygienic conditions were not sufficient in slaughter houses and meat
plants and personel and the wused equipment cause cross-contamination during
mincing,mixing and chopping of meat. CI. perfringens which is found in intestinal flora of
human and animal and spor forms of it widely exist in natural enviroment , could easily
contaminate products in the meat plants and slaughter houses where personel,tools and
equipment hygiene is not enough.This condition increases the risk of foodborne infections.

The aim of this study is to detect the occurence and the level of Cl. perfringens in
minced meat of beef and chicken. 100 samples (50 minced meat of chicken and 50 minced
meat of beef) were used as study material, which were brought from Afyonkarahisar’s
different Butchers and delicatessens. Samples were taken to laboratory under cold chain then
analysis performed. Contamination of CI. perfringens in samples were detected by usig
MPN (Most Probable Number) metod.

Totally 100 samples (50 of them minced meat of beef and 50 of them minced meat of
chicken) were analyzed to determine CI. perfringens. After laboratory analysis, CI.
perfringens was detected in 34 samples (68%) (avarage 4.9 MPN/qg) of the 50 minced meat
of beef, in 27 samples (54%)(avarage 3,5 MPN/g) of minced meat of chicken, it was
detected in 61 samples (61%) (avarage 4.2 MPN/g)of 100 samples.

As a result, It is detected that minced meat of chicken and beef samples were
contaminated with CI. perfringens between 3.0 and 10.0 MPN/g.

Key words: Clostridium perfringens, foodborne, ground chicken, minced meat, public
health.



1.GIRIS

Insanlarin yasamsal, fiziksel ve mental gelisimlerini saglamak igin yeterli gida
tilkketmeleri ve tliketilen gidalarin saglik yoniinden giivenli olmasi gerekmektedir.
Hayvansal gidalardan et; bir taraftan igerdigi esansiyel amino asitler, vitaminler,
mineraller ve bazi biliylime faktorleri ile insan beslenmesinde biiylik oneme sahipken,
diger taraftan mikroorganizmalarin gelisimleri igin iyi bir ortam oldugu bilinmektedir
(Iseri ve Erol, 2009). Besleyici degeri yiiksek pahal1 bir {iriin olan kiyma her tiirlii
ticari hileyi gizleyebildiginden sik sik elestirilere de hedef olmaktadir (Gracey ve
ark., 1999).

Ozellikle bazi patojen mikroorganizmalarm, hayvanlarin dogal bagirsak
mikroflorasinda ve ¢evresel kaynaklarda bulunarak kesim iglemini takiben ¢ig etin
kontaminasyonuna neden oldugu, ayrica etlerin parcalanmasi islenmesi,
paketlenmesi, muhafazas1 ve taginmasi sirasinda meydana gelen ¢apraz
kontaminasyonlar ile de son {irline gecip insan sagligini tehdit ettigi bildirilmektedir
(Inal, 1992). Az gelismis iilkelerde su ve gidalarm neden oldugu ishalli hastaliklar
nedeniyle her yil, ¢cogunu cocuklarin olusturdugu 1.8 milyon Kkisinin hayatini

kaybettigi kaydedilmistir (Anon, 2006b).

Diinyada ortaya ¢ikan ve onemli halk sagligi sorunlar ile biiyiikk ekonomik
kayiplara neden olan gida infeksiyon ve intoksikasyonlarinin olusumunda, basta et ve
et Uiriinleri olmak tizere hayvansal gidalarin biiyiik 6nem tasidig1 ve bazi patojenlerin
de bu olaylardan sorumlu tutuldugu bilinmektedir. Yapilan arastirmalarda, toplam
gida zehirlenmelerinin % 54.7’sinin et ve et tirlinlerinin tiiketilmesi ile ortaya ¢iktig
ve bu zehirlenmelerin 6nemli bir boliimiinden Clostridium perfringens (CI.
perfringens) ‘in sorumlu oldugu kaydedilmistir (Labbe, 1989; Diane ve ark., 2010).

Ubiquiter bir mikroorganizma oldugu ic¢in kirmizi et ve kanatli etinde spor



olusturmasi agisindan potansiyel tehlike olarak kabul edilmektedir (Brynestad ve
Granum, 2002). USDA (United States Department of Agriculture) Arastirma Servisi,
Amerika Birlesik Devletleri’nde gida zehirlenmelerine yol agan en onemli iki
patojenin Salmonella spp. ve CI. perfringens oldugunu ve bu iki patojenin esas

kaynaginin tavuk ve hindi etleri oldugunu rapor etmistir (Anon, 2005b).

Besin  zehirlenmesinin  nedenleri etiyolojik olarak siralandiginda ClI.
perfringens’in ilk siralarda yer aldigi, bu bakteriye rastlanmasinin fekal
kontaminasyonun gostergesi oldugu, genellikle ¢ok sayida kisiye hizmet veren
kuruluglarda goriildigii belirtilmistir. Sorumlu gida tiirlerinin daha ¢ok proteinli
gidalar (kirmizi et, tavuk eti ve et sulari) oldugu bildirilmistir (Dorman ve ark.,
2010).

Cl. perfringens ile ilgili ilk gida kaynakli zehirlenme olgusu Klein tarafindan
1895 yilinda 6ne siiriilmiistiir. Ancak; Cl. perfringens’in tam olarak tanimlanmasi II.

Diinya savasi sonrasinda ger¢eklesmistir (Hans, 1999).

Eski adi Clostridium welchii olan Clostridium perfringens Amerikali
bakteriyolog Welch tarafindan, ciddi yara infeksiyonlar: ile gazli gangrene neden
olan bir bakteri olarak 1987 yilinda, gida infeksiyonu etkeni olarak ise 1940 yilinda
tammlanmustir (Erol, 2007). Ingiltere’de 1953 yilinda yasanan bir dizi salgin
sebebiyle yapilan arastirmada, zehirlenmelere yol acan mikroorganizmalar
belirlenmis, Amerika Birlesik Devletleri’nde yasanan salginlarin yaklasik % 10’unun
Cl. perfringens kaynakl1 oldugunu tespit etmislerdir (Hans, 1999). insanlarda etkenin
A tipinden kaynaklanan enteritis ile C tipinden kaynaklanan nekrotik enteritis
bulgularina (pig-bel, Darmbrand) rastlanmaktadir. Bunun yaninda CI. perfringens
kaynakli infeksiyonlarin yumusak seyirli olmasina bagli olarak, tanimlanmayan ve
rapor edilmeyen olgu sayisinin olduk¢a yiiksek oldugu tahmin edilmektedir (Erol,
2007). Etkenin, hayvanlarda da basta enterotoksemi olmak {izere Onemli

infeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir (Erol, 2007; Anon, 2011a).



Cl. perfringens 1943 yilinda Ingiltere’de tavuk etinden hazirlanan yemegi tiiketen
okul ¢ocuklarinda, ilk kez gida infeksiyonu etkeni olarak tanimlanmistir (Gross ve
ark., 1989). Patojenitesi ve toksijenitesi yiiksek olan CI. perfringens’in, i¢me
sularinda virlis ve protozoal kistlerin inaktivasyonu ic¢in uygulanan islemlerde
indikator mikroorganizma olarak kullanildig: da bildirilmektedir (Eisgruber ve ark.,
2000).

Cl. perfringens sporlu bir bakteri olup toprakta, insan ve birgok sicakkanli
hayvanin dogal bagirsak florasinda bulunmaktadir (Giines ve ark., 2004). Dogada
yaygin bulunabilen bu mikroorganizma sporlu olmasindan dolay: gida isletmelerinde
siklikla problemlere yol agmaktadir. Ozellikle toplu gida tiiketimi yapilan yerlerde
goriilen gida kaynakli infeksiyon olgularinda Cl. perfringens’in 6nemli bir yer
tuttugu bildirilmektedir. Kurallara uygun olarak yapilan temizlik ve dezenfeksiyon,
bu etkenin neden oldugu gida infeksiyonlarinin kontroliinde 6nem tagimaktadir. Son
yillarda oliimle sonuglanan olgularin siklikla bildirilmesi, Cl. perfringens’in gida
giivenligi ve halk sagligi acisindan Onemini ortaya koymaktadir (Brynestad ve
Granum 2002; Todd, 1997).

Kirmiz1 et ile kanath eti ve {irlinlerinde spor olusturmasi agisindan potansiyel
tehlike olarak kabul edildigi icin, son yillarda et ve et riinlerinin tiiketimi sonucu
meydana gelen gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarina neden olan
mikroorganizmalar arasinda en oOnemlilerinden birisinin Cl. perfringens oldugu
bildirilmektedir (Sofos, 2005; Riley ve ark., 1999; Labbe ve Duncan, 1977). Gida
iiretimi ve gida c¢esitliliginin artmasiyla birlikte, hazir gida tiiketiminin de ¢ogalmasi,
gelismis tilkeler de dahil olmak iizere diinyada gida kaynakli zehirlenme olgularinda
arsta sebep olmaktadir. Hafif seyretmekle birlikte 6liimle de sonuglanabilen bu
vakalarin, ayn1 zamanda gidalarin israfi ve hastane masraflar1 gibi sebeplerle de iilke

ekonomisini ciddi sekilde etkiledigi belirtilmektedir (Lindstrom ve ark., 2010).

Bu c¢alismada, sigir ve tavuk kiymalarindaki CIl. perfringens’in varhigi ve

kontaminasyon diizeyinin belirlenmesi amag¢lanmaktadir.



1.2. Cl. perfringens’in Klasifikasyonu ve Genel Ozellikleri

Cl. perfringens, bacillaceae familyasindan olup, Gram-pozitif, ¢ubuk formda, spor
olusturabilen, polisakkarit yapida kapsiile sahip, mezofilik bir mikroorganizmadir
(Merril ve ark., 2006; Nakamura ve ark., 2004; Shimizu ve ark., 2002). Etken, kati
besi yerinde diizenli, yuvarlak, hafif opak ve parlak koloni meydana getirmektedir.
Koloniler kanli agarda genellikle hemoliz zonu olusturmaktadir. Zonlar, alfa toksinin
olusturdugu bulanik dis zon ve theta toksinin olusturdugu i¢ zon seklindedir
(Brynestad ve Granum, 2002). Boyutlar1 3-9/1.0-1.5 pum, sporlu, hareketsiz, katalaz
(-), H2S olusturan, lesitinaz ve jelatinaz pozitif, nitrat indirgeme ve laktozu fermente
etme Ozeligine sahip bir bakteridir. Cl. perfringens’in anaerobik ozelligi C.
botulinum’da oldugu gibi kesin bir parametre olmayip, diisiik seviyedeki oksijen
varliginda da iireyebildigi bildirilmektedir. Sporlarinin biiyiik, oval seklinde, santral
veya subterminal lokalizasyonda oldugu, 1siya ve kurutmaya dayanikli oldugu
belirtilmektedir. Nitrat1 nitrite, siilfitleri siilfiire indirgedigi, tiremenin baglamasi igin
anaerobik kosullara gereksinimi oldugu kaydedilmistir. Tanisinda diagnostik test

olarak laktoz fermantasyonunun kullanildig: belirtilmektedir (Anon, 1996).

Zehirlenmede genellikle proteinden zengin gidalarin araci olmalarinin nedeni,
etkenin  13-14 aminoasit ile 56 vitamine gereksinim  duymasindan
kaynaklanmaktadir (Tunail, 2000). Bu nedenle en yaygin olarak et ve et iiriinlerinde
bulundugu ve gelistigi bildirilmektedir. Bu heterofermentatif 6zeligi nedeniyle de,
cogu karbonhidrat1 pargalama yetenegine sahip oldugu kaydedilmistir (Jay, 1992).
Clostridium’larin kendi aralarinda fermentatif 6zellikleri ile birbirlerinden ayirt
edildigi, buna gore; sakkarolitik ve proteolitik clostridium’lar olmak {izere iki grupta
incelendigi bildirilmistir (Erol, 1999).

Bir ¢ok gidada (tipik pismis etlerde, balik, istridye, tartlar, et suyu ve soslarda)
yiiksek su konsantrasyonunda ve optimum 43-45°C, minimum 15°C, maksimum
52°C’lerde gelisebildigi saptanmistir (Anon, 2011a; Hobbs ve Roberts, 2007). pH

5.0'm altinda ve pH 9.0'n {iizerinde gelisemeyen CIl. perfringens’in en iyi



gelisebildigi pH araliginin 6.0-7.5 oldugu, bu nedenle CI. perfringens’in asidik
kosullara C.botulinum’dan daha duyarli oldugu belirtilmektedir. Hipokloritin sporlar
lizerine Oldiiriicii etkiye sahip oldugu, pH 8.5’un altindaki hipoklorit ¢ozeltisinde ve
UV 15181 altinda canliligint yitirdigi saptanmustir (Jay, 2000). Tuz konsantrasyonunun
%5-6 oldugu ortamlarda belli bir inhibisyon goézlense de iiremenin ancak % 7-8
NaCl konsantrasyonunda engellendigi bildirilmistir. Spor formlarinin ise; % 21.5
NaCl’de canliligim1 koruyabildigi kaydedilmistir (Labbe, 1989). Cl. perfringens’in
optimum ay, degerinin 0.93 — 0.97 oldugu ve zor kosullara kars1 direngli bir bakteri
oldugu belirtilmistir. Anaerobik ortamda ve ideal sartlarda 8 dakikada iki misli
cogalabilen bakterinin, zehirlenme meydana getirebilmesi i¢in viicuda 10°
diizeyinden fazla vejetatif formun alinmasi gerektigi bildirilmistir (Hobbs ve
Roberts, 2007). Cl. perfringens sporulasyonunun ise, pH araliginin 6-8, a,, degerinin
0,98 ve sicaklik araliginin 35- 40°C arasinda oldugu bildirilmistir (Sarigiizel, 2003).
Cl. perfringens’in tireme kosullar1 Tablo 1.1.’de gosterilmistir (Erol, 2007).

Tablo 1.1. ClI. perfringens’in iireme kosullar1 (Erol, 2007).

Min-max Optimal
aw 0.93-0.97 0.95
Sicaklik (°C) 14 - 50 45
pH 5-9 67

Vejetatif formdaki bakterilerin yiiksek 1siya ve donma sicakliklarina duyarl oldugu
saptanmustir. Vejetatif hiicrelerin biiyiik bir kisminin 1s1 direncinin Dgpc de 5 dakika,
sporlarin 1s1 direncinin ise suslara gore degisken oldugu, sporlarin D¢ degerinin
0.31-38 dakika oldugu belirtilmektedir (Adams ve Moss, 1995). CI. perfringens
sporlarinin sogutulmus ve dondurulmus gidalarda yasayabildikleri kaydedilmistir
(Hobbs ve Roberts, 2007).



Cl. perfringens sporlar1 sicaga dayanikli ve sicaga hassas olanlar olmak tizere iKi
gruba ayrilmaktadir. Isiya dayanikli sporlar 100°C’de 5 saat yasayabilmektedir
(Ekici ve ark., 2008).

Cl. perfringens, tirettigi toksine (alfa-beta-epsilon-iyota) gére A, B, C, D ve E
olmak iizere bes farkli grupta incelenmektedir (Shimizu ve ark., 2002; Sawires ve
Songer, 2006). Bu toksin tipleri (cpa) (cpb) (etx), (ia) olarak bilinen genler
tarafindan kodlanmaktadir. Alfa toksin (cpa) Cl. perfringens’in A, B, C, D ve E
tipleri tarafindan, beta toksin (cpb) B ve C tipleri tarafindan, epsilon toksin (etxD) ise
B ve D tipleri tarafindan olusturulmaktadir (Al-Khaldi ve ark., 2004). CI.
perfringens’in A’dan E’ye kadar olan tiplerinin iiretmis oldugu toksinlerin genetik
yerlesimleri Tablo 1.2.’de gosterilmistir. Onceleri bilinmeyen beta2 (B2 ) ve (cpb2)
genlerinin 1997 yilinda tespit edildigi bildirilmistir (Alphons ve ark., 2008).

Cl. perfringens’in endosporlari ¢evre sartlarina en fazla direng gosteren
biyolojik hiicre tipleridir. Isiya, kurakliga ve bircok kimyasal dezenfektana direng

gosterebildikleri kaydedilmistir (Johansson, 2006).

Gidalarin mikroflorasinda bulunan; 6rnegin et ve et lriinlerindeki psikrofil
mikroorganizmalar, aerob mezofil bakterilerin ve enterokoklarin Cl. perfringens
tizerine kuvvetli inhibittik etki gosterdikleri, Cl. perfringens’in gelismesini ve
sporlarin germizasyonunun NaNQO; ile baskilanabildigi bildirilmektedir. Laboratuar
kosullarinda 300 ppm NaNO; varliginda Cl. perfringens’in gelismesini gostermedigi
saptanmustir (Frazier ve Westhoff, 1989).



Tablo 1.2. CI. perfringens’e ait toksin tiplerinin genetik lokalizasyonu (Brynestad ve
Granum 2002; Canard ve ark., 1992).

TiP Alfa Beta toksin Epsilon loda toksin  Enterotoksin
toksin toksin
A + - - - +
B + + + - +
C + + - - +
D + - + - +
E + - - + +
Gen Plc Cpbl etx iap cpe
Cpb2 ibp
Genetik Kromozom Plazmid Plazmid Plazmid Plazmid /
Yerlesim Kromozom

1.3. CI. perfringens’in Viriilens Faktorleri

Duncan ve Strong (1969) CIl. perfringens kaynakli gida infeksiyonlarinin
olusumunda enterotoksinlerin olduk¢a dnemli oldugunu bildirmislerdir (Byrne ve
ark., 2008). Degisik tip toksinleri liretmesine karsin, Cl. perfringens kaynakli gida
infeksiyonlarindan ¢ogunlukla CPE ve B toksininin sorumlu oldugu bildirilmektedir
(Brynestad ve Granum 2002).

Cl. perfringens’in tip A suslarmin insanlarda gazli gangrene ve yumusak
seyirli diyareye neden oldugu kaydedilmistir (Songer ve Sawires, 2005; Nakamura
ve ark.,, 2004). Toksinlerin, lesitinaz (fosfolipaz) igerdigi ve bagirsak epitel
hiicrelerine zarar vererek etkisini gosterdigi bildirilmektedir (Brynestad ve Granum
2002). Vejetatif hiicrelerin veya sporlarin yaralar ya da gidalar vasitasiyla viicuda

alinmasindan sonra organizmalarin yerlestigi dokuda siiratli bir sekilde gelisip, cesitli



enzim ve toksinleri tireterek yerlestigi dokuyu biiylik capta tahrip ettikleri
belirtilmektedir (Shimizu ve ark., 2002).

1.3.1. Cl. perfringens’in Toksin Tipleri

Urettigi toksinlere goére A’dan E’ye kadar bes tipi olan Cl. perfringens’in tiim

tiplerinin Fosfolipaz C (alfa toksin) tirettigi, fakat insandaki enfeksiyonlardan

cogunlukla Tip A toksininin sorumlu oldugu kaydedilmistir (Rood, 1998). CPE’nin

(Cl. perfringens enterotoksin) infeksiyonlarindaki baslica viriilens faktor oldugu

bildirilmektedir (Brynestad ve Granum 2002; McClane, 2001). Cl. perfringens’in

tiplerine gore lrettikleri toksinler Tablo 1.3.’te gosterilmistir.

Tablo 1.3. CI. perfringens’in toksinleri (Rood ve Cole, 1991)

Cl.

Uretilen Toksinler

perfringens

o B & 1 d ] K A pu v Nm2 Enb
A +++ - - - - + - + + + +
B +  ++ - - + + + + + + + +
C +  ++ - - + - + + + +
D + - - - - + + + + o+ + +
E + - + O+ - + + + - + + +
Nm?  noraminidaz ve sialidaz Enb enterotoksin

a-toksinin Cl. perfringens’in tiim tipleri tarafindan iiretildigi, toksinin hiicre

duvarina saldirarak hiicre 6liimiine sebebiyet veren lesitinaz etkili bir toksin oldugu,

insanlarda gazli gangrenden, hayvanlarda nekrotik enteritis ve enterotoksemiden

sorumlu oldugu kaydedilmistir (Zhaoa ve ark, 2011; Rood ve Cole, 1991). Tripsine

kars1 ¢ok duyarli olan B-toksinin, tip B ve tip C tarafindan salgilanan letal ve

nekrotik 6zellikte, 40 kDA agirliginda, polipeptit zincirli ve 1s1ya direngli bir protein



oldugu, hayvanlarda B-toksinin, tip C’den ileri gelen enteritis nekrotikansin énemli
bir faktorii olarak gorev yaptigi bildirilmektedir (Adams ve Moss, 1995). Biyolojik
etkisi tam olarak belirlenemeyen e-toksinin a, B, 1 toksinleri gibi letal ve nekrotik
ozellikte oldugu, genellikle tip B ve ozellikle tip D tarafindan salgilandigi
bildirilmektedir. E tipi toksinin protoksin salgilayarak tripsine benzer sekilde
bagirsak proteazlarini etkiledigi ve dolasim sisteminde emildigi, akciger 6demi ve
perikardial sivi kaybina neden oldugu kaydedilmistir (McDonel, 1986). Bunun
yaninda 1-toksinin tip E tarafindan salgilanan letal etkili bir protoksin oldugu, iKi
bagimsiz polipeptitten olustugu bildirilmektedir. Letal ve hemolitik &zellikteki 6-
toksinin etkenin tiim tipleri tarafindan salgilandigi, Cl. perfringens kaynakli gazli
gangren ile iliskili oldugu, doku nekrozunda rol oynadigi belirtilmektedir (Stevens,
1987). Tip D ve Tip A tarafindan olusturulan p-toksinin bag dokunun 6nemli bir
Ogesi olan hyaluronik asidi azalttigi noéraminidaz, glikoprotein, glikolipid ve
oligosakkaritlerin ndraminik aside baglanmasiyla olustugu ve bakterinin tim tipleri
tarafindan salgiladig:r bildirilmektedir. Bag dokunun zarar gormesi veya hiicre
yiizeyinde yer alan reseptorlerin yikimlanmasi sonucunda intoksikasyon olusturan bir
toksin tipi oldugu bildirilmektedir. Cl. perfringens’in degisik suslar1 tarafindan
salgilanan diger toksinleri hemolizin & toksini, kollagenaz k toksini, proteaz A
toksini, niiklez & toksini, eta ile gamma toksinleridir (Rood ve Cole, 1991).

Asagidaki Tablo 1.4.’te gdsterilmistir.

Tablo 1.4. CI. perfringens’in tiplerine gore toksinleri (Ray, 1996)

Tipler Hastahk Toksinler
alfa Beta epsilon Lota
A Gida zehirlenmesi, gazli gangren + - - -
B Kuzu dizanterisi + + + -
C Nekrotik enteritis, koyun, kuzu, domuzda + + - -
enterotoksemi
D Koyun, keg¢i ve sigirda enterotoksemi + - + -
E Patojenite siipheli + - - +




1.3.2. Enterotoksinin Biyokimyasal Ozellikleri

Cl. perfringens’in tirettigi en az 13 degisik toksininden biri olan CPE’nin 319
aminoasitten olusan, polipeptid yapida, 3,5 kDA agirliginda, izoelektrik noktasi 4,3
olan bir enterotoksin oldugu bildirilmistir. Yapisinda g¢ogunlukla serin, 16sin,
glutamik asid, izol6sin, glisin ve tronin amino asitlerinin oldugu kaydedilmistir
(Myers ve ark., 2006). Cl. perfringens kaynakli gida intoksikasyonlarinda
semptomlarin 612 saat igerisinde goriilmesi, CPE’nin sentezlenip serbest
birakilmasi igin gerekli zaman1 da icermektedir. CPE’nin bagirsak epitel hiicrelerinin
apikal membranlarinda porlar olusturarak, bagirsak hiicreleri ve bagirsak villuslarini
yikimlamasi igin ekstra seliiler Ca*® iyonlarina gereksinim duydugu belirtilmektedir
(Hardy ve ark., 1999; Mahony ve ark., 1986). Diger enterotoksinler ile
karsilastirildiginda, CPE’nin siiratle hareket ederek ince bagirsak villuslarina
baglanip villuslarin uglarin1 yikimladigi ve bu islemin en az 30 dakikada
gergeklestigi saptanmistir (Lindstrom ve ark., 2010; McClane ve ark., 1988).

Intoksikasyon c¢ok sayida ¢ogalma egiliminde olan enterotoksin iireten Cl.
perfringens hiicreleri tarafindan olusturulmaktadir. Diski numunesinde CI.
perfringens miktarmin 10° diizeyinde olmasi, Cl. perfringens kaynakli gida
zehirlenmesi tanisinin konmasinda yeterli oldugu bildirilmektedir. Cl. perfringens
sporlarindan CPE karakterizasyonunun rutin olarak yapilmadigi, ciinkii CPE
tiretiminin sadece laboratuvar sartlarinda Cl. perfringens’in gelismesi i¢in kullanilan

besi yerinde iiretilerek saptanabildigi kaydedilmistir (Fact ve Popoff, 1997).

1.4. Cl. perfringens Kaynakh Gida Intoksikasyonlar

Bu bakteriler toprak kokenli olup, toz, ¢ig et, tavuk, insan ve hayvanlarin bagirsak
sistemlerinde de bulunmaktadir (Huang., 2003). A, B, C, D, E tipi toksin olusumuna

gore 5 tipi bulunmaktadir. Bu toksinlerden 6zellikle A ve C tipi insanlar i¢in biiyiik
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onem tasimaktadir. Genellikle C tipi toksinin neden oldugu gida zehirlenmeleri A
tipine oranla daha fazla dnemsenmektedir. Ciinkii toksin A kuvvetli karin agris1 ve
siddetli diyare olustururken, toksin C nekrotik enterite neden olmaktadir (Tunail,
2000). Cl. perfringens’den ileri gelen A tipi gida infeksiyonunun patojenitesi, C
tipinden kaynaklanan gida infeksiyonunun patojenitesi ile karsilagtirmasi Tablo 1.5.”

de gosterilmistir (Mims ve ark., 1993).

Tablo 1.5. C. perfingens’den kaynaklanan gida infeksiyonu ile enteritis nekrotikansin
patojenitesi (Mims ve ark., 1993).

Yaygin Nadir
(Enterotoksin iireten tipAsuslar) (B toksin tireten tipC suslari)
N 74
Hayvan Bagirsagi ve topraktaki bakteri ile sporlar

!

Kontamine ¢ig et iiriinleri

v N
Pigirme sirasinda canli sporlarin Etin, 6zelliklede domuz etinin
gelisimi ve cogalmasi yetersiz 1s1da pigirilmesi

! !
Yetersiz tekrar 1sitma iglemi ile yok Protein bakimindan diisiik gidalarla
edilemeyen ¢ok sayida bakterinin beslenme sonucu bagirsak tripsinin

alinmasi eksikligi

! !

Alinan bakterilerin sporlanmasi ve Bakterinin dnce bagirsakta f3 toksin
bagirsakta enterotoksin liretmesi iretmesi

! !

Glikoz taginmasinin durmasi, lumende Toksin tripsine duyarlidir. Ancak
Protein kayb1 ve bagirsak epitelinin tripsinin yoklugunda etkisizdir.
Yikimlanmasi

! !
Ishal akut nekrotik hastalik *’pigbell”’

- Abdominal sanc1
- Kanli ishal

- Bagirsak perforasyonu sonucu (Yaklagik %50 mortalite)
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Cl. perfringens ile kontamine gidalarin tiiketimi sonucu etkenin bagirsak icinde
toksin olusturdugu ve belirtilerin, gidanin alimindan 2 — 36 saat (ortalama 6-12 saat)
sonra basladigi (Anon, 2008), 8 ile 24 saat siirdiigii, nadir olarak da oliimle
sonuglandigi kaydedilmistir (Wilson, 2005). CI. perfringens’in sebep oldugu
intoksikasyonun ortalama 12-48 saat i¢inde sonlandig1 ve komplikasyonlarin nadir
olarak sekillendigi belirtilmistir. Etkenin infektif dozunun 10° kob/g’dan yiiksek
olmast gerektigi kaydedilmisir (Hobbs ve Roberts, 2007). Cok sayida canh
bakterinin gida ile alinip, bakterilerin bagirsakta spor formlarmnin olugsmasi ve bu
sirada {iretilen toksinlerin hedef doku ve organlari etkilemesi sonucu ortaya ¢ikan
tablo  toksi-infeksiyon  olarak  adlandirilmaktadir. Gida  infeksiyon ve
intoksikasyonlarinin ¢ogunda, karin agrisi, diyare, kusma, gibi gastro intestinal
sisteme ait semptomlar goriilmektedir. Cl. perfringens kaynakli enfeksiyonlarda da
en yaygin semptom karin agrisi ve diyare oldugu kaydedilmektedir (Erol, 2007).
Viicuda 10%dan fazla vejetatif hiicre alinmasi zehirlenmeye neden olmaktadir
(Junega ve ark., 2006). Saglikli bireylerde Cl. perfringens’in sebep oldugu rahatsizlik
1-2 giin siirerken, yash veya bagisiklik sistemi zayif bireylerde daha ciddi sikintilara
sebep olmaktadir (Rood, 1998). Cl. perfringens’in neden oldugu gida kaynakli
infeksiyon ve intoksikasyonlarm meydana gelebilmesi i¢in 8-10 mg toksinin

bagirsaklardan alinmasi gerektigi bildirilmistir (Labbe, 1989).

Yasl ve geng hastalarda dehidrasyonla birlikte 6lim goriilebilmektedir. CI.
perfringens zehirlenmeleri, genellikle okul kantinleri, hastaneler, hapishaneler gibi
toplu yemek tiiketimi olan yerlerde siklikla goriilmektedir. Bu bakteri, genellikle
mide pH’sma duyarli olmasina ragmen, zehirlenmeler gidadaki vejetatif bakteri
sayisi 10°-10° kob/g diizeyinde oldugunda goriilmektedir (Novak ve Juneja 2002).
Isiya direngli olan CI. perfringens sporlarinin, 1s1 islemi sonucunda canli kalarak
uygun sartlarda vejetatif forma doniistiikleri bildirilmektedir. Organizmanin,
enterotoksin sentezini sporulasyon asamasinda gergeklestirmesi de sporulasyonun
Oonemini arttirmaktadir. Gida ile birlikte alinan vejetatif hiicrelerin, ince bagirsaklarda
sporulasyonu sirasinda egzotoksijenik karakterli enterotoksin sentezledikleri ve
bunun sonucunda gida zehirlenmesine yol agtiklari bildirilmistir. Cl. perfringens

sporulasyonunun yeterli diizeyde olmadigi durumda yeterli miktarda enterotoksin
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sentezlenemeyeceginden Cl. perfringens zehirlenmesine ¢ogu zaman enfeksiyon tipi

gida zehirlenmeleri gurubunda yer verilmistir (Sarigiizel, 2003).

Cl. perfringens tipA memelilerde gazli gangrene ve insanlarda gida
zehirlenmelerine yol agan en yaygin tiptir. Gida ile alinan vejetatif formlarin
konak¢inin bagirsaginda sporlanmasi sirasinda enterotoksin iiretilmesi, gida
zehirlenmelerinde oldukca énemlidir (Nakamura ve ark., 2004). Insanlarda gazlh
gangrene ve diyareye A tipi, cok daha ciddi rahatsizlik olan bagirsak
iltihaplanmalarina C tipi yol agmaktadir. A tipi zehirlenmede akut karin agrilari,
mide bulantist ve diyare gozlenir. Semptomlar genellikle 24 saat siirerken; ¢ok yasl
ve c¢ok gen¢ insanlarda su kaybma bagli oliimlere sebep olmaktadir. C tipi
zehirlenmelere gelismis iilkelerde ¢ok nadir karsilasiimaktadir. inkiibasyon peryodu
5-6 saat olup, kanli diyare, kusma ve ciddi karin agrilarina sebep olmaktadir. Bu

semptomlari ince bagirsak iltihaplanmasi izlemektedir (Brynestad ve Granum 2002).

A tipi gida infeksiyonlari, kontamine gidanin tiikketilmesinden yaklasik 8 — 12
saat sonra akut abdominal sanci, ve diyare semptomlar ile baglamakta, 24 saat icinde
belirtiler hafiflemekle birlikte yaslilarda ve bebeklerde siddetli dehidrasyona yol
acmaktadir. Gidayla alinan vejetatif formlarin ince bagirsaga tasinarak burada
cogalip, sporlandigi ve enterotoksinlerini drettigi bildirilmistir. Enterotoksinin
sporlanmis hiicrelerin i¢inde olustugu ve hiicrelerin lize olmasiyla ortama yayildigi
kaydedilmistir (Rood, 1998). Bu enterotoksinin, ince bagirsak epitelyum hiicrelerini
morfolojik olarak yikimladigi, epitelyum hiicrelerinin villus uglarinin ayrilmasini
saglayarak, sivi kaybina ve kramplara neden oldugu kaydedilmistir (Collie ve
McClain, 1998). Okul, hastane, kantin, yemekhane vb. toplu yemek tiiketilen
yerlerde biiylik miktarda hazirlanarak pisirilen et ve kanathi etleri bu tiir
zehirlenmenin olusumuna 6nemli rol oynamaktadir (Hobbs ve Roberts, 1993;
Fukushima ve ark., 1987).

C tipi gida infeksiyonlarinin (Pig Bel, Enteritis necroticans), inkiibasyon
stiresinin 5-6 saat oldugu, ani baslayan abdominal sanci, bazen kanl diyare, bazen de

kusmayi takiben ince bagirsaklarda nekrotik bir yangi olusturdugu kaydedilmistir.
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Eger hastalik tedavi edilmez ise, 6liimle sonuglanabilecegi, tedavi edilir ise, mortalite
oraninin distiigi bildirilmistir. Bu tip enfeksiyonlarin ¢ogunlukla nekrotik B-toksin
tiretiminden kaynaklandigi, bunun yaninda oJ-toksin ve 0-toksinin katkisinin da
oldugu belirtilmistir. Enteritis nekrotikansin ¢ogunlukla protein igeren etli
yemeklerin tliketilmesiyle ortaya c¢iktigi kaydedilmistir (Seinthorsdottir ve ark.,
2000; Granum 1990; Hunter ve ark., 1993).

Florence’da (italya) 1976 yilinda rapor edilen iki olgudan birincisinde;
islenmis ve servis yapilmadan 6nce tekrar 1sitilmis hindi etininden kaynaklanan ve
Cl. perfringens’in neden oldugu 300 ilkokul 6grencisinin etkilendigi vakada, hindi
etinin depolama, pisirme sonrasi taginma sirasinda uygun sicakliklarda muhafaza
edilmemesinin zehirlenme ile iligkili olabilecegi bildirilmistir. Diger olguda ise,
restoranda etli sulu yemek yiyen 3 kiside; ciddi hemorajik enterit goriilmiis ve 2 hafta
icerisinde hayatlarmi kaybettikleri kaydedilmistir (Caroli ve ark., 1977). Ingiltere
Halk Sagligi Laboratuvar Servisi Bulagict Hastalik izleme Merkezi’ne (Public Health
Laboratory Service Communicable Disease Surveillance Center), 1992-1999 yillari
arasinda bildirilen gida kaynakli 1426 olgunun % 20’sinin kanath eti tiiketiminden
kaynaklandig1 ve bu vakalarda 17 kisinin hayatin1 kaybettigi kaydedilmistir (Kessel
ve ark., 2001). Yalnizca Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) CI. perfringens’den
her y1l yaklasik 250 bin insanin etkilendigi bildirilmektedir (Mead ve ark., 1999).
1998 — 2000 yillar1 arasinda, CDC (Centers for Disease Control and Prevention)
raporlarina gore Cl. perfringens ile ilgili 130 salgin ve 6724 vaka rapor edilmistir
(Anon, 2001b). 2000 yilinda ABD’nin g¢esitli eyaletlerinde 791 CI. perfringens
kaynakli zehirlenme vakasi rapor edilmis, bu vakalarda; kizarmis hindi, tavuk eti,
tavuk salatasi, 1zgara tavuk bonfile, tavuk etli Meksika boregi, sigir etinden yapilmis
lazanya, et suyu, kizarmis domuz, kizarmis fasulye, mantar ve piring gibi gidalar
sorumlu tutulmustur (Anon, 2000). 2003 yilinda ABD’nin ¢esitli eyaletlerinde 1389
Cl. perfringens kaynakli zehirlenme vakasi rapor edilmis, bu vakalarda; sigir eti,
giiveg, hindi eti, tavuk eti, domuz eti ve misir gibi gidalar sorumlu tutulmustir (Anon,
2003). Benzer sekilde, Japonya’da CI. perfringens kaynakli gida zehirlenme olgusu
kaydedilmis, haslanmis 1spanak ve kizarmig soya peynirinden enterotoksin tespit

edilmis ve hastaligin bu gidalardan ileri geldigi bildirilmistir (Miwa ve ark., 1999).

14



Yetersiz 1s1 islemine bagl olarak sekillenen diger bir olgu da ABD’de bir partide
ikram edilen hindi eti tiiketimine bagli olarak meydana gelmis ve 67 kiside CI.
perfringens’ten kaynaklanan gida intoksikasyonu sekillenmistir (Tezaguic ve ark.,
2000).

ABD’nin ¢esitli eyaletlerinde 2004 yilinda, 1062 adet CI. perfringens kaynakli
zehirlenme vakasi rapor edilmis, bu vakalarda; sigir eti giliveci, kizarmis sigir eti,
sigir etli meksika boregi, 1zgara tavuk, tavuk bonfile, tavuk salatasi, tavuklu meksika
boregi, hindi eti, domuz eti, deniz iriinleri, tortellini igerisindeki peynir, paneer
peyniri (bir Hindistan peyniri), spagetti ve piring gibi gidalar sorumlu tutulmustur
(Anon, 2004).

Cl. perfringens kaynakli infeksiyon vakalarina iliskin olarak, 2005 yilinda 381
kisinin etkilendigi bir salgin rapor edilmis, salgindan sigir eti, sigir etli sandvig, sigir
eti igeren barbekil sosu, pirzola, 1zgara si8ir eti, sosis, hindi yemekleri, 1zgara tavuk,
domuz eti, kizarmis fasulye gibi gidalar sorumlu tutulmustur (Anon, 2005 center).
Benzer sekilde, 2006 yilinda hemen hemen ayni tiir gidalarin tiiketiminden ileri gelen
ve 732 kisinin etkilendigi Cl. perfringens kaynakli zehirlenme vakalar1 rapor
edilmistir (Anon, 2006¢; Anon 2006a).

Avustralya’da, 2002 ve 2005 yillar1 arasinda rapor edilen yaklasik 43.000
gastroenterit vakasindan ve her yil 3 ile 8 arasinda gida kaynakli salgindan ClI.
perfringens’in sorumlu tutuldugu kaydedilmistir (Hall ve ark., 2005; Ozfoodnet
Working Group, 2004; Ozfoodnet Working Group, 2002). Japonya’da 1987 — 1996
yillar1 arasinda balik ve kabuklu deniz tirtinleri tiiketimi sonucu ortaya ¢ikan CI.
perfringens’e bagli 5 salgin ve 868 vaka bildirilmistir (Ozfoodnet Working Group
2004; Ozfoodnet Working Group 2003; Cato, 1998; Hall ve ark., 1962). CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) raporlaria gore, 2000 — 2006 yillar
arasinda, Cl. perfringens ile ilgili 85 salgin ve 3957 vaka rapor edilmistir (Anon,
2009a; Anon, 2001b).
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Almanya’da 1969 yilinda ¢ikolata sosu yiyen 40 kisinin zehirlendigi vakada, gaita
orneklerinden 1.6 x 107 kob/g diizeyinde; 1983’de piringli tavuk ¢orbasini tiiketen ve
hastalanan 20 kiside 2.6 x 10° kob/g diizeyinde CI. perfringens izole edildigi,
ABD’de 1987 yilinda hindi etinden 86 kisinin etkilendigi ve yapilan analizler
sonucunda gaita drneklerinden 2.5 x 10" kob/g diizeyinde Cl. perfringens saptandig
kaydedilmistir. Benzer sekilde Ingiltere’de kiyma tiiketen 58 kisinin gaita
orneklerinden Cl. perfringens’in saptandigi kaydedilmistir (Sarigiizel., 2005).
Florida’da (1985) bildirilen bir vakada; 1slah evindeki 276 tutukludan 74’iinde CI.
perfringens’e baglh birbirini izleyen 2 salgin goriilmis, bunlardan ilkinin kizarmig
sigir etinden, ikincisinin de jambondan kaynaklandigi bildirilmistir. Yemeklerin
liretimi ve servise sunumu incelendiginde, etlerin pisirme islemi sonucu yeterince
sogutulmadigi, servisten Once yeterince sicaklik uygulanmadigi ve servis boyunca
uygun sicaklikta tutulmadigi saptanmistir (Tavris ve ark., 1985). Almanya’da 1985
ile 1989 yillar1 arasinda gida kaynakli Cl. perfringens infeksiyonlarinin %5.4;
Danimarka’da % 12.2, Finlandiya’da % 21.2, Fransa’da 7.0, Izlanda’da %?7.0,
Hollanda’da 9.1, isveg’te %18.0, Ingiltere’de % 8.0 oranlarinda oldugu rapor
edilmistir (Mengert ve ark., 1993). Zehirlenmeye sebep olan gidalarin, daha ¢ok 1s1
islemi uygulanmasi sonucu yarigsmaci floranin yok edildigi ve CI. perfringens

sporlarmin canli kaldig: gidalar oldugu belirtilmistir (Anderson ve ark., 1995).

ABD’nin 2006 yilinda Kansas eyaletinde rapor edilen bir salginda, calisanlarin
onceden pisirip getirdigi yemeklerin tiikketimi sonucu, kanatli eti tiikketen 21 kiside CI.

perfringens’e bagli gida intoksikasyonu goriilmiistiir (Anon, 2006d).

ABD’nin Connecticut eyaletinde 1985 yilinda, fabrika c¢alisanlari arasinda
1362 galisandan 44’iiniin etkilendigi biiyiik bir Cl. perfringens gastroenterit salgini
rapor edilmistir. Zehirlenmenin et suyundan kaynaklandigi ve et suyunun servise
sunulmadan 12 — 24 saat 6nceden hazirlanmis, uygunsuz olarak sogutulmus ve servis
oncesinde kisa siireli 1sitmaya tabi tutularak tiiketime sunuldugu bildirilmistir (Anon,

2009b).
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Cl. perfringens’in gastrointestinal hastaliklara yol actigt 1980°1i yillardan beri
bilinmektedir. Diinya iizerinde en yaygin gida zehirlenmesi etmenleri arasindadir.
1980 'li yillarda gida zehirlenmeleri arasinda ABD’de 3., ingiltere’de 2. sirada yer
almistir. ABD’de CIl. perfringens zehirlenmeleri en siklikla kayda gecen gida
zehirlenmeleri arasinda olup, 1981 yilinda ABD’de 28 salginda 1162 vaka
bildirilmistir. Yine ABD’de yilda ortalama 10-20 salgin ve her salginda onlarca hatta
yiizlerce vaka bildirilmisitr. Bununla beraber pek cok salgin ve/veya bireysel
hastalanmanin, digkida toksin analizinin yapilma zorunlugu nedeni ile kayitlara
gecirilmedigi bilinmekte ve buna bagl olarak her yil ABD’de 10.000 CI. perfringens
zehirlenmesi oldugu tahmin edilmektedir (Anon, 2001a). Cl. perfringens, insan ve
hayvanlarda bircok hastaliktan sorumlu 6nemli bir patojendir. Ozellikle tip A
tarafindan insanlarda meydana gelen gida infeksiyonu yaygin olarak goriilmektedir.
ABD’nde 1973-1987 yillar1 arasinda goriilen tiim gida kaynakli infeksiyonlarin
%10’unu CI. Perfringens’in olusturdugu ve 12.000’den fazla kisinin hastaliktan
etkilendigini bildirmistir (Sancak ve ark., 1993).

Galler ve Ingiltere’”de 1988-1991 yillar1 arasinda meydana gelen gida
zehirlenmelerinin =~ %24’iniin ~ (146/611) CIl.  perfringens kaynakli  oldugu
kaydedilmistir. Olgularin ¢ogunda giiveg, acili ve kiymali yemek, soguk veya
yeniden 1sitilmig beyaz et ve kirmizi etin tliketimi sonucu olustugu bildirilmistir
(Byrne ve ark., 2008). Yapilan ¢aligmalar, mezbaha veya market bazindaki kanatli eti
ve i¢ organlarinin ve tiiketime hazir kanatli eti irilinlerinin etken ile 6nemli
diizeylerde kontamine oldugunu ortaya koymaktadir (Ojeniyi ve ark., 2000). Bu
nedenlerle, bu tip gida zehirlenmelerini azaltmaya yardim edecek olan hizli sogutma,
soguk depolama gibi uygulamalar Cl. perfringens kaynakli olgularin azalmasinda
oldukga etkilidir. Cl. perfringens orijinli gida zehirlenme vakalar1 genellikle yogun
catering yapilan restoran, hastane ve huzur evi gibi kuruluslarda goriilmiistiir (Bryne

ve ark., 2008).

Cl. perfringens’in gidalara bulasmasindaki temel kontaminasyon kaynaklari,
fekal kalintilar, toz, toprak ve atik sulardir. Fekal kontaminasyon, 6zellikle kesim

sirasinda etlerin bulasmasina neden olmaktadir. Yapilan calismalarda kanath eti ve
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{iriinlerinin CI. perfringens ile dnemli diizeyde kontamine oldugu bildirilmistir (Iseri
ve Erol 2009; Oliveira ve ark., 2011; Anon, 2006e). Cl. perfringens’ten kaynaklanan
gida infeksiyonlarina tiim diinyada yaygin olarak rastlanmaktadir. Hastaligin hafif
seyirli olmas1 ve hastaliktan etkilenenlerin ¢ok kiiciik bir kisminin rapor edilmesi
nedeniyle gercek sayinin rapor edilen olgu sayisinin ¢ok iizerinde oldugu tahmin
edilmektedir (Jay, 1992). Amerika Birlesik Devletleri’nde 1983 — 1992 yillar
arasinda, yaklasik 248.520 Cl. perfringens kaynakli zehirlenme vakasi bildirilmis, bu
hastalardan 41’inin hastanede tedavi gordiigii ve 7’sinin 6ldiigi bildirilmistir (Mead
ve ark., 1999).

Diinya Saglk Orgiitii’niin (Anon, 2011b) verilerine gére, tiikketimden birkag
giin Once pisirilmis uygun olmayan sicakliklarda biiylik miktarlarda muhafaza
edilmis et tiiketimi kaynakli 69 vakanin meydana geldigi kaydedilmistir. Benzer
sekilde 1970- 2003 yillar1 arasinda 18 yolcu ve gemi miirettebatinin etkilendigi bir
Cl. perfringens olgusu bildirilmistir. S6zkonusu olgunun sebepleri olarak, kontamine
¢ig materyal, yetersiz sicaklik kontrolu, yetersiz pisirme, infekte personel, mutfakta

deniz suyu kullanim1 gosterilmistir (Anon, 2011c).

1.5. ClI. perfringens’in Gidalardaki Varhgi

Hayvansal gidalar insanlarda enfeksiyon ve intoksikasyona neden olan birgcok
mikroorganizmanin potansiyel kaynagimi olusturmaktadir. Cilinkii hayvansal gidalar
bu tlir patojen mikroorganizmalarin gelisebilmesi i¢in miikemmel bir besi ortami
saglanmaktadir. Bunun dogal bir sonucu olarak, et ve et iirinleri insanlarda meydana
gelen gida kaynakli bircok hastalikta en Oonemli gida grubunu olusturmaktadir.
Nitekim kaynagi bilinen gida enfeksiyonlarinin % 50’sinin kirmizi et ve tavuk
etinden kaynaklandigi bilinmektedir. Et ve et iiriinlerinin tiikketimi sonucu insanlarda
gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarina neden olan patojen mikroorganizmalardan en
onemlilerinin Salmonella spp., S. aureus ve Cl. perfringens oldugu kaydedilmistir
(Kartal, 2010; Unliitiirk ve Turantas, 1998).
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Kiyma haline getirilmis etler islenmemis etlere gore bakteriyel bozulmaya daha
duyarhdir. Kiymanin bakteriyel kalitesi islenmemis etlerin bakteriyel kalitesine,
iiretim sirasinda alinan hijyenik 6nlemlere, paketleme tipine ve saklama kosullarina
gore degisir. Kiyilmig etlerde hiicre suyunun disar1 ¢ikmasi, etin yiizeyindeki
mikroorganizma {rlinlerinin dagilmasi, kiymanin dayaniklilik siiresinin  kisa
olmasma ve tiiketici saghigi acisindan tehlike arz etmesine sebep olabilmektedir
(Westhoff ve Feldstein, 1976).

Konu ile ilgili olarak iilkemizde bir ¢ok arastirma yapilmistir. Tekingen ve ark.,
(2001) nin Ankara’da yaptiklari arastirmada; marketlerden topladiklari kiyma
orneklerinin % 35’inde CI. perfringens tespit ettiklerini bildirmislerdir. Sancak ve
ark., (1993) Van illinde, kasap ve marketlerde tiiketime sunulan 100 adet sigir ve 100
adet koyun olmak iizere toplam 200 kiyma Ornegini incelemis, sigir kiyma
orneklerinin % 15’inin, toplam et drneklerinin ise % 42 oraninda Cl. perfringens ile
kontamine oldugunu bildirmislerdir (Sancak ve ark., 1993). Cakmak ve ark., (2006)
yaptiklar1 calismada, kesimhanelerinden alinan 40 donmus tavuk kiymasi ve 40
tavuk burger 6rneginden 40 tavuk kiymasi drneginin 28’inden (% 70,0) ortalama 2,6
MPN/g diizeyinde, 40 tavuk burger 6rneginin yalnizca 1’inden (% 2,5) 0,36 MPN/g
diizeyinde Cl. perfringens izole edildigini bildirmislerdir. Goniilalan ve Kdse (2002),
Kayseri ilinde et satis1 yapan marketlerden rastlantisal olarak 100 sigir eti kiymasi
ornegi incelemis ve Cl. perfringens sayisii 1.8x10* kob/g olarak tespit etmislerdir.
Yaptiklar ¢caligmalarda mikrobiyolojik yonden analizleri yapilan kiyma &rneklerinin
kalitesinin yeterli olmadig: ve gida zehirlenmeleri bakimindan potansiyel bir tehlike
olusturabilecegi sonucuna varmiglardir (Goniilalan ve Kose, 2002). Sarigiizel (2005),
Ankara’da tiikketime sunulan degisik firmalara ait 100 hindi kiymasi orneginin

58’inden (%58.0) CI. perfringens izole ve idendifiye edildigini bildirmistir.

Tiirkiye’de miktar ve isletme sayis1 bakimindan 6nde gelen, Afyonkarahisar’da
tesis edilmis, yiiksek kapasiteli bes is yerinde bazi mikrobiyolojik 6zellikler (TAMB,
Enterobacteriaceae, maya-kiif, S.aureus, Cl. perfringens yoniinden) periyodik olarak
belirlenip degerlendirilmis, et 6rneklerinin % 6.67’sinde 10' kob/g diizeyinde CI.

perfringens bulundugu bildirilmistir. Yapilan istatistiki analizler, firmalar ve {iretim
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partileri arasinda mikrobiyolojik igerikler agisindan onemli farkliliklar oldugunu
gostermistir. Bu farkliliklarin, standart olmayan tiretim yontemi, yetersiz ve farkl
teknolojik ve hijyenik uygulamalar, degisik 6zellikte hammadde kullanim1 ve starter

kiiltiir kullanilmamas1 gibi uygulamalardan ileri geldigi disiiniilmektedir (Con ve
ark., 2002).

Kalender ve Ertas (2004) Elazig ilinde yaptiklar1 arastirmada, 8 isletmeye ait
160 adet tavugun bagirsak igerigini incelemis ve oOrneklerin 8’inden (%5) CI.
perfringens izole etmislerdir. Elde edilen izolatlarin 6°s1 tip A olarak
tiplendirilmistir. Cl. perfringens tip A insanlarda gida kaynakli enfeksiyonlara neden
olmasi sebebiyle, bu arastirma tavuklarin Cl. perfringens tip A yoniinden halk saglig

icin 6nem tasidigini géstermistir.

Kamber ve ark., (2007) Kars’ta yerel marketlerden ve kasaplardan topladiklar
96 s1gir kiymasi o6rneginde (16’s1 marketlerden, 80’1 kasaplardan) CI. perfringens ve
toksininin varligim ELISA yéntemiyle arastirmislardir. Orneklerin 31’inden (%32)
Clostridium spp. izole ettiklerini ve bu 31 6rnekten 17’sini de (%55) CI. perfringens
(2’si marketlerden, 15’1 kasaplardan) olarak saptadiklarimni, 17 6rnegin de 13’tinden
(2’st marketlerden, 11°1 kasaplardan) elde edilen izolatlarin toksin {irettigini

bildirmislerdir.

Ankara’nin degisik semtlerindeki marketlerden ve kasaplardan 2000 yili
Subat—Eyliil aylari arasinda alinan toplam 80 hazir sigir kiyma drneginin incelendigi
calismada 52 6rnegin 28’inin (% 53.8) marketlerden, 24’linlin (% 46.1) kasaplardan
alinan orneklere ait oldugu bildirilmistir. Cl. perfringens izole edilen 52 o6rnekten
35’inin (% 67.3) Haziran — Eyliil donemini kapsayan sicak aylardan, 17’sinin de (%
32.7) relatif soguk aylarda (Subat — Mayis) alinan Orneklere ait oldugu
kaydedilmistir. incelenen sigir kiymalarinm 6nemli bir boliimiiniin Cl. perfringens
ile kontamine oldugu saptamistir. Orneklerin Cl. perfringens ile komtaminasyon
diizeyinin diisiik olmasina karsin, kiyma tiiketiminden kaynaklanabilecek halk saglig
riskinin dnlenebilmesi bakimindan, kiyma iiretiminde gerekli tiim hijyenik ve teknik

kosullarin saglanmas1 gerektigine dikkat ¢ekilmektedir (Erol ve Cakmak, 2000).
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Yapilan yurt disi ¢alismalarinda da, Cl. perfringens’e iliskin 6nemli veriler elde
edilmistir. Ali ve Fung, (1991) yaptiklar1 ¢alismada, 118 sigir kiymasi 6rneginin
64’linden (%54), 55 hindi kiymasi 6rneginin 40’ indan (% 73) Cl. perfringens izole
ettiklerini kaydetmislerdir (Ali ve Fung., 1991).Arjantin’de yerel diikkanlarda satilan
baharat 6rneklerinde Cl. perfringens varliginin arastirildigi bir bagka ¢alismada, 115
ornegin 14’tinde (% 12.7) CI. perfringens izole etmisler ve bu orneklerinde 4’iiniin
(%28.6) enterotoksijenik Cl. perfringens oldugu tespit edilmistir (Aguilera ve ark.,
2005). Hall ve Angelotti (1965), 262 sigir eti ve iriinlerinin 113’tinden (%43.1) CI.
perfringens saptadiklarini, 50 sigir eti 6rneginin 35’inden (%70), 26 tavuk Grneginin

15’inden (%58) oraninda C. pefringens izole ettiklerini kaydetmislerdir.

Miwa ve ark., (1998) Japonya’da, her birinden 50 6rnek olmak iizere sigir,
domuz ve tavuk etlerinde enterotoksijenik Cl. perfringens varligini ve miktarini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, Cl. perfringens oraninin; sigir etlerinde % 16, domuz
etlerinde % 10 ve tavuk etlerinde ise % 84 oldugunu; enterotoksijenik CI.
perfringens oranini ise; sigir etinde % 2, kanatli etinde % 12 ve domuz etinde % 0

oldugunu saptamiglardir (Miwa ve ark., 1999; Miwa ve ark., 1998).

Stagnitta ve ark., (2002) Arjantin’in San Luis eyaletinde; enterotoksijenik CI.
perfringens’in yayginligini arastirmak tizere; 315’1 sosis, 100’{i hamburger, 100’
kiyma olmak {izere 515 6rnek incelemislerdir. Orneklerin 126’sinda (% 24.46) Cl.
perfringens izole ettiklerini, 126 6rnegin 9’unun (%7.14) enterotoksijenik oldugunu
bildirmislerdir (Stagnitta ve ark., 2002). Cohen ve ark., (2008) yilinda sigir kiymalari
ve taze sosislerin mikrobiyel kalitesi lizerine yapilan bir ¢alismada, kasap,
stipermarket ve fast-food restoranlarindan toplanan 150 sigir kiymasi ve 100 sosis
ornegi incelenmis, Cl. perfringens’in, baharatsiz Orneklerde %8.7, baharath
orneklerde ise % 29.6 oraninda izole edildigi bildirilmistir Calismada kullanilan
baharatlarinda muhtemel bir Cl. perfringens kontaminasyon kaynagi oldugu
kaydedilmistir. (Cohen ve ark., 2008). Craven (2001), kanatli kesimhanesindeki
broiler karkaslarmin rins 6rneklerinin %67’sinden Cl. perfringens izole ettigini

kaydetmistir.
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Singh ve ark., (2005) yaptiklar1 ¢alismada, 70’1 manda eti, 70’1 keci eti ve 71’1
kanatli eti olmak tizere 211 Ornekte CI. perfringens varligimi arastirmislardir.
Incelemeleri sonucunda; keci etinde % 91.4, kanatli etinde % 70.4, manda etinde
% 65.7 oraninda CI. perfringens izole etmislerdir (Singh ve ark., 2005). Lin ve Labbe
(2003) tavuk Orneklerinin (karkas, but, boyun) 3.05 MPN/g diizeyinde CI.

perfringens ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.

Wen ve Mc Clane (2004), yaptiklar1 calismada, 147 tavuk Orneginin
56’tisindan (%38), 68 hindi O6rneginin 19’undan (%28), 83 sigir eti Orneginin
17’sinden (%21), 108 sigir kiyma 6rneginin ise 25’inden (%23) sirasiyla 2-5 MPN/g,
1-19 MPN/g, 1-10 MPN/g, 3-32 MPN/g diizeylerinde Cl. perfringens ile kontamine
oldugu bildirmislerdir.

1.6. Cl. perfringens’in Saptanmasi

Cl. perfringens varliginin izolasyonunda ¢ogunlukla geleneksel metodlar
kullanilmaktadir. Cl. perrfingens’in tespitinde kullanilan analitik teknikler; reversed
passive latex agglutination (tipA enterotoksin i¢in), membran filtrasyon selektif
kiiltir medyum (suda Cl. perfringens’in varligi i¢in) ve geleneksel metodlardan
olugsmaktadir (C. perfingens’in gida ve suda aranmasi) (Bryne ve ark., 2008). Cl.
perfringens dogada yaygin olarak ve Ozellikle de ¢ig gida ve gida igeriklerinde
bulunmaktadir. Bazi durumlarda ¢ok az sayida etken ile kontamine gida ve su
orneklerinde Cl. perfringens’in  kontaminasyon diizeyinin belirlenmesinde
zenginlestirme islemine dayali klasik kiiltiir yontemleri de kullanilmaktadir.
Zenginlestirme isleminde kullanilan besi yerleri asagida verilmistir (Sarigiizel,
2005).

Chopped Liver Broth

o Trypticase Pepton Glucose Yeast Extract Broth (TPGY)
J Lactose Sulphite Medium (LS)
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o Rapid Perfringens Medium (RPM)

o Perfringens Enrichment Medium (PEM: Fluid Thioglycollate Medium +
D-cycloserine)

. Iron Milk Medium

Cl. perfringens’in izolasyon amaciyla kullanilan baz1 kati besi yerleri:

e  Sulphite-Polymyxin—Sulphadiazine (SPS) Agar

e  Tryptone-Sulphite—-Neomycin (TSN) Agar

e  Shaidi—Ferguson—Perfringens (SFP) Agar

e  Oleandamycin—Polymyxin—Sulphadiazine Perfringens (OPSP) Agar
o Blood Free Pyruvate Clostridium Perfringens (BCP) Agar

e  Tryptose Sulphite Cycloserine Egg Yolk (TSC) Agar

e  Trytose Sulphite Cycloserine (TSC) Agar

e  Sulphite Cycloserine Azid (SCA) Agar

o Bizmuth Iron Sulphite Cycloserine (BISC) Agar

Cl. perfringens’in izolasyonu amaciyla kullanilan zenginlestirme besi
yerlerinden RPM; Neomycin ve Polymyxin B Sulphate, PEM’de D-cycloserine gibi
suplementler igerdiginden gidalarda Cl. perfringens disindaki bazi anaerob veya
fakiiltatif anaeroblarin gelisimi engellenmektedir. Zenginlestirme islemi 46°C’de 20
saat gibi kisa bir inkiibasyon siiresinde anaerob kosullarda gerceklesmektedir.
Muhtemel CI. perfringens varliginda tiiplerde laktoz fermentasyonu sonucunda
bulaniklik ve gaz olugsmaktadir. Son yillarda CI. perfringens’in izolasyon ve
identifikasyonunda egg yolk icermeyen Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) agar
tercin edilmektedir. Bu besi yerinde ferric ammonium citrate ve sodium
metabisulphite yer aldigindan diger kati1 besi yerlerinden farklilik gostermektedir.
Siilfit bakteri tarafindan stilfide indirgenir. Besi yerindeki demir III amonyum sitratin
demir siilfid olusturmasina bagli olarak siyah koloniler meydana gelmektedir. Ayrica

TSC agara Clostridium’lar disinda siilfid indirgeyen bakterilerin inhibe edilmesi
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amaciyla D-cycloserine ilave edilmesinin gerekli oldugu bildirilmistir. Gidalarda CI.
perfringens’in izolasyon ve identifikasyonunda DNA hibridizasyonu kullanilmakta
olup bu hizli yontemler igerisinde PCR tekniginin gidalardan 10 kob/g dan daha
diisiik diizeydeki CIl.  perfringens’in  saptanmasinda basariyla kullanildigi
bildirilmistir. Gidada ve hastalarda ayni susun varliginin identifikasyonunda ve
suglar arasi yakinligin saptanmasinda Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE)
kullanilmaktadir. Cl. perfringens siipheli gida infeksiyonlarinin teshisinde ve
serotiplendirilmesinde  Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

yonteminin de hizli ve hassas bir yontem oldugu bildirilmistir (Sarigiizel, 2005).

1.7. Korunma ve Kontrol

Cl. perfringens toprak, su, siit, toz, lagim sular1 hayvan ve insanlarin bagirsak
floralar1 gibi ¢ok farkli ortamlarda bulunabilmektedir (Brynestad ve Granum 2002).
Cl. perfringens pisirilmis et ve tavuk iriinleri, et i¢eren gidalar ile soslarda oldukca
ciddi halk saglig1 sorunlari olusturmaktadir. Cl. perfringens zehirlenmeleri sogutma,
sogukta muhafaza, yeniden 1sitma ve yeterli 1s1l islem uygulamalar1 ile
onlenebilmektedir (Anon, 2006¢). Ozellikle kirmizi ve beyaz et ve et iiriinleri CI.
perfringens ile siklikla kontamine olabilmektedir. Cl. perfringens’in 1siya direnci
Salmonella ve Listeria’dan daha yiiksektir. Bu nedenle pisirilmis etlerde de
bulunabilmektedir. Pisirme sirasinda olusan anaerobik kosullarda sporlar vegetatif
forma doniismekte ve yeterli 1s1 igslemi uygulanmaz ise, gidadaki mikroorganizma

orani tehlikeli diizeylere ulasabilmektedir (Huang, 2003).

Taze etler donma sicakliginin hemen iizerindeki sicakliklarda muhafaza
edilmelidir. Sogutma ne kadar ¢abuk yapilirsa mezofilik bakterilerin gelismesi o
Olciide Onlenmis olur. Etlerin muhafazasinda -1°C ile +2°C arasindaki sicakliklar
Onerilmektedir. Sigir etleri bu kosullarda 30 giin kuzu ve koyun etleri ise 1-2 hafta
siire ile muhafaza edilebilir. Ingiltere gida giivenligi bildirisinde, 90 dakikalik

pisirme isleminde 15-55°C arasinda hizlica 1sitilmasi gerektigini, Onceden pisirilmis
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yemegin 70°C’nin altinda 1sitilmamasim, toksin formlarmin veya patojenlerin
artmasini Onlemek amaciyla gidalarin 8°C’nin altinda veya 63°C’nin iistiinde
saklanmasi gerektigi bildirilmektedir (Hobbs ve Roberts, 2007). Sosis ve salam gibi
bazi et iiriinleri 65-75°C’ de pastdrize edilir. Bu islem bakteri, maya ve kiiflerin
vejetatif hiicreleri ile birgok viriisii oldiiriir. Ancak bu sekilde islem gormiis et
riinlerinde baz1 1siya direngli Micrococcus, Lactobacillus ve Streptococcus
tirlerinin vejetatif hiicreleri ile Bacillus ve Clostridium tiirlerinin sporlar1 canli kalir.
Bu nedenle de bu tiir {irlinlerin sogukta muhafaza edilmesi gerekir. Pastdrize et
tirtinlerinin raf dmrii uygulanan 1sisal islemine ve islem sonrasi meydana gelebilecek

kontaminasyona bagli olarak degisir (Erol, 2007).

Personel egitimi ve HACCP kurallarina uyularak gida kaynakli zehirlenmelerin
azaltilabilecegi  belirtilmektedir (Soriano ve ark.,, 2002). Gida kaynakli
enfeksiyonlarin ve intoksikasyonlarin énlenmesinde, 1s1 islemlerindeki sicakliklarina
dikkatle uyulmasi, ¢ig gidalardan pismis gidalara ¢apraz kontaminasyonun
engellenmesi ve yeterli 1s1 islemi uygulamalarinin ger¢eklesmesi gerekmektedir.
Bunlara ek olarak, 6zellikle anaerob ortamin olustugu konserve gidalarda 1sil isleme
cok dikkat edilmesi, siliphelenilen konservelerin imha edilmesi ve ev
konservelerinden kagmilmasi onemlidir. Ayrica, bu bakterinin gelisimini inhibe
edecek sekilde pH, tuz, kimyasal koruyucu (et iriinlerinde sodyum nitrit ve nitrat
uygulamalar1) ve benzeri diger antimikrobiyal uygulamalarin yapilmasi koruyucu

onlemler arasinda yer almaktadir (Unliitiirk ve Turantas, 1998).

Yetersiz 1s1l islemi, uygun olmayan depolama sartlari, etlerin veya gidalarin
yeniden 1sitilmamast gibi islemler sporlarin vejetatif hale gegmesini saglamaktadir
(Rood, 1998). CI. perfringens sporlarinin Dgs degerinin 200 dakika oldugu
belirtilmektedir (Brynestad ve Granum 2002). Sporlarin vejetatif hale ge¢mesini
engellemek icin gidalarin tasinmasi, depolanmasi, pazarlanmasinda soguk muhafaza
ve tiiketimi Oncesinde buzdolabi sicakliginda saklanmasi onerilmektedir (Junega ve

ark., 2006).
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Gida giivenliginin saglanmasi ve halk sagliginin korunmasi ile gida kayiplarinin en
az diizeye indirgenmesi i¢in, liretimden tiiketime kadar olan tiim asamalarda uygun
hijyenik ve teknolojik kosullarin saglanarak istenilen kalitede iiretimin yapilmasi,
tilkketicinin bilinglendirilmesi ve uluslar arasi1 diizeyde yasa ve ydnetmelikler
cergevesinde gida kontrol mekanizmalarinin en etkin sekilde calistirilmasi gerektigi
bildirilmektedir (Erol, 2007). Zehirlenme riski tasiyan gida alimindan kaginilmasi
(6rnegin orman mantari, acikta satilan siit), kullanilan su kaynaklarinin dezenfekte
edilmesi, ¢ocuklara pastorize edilmemis siit, siit liriinii, ¢ig ya da iyi pisirilmemis
yumurta, et, et trtinii (6zellikle hamburger) yedirilmemesi, el yikama, 6zellikle ¢ig
etle temas eden ylizey ve aletlerin temizlenmesi, ¢ig ve pismis triinlerin birbirine
temas ettirilmemesi, pisirme kosullarina dikkat edilmesi (ette pembe alan
kalmamali), besinlerin saklama kosullarma dikkat edilmesi (<4°C - >70°C), bir

kereden fazla 1sitma yapilmamasi sayilabilir (Besli ve Ergiiven 2009).

Sigir etleri ¢ogunlukla %4 ¢eyrek govde halinde, askiya alinmadan ve herhangi
bir koruyucu kilif (stokinet, polietilen torba) gegirilmeden sevk edilmektedir. Yapilan
aragtirmalar, kontaminasyonda mezbaha hijyeninin birinci sirada yer aldigin1 ve bunu
etlerin ¢ekilmesi, karistirilmas1 ve pargalanmasi gibi islemler sirasinda kullanilan
satirlarin, bigaklarin, tezgahlarin ve c¢alisan personelin hijyenik durumlarinin rol
oynadigim1 ortaya koymustur. Tiiketime kadar olan diger asamalar esnasinda,
baslangicta kontamine olmus mikroorganizmalar etin bozulmasina sebep
olabilecekleri gibi, tiiketiciler i¢in de gida zehirlenmelerinde potansiyel bir risk
kaynagidir. Et kalitesi ve giivenliginde, karkasi kontaminasyondan korumak i¢in

kesim iglemi olduk¢a 6nemlidir (Gracey ve ark., 1999; Sancak ve ark., 1993).

Gida kaynakli zehirlenmelerin ve dolayist ile hastalik yiikiinlin azaltilmasina
yonelik arastirma — gelistirme c¢aligmalarinin bolgesel, ulusal ve uluslararasi bir
sekilde diizenli halde gida giivenligi i¢in yapilmasi gerekmektedir. Bu teknolojinin
gelistirilmesinde  hiikiimetler aras1 calismanin ve uluslar arasi standartlarin

olusturulmasi 6nemlidir (Quested ve ark., 2010).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Bu c¢alismada, 2011 yilimin Nisan, Mayis, Haziran ve Temmuz aylarinda
Afyonkarahisar’in degisik kasap ve sarkiiterilerinden satin alman 100 (50 tavuk
kiyma ve 50 sigir kiyma) drnek materyal olarak kullanilmistir. Ornekler soguk zincir
altinda labaratuara getirilerek analizleri yapilmistir. Orneklerdeki Cl. perfringens
kontaminasyonu EMS yontemi (En Muhtemel Sayr Yontemi) kullanilarak
belirlenmistir (Labbe, 1989).

2.1.1. Cl. perfringens’ in izolasyonu ve identifikasyonunda kullanmilan besi yerleri
ve ayiraclar

Perfringens Enrichment Medium (Thioglycollate Medium ) (Oxoid CM0173)

Bilesimi

Yeast extract 50¢9
Tryptone 15.0g
Glucose 5.5¢

Sodium thioglycollate 0.5¢g

Sodium chloride 2549
L-cystine 054¢
Resazurin 0.001g
Agar 0.75g
Distile su 1000 ml
pH 7.1+0.2
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Hazirlams1

Hazir besi yerinden 29.5 g tartilarak 1 litre distile suda ¢oziindirilip pH s1 7.1 e
ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra 50°C’ye kadar
sogutuldu. 500 ml hazirlanarak sogutulan PEM’e steril sartlarda sulandirilan 1 vial
Perfringens (TSC) Supplement (Oxoid SR 0088E) ilave edilerek karistirildi.

Perfringens (TSC) Selective Supplement (Oxoid SR 0088E)
Vial igerigi:
D-cycloserine 200 mg.

(her bir vial 500 ml besi yeri i¢in standart olarak hazirlanmistir)

Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) Agar (Oxoid CM 0587)

Bilesimi

Tryptose 15.0¢
Soya peptone 5.09
Yeast extract 509

Sodium metabisulphite 1.0g

Ferric ammonium citrate 1.0g

Agar 19.0g
pH 7.6 £0.2
Hazirlams1

Hazir TSC agardan 23 g tartilarak 500 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriiliip, sicak su
banyosunda eritildi. 121°Cde 10 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra besi yeri
SOOC’ye kadar sogutuldu. Bu sicaklikta hazirlanan besi yeri igerisine steril sartlarda
Egg Yolk Emulsiyon (500 ml’ye 25 ml) ve Perfringens Supplement (TSC) (Oxoid
SR 0088)’den 1 vial 2 ml steril distile su ile eritilip besi yerine ilave edilerek

karistirildi. Ardindan steril petrilere dokiildi.
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Egg Yolk Emulsiyon (Oxoid SR0047C)

Columbia Blood Agar Base (Oxoid CM 0331)

Bilesimi

Special peptone 23.0g
Starch 1.0g
Sodium chloride 5.09
Agar 10.0g
Hazirlamis1

Bu hazir besi yerinden 39 g tartilarakl litre distile suda ¢oziindiiriildii ve sicak su
banyosunda tamamen eritildi. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildikten
sonra 50°C kadar sogutuldu ve iizerine saglikli koyundan alman % 7°lik steril
defibrine kan ilave edildi. Homojen sekilde karistirildiktan sonra besi yeri steril

petrilere dokiildii.

Lactose Gelatin Medium (FDA, Bacteriological Manual, 2001)

Bilesimi

Tryiptose 1509
Yeast extract 10.0¢g
Lactose 10.0g¢
Gelatine 120 g

Phenol red (%95 ethanolde, % 1’lik ¢ozeltisi) 5ml
Distile su 1000 ml
pH 75+0.2
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Hazirlams1

Jelatin hari¢ diger bilesenler 1 litre distile suda ¢oziindiriliip pH degeri 7.5’¢
ayarlandiktan sonra jelatinde ilave edilerek su banyosunda eritildi. Tiiplere 10’ar ml
konularak 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi.

Motility Nitrate Medium (Fluka, 14305)

Hazir besi yerinden 23.5 g tartilarak 1 litre distile suda ¢ozilindiiriildii ve tizerine 5 ml
gliserin ilave edildi. pH degeri 7.3 £ 0.1’e ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda
iyice eritildi. Daha sonra tiiplere paylastirilarak 121°C’de 15 dakika otoklavda steril
edildi.

Nitrate reagent (A) (Remel, 21239) Nitrate reagent (B) (Remel, 21242)

% 0.8 sulfanilid acid %0.5 o napthylamine

Asit Fosfataz Testi

Cl. perfringens igin selektif kat1 besiyeri olarak kullanilan TSC Agar Base (Oxoid
CMO0173) katkist olan ve her sisesinde 200 mg D-Cycloserine; 50 mg 4-
methylumbelliferyl-phosphate disodium salt bulunan Clostridium perfringens
suplementi’nden (Merck HC082943-1.00888.0010) 500 ml besi yeri i¢in 1 vial
kullanildi. Hazirlanan MUP suplementli TSC Agara 6zeyle gegilen koloniler 46°C’de
24-48 saat anerob kosullarda inkiibe edildi. Daha sonra petriler uzun dalga boylu UV
lamba altinda tutuldu. Floresan 1sima verenler pozitif olarak kabul edildi. D-
Cycloserine refakatci floray1 baskilayip kolonilerin daha kiiclik kalmasini saglarken,
ayn1 zamanda Cl. perfringens kolonilerinin etrafinda siyahlagsmaya neden olur. 4-
Methylumbelliferyl phosphate (MUP) alkali ve asit fosfataz i¢in florojenik bir
bilesiktir. Asit fosfataz Cl. perfringens i¢in yiiksek diizeyde spesifik olup, MUP’u
uzun dalga boylu UV lambasi altinda floresan 1s1ma veren 4-methylumbelliferone’a

pargalar ve boylece Cl. perfringens kolaylikla belirlenir.
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Katalaz Testi

%3’liik hidrojen peroksit (H20;) (Merck 8597) ile hazirland1

Gas Generating Kit (Oxoid Anaerobic System BR0038B)

Test Susu

Reverse-CAMP testinde Streptococcus agalactiae B (Ref.No: 0439P) ve Clostridium
perfringens (Ref. No: ATCC 13124) suslar1 kullanildi.

2.2. Yontem

En muhtemel say1 yonteminin prensibi, ardisik 3 seyreltiden siv1 besi yerlerine ekim
yapip inkiibasyon sonunda gelisme olanlar1 pozitif olarak degerlendirmek ve
istatistik yontemlerle elde edilmis tablolardan yararlanilarak Ornekteki sayiyi
hesaplamaktir. Yontemin “En Muhtemel Say1” (Most Probable Number; MPN)
olarak adlandirilma nedeni yukarida da belirtildigi gibi 6rnekteki mikroorganizma
sayisiin istatistik sekilde elde edilmis tablolardan yararlanilarak hesaplanmasidir.
Yontemin uygulanisi basit olarak ardisik 3 seyreltiden 3’er adet 10 ml besi yerine
I’er ml ekim yapilmasi olarak tanimlanabilir. ~ EMS yonteminde ardigik
seyreltilerden 3’er besi yeri tiipline ekim yapildiktan sonra tiipler aranacak
mikroorganizma i¢in optimum sicaklikta ve gereken siirede inkiibe edilir. Bu siirenin
sonunda her seyreltide kag tiipte pozitif sonu¢ alindig1 kaydedilir (Ayanoglu, 2008).

Cl. perfringens’in izolasyon ve identifikasyonu Tablo 2.1.” de verildigi gibidir.
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Tablo 2.1. Cl. perfringens’in izolasyon ve identifikasyon semasi (Sarigiizel., 2005).

Clostridium perfringens’in izolasyon ve identifikasyonu

25 gram gida 6rnegi + 225 ml. Perfringens Enrichment Medium

( Fluid Thioglycollate Medium U.S.P.)

v

Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) Agara bir 6ze dolusu gegilip 46°C’de 20-48 saat anaerob
inkiibasyon

|

TSC Agarda iireyen tipik siyah kolonilerden 5 adeti segilip identifikasyon amaciyla tekrar TSC
agara gegilip 46°C’de 20-48 saat anaerob inkiibasyon

\

IDENTIFIKASYON
Biyokimyasal Testler

Gram Boyama ve Katalaz Testi

Mikroskobik Baki
4

3 Laktoz Jelatin

Nitrat Motilite Testi .
trat Motilite Test Testi

5 6

Reverse - CAMP Asit Fosfataz Testi
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Farkli kasap ve sarkiiterilerden aseptik kosullarda alinan 250’ser gram kiyma
ornekleri (tavuk ve si8ir) soguk zincir altinda laboratuvara getirildikten hemen sonra
Cl. perfringens yoniinden analiz edildi. Kiyma Orneklerindeki Cl. perfringens’in

varligi En Muhtemel Say1 Yontemine gore tespit edildi.

Yontem geregince kiyma Ornekleri asagida anlatildigni gibi sirasiyla
zenginlestirme isleminden sonra kati besi yerine gecildi ve kolonilerin
degerlendirilmesi yapildi. Cl. perfringens’in izolasyon ve identifikasyonu Sekil

2.1.’de, identifikasyon i¢in uygulanunda testler ise Tablo 2.2.’de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Cl. perfringens’in identifikasyonunda uygulanan biyokimyasal testler (Labbe, 1989)

ETKEN Gram Katalaz Reverse-(_:AMP Asit Hareket | Nitrat | Laktoz | Jelatin
boyama testi fosfataz
CL. PERFRINGENS + - + + - + + +

2.2.1. Zenginlestirme

Her bir 6rnek 25 gram tartilarak, icinde 225’er ml Perfringens Enrichment Medium
(PEM: Thioglycollate Medium + Perfringens (TSC) Supplement Oxoid SRO088E)
bulunan steril posetler igerisinde stomacher (Interscience Bag Mixer) da homojenize
edildi (25g numune + 225 ml PEM). Her bir 6rnekten, i¢inde 9’ar ml Perfringens
Enrichment Medium (Fluid Thioglycollate Medium-TGM) bulunan 4 tiipe 1’er ml
gecildi. Tiiplerden 3’1t MPN ic¢in ayrilirken, 1’1 ikinci basamak i¢in sulandirma tiipii
olarak kullanild1 ve bu tiipten alinan 1’er ml homojenat 9’ar ml TGM bulunan 4 tiipe
aktarildi (0.1 g 6rnek + 9 ml TGM). Ugiincii basamakta da ikinci basamaktaki

sulandirma tliplinden 1’er ml homojenat alinarak 9’ar ml TGM bulunan 3 tiipe
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gecildi (0.01 g + 9 ml TGM). Bu sekilde MPN igin3x 1 g,3x0.1 gve3x0.01g
zenginlestirme tiipleri olusturuldu. Tiiplerin tizeri steril parafinle kapatilarak 46°C’de
20-48 saat anaerob kosullarda inkiibe edildi. Resim 2.1.’de Cl. perfringens’in

TGM’de gaz olusturan tipik gériiniimii verilmistir.

Resim 2.1. Cl. perfringens’in TGM’de gaz olusturan tipik goriiniimii.

2.2.2. Kat1 Besi Yerine Ekim

Zenginlestirme sonrasi bulaniklik ve durhaim tiiplerinde gaz olusan tiiplerden bir 6ze
dolusu homojenat alinarak Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) agar (Oxoid
CMO0587) yiizeyine ¢izme plak yontemi ile ekim yapildiktan sonra plaklar anaerob
kosullarda (Gas generating kit Oxoid BR0038B) 46°C’de 20-48 saat inkiibe edildi
(Resim 2.2. ve Resim 2.3.).
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Resim 2.3. Cl. perfringens kolonilerinin TSC agardaki tipik goriiniimii
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2.2.3. Cl. perfringens’in identifikasyonu

TSC agarda 46°C’de anaerob kosullarda 20-48 saat inkiibasyon sonucunda iireyen
siyah renkli Cl. perfringens siipheli kolonilerden (Resim 2.2 ve Resim 2.3) tipik 5
koloni secilerek identifikasyon icin yeniden TSC agara gecildi ve plaklar 46°C’de
anaerob kosullarda 20-48 saat inkiibasyona birakildi. Bu islem sonunda biyokimyasal
testler yapilarak Cl. perfringens’in identifikasyonu gergeklestirildi. Test sonuglarina
gore Gram (+), katalaz (-), laktoz (+), jelatin (+), hareket (-), nitrat (+), reverse—
CAMP testi (+) ve asit fosfataz testi (+) reaksiyon veren koloniler CI. perfringens

olarak degerlendirildi.

2.2.3.1. Gram Boyama ve Mikroskobik Baki

Siipheli Cl. perfringens kolonilerden Gram boyama yapildi. Mikroskobun (Olympos
E A100 1.25 oil 160/-) immersiyon objektifinde mavi-mor renkli ¢ubuk formunda
goriilen mikroorganizmalar Resim2.4.’deki goriintiiyii verdi ve Gram pozitif olarak

degerlendirildi.
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Resim 2.4. Cl. perfringens’ in mikroskoptaki tipik gorintiisii

2.2.3.2. Katalaz Testi

Bu amagla, 6nceden hazirlanmis olan % 3’liikk H2O, solusyonundan bir 6ze dolusu
bir lam {izerine alinarak, {izerine 6ze yardimu ile siipheli Cl. perfringens kolonisinden
konulup karnistirildi. 1-2 sn igerisinde koplirme seklindeki gaz olusumunun

goriilmemesi katalaz negatif olarak degerlendirildi.

2.2.3.3. Nitrat- Motilite Testi

TSC agardan alinan siipheli koloniler igerisinde Motility Nitrat Medium bulunan
tiiplere inokule edilerek kapaklar1 kapatildi ve 46°C’de 24 saat aerob kosulda inkiibe
edildi. Yalnizca inokulum yapilan hatta meydana gelen lireme hareket negatif olarak
degerlendirildi. Inkiibasyon siiresinden sonra aymi besi yerine nitrat ayiracinin

(Nitrate reagent (A) % 0.8 sulfanilid acid ve Nitrate reagent (B) %0.5 o
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napthylamine) damlatilmasindan 2 dakika sonra kirmizi-mor rengin olusumu nitratin
nitrite indirgendigini gésterdiginden nitrat pozitif, herhangi bir renk olugsmamasi ile
nitrat negatif olarak degerlendirildi. Resim2.5., Resim2.6. ve Resim2.7.’de elde

edilen sonuglar goriilmektedir.

Resim 2.5. Resim 2.6. Resim 2.7.

Hareket (-) Hareket (+) Nitrat (+) Nitrat (-)

Resim 2.5. Cl. perfringens’ in Nitrat Motilite Medyumdaki tipik goriintiisii (hareket negatif)

Resim 2.6. Cl. perfringens’in disinda bir mikro organizmanin Nitrat Motilite Medyudaki
goriintiisii (hareket pozitif)

Resim 2.7. Cl. perfringens” in Nitrat Motilite testi pozitif ve negatif 6rnekleri

2.2.3.4. Laktoz Jelatin Testi

Icerisinde esit miktarda laktoz jelatin medium bulunan tiiplere siipheli koloniler
inokule edilerek 35-37 °C’de 24-48 saat aerob kosulda inkiibe edildi. Gaz
kabarciklarinin meydana gelmesi (Resim 2.8.) ve 6ze hatt1 boyunca kirmizidan sariya
renk degisikliginin olusmasi1 laktoz pozitif olarak degerlendirildi. inkiibasyondan
sonra tiipler 4°C’de 1 saat bekletildiginde jelatin sivi halde ise bu koloni pozitif

olarak degerlendirildi.
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Resim 2.8. Laktoz fermentasyon ve jelatini sivilastirma testi

2.2.3.5. Reverse-CAMP Testi

Bu test i¢in Str.agalactiae susu belirleyici mikroorganizma olarak kullanildi.
Columbia Blood Agar’in (CBA) ortasina referans Str.agalactiae susu bir hat seklinde
bastan sona gecildi. Siipheli CI. perfringens suslar1 birbirine paralel 2 cm araliklarla
ve gecilen Str.agalactiae’den 1 mm uzaklikta dikey olarak gecildi ve 46°C’de 24-48
saat anaerob ortamda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda referans susa yakin yerde
yarim ay seklindeki zon Reverse—-CAMP testi pozitif olarak degerlendirildi. Resim
2.9.”daki gibi goriintiiler elde edildi.
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Resim 2.9. Reverce — CAMP Testi

2.2.3.6. Asit Fosfataz Testi

Cl. perfringens igin selektif kat1 besiyeri olarak kullanilan TSC Agar Base (Oxoid
CMO0587) igerisine Cl. perfringens selective suplementi’nden (Merck HC082943)
(D-Cycloserine200mg; 4-Methylumbelliferyiphosphate di sodium salt 50mg) 500 ml
besi yeri i¢in 1 vial kullanildi. Hazirlanan MUP suplementli TSC Agara 6zeyle
gecilen koloniler 46°C°de 24-48 saat anerob kosullarda inkiibe edildi. Daha sonra
petriler uzun dalga boylu UV lamba altinda tutuldu. Floresan 1s1ma verenler pozitif
olarak kabul edildi. D-Cycloserine refakat¢i florayr baskilayip kolonilerin daha
kiiciik kalmasini saglarken, ayn1 zamanda Cl. perfringens kolonilerinin etrafinda
siyahlasmaya neden olur. 4-Methylumbelliferyl phosphate (MUP) alkali ve asit
fosfataz icin florojenik bir bilesiktir. Asit fosfataz CIl. perfringens igin yiiksek
diizeyde spesifik olup, MUP’u uzun dalga boylu UV lambasi altinda floresan 1s1ma
veren 4-methylumbelliferone’a pargalar ve boylece Resim 2.10., Resim 2.11., Resim

2.12.’deki gibi CI. perfringens kolaylikla belirlenir.
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Resim 2.10. CI. perfringens’ in UV lambasi altindaki tipik goriintiisii

Resim 2.11. Cl. perfringens’ in UV lambas: altindaki tipik goriintiisii
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Resim 2.12. Cl. perfringens’ in UV lambasi altindaki tipik goriintiisii
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3. BULGULAR

Bu calismada, Nisan 2011-Temmuz 2011 tarihleri arasinda Afonkarahisar ilinde
tilketime sunulan gesitli market ve kasaplardan satin alinan 50 sigir kiyma, 50 tavuk
kiyma olmak tizere toplam 100 adet kiyma Orneginde CIl. perfringens varligi
aragtirtlmistir. Yapilan laboratuvar c¢alismalari sonucunda toplamda 50 sigir kiyma
orneginin 34’tinde (%68) (ortalama 4.9 MPN/g), 50 tavuk kiyma Ornegininde
27’sinde (%54) (ortalama 3,5 MPN/g) olmak tizere, 100 6rnegin 61’inden (%61)
(ortalama 4.2 MPN/g) Cl. perfringens tespit edilmistir. Istatistiksel olarak yapilan Ki-

kare (chi square) testlerinde asagidaki bulgular elde edilmistir.

Tablo 3.1. Orneklerin Alindig1 Yer ile Cl. perfringens Bulunma iliskisi

Cl. perfringens p-degeri
Var(+) Yok (-) Toplam
Kasap Sayi(f) 21 12 33
& Yiizde(%) 63,6 36,4 100,0
>~ 0,704
) Sarkiiteri Sayi(f) 40 27 67 '
E Yiizde(%) 59,7 40,3 100,0
< Toplam Sayi(D) 61 39 100
Yiizde(%) 61,0 39,0 100,0
(f): 6rnek sayist p-degeri: anlamlilik degeri

Tablo 3.1. incelendiginde kasaptan alinan orneklerin %63,6’sinda (f=21) CI.
perfringens izole edilmis, %36,4’iinde (f=12) ise Cl. perfringens saptanmamustir.
Ayni sekilde sarkiiteriden alinan Orneklerin %59,7’sinde (f=40) CI. perfringens
saptanmis, %40,3’{inde (f=27) ise CI. perfringens e rastlanmamistir. Ornegin alindig
yer ile Cl. perfringens bulunma arasinda istatistiksel olarak bir iliski bulunmamistir
(p*>0,05). Fakat toplam ornekler {izerinden degerlendirildiginde, kasaptan toplanan

orneklerin sarkiiteriden toplananlara gore daha kontamine oldugu saptanmustir.
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Tablo 3.2. Orneklerin Tiirii ile Cl. perfringens’in Bulunma Iliskisi

Cl. perfringens

p-degeri
Var(+) Yok () Toplam
Tavuk Sayi(f) 27 23 50
Kiyma Yiizde(%) 54,0 46,0 100,0
i Sigir Sayi(f) 34 16 50 0,151
a Kiyma
= Yiizde(%) 68,0 32,0 100,0
Sayi(f) 61 39 100
Toplam
Yiizde(%) 61,0 39,0 100,0

(f): ornek sayist

p-degeri: anlamlilik degeri

Tablo 3.2.’deki verilere bakildiginda; tavuk kiymalarin %54’tinde (f=27) CI.

perfringens saptanmis, %46’sinda (f=23) CIl. perfringens saptanmamistir. Ayni

sekilde sigir kiymalarin %68’inde (f=34) Cl. perfringens belirlenirken, %32’sinden

Cl. perfringens izole edilmemistir. Ornegin tiirii (tavuk kiyma ya da s1gir kiyma) ile

Cl. perfringens bulunma arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p*>0,05). Fakat biitiin ornekler {iizerinden degerlendirildiginde, sigir kiyma

orneklerinden daha yiiksek oranda Cl. perfringens izole edilmistir.

Tablo 3.3. Orneklerin Alindig1 Zaman ile Cl. perfringens ‘in Bulunma iliskisi

Cl. perfringens

Var(+) Yok (-) Toplam  P-degeri
_ Nisan Sayi(f) 6 9 15
oh
'§ o Yiizde(%) 40,0 60,0 100,0
Lé: < Mayis Sayi(f) 19 16 35
= Yiizde(%) 54,3 45,7 100,0
: 0,097
Haziran Sayi(f) 17 8 25
Yiizde(%) 68,0 32,0 100,0
Temmuz Say1(f) 19 6 25
Yiizde(%) 76,0 24,0 100,0
Toplam Sayi(f) 61 39 100
Yiizde(%) 61,0 39,0 100,0

(f): 6rnek sayisi

p-degeri: anlamlilik degeri

44



Nisan ayinda alinan toplam 6rnek sayisi f=15’tir. Bu 6rneklerin %40’inda (f=6) CI.
perfringens bulunurken, %60’inda (f=9) Cl. perfringens saptanmamistir. Mayis
aymda alinan 6rneklerin (f=35) %54,3’tinden (f=19) CI. perfringens izole edilirken
% 45,7’sinden (f=16) edilmemistir. Haziran ayinda toplam o&rnegin (f=25)
%68,0’indan  Cl. perfringens saptanmis olup %32,0’inda CIl. perfringens’e
rastlanmamistir. Temmuz ayinda ise; elde edilen 6rneklerin (f=25) %76,0’mndan CI.
perfringens bulunmus, %24,0’indan Cl. perfringens izole edilmemistir. Tablo3.3 ve
Tablo 3.4. incelendiginde Cl. perfringens’in 6rneklerin alindig1 aylara gére bulunma
yiizdesi Nisan ayindan Temmuz ayma dogru diizenli bir sekilde artmistir. Microsoft
Excel 2010°da yapilan tabloda da goriildiigii iizere, bu artisin nedeninin, Nisan

ayimndan Temmuz ayina kadar olan sicaklik artis1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tablo 3.4. Aylara gore kiyma 6rneklerinde Cl. perfringens bulunma yiizdeleri

60 -/

50 -

40 - M Var

Yiizdeler

30 - H Yok
20 -

10 A

Nisan Mayis Haziran Temmuz
(Aylar)

Elde edilen bulgular dogrultusunda toplam yiiz kiyma ornegindeki CI.
perfringens varligi Nisan aymda %40, Mayis ayinda %54.3, Haziran ayinda %68,
Temmuz ayinda ise %78’dir. Tablo 3.4.’te de goriildiigii gibi hava sicakliklar
arttik¢a aylara bagli olarak Cl. perfringens diizeyinde de artma goézlenmistir.
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Tablo 3.5. Aylara gore kiyma 6rneklerinde Cl. perfringens bulunma yiizdeleri

100
90
80
70
60
50

Yizdeler

40
30
20
10

0

Nisan

Mayis

Haziran

Temmuz

H pilic kiyma

33,3

50

56,3

64,3

m dana kiyma

44,4

57,1

88,9

90,9

Tablo 3.5. incelendiginde, Nisan aymda tavuk kiymalarinin %33.3linde, sigir
kiymalarinin  %44.4’tinde, Mayis ayinda tavuk kiymalarmim %50’sinde, sigir
kiymalarinin %57’sinde, Haziran ayinda tavuk kiymalarinin %56.3’linde, sigir
kiymalariin %88.9’unda, Temmuz ayinda tavuk kiymalarinin %64.3’{inde, sigir
kiymalarimin ise %90,9’unda Cl. perfringens varligi goriilmektedir. Aylara paralel
olarak CI. perfringens diizeyinde artis gozlenmistir. Sigir kiymalarindaki artis

oraninin, tavuk kiymalarindaki artis oranindan daha fazla oldugu saptanmustir.
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Tablo 3.6. Cl. perfringens’in kasap ve sarkiiterilerdeki bulunma yiizdeleri

100 ~

60 -
H kasap

Yiizdeler

40 - W sarkiteri

20 A

var yok

Cl. perfringens Bulunma

Tablo 3.6. ‘dan da anlasilacagi tizere, kasaptan alinan 33 6rnegin %63 iinde CI.
perfringens bulunurken, sarkiiterilerden aliman 67 Ornegin % 59.7’sinde CI.
perfringens saptanmistir. Elde edilen sonuglara gore, Afyonkarahisar’daki kasap ve
sarkiiteriler arasinda biiyiik bir fark bulunmamakla beraber kasaplarm hijyenik

kurallara daha elverissiz oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Aylara gore farkliliktan kaynaklanan diizeyler incelendiginde, Nisan ayinda
alman 15 ornegin 6’sindan (%40), Mayis aymnda alman 35 O6rnegin 19’undan
(%55.28), Haziran ayinda alinan 25 6rnegin 17’sinden (%68), Temmuz ayinda alinan
25 ornegin 19°undan (%80) CI. perfringens izole ve identifiye edilmistir. Elde edilen
veriler dogrultusunda, farkli aylardaki sicaklik artisina paralel olarak CI.
perfringens’in izolasyon ve identifikasyonunda artis oldugu, yiizdelerin artarak

PO

degistigi tespit edilmistir.
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4. TARTISMA

Gectigimiz birka¢ on yilda islenmis ve ¢ig sigir ile kanatli etlerindeki CI.
perfringens’in insidensine iligkin birgok arastirma yapilmistir. Bu arastirmalarda sigir
ve kanatlilarda bu mikrooorganizmanin yaygin bir sekilde varoldugu bildirilmektedir
(Cakmak ve ark, 2006; Labbe, 2000; Labbe, 1989). Kanatlilarin bagirsaklarinda
bulunan bu enteropatojenlerin varligi, kesim prosesi sirasinda karkaslarin kontamine

olmasi ile son iriiniin de kontamine olmasi ile sonuglanmaktadir (Miwa ve ark.,

1997).

Afyonkarahisar’da 2011 yilinin Nisan, Mayis, Haziran, Temmuz aylarinda
halka acik kasap veya sarkiiterilerden alinan herbiri farkli 50 tavuk kiyma, 50 sigir
kiyma olmak iizere toplam 100 6rnek incelenmistir. Her 6rnek soguk zincir altinda
laboratuvara getirilip hemen isleme alinmigtir. 50 tavuk kiyma 6rneginin 27’sinden
(% 54) (3,5 MPN/g), 50 sigir kiyma 6rneginin 34’tinden (% 68) (4.9 MPN/g) CI.
perfringens izole ve identifiye edilmistir. Bu durum tiim kiyma 6rneklerinden 61’inin
(% 61) (4.2 MPN/g) CI. perfringens ile kontamine oldugunu goéstermistir. Bu
calismada, tavuk kiyma ve sigir kiyma 6rneklerinin 3.0 ile 20.0 MPN/g arasindaki

diizeylerde CI. perfringens ile kontamine oldugu saptanmustir.

Kamber ve ark., (2007) Kars’ta yerel marketlerden ve kasaplardan topladiklart
96 s1gir kiymasi orneginde (16’s1 marketlerden, 80°i kasaplardan) Cl. perfringens ve
toksininin varhgini ELISA yontemiyle arastirmislardir. Incelemeleri sonucunda
orneklerin 31’inden (%32) Clostridium spp. izole ettiklerini ve bu 31 Ornekten
17’sini de (%55) CI. perfringens (2’si marketlerden, 15’1 kasaplardan) olarak izole

ettiklerini, bildirmislerdir.

Erol ve Cakmak’in (2000) yaptig1 calismada, Ankara’nin degisik semtlerindeki

marketlerden ve kasaplardan alinan kiyma orneklerinde Cl. perfringens diizeyinin

48



belirlenmesi amaciyla MPN teknigi kullanilmis ve analiz bulgular1 sonucunda toplam
80 hazir sigir kiymasi drneginin 52’sinin (% 65) ortalama 2.51 MPN/g (0.30 — 1.5
x10' MPN/g) diizeyinde Cl. perfringens ile kontamine oldugu saptanmustir. Cl.
perfringens izole ve identifiye edilen 52 Ornegin 28’inin (% 53.8) marketlerden,
24’tnlin (% 46.1) kasaplardan alinan Orneklere ait oldugu bildirilmistir. CI.
perfringens izole edilen 52 6rnekten 35’inin (% 67.3) Haziran — Eyliil donemini
kapsayan sicak aylardan, 17’sinin de (% 32.7) relatif soguk aylarda (Subat — Mayis)
alman Orneklere ait oldugu saptanmistir. Sonug olarak, bu calisma kapsaminda
incelenen sigir kiymalarinin 6nemli bir boliimiinin Cl. perfringens ile kontamine
oldugu saptamislardir. Orneklerin Cl. perfringens ile komtaminasyon diizeyinin
diisiik olmasima karsin, kiyma tiikketiminden kaynaklanabilecek halk sagligi riskinin
Onlenebilmesi bakimindan, kiyma firetiminde gerekli tiim hijyenik ve teknik

kosullarin saglanmasi gerektigine dikkat ¢ekilmektedir (Erol ve Cakmak, 2000).

Ali ve ark., (1991) yaptiklar1 calismada, 118 sigir kiymasi 6rneginin 64’tinden
(%54), CI. perfringens izole ettiklerini kaydetmislerdir. Yine ayni1 yil Ali ve Fung
(1991) 55 hindi kiymasi 6rneginin 40’inda (% 73) Cl. perfringens saptadiklarini
bildirmislerdir. Tekinsen ve ark., (2001) nin Ankara’ da yaptiklar arastirmada ise;
marketlerden topladiklart 20 kiyma Orneginin % 35’inde CI. perfringens tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Goniilalan ve Kose (2002) Kayseri’de piyasada satilan 100
kiyma orneginin %61’inde CIl. perfringens bulmuslardir. Con ve ark., (2002)
Afyonkarahisar’da inceledikleri 30 sucuk Orneginin % 6.67’sinde 10' kob/g
diizeyinde Cl. perfringens bulundugu bildirilmistir. Sancak ve ark., (1993) Van
illinde, kasap ve marketlerde tiiketime sunulan 100 adet sigir ve 100 adet koyun
olmak tizere toplam 200 kiyma Ornegini incelemis, sigir kiyma Orneklerinin %
15’inin, toplam et Orneklerinin ise % 42 oraninda Cl. perfringens ile kontamine

oldugunu bildirmislerdir (Sancak ve ark., 1993).

Cakmak ve ark., (2006) yaptiklar1 ¢alismada, kesimhanelerinden alinan 40
donmus tavuk kiymasi ve 40 tavuk burger 6rneginden 40 tavuk kiymasi orneginin

28’inden (% 70,0) ortalama 2,6 MPN/g diizeyinde, 40 tavuk burger Orneginin
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yalnizca 1’inden (% 2,5) 0,36 MPN/g diizeyinde Cl. perfringens izole edildigini
bildirmislerdir. Sarigiizel (2005), Ankara’da tiiketime sunulan degisik firmalara ait
100 hindi kiymasi 6rneginin 58’inden (%58.0) Cl. perfringens izole ve idendifiye
edildigini bildirmistir.

Kalender ve Ertas (2004), Elaz1g ilinde yaptiklari arastirmada, 8 isletmeye ait
160 adet tavugun bagirsak igerigini incelemis ve Orneklerin 8’inden (%5) CI.
perfringens izole ettiklerini bildirmislerdir. Elde edilen izolatlarin 6’s1 tip A olarak
tiplendirilmistir. Cl. perfringens tip A insanlarda gida kaynakli enfeksiyonlara neden
olmasi sebebiyle, bu arastirma tavuklarin Cl. perfringens tip A yoniinden halk saglig

icin onem tasidigini géstermistir.

Miwa ve ark., (1998) Japonya’da, her birinden 50 6rnek olmak iizere sigir,
domuz ve tavuk etlerinde enterotoksijenik Cl. perfringens varligini ve miktarini
arastirdiklar1 galismalarinda, Cl. perfringens oraninin; sigir etlerinde % 16, domuz
etlerinde % 10 ve tavuk etlerinde ise % 84 oldugunu; enterotoksijenik CI.
perfringens kontrol yiizdesi ise; sigir etinde % 2, kanatli etinde % 12 ve domuz
etinde % 0 oldugunu saptamiglardir (Miwa ve ark., 1999; Miwa ve ark., 1998). Hall
ve Angelotti (1965), 262 sigir eti ve irtinlerinin 113’tinden (%43.1) CI. perfringens
saptadiklarini, 50 sigir eti 6rneginin 35’inden (%70), 26 tavuk Orneginin 15’inden

(%58) oraninda C. pefringens saptadiklarini1 kaydetmislerdir.

Stagnitta ve ark., (2002) Arjantin’in San Luis eyaletinde; enterotoksijenik CI.
perfringens’in yayginligini arastirmak iizere yapilan ¢aligmada, 100 kiyma Srneginin
24’iinden (%24),100 hamburger 6rneginin 19’undan (%19), 315 taze sosis drneginin
83’tinden (%26.35) ve toplamda 126 Ornekten (% 24.46) CIl. perfringens izole

ettiklerini, 126 6rnegin 9 unun (%?7.14) enterotoksijenik oldugunu bildirmislerdir.

Singh ve ark., (2005) yaptiklar1 ¢alismada, 70’1 manda eti, 70’1 kegi eti ve 71’1

kanatli eti olmak {izere 211 ornekte Cl. perfringens varligi arastirmiglardir.
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Incelemeleri sonucunda; keci etinde % 91.4, kanath etinde % 70.4, manda etinde

% 65.7 oraninda Cl. perfringens izole etmislerdir.

Cohen ve ark., (2008) yilinda sigir kiymalar1 ve taze sosislerin mikrobiyel
kalitesi tlizerine yapilan bir c¢alismada, kasap, siipermarket ve fast-food
restoranlarindan toplanan 150 sigir kiymasi ve 100 sosis ornegi incelenmis, CI.
perfringens’in, baharatsiz 6rneklerde % 8.7, baharatli 6rneklerde ise % 29.6 oraninda
izole edildigi bildirilmistir (Cohen ve ark., 2008). Arjantin’de yerel diikkanlarda
satilan baharat oOrneklerinde CI. perfringens varliginin arastirildigi bir bagka
calismada, 115 6rnegin 14’tinde (% 12.7) Cl. perfringens izole etmisler ve bu
orneklerinde 4’niin (%28.6) enterotoksijenik ~ Cl. perfringens oldugu tespit
edilmistir (Aguilera ve ark., 2005). Craven (2001), kanatli kesimhanesindeki broiler
karkaslarinin rinse Orneklerinin  %67’sinden Cl. perfringens izole edildigi

kaydetmistir.

Wen ve McClane (2004), yaptiklar1 ¢alismada, ABD’de satisa sunulan gidalar
arasinda 147 tavuk orneginin 56’tisindan (%38), 68 hindi 6rneginin 19°undan (%28),
83 s181r eti 6rneginin 17’°sinden (%21), 108 s18ir kiyma 6rneginin ise 25’inden (%23)
sirastyla 2-5 MPN/g, 1-19 MPN/g, 1-10 MPN/g, 3-32 MPN/g diizeylerinde CI.

perfringens ile kontamine oldugu bildirilmistir.

Bu ¢alismada elde edilen bulgular (% olarak); Kamber ve ark., (2007), Erol ve
Cakmak (2000), Ali ve ark., (1991), Ali ve Fung (1991), Sarigiizel (2005), Cakmak
ve ark., (2006), Craven (2001), Hall ve Angelotti (1965) ve Singh ve ark., (2005)’nin
yaptig1 caligmalar ile paralellik gosterirken, Tekingen ve ark., (2001), Con ve ark.,
(2002), Sancak ve ark., (1993), Kalender ve Ertas (2004), Miwa ve ark., (1998),
Stagnitta ve ark., (2002), Cohen ve ark., (2008) ve yaptiklar1 ¢alismalarda elde edilen
sonuclarin bu caligmanin sonuglarindan daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu
farkliliklarin; analizi yapilan materyallerin (kanatl bagirsak igerigi, kanatli prosesi
rins 6rnegi, sucuk, hindi eti, kanatli eti, sigir eti v.b) farkli olmasi, 6rnek sayisi,

kullanilan izolasyon metodlar1 (ELISA, PCR, klasik kiiltiir teknigi, MPN v.b),

51



kullanilan besi yerleri ve zenginlestirme brotlari, Orneklerin g¢alisildigi donem,
orneklerin toplandigi yer, {irlin ve lretim prosesindeki hijyenik sartlarla iligkili
olabilecegi diistiniilmektedir. Bu ¢alismada MPN teknigi ile belirlenen CI.
perfringens’in ortalama diizeyleri, diger arastiricilarin bildirdigi diizeylerden yiiksek
bulunmustur. Craven (2001), kanatli karkas rins 6rneklerinden (%67) ortalama CI.
perfringens sayisint MPN logip 1.20 olarak, benzer sekilde Lin ve Labbe (2003)’de
tavuk Orneklerinden (karkas, but, boyun) 3.05 ve >1.100 MPN/g arasindaki
diizeylerde Cl. perfringens saptadiklarini bildirmislerdir. Buna ek olarak, Miwa ve
ark., (1998) tavuk eti drneklerinden < 10° ve 10* MPN/100g (25 6rnekte <10?, 11
6rnekte 10%-10° ve 6 drnekte 103-10* MPN/100g) diizeyinde Cl. perfringens tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Bu g¢alismadan elde edilen MPN/g diizeyleri (50 tavuk
kiyma 6rnegi: 3,5 MPN/g; 50 sigir kiyma 6rnegi: 4.9 MPN/g; tiim 6rneklerde: 3.0 ile
20.0 MPN/g) Wen ve McClane (2004)’in ¢alismasi (147 tavuk 6rnegi: 2-5 MPN/g;
83 sigir eti 6rnegi: 1-10 MPN/g; 108 sigir kiyma: 3-32 MPN/g) ile paralellik

gostermektedir.

Bu ¢alismada, hava sicakliginin artmasi ile Cl. perfringens oraninin arttigi,
sicak aylarda %61 oraninda saptandigi, ayrica sigir kiyma Orneklerindeki CI.
perfringens oran1 (%68), tavuk kiyma oOrneklerinden (%54) yiiksek oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde, Krause ve ark (1972) (%90), Sarigiizel (2005)
(%78.3), Cakmak ve ark (2006)’da (%67.9) sicak aylarda Cl. perfringens

kontaminasyon diizeyinin arttigin1 kaydetmislerdir.

Besleyici degeri yiiksek ve pahali iirlin olan sigir ve tavuk kiymalari her tiirli
ticari hileyir gizleyebildiginden sik sik elestrilere hedef olmaktadir. Saglikli
hayvanlardan elde edilen etlerin i¢ kisimlarinda mikroorganizma yiikii daha az iken,
kiyma haline getirilmeleri ve satis yerlerindeki bekletme siiresinin az ya da ¢ok
olmasma goére kontaminasyon yogunlugu degismektedir. Bu yogunlugun en biiyiik
sebebinin de etlerin kiyilmasi esnasinda yapilan islemler oldugu kaydedilmistir

(Miisliim ve ark., 1997).
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, bu ¢alismada Afyonkarahisar’da degisik firmalardan alinan 50 tavuk
kiyma ve 50 sigir kiyma olmak iizere toplam 100 kiyma 6rneginden 62’sinin (%62)
3.0-20 MPN/g diizeyleri arasinda CI. perfringens ile kontamine oldugu saptanmustir.
Kiyma orneklerinin biiyiik bir kisminin kontamine olmasi demek, tiiketici saglig
acisindan potansiyel tehdit anlamina gelmektedir. Cig veya yetersiz pisirilmis kiyma
tiketiminin ve hatta 1siya direngli Cl. perfringens suslarindan kaynakli gida

infeksiyonlar1 halk saglig1 acisindan biiyiik 6nem arzetmektedir.

Diinyada ve iilkemizde Cl. perfringens kaynakli zehirlenmelerle olduk¢a sik
karsilagildigi saptanmistir (Junega ve ark., 2006; Riley ve ark., 1999). Son
zamanlarda gida kaynakli hastaliklarin artmasiyla birlikte, gidalarda goriilen patojen
mikroorganizmalar 6n plana c¢ikmustir (Ekici ve ark., 2008). Cesitli tiirde
mikroorganizmalarin {ireyip gelismeleri igin elverigli bir ortama sahip olan tavuk eti
ve sigir kiyma, kolaylikla bozuldugu ve 6nemli mikroorganizmalarla kontamine
olabildigi i¢in halk saglig1 agisindan biiyiik sorunlar olusturabilmektedir (Gracey ve
ark., 1999). Halk sagligini tehdit eden boylesi bir unsur igin yapilabilecek iyilestirme
caligmalarina 6nem vermek gerekmektedir. Tiim kiyma ve kiyma {irlinlerinden
kaynaklanabilecek gida infeksiyon ve intoksikasyonlarinin en aza indirilmesi igin,
diinyanin ve {lkemizin uygun gordiigii standartlarin baz alinmasi, HACCP
konseptinin uygulanmasi, saglikli hayvan siiriilerinin veteriner hekim kontroliinde
sartlara uygun kesilmesi, tim kontaminasyonlarin Onlenmesi, is¢ilerin temiz ve
bilingli ¢alismalari, soguk zincirin siirekliliginin saglanmasi, kiyma makine ve isleme
ortaminin hijyen kurallarina uygun olmasi gerekmektedir. Boylece, halk sagliginin
korunmasiyla beraber ekonomik kayiplarin azaltilmasi, hasta sayisinda diisiislerin
goriilmesi, kasap ve sarkiiterilere olan miisteri gliveninin artmasi saglanmis olur.
Bunun i¢in, oncelikle personelin ve tiiketicinin bilinglendirilmesi gerekmekte ve

diinya ile iilkemizin 6ngdrdiigii birtakim normlarin yerine getirilmesi ayrica bilim
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adamlarinin araliksiz arastirma ve istatistiki caligmalarla katkida bulunmalar

gerekmektedir.

Tirkiye’de analiz edilen et ve et {irlinlerinin degisik mikroorganizmalar ile
kontaminasyon diizeyinin ¢ok yiliksek oldugu, gida infeksiyon ve intoksikasyonlari
olusturabilecek patojen mikroorganizmalart icerdigi arastirmacilar tarafindan rapor
edilmistir (Ekici ve ark., 2008). Yapilan ¢alismalarda mezbaha ve et isletmelerinde
sanitasyon ve hijyenik kosullarin yeterli diizeyde olmadidi, etlerin ¢ekilmesi,
karistirilmas1 ve pargalanmasi gibi islemler sirasinda kullanilan ekipman ve caligsan
personelin  Ozellikle kiymalarin ¢apraz kontaminasyonuna neden oldugu
bildirilmektedir (Anon, 2006e). Personel, alet ve ekipman hijyeninin yeterli olmadigi
kesimhane ve et isletmelerinde, insan ve hayvan bagirsak florasinda bulunan CI.
perfringens ile dogal ¢evrede yaygin olarak yer alan spor formlari iiriinleri kolaylikla

kontamine ederek gida kaynakli infeksiyon olusum riskini artirmaktadir.

Etlerin kiyma haline getirilmesi, kas dokusuna ait dogal engellerin yok
olmasina ve mikroorganizmalarin etin her tarafina dagilmasina neden olmakla
birlikte, kaslara ait hiicre sivisinin kiyma Kitlesine karigmasiyla bakterilerin iireyip
gelismesi i¢in uygun bir ortam hazirlamaktadir. Ette patojen mikroorganizma
bulunmas: ya da islem sirasinda bulasmasi (¢apraz kontaminasyon) da saglik

sorunlarinin dogmasina neden olabilmektedir (Tunail, 2000).

Saglikli et ve et lriini tretimini saglayabilmek amaciyla, oncelikle kesimde
saglikli ve veteriner hekim kontroliinden gegmis kesim hayvanlarinin kullanilmasi,
kesim isleminin asgari hijyen sartlarina sahip ve teknik ozellikleri yeterli olan
mezbahalarda gergeklestirilmesi, dagitim ve pazarlama siiresince soguk zincirin
kirilmasini 6nleyen tedbirlerin alinmasi ile tiim asamalarda gorevli personelin egitimi
ve tiiketicinin bilinglendirilmesiyle birlikte, yasal denetimlerin etkinlestirilmesi
biiyiilk 6nem tasimaktadir. Kiyma haline getirilmis etler, islenmemis etlere gore

mikrobiyal kontaminasyona daha miisaittir. Etlerin kiyma sekline getirildigi yerin
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hijyenik durumuyla birlikte, kesilen hayvanin tiirii de kiymanin kontaminasyon

diizeyini etkilemektedir (Goniilalan ve Kose, 2002).

Hijyen kurallarina mezbahadan baglayarak titizlikle uyulmasi, kiymalarin
onceden bliyiikk miktarda hazirlanmamasi veya hazir olarak satisa sunulmamasi ve
miimkiin oldugunca kisa siire muhafaza edilerek yeterli 1s1 isleminden sonra
tiketilmesi Onerilebilinir. Asil 6nem olarak; triine ait bir HACCP programi
gelistirilmesi, patojenlerin elemine edilmesinde veya kabul edilebilir seviyeye

diisiiriilmesinde yararli olacaktir.
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