CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTIM ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLiGI ANABILIM DALI

KOKORECIN MiKROBIYOLOJIK KALITESININ VE
CLOSTRIDIUM DIFFICILE RiSKiNiN BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

GIiZEM KORKMAZER

Tez Danmismani

DOC. DR. NUKHET NILUFER ZORBA

CANAKKALE - 2023






CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLIGI ANABILIM DALI

KOKORECIN MiKROBIYOLOJIK KALITESININ VE CLOSTRIDIUM
DIFFICILE RiSKININ BELIRLENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

GIZEM KORKMAZER

Tez Danismani

DOC. DR. NUKHET NiLUFER ZORBA

Bu calisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma Proje
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: FBA-2022-4070

CANAKKALE - 2023



T.C.
CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU

Gizem KORKMAZER tarafindan Dog. Dr. Niikhet Niliifer ZORBA danismanliginda
hazirlanan ve 18/08/2023 tarihinde asagidaki jiri karsisinda sunulan “Kokorecin
Mikrobiyolojik Kalitesinin ve Clostridium difficile Riskinin Belirlenmesi” baslikli
calisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisi Gida
Miihendisligi Anabilim Dali'nda YUKSEK LISANS TEZI olarak oy birligi ile kabul

edilmistir.

Jiiri Uyeleri Imza

Dog. Dr. Niikhet Niliifer ZORBA .
(Danigman)

Dr. Ogr. Uyesi Nesrin CAKICI ...

Dr. Ogr. Uyesi Musa YALMAN

Tez No U
Tez Savunma Tarihi : 18/08/2023

Prof, Dr. Ahmet Evren ERGINAL

Enstiti Midiira

.../...12023



ETiK BEYAN

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Tez Yazim
Kurallari’na uygun olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda; tez i¢inde sundugum verileri,
bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi, tiim bilgi,
belge, degerlendirme ve sonuglari bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, tez c¢alismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak
kaynak gosterdigimi, kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi, bu tezde
sundugum c¢alismanin 6zgiin oldugunu, bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek

tiim hak kayiplarini kabullendigimi taahhiit ve beyan ederim.

Gizem KORKMAZER
18/08/2023



TESEKKUR

Bu tezin planlanmasinda ve gergeklestirilmesinde, desteklerini ¢alisma siiresince
benden esirgemeyen saygi deger danigman hocam Dog. Dr. Niikhet Niliifer ZORBAya,
¢alismamin molekiiler boliimii i¢in bilgisini ve yardimlarini eksik etmeyen Prof. Dr. Alper
AKCALTI’ya, desteklerini ve bilgisini esirgemeyen Dog¢. Dr. Murat ZORBA’ya, destekleri
icin TUBITAK’a ve Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma Proje
Koordinasyon Birimi’ne, ¢alisma siiresince tiim zorluklari benimle gdgiisleyen ve degerli
bilgilerini benimle paylasan c¢alisma arkadaslarim Melike Nur TOSUN ve Gizem
TAYLAN YALCIN’a, caligmalarim boyunca benden destegini eksik etmeyen ev
arkadasim Beyzanur TUNA’ya, calismamin tez yazma asamasinda motivasyonumun
yiiksek kalmasmi saglayan canim arkadasim Eylil INCE’ye, calismam siiresinde
desteklerini hep hissettigim, her zaman yanibasimda olan, manevi ve maddi olarak
desteklerini eksik etmeyen ve basarilarimin destekgileri olan annem Giilgin
KORKMAZER, babam Goékhan KORKMAZER, kardeslerim Goktug KORKMAZER ve
Gorkem KORKMAZER’e, se¢mis oldugum bu yolda ¢abalarim ve sabrim i¢in kendime,
ismini saymadigim c¢alismalarim siiresince katkisi olan herkese sonsuz tesekkiirlerimi

sunuyorum.

Gizem KORKMAZER
Canakkale, Agustos 2023



OZET

KOKORECIN MiKROBiYOLOJIK KALITESININ VE CLOSTRIDIUM
DIFFICILE RiSKiNiN BELIRLENMESI

Gizem KORKMAZER
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Dog. Dr. Niikhet Niliifer ZORBA
18/08/2023, 99

Bu calismada kokore¢ ornekleri Canakkale, Bursa, Izmir ve Balikesir illerinden
temin edilmistir. Cig ve pismis olarak satilan kokoreglerden toplam 140 &rnek alinmustir.
Kokore¢ Orneklerinin mikrobiyolojik kalitelerinin (Toplam aerobik mezofilik bakteri
(TAMB), kiif/maya, toplam koliform ve Escherichia coli) belirlenmesi, Staphylococcus
spp., Bacillus cereus, Salmonella patojenleri ile birlikte Clostridium (Clostridioides)
difficile wve siilfit indirgeyen anaerobik bakterilerin  varliginin da arastirilmasi
amaclanmistir. Kokore¢ drneklerinden elde edilen siipheli C. difficile ve siilfit indirgeyen
anaerobik bakteri izolatlart RAPID ID 32A ile biyokimyasal olarak tanimlanmustir. Elde
edilen C.difficile izolatlari qPCR ile dogrulanmistir. Elde edilen izolatlarin antibiyotik

direng profili ve biyofilm olusturma kapasitesi arastirilmistir.

Cig orneklerde en yiikksek TAMB vyiikii (6,18 log KOB/g) Canakkale ilinden temin
edilen 6rneklerde saptanmistir. Ayrica pigsmis 6rneklerde en yiikksek TAMB yiikii (5,15 log
KOB/g) Bursa ilindeki orneklerde belirlenmistir. Cig ve pismis kokoreglerde en yiiksek
maya ve kiif sayis1 Canakkale ilindeki orneklerde tespit edilmistir. E.coli, ¢ig ve pismis
orneklerin sirasiyla %24 ve %14,81’inde tespit edilmistir. Cig kokore¢ oOrneklerinde
muhtemel B. cereus sayist 3,87-5,34 log KOB/g arasinda belirlenirken, pismis kokoreg
orneklerinde bu sayr 3,13-4,88 log KOB/g arasinda saptanmistir. Ayrica kokoreg
orneklerinin hicbirinde S.aureus ve Salmonella’ya rastlanilmamistir. Cig kokoreg
orneklerinin %20’sinde ve pismis Orneklerin %11,11’inde siilfit indirgeyen anaerobik

bakterilerin varligi belirlenmistir. Canakkale’den alinan pismis kokore¢ Orneklerinin
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birinde C. perfringens saptanmistir. Kokore¢ orneklerinin higbirinde C. difficile varlig
belirlenmemistir. C. perfringens olarak tanimlanan izolatin disk difiizyon yontemine gore
meropenem (10 pg), vankomisin (5 pg) ve klindamisin (2 pg) antibiyotik disklerine karsi
duyarli oldugu belirlenmistir. Ancak E-test yontemine gore ise vankomisin ve klindamisine
kars1 duyarli ve metronidazole karsi ise direngli oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu

izolatin zay1f diizeyde biyofilm olusturdugu belirlenmistir.

Pismis kokore¢ orneklerinde E. coli ve C. perfringens varliginin, kokoreglerin
pisirme siiresinin - ve sicakligmin  yanisira hijyen kosullarinin yetersizliginden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu durumun gida giivenligi ve tiiketici saglig1 acisindan

risk olusturabilecegi dngoriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Kokoreg,

Antibiyotik direng, Biyofilm kapasitesi



ABSTRACT

DETERMINATION OF MICROBIOLOGICAL QUALITY AND CLOSTRIDIUM
DIFFICILE RISK IN KOKOREC

Gizem KORKMAZER
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master Science Thesis in Food Engineering
Advisor: Assoc. Professor Dr. Niikhet Niliifer ZORBA
18/08/2023, 99

In this study, kokore¢ samples were obtained from Canakkale, Bursa, izmir and
Balikesir provinces. A total of 140 samples were taken from kokore¢ sold both raw and
cooked. It was aimed to determine the general microbiological quality (total aerobic
mesophilic bacteria (TAMB), mold/yeast, total coliform and Escherichia coli) of kokoreg
samples, and to investigate the presence of Staphylococcus spp., Bacillus cereus,
Salmonella pathogens as well as Clostridium (Clostridioides) difficile and sulphite-
reducing anaerobic bacteria. Sulfite-reducing anaerobic bacteria and probable C. difficile
isolates obtained from kokore¢ samples were biochemically identified with RAPID ID
32A. Obtained C. difficile isolates were confirmed by qPCR. The antibiotic resistance
profile and biofilm forming capacity of the obtained isolates were investigated.

The highest TAMB load (6,18 log CFU/g) in raw samples was found in samples
obtained from Canakkale. In addition, the highest load of TAMB (5,15 log CFU/g) was
determined in the samples from Bursa. The highest yeast and mold loads in raw and
cooked kokoreg were determined in samples from Canakkale province. E.coli was detected
in 24% and 14,81% of the raw and cooked samples, respectively. While the probable
number of B. cereus was determined between 3,87-5,34 log CFU/g in raw kokorec
samples, this number was found between 3,13-4,88 log CFU/g in cooked kokorec samples.
In addition, S.aureus and Salmonella were not found in any of the kokore¢ samples. The
presence of sulphite-reducing anaerobic bacteria was determined in 20% of the raw
kokoreg samples and 11,11% of the cooked samples. C. perfringens was detected in one of

the cooked kokoreg samples taken from Canakkale. The presence of C. difficile was not
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detected in any of the kokore¢ samples. It was determined that the isolate, defined as C.
perfringens, was sensitive to meropenem (10 pg), vancomycin (5 pg) and clindamycin (2
ug) antibiotic discs according to the disc diffusion method. However, according to the E-
test method, it was found to be sensitive to vancomycin and clindamycin and resistant to

metronidazole. It was determined that this isolate formed weak biofilm.

The presence of E. coli and C. perfringens in cooked kokoreg samples is thought to
be due to the low cooking time and temperature, as well as insufficient sanitary conditions.

It is foreseeable that this situation could pose a risk to food safety and consumer health.

Keywords: Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Kokoreg, Antibiotic
resistance, Biofilm capacity
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Sokak yemekleri Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan “sokaklar ve benzer
kamusal alanlarda 6nceden hazirlanmis ya da satici tarafindan satis yerinde hazirlanarak
sunulan, ek bir isleme gerek kalmaksizin satis aninda ya da daha sonrasinda tiiketilebilen
yiyecek ve igecekler” olarak tanimlanmistir (WHO, 1996). Tiiketicilerin yasam
kosullarindaki ve tiikketim aligkanliklarindaki degisiklikler sokak yemeklerinin tiiketilme
siklig1 agisindan 6nemlidir. Sokak yemekleri uygun fiyath, lezzetli, besleyici ve kolay
erisim saglanmasi nedeniyle siklikla tiiketiciler tarafindan tercih edilmektedir (Akbulut,
2010; Cumhur, 2020). Sokak yemeklerinden biri olan kokoreg, kiigiikbas hayvanlarin
(koyun ve kuzu) ince bagirsaklarimin temizlenerek sis etrafina yaglarla birlikte sarilip
pisirilmesi ile elde edilen bir yemek cesitidir. Kokoreg, pisirildikten sonra kirmizi pul
biber, karabiber ve kekik gibi baharatlar eklenerek ekmek arasinda tiiketiciye
sunulmaktadir (Kara vd., 2013; Saygili vd., 2019). Sokak yemeklerinden biri olan
kokorecin ozellikleri ve kalitesi hakkinda sinirli ¢aligmalar bulunurken, tiiketiciler
tarafindan tercih edilme sikligini arastiran galismalar mevcuttur (Canbolat ve Cakiroglu,
2016; Bilgin vd., 2016; Uz, 2021). Sokak yemeklerinin sevilerek tiiketilmesinin yaninda
hijyen ve sanitasyona dikkat edilmedigi durumlarda gida zehirlenmeleri yasanabilmektedir
(Ozmert Ergin ve Giizel, 2018). Bu nedenle sokak yemeklerinden biri olan kokorecin
mikrobiyal kalitesinin ve giivenliginin saglanmasi i¢in hammadde kalitesinin yanisira
kokore¢ yapimi asamasinda da dikkat edilmesi gereken hususlar mevcuttur. Kokorecin
tiretimi swrasinda bagirsaklarin temizlenmesi gibi durumlarda hijyen ve sanitasyon

kosullarina dikkat edilmesi gerekmektedir.

Kokore¢ yapimi asamasinda hayvan bagirsaklari su ile temizlenerek sislerde
bulunan yaglar etrafina sarilmakta ve yiiksek sicaklikta firinlama islemi uygulanmaktadir.
Firinlama isleminden sonra sislere sarilmis kokoreglere -25°C’de soklama islemi
uygulanmaktadir. Kokoregler soklama isleminden sonra satis yapilacak isletmelere veya
kasaplara soguk zincir altinda ulastirilmaktadir. Firinlama islemi kokorecin satis
noktalarina ulastirilmasinda mikrobiyal kalitenin saglanmasi igin 6nemlidir. Geleneksel
tirlinlerimizden biri olan kokorecin mikrobiyal kalitesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin birinde

pisirilmis kokore¢ Orneklerine baharat ilave edilmesi, baharatlardan gelen mikrobiyal



yiikiin kokoregte bulunan mikrobiyal yiikii arttirdigi bildirilmistir (Temelli vd., 2002). Cig
ve pismis kokore¢ Orneklerinin mikrobiyolojik agidan incelendigi diger ¢aligmalarda,
pismis kokore¢ Orneklerinde bile patojen bakterilerin varligi bildirilmis olup, bu durum
tiketici sagligi acisindan risk yaratabilmektedir (Bilgin vd., 2016). Farkli sekillerde
pisirilen kokore¢ Orneklerinde bagirsaklarin iyi temizlenmemesi, 1s1l islemin yetersizligi
gibi durumlarda mikrobiyal kalitenin disiikliigii gida giivenligi ve tiiketici sagligi agisindan

risk teskil etmektedir.

Insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda bulunan Clostridioides (Clostridium) difficile,
Gram pozitif, sporlu, toksin {iretebilen ve anaerob kosullarda gelisebilen bir bakteridir
(Lawson vd., 2016; Akkaya ve Hampikyan, 2019). C. difficile’nin insanlarda
psddomembrandz kolit ve ishale neden oldugu bilinmektedir (Lim vd., 2020a). Genellikle
uzun siire antibiyotik kullanan kisilerde, yashlarda ve hastanede tedavi goren kisilerde C.
difficile enfeksiyonu (CDE) goriilme sikligi artmaktadir. CDE tedavisinde genellikle
metronidazol ve vankomisin gibi antibiyotiklerin kullanilmasi ve bu antibiyotiklere karsi
olusan diren¢ yeniden CDE riskini artirmaktadir (Bishara vd., 2006; Alatas ve Giiner,
2018). C. difficile hastane patojeni olarak bilinmekte olup, hastane ¢evresinden de (¢Op
kutusu, komodin, sandalyeler) izole edildigini bildiren g¢alismalar mevuttur (Malamou-
Ladas vd., 1983; Bull vd., 2012). Yapilan bir¢cok farkli ¢alismada sudan (Janezic vd.,
2016), topraktan (Lim vd., 2020b), hayvan digkisindan (Pirs vd., 2008; Vidal vd., 2019),
giibrelerden (Dharmasena ve Jiang, 2018; Frentrup vd., 2021), sebzelerden (Lim vd.,
2017), et ve et tirtinlerinden (Weese vd., 2009) C. difficile izole edildigi vurgulanmistir.

Hayvanlarda C. difficile varligin1 arastiran ¢alismalarin yanisira hayvan digkilarinda
ve et ve et iriinlerinden de C. difficile izole edildigini bildirilen ¢alismalar bulunmaktadir
(Hopman vd., 2011; Boer vd., 2011; Rahimi ve Khaksar, 2015). Hayvanlarin kesimi
sirasinda i¢ organlarin ¢ikarilmasi asamasinda bagirsaklarda bulunan mikroorganizmalarin
karkaslara bulagsmasi C. difficile bulasinda 6nemli kontaminasyon kaynaklardan biri olarak
diistiniilmektedir. Hayvanlarin kesimi sirasinda aliman Orneklerle yapilan ¢alismalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda siirlarin %9,9’undan, tavuklarin %5’inden, domuzlarin
%28’inden, dana karkaslarinin %7,9’undan C. difficile izole edildigi bildirilmistir (Indra
vd., 2009; Hopman vd., 2011; Rodriguez vd., 2013).

Clostridium cinsi igerisinde onemli bir tiir olan ve insan ve hayvanlarin
bagirsaklarinda bulunabilen bakterilerden biri de Clostridium perfringens’tir. Gram pozitif,
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sporlu, toksin iireten ve anaerob kosullarda gelisebilen bir bakteri olarak bilinen bu
bakterinin insanlarda gida zehirlenmesi, gazli kangren, ishal ve enterokolite neden oldugu
bildirilmektedir (Ohtani ve Shimizu, 2016; Kiu vd., 2018). insanlarda gida zehirlenmesine
C. perfringens’in A tipinin trettigi alfa toksininin neden oldugu bilinmektedir (Brynestad
ve Granum, 2002). Spor formda yasamini uzun siire siirdiirebilen bir bakteri olan C.
perfringens, hayvanlarin kesimi asamasinda ve etlerin islenmesi bdlimiinde kontamine
olabilmektedir. Bu durum insan sagligi ve gida giivenligi acgisindan risk olusturmaktadir
(Lindstrom vd., 2011; Garcia ve Heredia, 2011). C. perfringens’in sporlarinin et ve et
tirtinlerinin pisirilmesinde bile hayatta kalabildigi ve pisirilmis yemeklerin 12-50 °C
sicakliklar arasinda tutuldugunda sporlarin vejetatif forma gectigi ayrica tiiketilen
yiyecekler ile mide asidini canli olarak ge¢ip bagirsaklara kadar ulasabildigi bildirilmistir
(Garcia ve Heredia, 2011; Lund ve Peck, 2015). C. perfringens ile kontamine olan
gidalarin, pisirme isleminin yetersizligi veya yemeklerin uygun kosullarda sogutulmamasi
durumunda tiiketicilerde gida zehirlenmesine neden olabilecegi bildirilmistir (Allart vd.,

2013).

Gida zehirlenmelerine neden olan patojen bakterilerin gidalara bulagsmasinda
biyofilm olusturabilmeleri de 6nemli bir problemdir. Biyofilmler, mikroorganizmalarin
hiicre dis1 matrisi liretmesi ve igerisinde iireyerek ii¢ boyutlu yapilar meydana getirmesi ile
olusmaktadir. Mikroorganizmalar gelismelerini etkileyecek fiziksel ve ¢evresel tehditlere
kars1 biyofilm olusturarak uzun siire hayatta kalabilmekte ve dezenfektanlara kars1 direng
gosterebilmektedir. Bagirsaklarda anaerob ortam olmasi nedeni ile Clostridium spp.’lerin
biyofilm olusturmasi ve bu biyofilmlere patojenik Clostridium spp.’lerin tutunmasi
miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle C. difficile ve C. perfringens’in bu biyofilmleri
olusturmasi veya olusan biyofilmler igerisinde tutunmasi miimkiindiir. C. difficile’ye bagh
enfeksiyonlarin tekrarlanmasinda olusan biyofilmler 6nemli bir faktor olabilir (Crowther
vd., 2014). C. difficile’nin oksijen stresine ve hastane ortamlarinda, mezbaha ortamlarinda
ve endiistride sanitasyon uygulamalarina karst direncini biyofilmlerin arttirdigi

bildirilmistir (Candel-Pérez vd., 2019).

Calismamizda, farkli illerden temin edilen olan ¢ig ve pismis kokore¢ drneklerinin
genel mikrobiyolojik kalitesinin (TAMB, Kiif/Maya, Toplam Koliform ve E.coli)
belirlenmesi, S.aureus, B.cereus, Salmonella spp. patojenleri ile birlikte C. difficile ve C.

perfringens varliginin da arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica kokore¢ numunelerinden elde



edilecek C. difficile ve C. perfringens izolatlarinin biyofilm olusturma kapasitesi ve
antibiyotik direng profilinin belirlenmesi hedeflenmistir. Calismadan elde edilecek
sonuglar ile Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne gore kokorecin halk
saglig1 agisindan bir risk tasiyip tasimadigr ve iilkemizde C. difficile’nin potansiyel

bulasma kaynaklar1 arasinda kokorecin yer alip almayacag belirlenmis olacaktir.



IKINCI BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Sokak Yemekleri ve Tiiketiciler Tarafindan Tercihi

Son yillarda toplumda kadinlarin is hayatina daha ¢ok girmesiyle artan aile gelir
diizeyi, yogun galisma saatleri evde yemek hazirlamak i¢in daha az zamanin kalmasina
neden olmus ve insanlar1 daha ¢ok hazir ve sokak yemeklerini tiikketmeye yoneltmistir.
Sokak yemeklerinin tercih edilmesinin nedenleri arasinda her kesimdeki insana hitap
etmesi, uygun fiyatli olmasi, besleyici ve lezzetli olmasi, her damak tadina uygun olmasi,
kiiltiirel bir gelenek olmasi ve erisiminin kolay olmasi gelmektedir (Akbulut, 2010; Altas
ve Varnaci Uzun, 2017; Cumhur, 2020).

Sokak yemekleri sadece sokaklarda degil acik alanlarda, sahillerde, kapali pazar ve
fuarlarda satis1 ve tilketimi yapilan yemek ve igecekler olarak tanimlanmaktadir (Akbulut,
2010; Angelidis vd., 2006; Gibbons vd., 2006). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) sokak yemeklerini “sokaklar ve benzeri kamusal alanlarda bir noktada sabit olan ya
da seyyar saticilar tarafindan hazirlanarak satilan tiiketime hazir yiyecek ve icecekler”
olarak tanimlamigtir (FAO, 2009). Sokak yemekleri; 6n hazirlanmasi yapilarak satis
alanina getirilen ve servis edilecek gidalar (borek, pogaca, midye dolma, elma sekeri,
dondurma, tulumba vb.), satig yapilacak yerde hazirlanan ve servis edilecek gidalar (balik
ekmek, doner, kofte ekmek, kokoreg, kestane, misir, kahve, pamuk sekeri vb.) ve pisirme
isleminin olmadig1 yemege hazir gidalar (salatalar, meyve ve sebze sulari, meyveler vb.)

olarak smiflandirilabilmektedir (Malhotra, 2017; Cumhur, 2020).

Istanbul’da bulunan yabanci turistlerin sokak yemekleri tercihi ve sokak yemekleri
ile ilgili goriislerinin incelendigi bir ¢alismada; turistlerin %90,47’si (19/21) sokak
yemeklerini tiiketirken oldukg¢a keyif aldiklarini belirtmislerdir (Albayrak ve Yildirim,
2019). Sokak yemeklerinin tiiketilme sikliginin belirlenmesinin amaglandig: bir ¢caligmada
ise, diisiik gelire sahip, 6zellikle geng tiiketicilerin sokak yemeklerini daha sik tiikettikleri
belirlenmis, bunda en 6nemli rol oynayan unsurlarin, sokak yemeklerinin ekonomik, hizl
hazirlanabilen ve kolay erisilebilir oldugu saptanmaistir. Ayrica tiiketicilerin egitim diizeyi,
yas1 ve gelir diizeyi arttikca sokak yemeklerini daha az tercih ettikleri gézlemlenmistir
(Cakici vd., 2019).



Universite dgrencilerinin fast-food tiiketim aliskanliklarini arastiran bir calismada,
17-29 yas araliginda 382 kiz ve 63 erkek Ogrenciyi igeren arastirma yapilmistir.
Ogrencilerin %99,6’smin fast-food tiikettigini belirttigi bildirilmis olup, %33,6’sinin
haftada 2-3 defa, %26,2’sinin haftada 1 defa, %16,4’{inlin ayda 2-3 defa hizli hazir yiyecek
tiikettikleri belirlenmistir. Ogrenciler daha ¢ok servisin hizli olmasi1 (%8,4), iiriin ¢esidinin
cok olmasi (%3,8), fiyatlarin uygun olmasi (%5,8), sevdikleri i¢in (%39,1) ve zamanlarinin
olmamasi (%29,7) nedeniyle sokak yemeklerini tercih ettiklerini bildirmislerdir (Canbolat
ve Cakiroglu, 2016).

Yabanci ve yerli fast-food iiriinlerinin gengler tarafindan tercih edilme nedenleri
tizerine Mugla’da yapilan bir ¢alismada, 532 dgrenciye anket uygulanmustir. Katilimeilarin
%66,4’11 (353/532) fast-food tiirii yiyecek trtinlerini tercih ettiklerini, %33,5’i (178/532)

ise bazen fast-food tiirii yiyecek tirtinlerinin tercih ettiklerini belirtmislerdir (Acar, 2016).

Genel olarak sokak yemekleri uygun maliyetli olmasi, besleyici 6zellikte olmasi,
herkes tarafindan lezzetli bulunmasi, erisiminin kolay olmasi ve kiiltiirel aliskanlik oldugu

icin insanlar tarafindan tercih edilmektedir.
2.2. Geleneksel Sokak Yemeklerinden Biri Olan Kokoreg

Geleneksel Tiirk mutfagina bakildiginda sakatatlarin kullaniminin énemli bir yere
sahip oldugu goriilebilmektedir. Tandirlarda veya ates ilizerinde pisirilerek tiiketilebilen
sakatatlar, proteinler, vitaminler, mineral maddeler bakimindan olduk¢a zengin besin

kaynaklandir (Kiigiikkomiirler ve Koluman, 2021).

Ulkemizdeki geleneksel iiriinlerden biri olan kokoreg, kiiciikbas veya biiyiikbas
hayvanlarinin bagirsagi kullanilarak ve bircok farkli baharat eklenerek pisirilen bir sokak
yemegi olarak tanimlanmaktadir (Kara vd., 2013; Kilig, 2016). Sakatat {iriinlerinden biri
olan kokoreg, kendine has pisirme yontemi ile yatay ve asili bir sekilde genellikle odun
komiiriinde pisirilmektedir (Saygili vd., 2019). Hayvan bagirsaklarindan yapilan kokorec,
kiigiikbas hayvanlarin ince bagirsaklarinin mezenterial yaglarin etrafina sarilmasi ile
yapilan, diisiik sicaklikta kisa bir 1s1l isleme tabi tutulduktan sonra i1zgarada pisirilen ve

baharatli veya baharatsiz olarak tiiketilen bir sokak yemegidir (Kara vd., 2013).

Sokak yemeklerinden olan kokorecin tiiketiciler tarafindan tercih edilme siklig1 ve

yabanci turistler tarafindan begenilme durumu ile ilgili yapilan g¢alismalar mevcuttur.
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Yapilan bir ¢calismada 17-29 yas aralig1 baz alinmis olup 445 6grenciye ulasilmistir. Fast-
food tiiketmeyen 2 6grenci oldugu belirlenmis olup 443 Ogrenciye hazir yemek olarak
kokoreci tercih edip etmedikleri sorulmustur. Toplam 443 6grencinin 4’l (%0,9) kokoreci

severek tiikettigini belirtmislerdir (Canbolat ve Cakiroglu, 2016).

Canakkale ilinde sokak yemekleri ilizerine yapilan bir arastirmada, genellikle 25-34
yas arasindaki, cinsiyet ve medeni hallerinin benzer oldugu, genellikle lisans mezunu,
farkli mesleklere sahip kisiler ile anketler yapilmistir. Yapilan anketlerin sonuglarina gore
biliyiik bir kitle (%92) sokak yemeklerini atistirmalik bir yiyecek oldugu icin tercih
ettiklerini  bildirmislerdir. Tiiketicilere sokak yemegi olarak neleri tercih ettikleri
soruldugunda, ilk akla gelen yemegin kokore¢ (%13) oldugunu belirtmislerdir.
Tiiketicilerin, haftada 1-2 siklikla sokak yemeklerini tiikettikleri, en ¢ok bilinen sokak

yemeginin kokore¢ oldugu, hizli ve pratik olmasinin cazip geldigi belirtilmistir (Uz, 2021).

Covid-19 pandemisi normallesme durumunda tiiketicilerin yiyecek ve igecek
tercihleriyle ilgili yapilan bir arastirmada ev ortami disinda yemek tiiketimi konusunda
insanlarin kendisini tedirgin ve kotii hissettigi, bu donemde saglikli beslenmenin 6n plana
cikmasi ile pandemi sonrasinda giinliik rutinlerinde 6nemli bir degisiklik olabilecegi
belirtilmistir. Bireylerin yaridan fazlasinin pandemi oncesi siirekli sokak yemeklerini tercih
ettikleri (hamburger, pizza, kokore¢ ve sakatat vs.) fakat normallesme siirecinde sokak

yemeklerini tercih etmedikleri saptanmistir (Sahingdz Akar ve Oztiirk, 2021).

Mugla’da 532 ogrenciye farkli fast-food {irlinlerinin tiiketim sikliklar ile ilgili
yapilan anketler sonucunda, giinde bir 6giinden fazla kokoreg tiiketenlerin 1 kisi (%0,2),
her giin tiiketen 1 kisi (%0,2), lic giinde bir tiikketen 1 kisi (%0,2), haftada bir tiiketmeyi
tercih eden 102 kisi (%19,2), nadiren tiikketen 255 kisi (%47,9) ve kokoreci tiikketmeyi hig
tercih etmeyenlerin ise 172 kisi (%32,3) oldugu belirlenmistir (Acar, 2016).

Gida ve mutfak hijyeni ile ilgili, kadmlarin bilgisi, tutumu ve davraniglarinin
degerlendirilmesiyle ilgili Burdur ilinde yapilan bir arastirmada, 2013-2018 yillar1 arasinda
kadinlarin gida zehirlenmesi yasama durumlart degerlendirilmistir. Katilimcilar son
yillarda gida zehirlenmesi yasadigini (%11,9) belirtmis olup 42 kisinin (%10) kokoregten
zehirlendigi belirtilmistir (Ergin ve Giizel, 2018).



2.3. Kokorecin Mikrobiyal Kalitesi

Severek tiiketilen sokak yemeklerinden biri olan kokorecin hammaddesinin
mikrobiyal vyiikiiniin yiiksek olmasi ve hazirlama asamasinda bagirsagin iyi
temizlenememesi, yetersiz pisirme uygulanmasi sonucunda mikrobiyal kalitenin diismesi
ile tiiketici sagligi agisindan potansiyel bir risk yaratabilmektedir (Bilgin vd., 2008).
Geleneksel bir tiriin oldugundan dolayr kokorecin mikrobiyal kalitesi iizerine yapilan

calismalar sinirhidir.

Bursa ilinde 10 adet ¢ig, 10 adet pisirilmis ve 10 adet pisirilmis-baharatlanmig
kokorecglerin mikrobiyal kalitesi iizerine arastirma yapilmistir. Bu g¢alismada kokoreg
orneklerinde toplam aerobik mezofilik bakteri, E. coli, koliform bakteri,
Enterobacteriaceae, enterokoklar, stafilokok-mikrokoklar, kiif/maya, koagiilaz (+) S.
aureus yiikii ve Salmonella varligi aragtirilmistir. Yapilan g¢alisma sonucunda ¢ig kokoreg
orneklerinde Salmonella ve koagiilaz (+) S. aureus saptanmamis olup koliform bakteri
sayisinin 10*-10" KOB/g, Enterobacteriaceae sayisimn 10%-10° KOB/g, toplam aerobik
mezofilik bakteri sayismn 10°-10° KOB/g, kiif/maya sayismin 10%-10° KOB/g,
enterokoklarin sayisinin 10°-10° KOB/g, stafilokok-mikrokoklarm sayismm  103-10°
KOB/g arasinda oldugu saptanmistir. Pisirilmis 6rneklerin %20’sinde koliform bakteri
sayisi saptama simrmimn altinda ve %80’inde ise 10° kob/g diizeyinde belirlenirken, tiim
pismis kokore¢ Orneklerinde E. coli saptama sinirinin altinda, toplam aerobik mezofilik
bakteri sayist 10°-10° KOB/g diizeyinde, stafilokok-mikrokoklar 10°-10*° KOB/g
diizeyinde, enterokoklar 10%-10* KOB/g diizeyinde, %20’sinde kiif ve maya sayisi saptama
simr1 altinda ve %80’inde ise 10°-10* KOB/g diizeyinde, Enterobacteriaceae sayisi 10
10* KOB/g diizeyinde tespit edilmis olup Salmonella ve koagiilaz (+) S. aureus tespit
edilmemistir. Pisirildikten sonra baharat ilave edilen kokoreglerde ise; Salmonella varlig:
saptanmamis olup toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 10°-10° KOB/g diizeyinde,
koliform bakteri sayis1 10%-10° KOB/g diizeyinde, Enterobacteriaceae sayisi 10°-10°
KOB/g diizeyinde, E. coli saptama smiri altinda, enterokoklarin sayisi 10°-10* KOB/g
diizeyinde, stafilokok-mikrokoklarin sayis1 10°-10° KOB/g diizeyinde, kiif ve maya sayis
10%-10* KOB/g diizeyinde saptanmistir. Pisirilmis-baharatlanmis kokore¢ orneklerinin
%70’inde koagiilaz (+) S. aureus varligi saptama smirinin altinda, %30’unda ise 10

KOB/g diizeyinde tespit edilmistir (Temelli vd., 2002).



Yapilan baska bir ¢alismada, Isparta’daki 10 farkl: restoranttan toplanan (10 ¢ig, 10
pismis ve 10 pismis-¢esnili) toplam 30 kokore¢ oOrneginin mikrobiyolojik kalitesi
arastirilmistir. Cig kokore¢ Orneklerinde toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi 10°-108
KOBI/g diizeyinde, toplam koliform sayis1 10*-10° KOB/g diizeyinde, kiif/maya sayis1 10°
10° KOB/g arasinda belirlenmistir. Pigmis kokore¢ drneklerinde; toplam aerobik mezofilik
bakteri sayis1 10%-10° KOB/g diizeyleri arasinda saptanmus olup koliform, maya ve kiif
sayisi saptama sinirinin altinda belirlenmistir. Ayrica pismis-terbiyeli kokore¢ 6rneklerinde
toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi 10°-10° KOB/g diizeyinde, toplam koliform sayisi
10%-10° KOB/g diizeyinde, kiif/maya sayisi 10°-10* KOB/g diizeyinde saptanmistir. Bu
calisma ile pisirme isleminin mikrobiyal yilikii 6nemli dl¢lide azaltmasina ragmen, baharat
kullaniminin pigmis kokore¢ orneklerinin mikrobiyal yiikiinde 6nemli bir artisa neden

oldugunun sonucuna varildigi belirtilmistir (Kilig, 2016).

Afyonkarahisar’daki farkli satis noktalarindan toplanan 50 adet kokoreg
numunesinin mikrobiyal kalitesinin arastirildig1 bir ¢alismada, toplam aerobik mezofilik
bakteri (TAMB), toplam aerobik psikrofilik bakteri (TAPB), Enterobacteriaceae, toplam
koliform, E. coli, Enterococcus spp., Staphylococcus/Micrococcus, Lactobacillus spp., ve
kiif/maya analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda ise; ortalama TAMB sayis1 6,29 log
KOB/g diizeyinde, TAPB yiikii ortalama 4,60 log KOB/g diizeyinde, Enterobacteriaceae
yikii ortalama 4,35 log KOB/g diizeyinde saptanmistir. Pismis kokore¢ orneklerinde
toplam koliform yiikii ortalama 2,43 log KOB/g diizeyinde saptanmis ve E. coli sayisi
ortalama 2,10 log KOB/g diizeyinde belirlenmistir. Enterococcus spp. yiikii ortalama 4,17
log KOB/g diizeyinde, Lactobacillus spp. sayisi ise ortalama 5,63 log KOB/g diizeyinde,
Staphylococcus/Micrococcus sayist ortalama 2,85 log KOB/g diizeyinde ve kiif/maya
sayis1 ortalama 5,89 log KOB/g olarak saptanmistir. Sonuglara bakildiginda alinan pismis
kokore¢ oOrneklerinin mikrobiyolojik kalitesinin diisiik oldugu ve tiiketici sagligi

bakimindan risk tagiyabildigi sonucuna varildigi belirtilmistir (Kara vd., 2013).

Tekirdag’da toplanan 180 kokore¢ ornegi (60 ¢ig, 60 1zgara ve 60 tandir
firinlanmig) farkli satis noktalarindan temin edilerek mikrobiyolojik kalitesi incelenmistir.
Cig kokore¢ orneklerinde; toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB) sayisi ortalama
3,8x10° KOB/g diizeyinde, koliform sayisi ortalama 2,2x10* KOB/g diizeyinde ve
koagiilaz (+) S. aureus sayisi ortalama 3,2x10° KOB/g olarak bulunmustur. Bunlarin

disinda 60 Ornegin tamaminda E. coli, %45’inde C. perfringens, %15’inde E. coli



0O157:H7, %90’1nda ise Salmonella spp. pozitif bulunmustur. Izgara ve tandir firinlanmig
6rneklerin analiz sonuglarinda ise; sirasiyla TMAB sayist ortalama 1,2x10° ve 2,3x10°
KOB/g diizeyinde, koliform sayis1 ortalama 5,7x10* ve 8,6x10" KOB/g diizeylerinde,
koagiilaz (+) S. aureus sayisi ise ortalama 1,2x10° ve 3,1x10> KOB/g diizeylerinde
belirlenmistir. Izgara ve tandirda pisirilmis kokore¢ 6rneklerinde E. coli O157:H7 ve C.
perfrigens saptanmazken, izgarada pisirilmis kokoreglerde %35 oraninda E. coli ve
Salmonella spp. saptanmistir. Tandir firinlanmis kokoreg 6rneklerinin %40’inda E. coli ve

%70’inde ise Salmonella spp. belirtilmistir (Bilgin vd., 2016).

Tekirdag’da yapilan baska bir calismada ise, 20 adet ¢ig, 20 adet 1zgara ve 20 adet
tandirda pisirilmis olmak iizere toplam 60 adet kokore¢ 6rneklerinin mikrobiyal kalitesini
degerlendirmek igin analizler yapilmistir. Cig 6rneklerin hepsinde E. coli tespit edilmis,
orneklerin %15’inde E. coli O157:H7 ve %45’inde ise C. perfringens saptanmistir. Toplam
mezofilik aerobik bakteri sayisimin 1,2x10°-1,2x10° KOB/g diizeyleri, koliform bakteri
yiikiiniin ortalama 2,2x10* KOB/g diizeyinde ve S. aureus yiikiiniin ise ortalama 3,2x10°
KOB/g diizeyinde oldugu bulunmustur. Tandirda pisirilen 6rneklerin toplam mezofilik
aerobik bakteri sayis1 ortalama 2,3x10* KOB/g diizeyinde belirlenmis olup orneklerin
%95’inde koliform bakteri ve tandirda pisirilmis Orneklerin hepsinde S. aureus
saptanmigtir. Tandirda ve 1zgarada pisirilmis 6rneklerde E. coli O157:H7 ve C. perfringens
saptanamazken, tandirda pisirilen drneklerin %70°inde Salmonella spp. ve %40’inda da E.
coli saptanmustir. Izgarada pismis kokore¢ 6rneklerinde sadece birer 6rnekte Salmonella
spp. ve E. coli’ ye rastlanilmistir. Izgarada pisirilmis 6rneklerin toplam mezofilik aerobik
bakteri yiikii en yiiksek 5,5x10° KOB/g diizeyinde ve en diisiik <10?> KOB/g diizeyinde
saptanmustir. Izgarada pisirilmis kokore¢ orneklerinin %20’sinde toplam koliform grubu

bakteri belirlenmis ve %50’sinde de S. aureus saptanmistir (Bilgin vd., 2008).

Elaz1g’da yapilan bir ¢alismada, sade pismis ve baharath pismis olacak sekilde 96
adet kokore¢ oOrneginin mikrobiyolojik kalitesi arastirilmistir. Sade pismis kokoreg
orneklerinde ortalama TAMB sayis1 3,92 log KOB/g diizeyinde, ortalama toplam aerobik
psikrofilik bakteri (TAPB) sayis1 3,12 log KOB/g diizeyinde, ortalama koliform sayis1 2,04
log KOB/g diizeyinde, ortalama Enterobacteriaceae sayis1 2,22 log KOB/g diizeyinde,
ortalama Staphylococcus-Micrococcus sayisi 1,65 log KOB/g diizeyinde tespit edilmistir.
Ayrica sade pismis kokore¢ Orneklerinde ortalama maya/kif sayist 1,16 log KOB/g
diizeyinde, ortalama Lactobacillus-Leuconostoc-Pediococcus sayisi 3,06 log KOB/g
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diizeyinde ve ortalama fekal streptokoklar 1,67 log KOB/g diizeyinde belirlenmistir. Sade
pismis kokore¢ Orneklerinde ortalama E. coli sayist 1,13 log KOB/g diizeyinde
saptanmustir. Ancak sade pismis kokore¢ 6rneklerinde S. aureus ve C. perfringens tespit
edilmemistir. Baharatli pismis kokore¢ Orneklerinde ortalama TAMB sayist 4,03 log
KOB/g diizeyinde, ortalama TAPB sayis1 3,38 log KOB/g diizeyinde, ortalama koliform
sayist 2,49 log KOB/g diizeyinde, ortalama Enterobacteriaceae sayis1 2,81 log KOB/g
diizeyinde, ortalama Staphylococcus-Micrococcus sayisi 2,04 log KOB/g diizeyinde tespit
edilmistir. Baharatli pismis kokoreglerde 6rneklerinde ortalama maya/kiif sayis1 2,10 log
KOB/g diizeyinde, ortalama Lactobacillus-Leuconostoc-Pediococcus sayist 3,48 log
KOB/g diizeyinde ve ortalama fekal streptokoklar 2,00 log KOB/g diizeyinde
belirlenmigtir. Ayrica baharathi pismis Orneklerde ortalama koagiilaz pozitif S. aureus
sayist 1,36 log KOB/g diizeyinde tespit edilmistir. Baharatli ve pismis kokoreg
orneklerinin higbirinde E. coli ve C. perfringens varligina rastlanilmamistir. Ek olarak sade
pismis ve baharathi pismis kokoreglerin pH’1 sirasiyla 6,38 ve 6,27 olarak belirlenmistir
(Akgol vd., 2023).

Izmir’de yapilan bir ¢alismada ise, farkli mezbahalardan ¢ig kokore¢ ve farkli
isletmelerden pismis kokore¢ Ornekleri temin edilmis ve mikrobiyolojik kalitesi
arastirtlmistir. Mezbahalardan alinan ¢ig 6rneklerde TAMB yiikii 5-7 log KOB/g arasinda
belirlenmis ve ¢ig kokoreglerde Salmonella varligi tespit edilmemistir. Farkli isletmelerden
1zgarada pisirilmis 25 adet kokore¢ Orneklerinin %20’sinde S. aureus, %?20’sinde fekal
koliform ve %28’sinde fekal streptokok varligi saptanmistir. Benzer olarak pigsmis kokoreg
orneklerinden de Salmonella tespit edilmemistir. Ayrica, ¢ig kokore¢ 6rneklerine 4 log
Salmonella Typhimurium NRRL B-4420 susu inokiile edilmistir. On pisirme uygulanan
kokoreclere kiyasla geleneksel pisirme islemlerinin (1zgara, firin, haglama) inokiile edilen
Salmonella’yr inaktive ettigi tespit edilmistir. Pigmis kokore¢ Orneklerinin mikrobiyal
kalitesinin diisiik olmasi, pisirildikten sonra ¢evreden ve personelden kontamine oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle halk sagligi ve gida giivenligi acisindan isletmelerdeki hijyenik

Oonemlerin alinmasinin gerektigi diistiniilmektedir (Goktan vd., 1991).

Farkli hayvansal gidalarda (pastdrize edilmemis inek, koyun ve kegi siitili, kiyma,
sigir eti, domuz sosisi ve kokoreg) Escherichia coli O157:H7'nin varligi arastirilan bir
calismada, domuz bagirsaklarindan yapilan kokoreglerin %2’sinde (1/50) E. coli O157:H7
varligi tespit edilmistir (Dontorou vd., 2003). Yapilan baska bir ¢alismada ise, Laguna

11



sehrinde sicak sekilde satilan 1zgara tavuk bagirsagi Ornekleri mikrobiyal kaliteleri
acisindan incelenmistir. Izgarada sislerde kizartilan tavuk bagirsagi 6rneklerinin birinde

(%4) Salmonella Typhimurium tespit edildigi bildirilmistir (Manguiat ve Fang, 2013).

Kokorecin mikrobiyal kalitesi {izerine yapilan c¢alismalar sonucunda ¢ig kokoreg
orneklerinde insan sagligina zarari agisindan patojen mikroorganizmalarin bir¢oguna
rastlanilmigtir. Farkli pisirme tekniklerine gore pisirilmis olan kokore¢ orneklerinde de
yetersiz temizleme ve pisirme islemleri sonucunda bile mikrobiyal kalite olduk¢a diisiik
diizeyde olup bu durum tiiketici saglig1 agisindan potansiyel bir risk tasimaktadir. Ozellikle
en sik tiiketilen sokak yemeklerinden olmasi dolayisiyla kokorecin tiiketiminden

kaynaklanacak risk artmaktadir.

2.4. Clostridium (Clostridioides) difficile

Gram pozitif, anaerobik, spor olusturan ve toksin tiretebilen ¢ubuk seklinde bir
bakteri olan Clostridium (Clostridioides) difficile (Lawson vd., 2016), 1s1ya kars1 dayanikli
ve cevrede zor kosullarda yasamim siirdiiren spor formda ya da oksijene kars1 dayanikli
olmayan vejetatif bir formda bulunmaktadir (Akkaya ve Hampikyan, 2019; Kachrimanidou
ve Malisiovas, 2011). insanlarin ve hayvanlarin bagirsak florasinda bulunan C. difficile,
yenidoganlarin digkisinda Hall ve O'Toole tarafindan 1935 yilinda ilk kez belirlenmistir
(Ghose, 2013; Seekatz ve Young, 2014). 1978 yilinda antibiyotik tedavisi gormiis
bireylerde psédomembrandz kolit ve ishale neden oldugu tanimlanan C. difficile’nin genel
olarak hastane kaynakli bir enfeksiyona neden oldugu belirlenmistir (Lim vd., 2020a).
Insanlarda ve hayvanlarda goriilen baz1 C. difficile suslari, tcdA ve tcdB genlerinden
saliman Enterotoksin (Toksin A), Sitotoksin (Toksin B) veya ikili toksin olan binary toksin
(cdtA ve cdtB) iiretebilmektedir. Uciincii toksin olan binary toksinin C. difficile
enfeksiyonlarindaki etkisi ile ilgili ¢alismalar hala devam etmektedir. Toksin A, giiglii
enterotoksik ve hafif sitotoksik aktiviteye sahiptir. Ancak Toksin B ¢ok gii¢lii bir sitotoksik
aktiviteye sahiptir. (Taylan vd., 2020).

C. difficile enfeksiyonlarinda antibiyotik kullaniminin g¢esitli sorunlara neden
olabildigi ve enfeksiyonlarin tekrarlanmasinda etkisi olabildigi ifade edilmektedir.
Antibiyotik kullanim1 sadece bagirsakta bulunan zararli mikroorganizmalar1 degil yararh
mikroorganizmalarinda yapisini etkilemektedir. Bu durumda kullanilan bazi antibiyotikler
(ampisilin, amoksisilin, sefalosporinler, klindamisin ve linkomisin) bagirsak florasinda
degisiklige neden oldugundan C. difficile’nin bagirsakta toksin salgilamasi ve ¢ogalmasina
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ortam saglayabilmektedir. C. difficile enfeksiyonlarmin tedavisinde genel olarak
metronidazol veya vankomisin antibiyotikleri kullanilmaktadir. Fakat bu konuda yapilan
bazi c¢alismalarda C. difficile suslarimin vankomisin ve metronidazola karsi direng
gosterdigi belirlenmistir (Akkaya ve Hampikyan, 2019; Alatas ve Giliner, 2018; Bishara
vd., 2006; Pelaez vd., 2002). Genellikle uzun siire antibiyotige maruz kalan, yasi ilerlemis
ve hastanede tedavi gormiis kisilerde C. difficile enfeksiyonu riski artmaktadir. Tedavi
amaglh klindamisin, sefalosporin, florokinolon antibiyotiklerinin kullanilmasindan sonra
bagirsak florasinin bozulmasi ve C. difficile sporlarinin ¢imlenmesine olanak saglamakta
ve vejetatif hiicre formuna donen bakterinin toksin iiretebilmesi i¢in uygun ortam
olugmaktadir. Risk faktorlerinden biri olan yasli bireylerin uzun siire hastanede tedavi
gormesinin, bagirsagin kolonizasyon direncinin azalmasina neden oldugu belirlenmistir
(Knight ve Riley, 2013). C. difficile enfeksiyonu igin tedavi goren hastalarin %16’sinin
toplumsal kaynakli oldugu belirtilmistir (Bull vd., 2012). Ayrica hastanelerde baska
hastaliklar i¢in tedavi goren hastalardan (%22,2) ve hastane ¢evresinden (%4,9) (komodin
sandalyeleri, karyolalar, tozluklar ve ¢O6p kutular1 gibi) C. difficile izole edildigi
bildirilmistir. Dolayisiyla, C. difficile’nin bagka kaynaklardan da bulasabilme ihtimalinin
var oldugu ifade edilmistir (Malamou-Ladas vd., 1983).

Gidalar toplumda olasi bir C. difficile kaynagi olarak varsayilmistir. Ancak bu
hipotezi onaylayan veya ¢iiriiten ¢alismalarin halen eksik oldugu belirtilmistir (Primavilla
vd., 2019). Yapilan pek ¢ok arastirma; suda (Bazaid, 2012; Kotila vd., 2013; Janezic vd.,
2016), toprakta (Janezic vd., 2016; Lim vd., 2020), hayvan digkisinda (Hammitt vd., 2008;
Pirs vd., 2008; Rodriguez vd., 2012; Vidal vd., 2019), giibrede (Metcalf vd., 2010; Bazaid,
2012; Dharmasena ve Jiang, 2018; Frentrup vd., 2021; Lim vd., 2020b), sebzede (Bakri
vd., 2009; Han vd., 2018; Lim vd., 2017; Tkalec vd., 2018) ve etlerde (Rodriguez-Palacios
vd., 2007; Songer vd., 2009; Weese vd., 2009) C. difficile varligin1 ortaya koymustur.

2.4.1. Hayvanlarda C. difficile’nin Varhgi

C. difficile bulasi kaynaklarindan biri olan gida hayvanlarinin kesim isleminde i¢
cikarma kisminda bagirsak igeriginin  bulasmasi, karkaslarin  kesim sirasinda
kontaminasyonu veya mezbahada et parcalama sirasinda ortama C. difficile sporlarinin
bulasmas1 durumunda hayvanlardan insanlara tasimabilmektedir. Yapilan g¢aligmalarda;
kesim sirasinda i¢ organ isleme hattinda, besi sigirlarimin %9,9’unda (Rodriguez vd.,

2013), domuzlarin %28’inde (Hopman vd., 2011), etlik piliglerin %5’inde (Indra vd.,
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2009; Koene vd., 2012), domuz karkaslariin hizli sogutulmasindan sonra %7 oraninda ve
dana karkaslarinin %7,9’unda (Rodriguez vd., 2013) C. difficile tespit edildigi
belirtilmistir.

Kuzey Italya’da bulunan farkli sehirlerden toplamda 2139 hayvan 6rnegi (diski,
bagirsak icerigi ve karkas siirlintiisii) C. difficile varligi acgisindan analize alinmigtir. C.
difficile izolasyonu i¢in domuzlardan toplam 1439 6rnek alinirken sigirlardan toplam 700
ornek almmustir. Yenidogan domuzlarin bagirsak igeriklerinin %29’unda (143/493)
yenidogan sigirlarin  bagirsak igeriklerinin %1,4’tinde (2/140), domuz diskilarinin
%14,58’inde  (105/720), sigir diskilarinin = %3,61’inde  (13/360), mezbahalardaki
domuzlarin bagirsak igeriginin %1,8’inde (2/113) ve sigirlarin karkas siiriintiilerinin
%?2’sinde (2/100) C. difficile varligi tespit edilmistir. Toplam 2139 hayvan Orneginin
267’sinde (%12,5) C. difficile varlig1 tespit edilmistir. Toplam 267 6rnekte toksin gen
varhigr arastirildiginda, 252’sinin binary toksin, toksin A ve toksin B genlerini icerdigi,
7’sinin toksin A ve binary toksin genlerini bulundurdugu ve 6’sinin ise toksin A ve toksin
B genleri agisindan pozitif oldugu tespit edilmistir. Elde edilen izolatlarin metronidazol ve

vankomisin antibiyotiklerine kars1 duyarli oldugu belirlenmistir (Spigaglia vd., 2023).

Ciftlik ve kiimes hayvanlarinin bagirsak florasinda C. difficile varhigi, bu
hayvanlarin kesimi ve islenmesi sirasinda etlerin C. difficile ile kontaminasyonu riskini
artirmaktadir (Rodriguez vd., 2013; Hopman vd., 2011; Indra vd., 2009; Koene vd., 2012).

2.4.2. Et ve Et Uriinlerinde C. difficile Varhg

Et ve et tirlinlerinde C. difficile varligi konusunda yapilan arastirmalar sonucunda
farkli hayvanlarin kiymasinda (Bouttier vd., 2010; Rodriguez-Palacios vd., 2007; Visser
vd., 2012); tavuk, kuzu, sigir, koyun ve keg¢i etlerinde (Boer vd., 2011; Rahimi vd., 2014),
hamburger (Rahimi ve Khaksar, 2015), kofte (Ersoz ve Cosansu, 2018), salam, sosis ve
sucuk (Muratoglu vd., 2020) gibi et iirlinlerinde ve modifiye atmosfer paketli (MAP)
kusbasi etler ve sigir kiymasinda (Atasoy ve Giiciikoglu, 2017) C. difficile varligi

belirlenmistir.

2005 yilinda Kanada’da yapilan bir calismada, 53 sigir kiymasi ve 7 dana kiymasi
C. difficile varlig1 bakimindan analize alinmistir. 53 sigir kiymasimin 11’inden (%20,8) ve
7 dana kiymasmin 1’inden (%14,3) C. difficile izole edildigi bildirilmistir. Elde edilen
izolatlardan 2’sinin RTO077 ribotipini igerdigi ve diger 1 izolatin da RT014 ribotipini
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icerdigi belirlenmistir. Bu etlerden elde edilen izolatlarin antibiyotik direnci E-test yontemi
ile Ol¢lilmiis olup metranidazol ve vankomisine duyarli, levofloksasin ve klindamisine
direngli olduklar1 belirlenmistir (Rodriguez-Palacios vd., 2007). Perakende satilan etlerde
C. difficile kontaminasyonun arastirildigi bir ¢alismada 149 kiyma ve 65 dana pirzola
orneginde C. difficile varlig1 sirasiyla %6,7 (10/149) ve %4,6 (3/65) olarak belirlenmistir
(Rodriguez-Palacios vd., 2009).

Cig et triinlerinde C. difficile varlig1 arastirilan bir ¢alismada ise, 26 ¢ig kiymanin
13’tinde (%50), 7 adet ¢ig dana sosisin 1’inde (%14,3) ve 13 adet ¢ig domuz sosisinin
3’tinde (%23,1) C. difficile varlig1 belirlenmistir (Songer vd., 2009). Cig dana ve domuz
kiymasinda C. difficile varligi arastirilan diger bir ¢alismada ise, 115 adet dana kiyma
Orneginin 14’tinden (%12) ve 115 adet ¢ig domuz kiyma 6rneginin 14’tinden (%12) C.
difficile 1izole edilmistir (Weese vd., 2009). Bununla birlikte Fransa’da vakumla
paketlenmis ¢ig sigir kiymalarinda C. difficile’nin daha diisiik oranda (%1,9) tespit edildigi
bildirilmistir. Kanada’da yapilan baska bir calismada ise, sigir etinden yapilmis kiymada
%8,3 (2/24) ve domuz etinden yapilmis kiymada ise %4,2 (1/24) oraninda C. difficile izole
edildigi tespit edilmistir (Visser vd., 2012).

Iran’1n Isfahan bolgesinde yapilan bir ¢alismada C. difficile varlig1 arastirilmis olup
kiyilmig dana etinde %2,8 (1/35), dana kiymasinda %2,1 (1/46), kiyilmis koyun etinde
%3,6 (2/55) ve koyun kiymasinda %6,2 (4/64) oraninda C. difficile saptanmistir
(Esfandiari vd., 2014). Fildisi Sahili sokaklarinda satilan pismis sigir eti ve pismis sigir
bobreginde C. difficile varligi arastirilmistir. 172 adet pismis sigir bobreginin 19’u
(%11,04) ve 223 adet pismis sigir etinin ise 30’unda (%13,45) C. difficile saptanmustir
(Kouassi vd., 2014).

Farkli hayvanlardan elde edilen etlerde C. difficile varlig1 arastirilan birgok ¢aligma
bulunmaktadir. Kuzu etlerinde %6,3 (1/16) ve tavuk etlerinde %2,7 (7/257) oraninda (Boer
vd., 2011), sig1r etlerinde %1,65 (2/121), koyun etinde %0,67 (1/150) ve kegi etinde %3,26
(3/92) oraninda (Rahimi vd., 2014), inek etinde %3,5 (7/200) ve koyun etinde %1 (2/200)
oraninda (Bakri, 2018) C. difficile varligi rapor edilmistir.

C. difficile’nin hamburger ve kiymada varliginin arastirildigi baska bir ¢alismada,
hamburgerde %1 ve kiymada %3,3 oraninda C. difficile tespit edilmis olup hamburgerden
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izole edilen izolatin ve kiymadan izole edilen 5 izolatin ise 4’{inlin toksinojenik suslar
oldugu bildirilmistir (Rahimi ve Khaksar, 2015).

Ulkemizde et ve et iiriinlerinde, karkaslarda C. difficile varlig1 arastirilmistir. Kofte
ve pismis et donerde C. difficile varliginin sirastyla %5,5 ve %8,3 olarak belirlendigi
belirtilmistir (Ersdz ve Cosansu, 2018). 2020 yilinda yapilan bir ¢alismada salamda %23,9
(17/71), sosiste %2.0 (1/50), sucukta %5,8 (3/52) ve ¢ig olarak satilan koftelerde ise %2,8
(1/36) oraninda C. difficile varhigi tespit edilmistir (Muratoglu vd., 2020). Yapilan bu
caligmalar degerlendirildiginde hammaddesi bagirsak olan kokoregte C. difficile riskinin
oldugu ancak bu iiriinde C. difficile aranmasina dair herhangi bir ¢alismanin olmadigi

belirlenmistir.

Suudi Arabistan’da 240 ¢ig et 6rneginde C. difficile aranmasinin sonucunda; deve
etinin %8,3’tinde (5/60), sigir etinin %13,3’ilinde (8/60), koyun etinin %17’sinde (1/60) ve
kegi etinin %1,7’sinde (1/60) C. difficile izole edildigi bildirilmistir. Toplam 240 ¢ig et
orneginin %6,3’iinde C. difficile varlig1 Vitek-2 kompakt sistemi ile dogrulanmistir. Elde
edilen C. difficile izolatlarinda antibiyotik direng E-test yontemi ile belirlenmistir. C.
difficile izolatlarin vankomisin ve metronidazol antibiyotiklerine karsi duyarli oldugu
ancak bazi izolatlarin tetrasiklin, klindamisin veya moksifloksasine degisken derecelerde

direngli oldugu bildirilmistir (Taha, 2021).

Dana, sigir ve domuz etlerinde C. difficile varligi arastirilan bir ¢alismada, toplam
644 ¢ig et ornegi kullanilmigtir. Genel olarak ¢ig 6rneklerin sadece 10 tanesinden C.
difficile izole edilmistir (%1,6). Belirlenen izolatlar toksin A veya B agisindan pozitif
cikmistir. Dana eti 6rneginden elde edilen izolatlardan biri ve domuz eti 6rneginden elde
edilen izolatlarn biri iki toksin acisindan da pozitif ¢ikmistir. Izolatlar
ribotiplendirildiginde 5 farkl ribotip ¢ikmis olup bunlar 027, 106, 131, NS110 ve NS195
olarak belirlenmistir. RT027 dana etinde, NS110 2 dana eti ve 1 domuz etinde, RT106 3
domuz eti ve 1 dana etinde, RT131 ise 1 dana etinde, NS195 ise 1 domuz etinde tespit
edilmistir. C. difficile tespit edilen izolatlara klindamisin, metronidazol, moksifloksasine,
rifampin, tigesiklin ve vankomisine karsi antibiyotik direng testi yapilmis elde edilen
izolatlarin tamaminin moksifloksasine direngli oldugu belirlenmis ve test edilen diger

antibiyotiklere ise duyarli oldugu belirlenmistir (Tan vd., 2022).
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Diger bir ¢alismada, sigir, koyun ve kegi etlerinde C. difficile varlig1 arastirilmis
olup toplam 240 6rnegin 7 tanesinde C. difficile izole edildigi belirtilmistir. Disk diflizyon
metoduyla C. difficile izolatlarina kars1 antibiyotik direng arastirilmistir. Antibiyotik direng
icin sefoksitin (5 pg), kloramfenikol (30 pg), siprofloksasin (5 pg), tetrasiklin (30 pg),
amoksisilin-klavulanik asit (30 pg), ampisilin (10 pg), klindamisin (2 pg), metronidazol (5
ug), rifampisin (5 pg) ve vankomisin (30 pg) antibiyotikleri kullanilmistir. Genel olarak en
yiiksek direng tetrasiklin ve ampisiline karsi olusmus olup sirasiyla %85,71 ve %85,71
olarak belirlenmistir. C. difficile izolatlar1 vankomisine ve klindamisine karsi %42,85
oranda direngli olup en disiik kloramfenikole karsi (%14,28) direng gosterdigi
belirtilmistir. Yapilan bu c¢alismanin, gida olarak tiiketilen hayvanlarin &zellikle koyun
etinden elde edilen orneklerin gesitli antibiyotiklere karsi direngli oldugu ve riskli C.

difficile tasiyicisi olduklarini dogrulamakta oldugunu belirtmislerdir (Bacheno vd., 2022a).

Benzer sekilde Kuzey Iran’da ¢ig et ve karkaslardan alinan siiriintii 6rneklerinde C.
difficile varlig1 arastirilmis olup toplam 485 numunenin analize alindig: belirtilmistir. Sigir,
koyun ve ke¢i etlerinden her birinden 80 6rnek toplanmis olup sigir karkaslarindan 85
numune, koyun karkaslarinda 80 ve keci karkaslarindan 80 numune siiriintii alindigi
belirtilmistir. Cig et ve karkas siiriintii 6rneklerinde C. difficile rastlanma siklig1 sirasiyla
%2,91 ve %4,48 olarak bulunmustur. En yiiksek rastlanma siklig1 ¢ig koyun etinde (%5)
saptanmustir. Karkas siirtintii 6rnekleri arasinda en yiiksek C. difficile varlig1 yine (%7,5)
koyun karkaslarinda belirlenmistir. Cig et ve karkas ylizey siirlintii 6rneklerinden elde
edilen izolatlarda %61.11 oraninda A toksini (tcdA), %22,22 oraninda B toksini (tcdB),
%44,44 oraninda binary toksin A (cdtA) ve %16,66 oraninda baglayici olan binary toksin
B (cdtB) belirlendigi tespit edilmistir. Cig et ve yiizey karkas siiriintii 6rneklerinden elde
edilen izolatlarda insanlarda siddetli C. difficile enfeksiyonuna (CDE) neden olan RT027
ribotipine %25 oranda ¢ig koyun etinde rastlanmis olup bu 027 ribotipinin sigir karkas
yiizeyinden elde edilen izolatlarin %33,33’iinde ve koyun karkas yiizeyinden elde edilen
izolatlarinda %33,33’linde goriildiigii belirlenmistir. Insanlarda siddetli CDE’ye neden
olandiger bir ribotip olan RT078, ¢ig koyun etinden elde edilen izolatlarin %50’sinde, s18ir
karkas yiizeyinden elde edilen izolatlarin %66.66’sinda ve koyun karkas ylizeyinden elde
edilen izolatlarin %50’sinde saptanmistir. Elde edilen C. difficile izolatlarinin Epsilon test
(E-test) ile vankomisin, rifampin, eritromisin, moksifloksasin, levofloksasin,

siprofloksasin, klindamisin, kloramfenikol, metronidazol, tetrasiklin ve meropenem
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antibiyotiklerine kars1 direng profili incelenmistir. Elde edilen C. difficile izolatlar1 en
yiksek  tetrasiklin, eritromisin, metronidazol, siprofloksasin ve klindamisin
antibiyotiklerine karst diren¢g gostermistir. En diisiik direng ise kloramfenikol ve
meropenem antibiyotiklerine karsi gozlemlenmistir. Karkas stiriintii 6rneklerinde C.
difficile varliginin  yliksek olmasinin  kesim esnasinda mezbaha ortamindaki
kontaminasyondan kaynaklanmis olabilecegi belirtilmistir (Bacheno vd., 2022b). RT027
ve RTO78 ribotiplerinin, insanlarda siddetli C. difficile enfeksiyonuna (CDE) neden oldugu
bilinmekte olup gida hayvanlar1 ve gida numunelerinden izole edilenlerle iligkili oldugu

belirtilmistir (Weese, 2010; Janezic vd., 2012).

Yapilan baska bir calismada, kiyilmis etlerin gilivenligi i¢cin Onerilen sicaklikta
(71°C) pisirmenin ve 85°C'de yeniden pisirmenin C. difficile sporlar1 {izerindeki etkisi
Ol¢iilmiistiir. 20 adet C. difficile susu 71°C ve 2 saat pisirilme sonucunda canliligini
koruyabilmistir. Ancak 85°C’de yeniden isitma islemi uygulandiginda 10 dakika iginde
%90’1min inhibe oldugu saptanmistir. Bu calisma sonucunda et ve et {irlinlerinin pisirme
sicakliginin, C. difficile sporlariin 1sisal direnci diistiniilerek belirlenmesi gerektigi ifade
edilmistir (Rodriguez-Palacios vd., 2010). 63-85°C arasindaki minimum et i¢i pisirme
sicakligl, baz1 kuruluslar tarafindan E. coli O157:H7 ve Salmonella spp. gibi patojenleri
kontrol etmek i¢in belirlenmistir. C. difficile sporlar1 bu sicaklik arasinda hayatta
kalabildiginden sogutma asamasinda sporlarin ¢imlenip gogalabilme ihtimalinin yiiksek

oldugu bildirilmistir (Rodriguez-Palacios ve LeJeune, 2011).

Hayvanlarin kesimi sirasinda C. difficile'nin ortami kontamine etmesi, i¢ organ
cikarma esnasinda bagirsak igeriginin dikkatli ¢ikarilamamasi sonucunda dagilmasi,
mezbaha ortaminda C. difficile sporlarinin birikmesi durumuna ve bu durumunda hayvan
karkaslarinin ve etlerinin tekrar kontaminasyonuna neden olabilecegi bildirilmistir (EFSA,
2013). C. difficile’nin o6zellikle bagirsaklarda yerlesiyor olmasi bagirsaktan {iretilen

kokorecin gida giivenligi acisindan incelenmesinin gerekli kilmigtir.

2.5. Clostridium perfringens

Bacillus aerogenes capsulatus, Bacillus welchii, Bacillus perfringens veya
Clostridium welchii gibi eski isimleriyle bilinen Clostridium perfringens; Gram pozitif,
spor olusturabilen, anaerobik, c¢ubuk seklinde bir bakteri olarak bilinmektedir. C.

perfringens, 1891 yilinda ilk kez William H. Welch tarafindan 38 yasindaki bir adamin
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otopsisinden izole edilmis ve tanimlanmistir (Kiu vd., 2018). Dogada, toprakta, insan ve
hayvanlarin bagirsaklarinda yaygin olarak bulunan C. perfringens, gazli kangren
(klostridial miyonekroz), gida zehirlenmesi, ayrica ishal ve enterokolite neden olmaktadir
(Ohtani ve Shimizu, 2016). Alfa (a-), beta (B-), epsilon (g-) ve iota (1-) olarak ayrilan 4 ana
toksinin iiretimine gore A, B, C, D, E, F, G olan yedi toksinotipe ayrilmaktadir (Forti vd.,
2020). Molekiiler olarak yapilan bazi aragtirmalar sonucunda C. perfringens izolatlarinin
%1-5’inin A tipi oldugu ve bu toksinin 0&zellikle gida zehirlenmesine yol agtigi

bilinmektedir (Brynestad ve Granum, 2002).

Istya dayanikli sporlar olusturmasi ve genig biliylime sicaklik araligi olan C.
perfringens, oksijen varliginda gelisememektedir (Garcia ve Heredia, 2011). C.
perfringens’in vejetatif hiicreleri gida isleme ve muhafaza sirasinda oksijenle temasinda
gelisememekte fakat spor formlari yagamini siirdiirebilmektedir. Enterotoksin igeren C.
perfringens sporlari ile kontamine olmus gidalar yavas yavas sogutuldugunda ve gidalar
10-54°C sicaklik araliginda tutuldugunda C. perfringens sporlarinin vejetatif forma gectigi
belirtilmistir (Li ve McClane, 2006; Lindstrom vd., 2011). Enterotoksijenik bir bakteri olan
C. perfringens; hayvan karkaslari, hayvan digkisi veya toprakla temas edilmesiyle ya da
hayvanlarin kesimi sirasinda ve etlerin islenmesi sirasinda kontamine olabilmektedir. Et ve
et Uriinleri pisirildiginde birgok zararli mikroorganizma 6lmektedir. Fakat C. perfringens
sporlar1 hayatta kalabilmektedir (Garcia ve Heredia, 2011). Pisirme sonrasinda pismis
yiyecekler 12-50°C sicaklik arasinda tutulursa hayatta kalmis olan sporlar ¢imlenebilmekte
ve vejetatif hiicreler cogalabilmektedir. Yiyecekler tiiketildiginde mide asidinden bazi
vejetatif hiicre ve sporlar canli olarak bagirsaga ulasabilmekte ve cogalip toksin
olusturarak gastroenterite neden olabilmektedir (Lund ve Peck, 2015). Bu konuda yapilan
calismalarda, sporlarin 71°C ve {izeri sicaklikta 1sitilmasinda hayatta kalabildigi

belirlenmistir (Grant vd., 2008; Sarker vd., 2000).
2.5.1. Et ve Et Uriinlerinde C. perfringens Varhg

Anaerobik bakteri olan C. perfringens hayvanlarin bagirsaklarinda normal bir
sekilde bulunan, spor olusturabilen patojenik bir bakteri olarak bilinmektedir.
Bagirsaklardaki bakteri populasyonu belirli bir yogunluga ulastiginda toksin iiretimi
tetiklenmekte ve bu durumda yaygin gida kaynakli hastaliklardan birisi olarak ortaya
¢ikmaktadir (Sawires ve Songer, 2006). Et ve et {iriinlerinde C. perfringens varligi

konusunda yapilan arastirmalar sonucunda tavuk etinde (Nowell vd., 2010; Hamad vd.,
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2020; Jang vd., 2020), tavuk karacigerinde (Cooper vd., 2013), tavugun farkli etlerinde
(gdgiis, but, baget ve kanat bolgesi) (Giiran ve Oksiiztepe, 2013; Yildirim vd., 2015), ¢ig
s1g1r eti (Onciil ve Yildirmm, 2019) gibi et ve et iiriinlerinde varlig1 arastirilmis ve degisen

oranlarda tespit edilmistir.

Japonya’da et ve et {irlinlerinde C. perfringens varligi arastirilan bir ¢alismada sigir
etinde %45,7 (16/35), dana kiymada %81,8 (18/22), tavuk kiymasinda %100 (22/22),
domuz etinde %81,0 (17/21) ve kiyilmis dana domuz karisiminda ise %952 (20/21)
oraninda C. perfringens varligi saptanmistir (Miki vd., 2008).

Ulkemizde Ankara’daki farli siipermarketlerden alman 180 hindi eti rneginde 22
adet C. perfringens tespit edilmistir. Tespit edilen C. perfringens izolatlar1 multipleks PCR
kullanilarak, alfa (cpa), beta (cpb), beta 2 (cpb2), epsilon (etx), iota (iA) ve enterotoksin
(cpe) toksin genlerinin varligi agisindan analiz edilmistir. C. perfringens izolatlarinin
tamaminda cpa (A tipi) bulunmustur. Izolatlarda cpb, etx, iA veya cpe toksin genlerinin
saptanmadigi belirtilmistir (Erol vd., 2008).

Bu konuda yapilan arastirmalardan birinde, Kanada’da ¢ig tavuk eti ve
dondurulmus tavuk etlerinde C. perfringens varligina bakilmigtir. Arastirma sonucunda
tavuk etinde %66 (42/64) oraninda ve dondurulmus olan tavuk etinde ise %67 (16/24)
oraninda C. perfringens varlig: tespit edildigi bildirilmistir (Nowell vd., 2010). ABD’de
yapilan bagka bir ¢alismada ise tavuk karacigerinde %69,6 (16/23) oraninda C. perfringens
varlig1 saptanmistir (Cooper vd., 2013). Misir’da yapilan bir ¢alismada kiyma, sosis ve
dana burgerde C. perfringens varlig: sirasiyla %16,67, %23,33, %16,67 olarak saptanmigtir
(Tawab vd., 2015).

Tavuk eti kisimlarinda (g6giis, kanat, baget ve but bolgesi) Clostridium perfringens
varhigmin kiltir yontemleriyle arastirilmasi ve toksin genlerinin saptanmasiyla ilgili bir
calismada, her tavuk eti (gogls, kanat, baget ve but) O6rneginden 50’ser adet temin
edilmigtir. Kanat Orneklerinin %941 (47/50), but orneklerinin %80’i (40/50), baget
orneklerinin %66’s1 (34/50) ve tavukgdgsii orneklerinin %66’sinda (33/50) C. perfringens
saptanmigtir. Tavuk Orneklerinden alinan izolatlarin cpa toksin geni (Tip A) tasidigi

belirlenmistir (Giiran ve Oksiiztepe, 2013).

Giiney Kore’de tavuk ve sigir etinde C. perfringens varligi iizerine yapilan
calismada, sigir etinden %10 (5/50), tavuk etinden ise %33 (33/100) oraninda C.
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perfringens izole edildigi bildirilmistir. Elde edilen izolatlarin toksin tiiriine bakildiginda
tim izolatlarin A tipi toksin igerdigi ve alfa (cpa) toksin genine sahip olduklar
belirlenmistir. Elde edilen 38 izolatin antibiyotik direng profilleri arastirilmig ve ampisilin,
tetrasiklin, kloramfenikol, metronidazol ve imipenem antibiyotikleri arasinda izolatlarin en

cok tetrasiklin ve imipeneme karsi direngli oldugu belirlenmistir (Jang vd., 2020).

Fildisi sahilinde sokakta pigsmis olarak satisa sunulan bobrek ve sigir etinde C.
perfringens varligi arastirilmistir. Bu ¢alismada sigir eti 6rneklerinin %7,17’sinde ve
bobrek orneklerinin %2,32°sinde C. perfringens izole edilmistir. Toplamda 395 6rnegin
20’sinde (%5,06) C. perfringens varligi belirlenmistir. Elde edilen 20 C. perfringens izolati
API 20A ve PCR ile tanimlanmis olup bu izolatlarin disk diflizyon yontemi ile antibiyotik
diren¢ profili belirlenmistir. Analiz sonucglarina gore tiim izolatlar vankomisine karsi
duyarliyken 1 adet izolat penisiline ve 1 adet izolatin da ampisiline karsi direngli oldugu

gozlemlenmistir (Kouassi vd., 2014).

Yapilan bu caligmalar sokak yemeklerinin isleme veya satig sirasinda ¢evreden
gelebilecek olan kontaminasyona agik oldugunu ve tiiketici sagligi agisindan risk

olusturabilecegini ortaya koymaktadir.
2.6. Hayvan Diskisinda C. difficile ve C. perfringens Varhgi

Anaerobik mikroorganizma olan C. difficile ve C. perfringens; toprak, su, gida ve
hayvan digkilarinda bulunmaktadir. C. perfringens 6zellikle hayvanlarin bagirsaklarinda
yaygin olarak bulunmaktadir. C. difficile ve C. perfringens’in bagirsaklarda ¢ogalmasinin
nedenleri ise; hayvanlara verilen yemlerin kontamine olmasi, silajlarin yanlis bir sekilde
fermente edilmesi, uygulanan antibiyotik tedavisidir (Gurjar vd., 2008). Clostridiaceae
familyasindan olan bu iki anaerobik ve sporlu bakterinin neden oldugu enfeksiyon
hayvanlardan insanlara dolayli yoldan bulasabilmektedir. C. perfringens ve C. difficile
bagirsakta cogalir ve disar1 diski yoluyla atildigindan dolay1 kesim sirasinda hayvanlarin

dokusuna da bulasabilmektedir (Manteca vd., 2001; Songer, 2010).

Hayvan digkilari ile ilgili yapilmis olan bir¢ok arastirma bulunmaktadir. Bunlardan
bir tanesinde Avustralya’da koyun ve kuzu diskilarindan ornekler alinip incelenmistir.
Kiigiikbas hayvanlar olan kuzu ve koyunlarin diskilarinda C. difficile’ye rastlanilmistir. C.
difficile 156 koyun diskis1 drneginden 1’inden ve 215 kuzu diskist 6rneginin ise 14’iinden

izole edilmistir. Kii¢iikbas hayvanlarin bagirsaklarindan elde edilen 15 adet C. difficile
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izolatinin 14’1 (%93,3) toksin A ve toksin B pozitif ¢cikmistir. Bu ¢aligmada koyunlara
gore kuzularda daha yiiksek miktarda C. difficile saptandigi goriilmiistiir (Knight ve Riley,
2013). Farkli hayvan tiirlerinden alinan 6rneklerin degerlendirildigi birkag¢ ¢alisma Tablo

1’de verilmistir.
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Tablo 1

Hayvan diskisinda C. difficile ve C. perfringens varligi

Ornek Tiirii Ulke Mikroorganizma Bulun[na Referans
Sikhigi
Siit Inegi : 17/20 (Dennison vd.,
Diskist ABD C. perfringens (%8.5) 2002)
. C. perfringens 152/215
Domuz Diskist Ispanya (a-toksin) (%71)
R 62/215
C. difficile (TcdA) (%28.9)  (Vidal vd., 2019)
Domuz Diskist Ispanya C. difficile (TcdB) 73/215 (%34)
C. difficile 48/215
(TcdA/TcdB) (%22.3)
C. perfringens 164/241
< (B 2-toksin) (%68) .
Sigir Digkisi ABD C. perfringens 68/241 (Gurjar vd., 2008)
(a-toksin) (%28.2)
65/170
Manda Diskisi N . (%38.2) .
5 Hindistan C. perfringens 194/512 (Athira vd., 2018)
S1gir Digkist (%37.9)
Kegi Digkisi 10/109 (%9.2) <
Slovenya C. difficile (AVbzegiZk vd,,
Koyun Diskisi 6/105 (%5.7) )
Koyun Digkis1 2/11 (%18.2)
Sigir Digkisi 71205 (%3.4)
Domuz Diskisi Hollanda C. difficile 9/136 (%6.6) (Koene vd., 2012)
Dana Buzag: o
Diskis: 6/100 (%6)
Buzag1 Digkisi 1/56 (%1.8)
Slovenya C. difficile 133/257 (Pirs vd., 2008)
Domuz Diskisi (%51.8)
Sigir Digkisi 18/220 (%8.2) i
Belcika C. difficile (ROdggf;Z vd.,
Domuz Diskist 18/217 (%8.3) )
Koyun Diskisi 1/156 (%0.6) - i
Avustralya C. difficile (Knight ve Riley,

Kuzu Diskisi

14/215 (%6.5) 2013)
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Tiirkiye’nin Kayseri ilinde yapilan ¢alismada, 100 sigir diskisinda, 100 sigir karkas
yiizey siiriintlii 6rneklerinde, 10 ¢alisma tablasi ve bigak yilizeylerinde ve 10 adet atik su
orneginde C. difficile aragtirilmistir. Toplam 220 6rnegin 12’sinde (%5) C. difficile tespit
edildigi belirtilmistir. Elde edilen izolatlarin tamaminin toksin A (tcdA) ve toksin B (tcdB)
acisindan pozitif oldugu belirlenmistir. Izolatlarin disk difiizyon yontemi ile antibiyotik
direng profili belirlenmis olup amoksisilin-klavulanik asit (AMC), ampisilin (AMP),
seftazidim (CAZ), siprofloksasin (CIP), klindamisin (DA), levofloksasin (LEV), penisilin
(P), tetrasiklin (TE) marbofloksasin (MAR), metronidazol (MTZ), meropenem (MEM) ve
vankomisin (VA) antibiyotikleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore ise C. difficile
izolatlarinin tamaminin AMC , AMP , MEM , MTZ , P, TE ve VA'ya duyarli, CIP ve
LEV'ye direngli bulundugu belirtilmistir (Abay vd., 2022).

Hayvan digkilarinda C. difficile varligi arastirilan bir ¢alismada, domuz, sigir,
tavuk, koyun, at, kedi, kdpek ve tavsanlarin digkilart analize alinmistir. Toplam olarak 559
hayvan digkis1 6rnegi degerlendirilmistir. Domuz diskisinda %15 (25/168), sigir digkisinda
%4 (10/227), atlarin diskisinda %14 (7/50), kedilerin digkisinda %10 (5/48) ve kopeklerin
diskisinda %8 (4/49) oraninda C. difficile izole edildigi belirtilmistir. Ancak tavuk, koyun
ve tavsanlarin digkilarinda C. difficile saptanmamistir. Toplamda 559 hayvan diskisi
orneklerinden 51’inde C. difficile’ye rastlanilmistir (Shaughnessy vd., 2018).

Ulkemizde hayvan diskilarinda C. difficile varliginin arastirildign baska bir
caligmada ise, yenidogan buzagilardan, kuzulardan, oglaklardan ve tavuklardan 50’ser adet
diski1 6rnegi C. difficile varligi agisindan analize alinmigtir. Buzagilardan alinan diski
orneklerinin %70’inden (35/50), kuzulardan alinan diski 6rneklerinin %30’undan (15/50),
oglaklardan alinan digki Orneklerinin %14’tinden (7/50) ve tavuklardan alinan digk
orneklerinin  %2’sinden (1/50) C. difficile varligt saptanmigtir. Farkli hayvanlarin
diskilarindan alinan 200 adet 6rnegin 58’inde (%29) C. difficile varlig1 belirlenmistir. C.
difficile oldugu belirlenen 6rnekler toksinojenik gen agisindan degerlendirildiginde 58
ornegin 28’inde (%14) toksin gen varlig1 saptanmistir. Buzagilardan alinan 22 adet toksin
pozitif ornegin 10’u toksin A, toksin B ve binary toksin varligi acisindan pozitif
bulunurken, 12’sinin ise toksin B pozitif olarak belirlenmistir. Kuzu digk1 6rneklerinden
belirlenen 6 toksin pozitif 6rnegin 5’1 binary toksin pozitif bulunurken birinde toksin B
pozitif saptanmistir. Oglak ve tavuklardan alinan diski 6rneklerinde ise toksinojenik gen

varhiginin belirlenmedigi bildirilmistir (Ozgen ve Yildirim, 2021).
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Yapilan c¢alismalar sonucunda kolonize veya enfekte ciftlik hayvanlarinin
digkilariyla gida kontaminasyonun, C. difficile'nin gida zinciri yoluyla hayvanlardan
insanlara bulasma yollarindan biri olabilecegi ihtimalini kuvvetlendirmektedir (Taha,
2021). Ayrica kokorecin oOzellikle kuzu, koyun vb. gibi kiigiikbas hayvanlarin
bagirsagindan {retiliyor olmasinda bu geciste kokorecinde etkin olabilecegini ortaya

koymaktadir.
2.7. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Kapasiteleri

Gelismelerini etkileyecek tehditlere karsi mikroorganizmalar, biyofilm ad1 verilen
0zel yapilar iretebilmektedir. Mikroorganizmalarin birbirine tutunmasina izin veren ve
hiicre dis1 matris iireten bir ylizeyde gelisen bakteri ¢ogunlugu biyofilm olarak
adlandirilmaktadir (Hall-Stoodley vd., 2004). Bakterilerin olusturdugu {i¢ boyutlu yapilar
olarak bilinen biyofilmler, bakterilerin uzun siire hayatta kalabilmesini saglayabilmektedir.
Bagirsakta bakteriler tarafindan olusan biyofilmler, bagirsagin epitel yiizeyine yakin
mukus tabakasinda (Macfarlane vd., 2005) veya bagirsak kanalinda bulunan besinler
tizerinde bulunabilmektedir (Sharp ve Macfarlane, 2000). Bagirsak florasinda anaerob
kosullar nedeniyle Clostridium tiirleri tarafindan biyofilm olusabilmektedir (Crowther vd.,
2014). Bagirsakta olusmus biyofilmlere tutunan C. difficile, antibiyotiklerin baskisindan
korunmak i¢in kendine ortam yaratmakta ve ayn1 zamanda bagirsaktaki varligini koruyarak
enfeksiyonun tekrarini da tesvik edebilmektedir (Vuotto vd., 2018). Clostridium tiirlerinin
olusturduklar1 biyofilmlerin uygulanan hijyen kosullarina karsi diren¢ olusturduklar

bildirilmistir (Candel-Pérez vd., 2019).

Bakterilerin bircogu cevre kosullarinda hayatta kalabilmek i¢in biyofilm iiretebilme
kapasitesini gelistirmektedir (Davey ve O’Toole, 2000; Jefferson, 2004). Biyofilm
olusturan bakteriler, genellikle silispansiyon halinde bulunarak kat1 yiizeylere
tutunabilmektedir. Ayrica biyofilm olusturarak fiziksel ve gevresel streslere karsi direng
gosterebilmektedir (Davey ve O'Toole, 2000, Davies, 2003, Hall-Stoodley ve Stoodley,
2009). Donelli vd., (2012)’nin yaptigi c¢alismada, Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri arastirilmistir. Gram pozitif bakterilerden olan
C. perfringens, C. fallax, C. baratii, C. bifermentans ve Finegoldia magna suslarinin giiglii
biyofilm olusturdugu ancak C. difficile susunun orta derecede biyofilm olusturdugu

belirtilmistir. C. perfringens tarafindan olusturulan biyofilmin incelendigi diger bir
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calismada, biyofilm olusturan C. perfringens hiicrelerinin atmosferik oksijene, yiiksek
konsantrasyondaki antibiyotik cesitlerine ve antikoksidiyal ajanlara maruz kaldiginda
hayatta kalabildigi belirtilmistir (Charlebois vd., 2014).

Biyofilm olusturan hiicrelerin ¢ogunun vejetatif formda oldugu bilinmektedir.
Ancak biyofilm olusumu sirasinda ve biyofilmin kaliciligi sirasinda spor olusturan
bakterilerde sporlanma olabilmektedir (Papa vd., 2013). Farkli C. perfringens suslarinin
(TYJAM-D-66 ( cpe +), CMM-C-80 ( cpe -) ve SDE-B-202 ( cpe +)) biyofilm olusumu
sirasinda zamanla spor olusturma yeteneklerinin ve biyofilm olusumu sonrasinda
dezenfektan ve oksidatif strese karsi direnglerinin arastirildigi ¢alismada, C. perfringens
suslarin giiglii biyofilm olusturduklart gozlemlenmistir. C. perfringens suslar1 arasindaki
biyofilm olusturma yetenekleri benzer oranda olmasina ragmen oksijen toleranslarinin
suslar arasinda farklilik gosterdigi belirtilmistir. C. perfringens’in enterotoksin i¢eren susu
olan TYJAM-D-66’nin, sodyum hipoklorite (NaClO) kars1 hayatta kalma oraninin yiiksek
oldugu bildirilmigtir. Sodyum hipoklorit, gida endiistrisinde ve yemek servis edilen
isletmelerde en ¢ok tercih edilen dezenfektanlardan birisi olmasina ragmen, C. perfringens
gibi  sporlu bakteriler iizerinde kullanildiginda etkisinin  diisiik olmasi  risk

olusturabilmektedir (Hu vd., 2021).

2.8. Salmonella spp.

Enterobacteriaceae familyasinda bulunan Gram negatif, spor olusturmayan
fakiiltatif anaerob ve cubuk formunda bir bakteri olan Salmonella, insan viicuduna
alindiginda enterik atese ve gastroenterite neden olmaktadir (Asal Ulus, 2021). Theobald
Smith tarafindan klasik domuz atesi ile enfekte olmus domuzlarin bagirsaklarindan ilk
olarak 1855°te kesfedilip izole edildigi belirtilmistir. 2500°den fazla serotipi bulunan
Salmonella adini patolog olan Dr. Daniel Elmer Salmon’dan aldig1 bilinmektedir (Eng vd.,
2015).

Salmonella Bongori ve Salmonella Enterica olarak iki tire ayrilmaktadir.
Salmonella Bongori’nin alt tiirii olmayip Salmonella Enterica ise Salmonella enterica
subsp. Salamae, Salmonella enterica subsp. Arizonae, Salmonella enterica subsp. Enterica,
Salmonella enterica subsp. Diarizonae, Salmonella enterica subsp. Houtanae, Salmonella
enterica subsp. Bongoriv, Salmonella enterica subsp. Indica olmak iizere 7 alt tiire
ayrilmaktadir (Brenner vd., 2000).
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Gelismis ve gelismekte olan lilkelerde gida kaynakli hastaliklar, halk sagligi ve
kiiresel ekonomi i¢in kabul edilemez bir tehdit olusturmaktadir. Gida kaynakli patojenik
bakterilerden biri olan Salmonella’nin, Diinya’da bir¢ok kisinin oliimiine ve hastaliga
yakalanmasina neden oldugu bilinmektedir (Shen vd., 2021; EFSA, 2010). Salmonella
Typhimurium’un gida hayvanlar1 (kiimes hayvanlari, domuz, koyun ve sigir) ile
iligskiliyken, Salmonella Enteritidis’in ise genellikle yumurta ve kiimes hayvanlari ile
iliskili oldugu bilinmektedir (Carrasco vd., 2012). Ayrica diger 6nemli bir tiir olan
Salmonella Paratyphi’nin bulasma yollarindan birinin de sokakta satilan sokak

yemeklerinin tiiketilmesi oldugu ifade edilmektedir (Crump ve Mintz, 2010).

Salmonella spp.’nin gida giivenligi ve halk sagligi bakimindan 6nemli bir patojen
oldugu bilinmekte olup, bu bakterinin en fazla toprak, hayvan digkisi, su, fabrika yiizeyleri,
¢ig et, ¢ig deniz Uurlinleri ve mutfak yilizeylerinden bulastigi bildirilmistir (FDA, 2013).
Gidalarda saklama sicakliginin yetersiz olmasi, pisirme isleminin yetersiz olmasi ve ¢apraz
bulagsma ihtimali salmonelloz salginlarina neden olabilmektedir (Ryan vd., 1996; Todd,
1997). Salmonella’nin ana bulagsma yollarindan birinin, diski ile kontaminasyona ugramis
hayvansal kaynakli gidalar oldugu bilinmekte olup, enfekte olmus hayvanlardan elde
edilen etlerde de bulasma oldugu goriilmiistiir (Benenson, 1995; Haeghebaert vd., 2003).
Yapilan arastirmalar sonucunda et ve et iriinlerinde Salmonella’nin varligina sik
rastlandigi, ayrica kiimes hayvanlari, ve yumurtalarin Salmonella ile bulasmis olabilecegi
ve bulasici hastaliklara yol agabildigi bilinmektedir (Wilson, 2002; Capita vd., 2003). Ek
olarak siit ve siit tiriinleri (Gebeyehu vd., 2022; Garbaj vd., 2022), deniz iiriinleri (Yang
vd., 2022), meyve ve sebzelerde de (Toe vd., 2022; Cao vd., 2023; Sarré vd., 2023)

Salmonella’ya rastlanildigi bildirilmistir.

Balikesir’de yapilan bir ¢alismada market ve restoranlardan temin edilen tiiketime
hazir gidalarda (kavurma, et ve tavuk doner, sucuk, peynir, hosmerim, helva, rus salatast,
sebze salatasi) Salmonella spp. varligi arastirilmistir. Caligma sonucunda tavuk donerde
%3,3 oraninda (1/30), kavurmada %10 oraninda (1/10) ve helvada %6,6 oraninda (1/15)
Salmonella spp. varligi belirlenmistir. Diger temin edilen iriinlerde Salmonella’ya
rastlanilmamustir. Ozellikle tiiketime hazir olarak satisa sunulan gidalarda Salmonella spp.
gibi patojen bakterilerin var olmasinin tiiketici sagligi ve gida giivenligi bakimindan risk

teskil ettigi belirtilmistir. Tiketime hazir gidalarin iiretiminde uygulanan 1sil islemin
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yetersiz olusu ve iiriinlerin proses sonrasinda olusabilecek kontamine olma ihtimalinin halk

saglig1 agisindan tehdit olusturdugu bildirilmistir (Gokmen vd., 2016).

Mezbahalarda karkaslarin kesim sirasinda, i¢ organlarin ¢ikarilmasinda ve
parcalanmasi sirasinda Salmonella ile kontamine olabildigi ve hayvan karkaslarindan,
bagirsaklarindan Salmonella izole edildigi bildirilmistir (Kipliili, 1999). Amasya’da
market ve kasaplardan 50 adet sigir kiymasi ve 50 adet sigir hazir kofte 6rnekleri temin
edilmistir. Temin edilen toplam 100 Ornekte Salmonella varhiginin arastirildigi
belirtilmistir. Aragtirma sonucunda si1gir kiymasinda 4 adet pozitif 6rnek (%8) bulunurken,
sigiretinden elde edilen koftede ise 2 adet pozitif 6rnek (%4) saptandigi bildirilmistir
(Yildirim vd., 2016). Baska bir ¢alismada, istanbul’da doner servisi yapan lokanta ve
biifelerden 30 pismis tavuk doner temin edilmistir. Pismis tavuk donerlerden 1 tanesi
Salmonella spp. pozitif olarak belirlenmis olup API 20E test kiti sonucunda Salmonella

Arizonae susu oldugunu tespit etmislerdir (Unver Algay, 2019).

Gidalarda Salmonella varligi, tiiketicilerin sagligi ve gidalarin giivenligi agisindan
risk olusturabilmektedir. Tiiketime hazir gidalar Salmonella igermemelidir (Anonim,
2022). Bu durumda personel ve gidalarin hazirlandigi ortamin hijyen ve sanitasyon

kosullarina uygunlugu oldukca 6nemlidir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismamizda kokore¢ o6rnekleri Canakkale, Bursa, izmir ve Balikesir illerinden
farkli isletmeler ve kasaplardan temin edilmistir. Toplam 52 adet farkli isletmeden kokoreg
ornegi alinmistir (Tablo 2). Her bir kokoreg 6rnegi soguk zincir altinda hizli bir sekilde
laboratuvara taginmuistir. Tiim kokore¢ drnekleri ayni giin igerisinde paralelli olarak analize

alimmustir. Toplamda 140 adet kokoreg 6rnegi incelenmistir.

Tablo 2

Kokore¢ 6rneklerinin temin edildigi bolgeler

Ornek Ornek

Ornek Kodu Ornek Tiirii  Alindig Yer . .. Alndig Yer
Kodu Tiirii

1 Cig Canakkale 27 Pismis Balikesir
2 Cig Canakkale 28 Cig Balikesir
3 Pismis Canakkale 29 Cig Balikesir
4 Cig Canakkale 30 Cig Balikesir
5 Cig Canakkale 31 Cig Balikesir
6 Pismis Canakkale 32 Cig Balikesir
7 Pismis Canakkale 33 Pigmis [zmir

8 Pismis Canakkale 34 Pismis [zmir

9 Pismis Bursa 35 Pismis [zmir
10 Pismis Bursa 36 Pismis [zmir
11 Pismis Bursa 37 Cig [zmir
12 Pismis Bursa 38 Cig [zmir
13 Pismis Bursa 39 Cig [zmir
14 Pismis [zmir 40 Cig Canakkale
15 Cig [zmir 41 Cig Canakkale
16 Cig [zmir 42 Cig Canakkale
17 Pismis [zmir 43 Pigmis Canakkale
18 Pismis Balikesir 44 Pismis Canakkale
19 Pismis Balikesir 45 Cig Canakkale
20 Pismis Balikesir 46 Cig Canakkale
21 Cig Bursa 47 Pismis Canakkale
22 Cig Bursa 48 Pismis Canakkale
23 Cig Bursa 49 Cig Canakkale
24 Cig Bursa 50 Pismis Canakkale
25 Cig Bursa 51 Pismis Canakkale
26 Pismis Balikesir 52 Pismis Canakkale
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Farkli sehirlerden ve farkli kasaplardan temin edilen ¢ig kokore¢ orneklerinin

sehirlere gore dagilimi Sekil 1’de ayrintili sekilde belirtilmistir.

Cig Orneklerin Dagihm

m BURSA

m CANAKKALE
u BALIKESIR

m [ZMIR

Sekil 1. Cig kokoreg drneklerinin sehirlere gore yilizdelik dagilimi

Farkli sehirlerden ve farkli kokoreg isletmelerinden temin edilen pismis kokoreg

orneklerinin sehirlere gére dagilimi Sekil 2°de ayrintili sekilde belirtilmistir.

Pismis Orneklerin Dagilimi

= BURSA

m CANAKKALE
u BALIKESIR

m [ZMIR

Sekil 2. Pismis kokoreg 6rneklerinin gehirlere gore yilizdelik dagilimi
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3.2. Yontem
3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Laboratuvara getirilen kokoreg 6rneklerinden steril bigak ile aseptik sartlar altinda
numune alimmistir. TAMB, kiif/maya, B. cereus, S. aureus, siilfit indirgeyen anaerobik
bakteriler, toplam koliform ve E. coli analizleri i¢in 10 gram kokoreg¢ 6rnegi iizerine 90 mL
%0,85’lik serum fizyolojik aktarilmis ve Ornekler stomacher cihazinda (Interscience
BagMixer® 400P, Fransa) homojenize edilmistir. Elde edilen diliisyonlardan 10°°a kadar
desimal diliisyonlar hazirlanmis olup ekimler yapilmistir. C. difficile varligi igin 15 gram
kokore¢ Ornegi iizerine ise 30 mL CDEB zenginlestirme sivisi aktarilmistir. Salmonella
varligmin arastirtlmasi i¢in 25 gram kokore¢ Ornegi ve lizerine 225 mL tamponlanmig
peptonlu su (Buffered Peptone Water, Oxoid, Ingiltere) eklenip stomacher cihazinda 60

saniye boyunca homojenize edilmistir.
3.2.2.Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB) Sayisinin Belirlenmesi

Kokore¢ orneklerinin hazirlanmasi islemi “3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi”
béliimiinde aciklandigi sekilde analize hazirlanmistir. Elde edilen 10™%lik diliisyondan
9%0,85°1ik serum fizyolojik kullanilarak 10®°a kadar desimal diliisyonlar hazirlanmis olup
Plate Count Agar’a (PCA, Merck, Almanya) ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler
37°C°de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerinde 30-300 koloni
olusturan petriler sayilarak kokore¢ ornegindeki toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi

belirlenmistir (Efe ve Glimiissoy, 2005).
3.2.3. Kiif ve Maya Sayisinin Belirlenmesi

Kokoreg 6rneklerinin maya ve kiif yiikiiniin belirlenmesi amaciyla %0,85’lik serum
fizyolojik kullamlarak 10®°a kadar desimal diliisyonlardan Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol (DRBC) Agar (Merck, Almanya) besiyerine ekim yapilmistir. EKim
yapilan petriler 25°C’de 3-5 giin inkiibasyona birakilarak kokore¢ 6rneklerindeki maya ve

kiif say1s1 belirlenmistir (Onen, 2020).
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3.2.4. Toplam Koliform ve E. coli Analizi

Temin edilen kokore¢ oOrneklerinde toplam koliform ve E. coli varligmin
arastirtlmas1 amaciyla %0,85’lik serum fizyolojik kullanilarak hazirlanan desimal
diliisyonlardan Chromocult Tryptone Bile X-glucuronide (TBX) Agar (Merck, Almanya)
besiyerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda gelisen mavimsi yesil renkli koloniler E. coli, E. coli disindaki

renksiz koloniler ise toplam koliform olarak belirlenmistir (Cevik Telekoglu, 2019).

3.2.5. Staphylococcus aureus Aranmasi ve Dogrulanmasi

Temin edilen kokore¢ Orneklerinde S. aureus varligmnin arastirilmasi amaciyla
%0.85’lik serum fizyolojik kullanilarak hazirlanan desimal diliisyonlardan %1 potasyum
telliirit (Merck, Almanya) ve yumurta sarist katkili Baird Parker Agar (BPA, Merck,
Almanya) besiyerine ekim yapilmis olup petriler 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda kenarlarinda ince beyaz presipitasyon halkasi ve
temiz zon olusturan siyah koloniler sayilmistir (Kiling vd., 2018; Unliitiirk ve Turantas,

2015).

Presipitasyon zonu ve tipik siyah koloni olusturan izolatlara koagiilaz testi
uygulanmistir. Belirlenen izolatlar Nutrient Agar’da (Merck, Almanya) 35-37°C’de 24-48
saatte aktif kiiltlir haline getirilmis olup koagiilaz testinde lam yontemi kullanilmigtir. Lam
yonteminde tavsan plazmasi (Mediko Kimya, Tiirkiye) ve aktif kiiltiir 6ze ile karistirilmis
olup piht1 olusumu goézlenen izolatlar pozitif, pitht1 olusumu gozlenmeyen izolatlar negatif
olarak kabul edilmistir. Pozitif kontrol i¢in S. aureus ATCC 25923 kullanilirken negatif
kontrol i¢in de serum fizyolojik (%0.85 NaCl) kullanilmistir. Koagiilaz testi tiip yontemi
icin belirlenmis izolatlar Brain Heart Infusion Broth (Himedia, Hindistan) besiyerine
inokiile edilerek 35-37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Test tiiplerine 0,5 mL
tavsan plazmasi eklenmis ve iizerine 0,5 mL BHI Broth’da hazirlanmis aktif kiiltiir ilave
edilerek 35-37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiir ilave edilmeyen tiip negatif kontrol
olarak belirlenmistir. inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir negatif reaksiyon verirse ek olarak
24 saat inkiibasyona devam edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplerde koagiiliim
olugsmasi (pihtt olugumu) gozlenirse kiiltiiriin koagiilaz pozitif oldugunu gostermektedir

(Unliitiirk ve Turantas, 2015).
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3.2.6. Bacillus spp. Varhginin Belirlenmesi

Serum fizyolojik (%0,85) kullanilarak 10%’a kadar hazirlanmis olan desimal
diliissyonlardan HiCrome Bacillus Agar besiyerine ekim yapilmistir. Ekim yapilmis olan
petriler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan merkezi
koyu mavi koloniler muhtemel Bacillus cereus, agik mavi koloniler muhtemel Bacillus
thuringiensis, yesil koloniler Bacillus subtilis, sari koloniler muhtemel Bacillus

megaterium kabul edilerek sayim yapilmistir (Aruwa ve Akinyosoye, 2015).
3.2.7. Salmonella Varhgimin Belirlenmesi

Kokore¢ numunelerinde Salmonella aranmasi ISO 6579-1 prosediiriine uygun
olarak gerceklestirilmistir. Secici olmayan 6n zenginlestirme i¢in kokore¢ 6rneginden 25
gram tartilip lizerine 225 mL Tamponlanmis peptonlu su (Buffered Peptone Water, Oxoid,
Ingiltere) eklenmistir. On zenginlestirme i¢in 18-20 saat, 37°C’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyondan sonra segici zenginlestirme i¢in 10 mL Selenite Cystine
Broth’a (Oxoid, ingiltere) 1 mL ve 10 mL Rappaport-Vassiliadis (RV) Enrichment
Broth’a (Oxoid, Ingiltere) 0,1 mL 6n zenginlestirme sivisindan eklenmistir. Ekim yapilan
Selenite Cystine Broth besiyeri igeren tiipler 37°C’de 24 saat, Rappaport-Vassiliadis (RV)
Enrichment Broth ise 42°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda
tiiplerden secici-ayirtedici besiyerlerine tek diisiirme yontemi ile ekim yapilmistir. Segici-
ayirtedici besiyeri i¢in Xylose Lysine Deoxycholate (XLD, Oxoid, Ingiltere) Agar ve
Bismuth Sulphite Agar (BSA, Merck, Almanya) kullanilmistir. Ekim yapilan petriler
37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra belirlenen tipik
Salmonella kolonilerine biyokimyasal testler yapilmistir (ISO, 2017). Tipik Salmonella
kolonileri Nutrient Agar (Oxoid, Ingiltere) besiyerinde 35-37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilarak aktif kiiltiir haline getirilmistir. Aktif hale getirilen kiiltiir Triple Sugar Iron
Agar (Oxoid, Ingiltere) ve Lysine Iron Agar (Oxoid, ingiltere) besiyerlerine igne &ze ile
cizme ve daldirma yontemiyle inokiilasyon yapilmistir. Salmonella inokiile edilen tiipler
37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplerdeki
reaksiyonlar incelenerek pozitif sonug veren kiiltiirler belirlenmistir (Unliitiirk ve Turantas,
2015). Cig ve pismis kokoreg¢ orneklerinde Salmonella izolasyonu igin kullanilan yontemin

akis semasi1 Sekil 3’te agiklanmistir.
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inkiibasyon
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(RV) Enrichment Broth
42°C 24 saat

Sekil 3. Kokoreg drneklerinde Salmonella izolasyonu

3.2.8. Siilfit Indirgeyen Anaerobik Bakterilerin Sayim

10 gram kokore¢ ornegi 90 mL %0,85’lik serum fizyolojik bulunan stomacher
torbasinda homojenize edilmistir. Hazirlanan diliisyondan ayni diliisyon sivisi kullanilmig
ve 10%a kadar desimal diliisyonlar hazirlanmustir. Her bir diliisyondan D-sikloserin
(Neogen, ABD) ve yumurta saris1 katkili Tryptose Sulphite Cycloserine Agar (Merck,
Almanya, TSCA) besiyerine paralelli olarak ekim yapilmistir. Besiyeri yiizeyi inokiiliimii
absorbe ettikten sonra iizerine yumurta sarisi icermeyen TSCA besiyeri dokiiliip anaerobik
kabinde (Elektrotek 400TG, Ingiltere) 35-37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda etrafinda opak zon olusan tipik siyah koloniler sayilmigtir (Unliitiirk
ve Turantas, 2015). Her petriden elde edilen kolonilerinin karekokii kadar segilerek BHI
Broth besiyerine izolat almmustir. Izolatlar -18°C’de gliserol eklenerek saklanmustir.
Saflagtirilan izolatlara gram boyama yapilarak Gram pozitif, kalin-kisa ¢ubuk seklinde olan
izolatlar RAPID ID 32A hizli tani testi ile biyokimyasal olarak tanimlanmistir. Cig ve
pismis kokorec¢ 6rneklerinde siilfit indirgeyen anaerobik bakterilerin sayimi i¢in kullanilan

yontemin akis semasi Sekil 4’te agiklanmustir.
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Sekil 4. Kokoreg orneklerinde siilfit indirgeyen anaerobik bakterilerin sayimi

3.2.9. Clostridium (Clostridioides) difficile Aranmasi

Cig ve pisirilmis olarak alinan kokore¢ numunelerinin C. difficile aranmasinda Von
Abercron vd., (2009) ve Norman vd., (2014)’nin yontemi modifiye edilerek kullanilmistir.
15 gram Ornek zenginlestirme besiyeri olan 30 mL C. difficile Enrichment Broth
(CDEB)’da anaerob kosullarda 6n zenginlestirme igin 37°C’de 10 giin inkiibasyona
birakilmistir. CDEB besiyerinin igerigi olduk¢a zengin olup proteaz pepton (40 g/L, Oxoid,
Ingiltere), D-fruktoz (6 g/L, Merck, Almanya), disodyum fosfat (Na,HPO,, 5 g/L, Isolab,
Almanya), mono potasyum fosfat (KH,POy, 1 g/L, Carlo Erba, Fransa), magnezyum siilfat
(MgS04.7H,0, 0,1 g/L, Alfa aesar, Almanya), sodyum kloriir (NaCl, 2 g/L, Merck,
Almanya), taurokolik asit (Sodyum taurokolat, 1 g/L, Merck, Almanya) ve sefoksitin-
sikloserin antibiyotik katkis1 (Himedia, Hindistan, CC) igermektedir. Inkiibasyon siiresi
sonunda vejetatif hiicrelerin uzaklastilmasi amaciyla 6n zenginlestirme sivilarma 1:1
oraninda %96 etanol (v/v) ilave edilerek 50 dakika homojen bir sekilde karismasi
saglanmigtir. 4000g°de 10 dk santrifiijiin ardindan ayrilan pelet PBS ile iki kez yikanarak
ChromID C. difficile Agar (Biomerieux, Fransa) ve %7 at kan1 (GBL, Tiirkiye), sefoksitin-
sikloserin antibiyotik katkis1 (Himedia, Hindistan, CC), L-sistein (%0,1 Merck, Almanya),
sodyum taurokolat (%0,1) ilaveli C. difficile Agar Base (Himedia, Hindistan) besiyerine
inokiile edilmistir. Petriler 35-36°C’de 24-48 saat anaerob sartlarda inkiibe edilmistir (Sekil
5). Inkiibasyon sonunda ChromID besiyerinde tipik siyah renkli koloniler siipheli C.
difficile olarak degerlendirilirken, C. difficile Agar Base (CDCC) besiyerinde ise gri, opak
ve hemoliz olusturmayan koloniler siipheli C. difficile olarak degerlendirilmistir. izolatlar
tanmimlanmak i¢in %0,5 Yeast Extract (Merck, Almanya) ve %0,1 L-cysteine (Merck,
Almanya) katkili Brain Heart Infusion Broth (Himedia, Hindistan) besiyeri igeren kriyo
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tiiplere stok alinarak -18°C’de saklanmustir. C. difficile oldugu siiphe edilen izolatlara gram
boyama yapilmistir (Erséz ve Cosansu, 2014). Gram pozitif ve ¢ubuk sekilli izolatlara
RAPID ID 32A hizli tami testi uygulanmistir. Kokore¢ numunelerinde C. difficile
izolasyonu ile ilgili ayrintili bilgi Sekil 5’de belirtilmistir.

/ /_\ /\ j "é.
~\ @ ® |

40004g L, ¥
CJ 10 dk C. difficile ChromID e e | St i

50dk Agar (. difficile v v
- % Base
15 gram Alkol soku (CDCC) haes Areeroﬁb orI"amca'
omek 35.36 *C'de  1:1 (V/V) 35-3_2 ,ghde :?nsaa.
10 gun Y inkubasyo
Pelet

Sekil 5. Kokoreg 6rneklerinden C. difficile izolasyonu

3.2.10. Siilfit indirgeyen Anaerobik Bakteri ve Siipheli C. difficile izolatlarinin
RAPID ID 32A ile Tammmlanmasi

Kokoreglerden elde edilen siilfit indirgeyen anaerobik bakteri ve siipheli C. difficile
izolatlarina gram boyama yapilarak sonucunda Gram pozitif ve gubuk seklindeki izolatlar
belirlenmistir. Belirlenen izolatlara RAPID ID 32A hizli tani testi (Biomerieux, Fransa)
tiretici talimatlarina gore uygulanmistir. Anaerobik kosullarda 35-36°C’de 24 saat aktif
hale gelen kiiltiirler talimatlara gore 4 McFarland’a ayarlanmigtir. Seyreltilmis olan
kiiltiirlerden her kuyucuga 55 pL kiiltiir eklenmis ve 4 saat 35-36°C’de aerob kosullarda
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda API Web™ veritabaninda (versiyon

1.3.0) sonuglar degerlendirilmistir.

Standart C. perfringens NCTC 8237 susunun RAPID ID 32A ile gorintiisii Sekil

6’da verilmistir.
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Sekil 6. Standart C. perfringens NCTC 8237 susunun RAPID ID 32A ile goriintiisii

3.2.11. C. difficile izolatlarinin Molekiiler Yontemlerle Tanimlanmasi
DNA Ekstraksiyonu

Hizli tan1 testlerinden biri olan RAPID ID 32A testi sonucunda C. difficile olarak
belirlenen izolatlarin ger¢ek zamanli PCR’de (qPCR) dogrulanmasi icin DNA

ekstraksiyonlar1 gerceklestirilmistir.

Brain Heart Infusion Agar’da 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda aktif hale
getirilen kiiltiirlerden 1 6ze dolusu alinmigtir. Dnase, rnase free olan ve igerisinde 1 mL
Tris-EDTA (TE) Buffer (Sigma-Aldrich, ABD) bulunan santrifiij tiiplerine aktarilmistir.
Santrifiij tiipleri kuru blok isiticida (ThermoFisher Scientific, ABD) 97°C’de 15 dakika
kaynatilmistir. Kaynatilan tiiplere 16000g°de 10 dakika santrifiij (Hermle Z 326 K,
Almanya) uygulanmistir. Santrifiij sliresi sonunda ¢oken pelet uzaklastirilmis olup elde

edilen DNA ekstraktlar1 -18°C’de saklanmistir (Rahimi vd., 2014).
C. difficile izolatlarinda tpi (trioz fosfat izomeraz) Gen Varhgimin Belirlenmesi

[zolatlardan elde edilen DNA ekstraktlarindaki C. difficile tpi gen varligi Heise vd.,
(2021)’nin yontemine goére belirlenmistir. Primer ve problar (Eurofins Genomics,
Avusturya), Mastermix (Roche, Almanya) ve plazmid (Genscript, ABD) diretici
talimatlarina gore hazirlanmistir. Ic amplifikasyon kontrolii olarak
[CY5]AATCGGCCAACGCGCGG[BHQ2] problu E. coli plazmidi kullanilmistir
(Maurischat vd., 2015). Primer ve problarin niikleotid dizilimi Tablo 3’de verilmistir.

Primerler 5 pmol/uL ve problar 2,5 pmol/uL olacak sekilde hazirlanmigtir. Hazirlanan
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karisimlar 96 kuyucuklu plaklara her birinde 15 pL olacak sekilde aktarilmistir.
Izolatlardan bir tanesi icin gerekli olan karisim Tablo 4’de belirtilmistir. Kuyucuklara 5
uL DNA ekstrakti eklendikten sonra plak iizerine sealing film (SSIbio, ABD) yapistirilarak
2500 rpm’de 20 saniye spindown (Fisherbrand, ABD) ile homojenizasyon saglanmistir.
Plak qPCR (BIO-RAD, CFX96 Real-Time System, C1000 Touch Thermal Cycler, ABD)
haznesine yerlestirilerek siire, sicaklik ve dongii sayilar1 asagida belirtilen adimlarda
PCR’de yiiriitilmistiir. Standart sus olarak C. difficile ATCC 43593 ve C. difficile ATCC
1870 (Microbiologics, ABD) pozitif kontrol olarak kullanilmis olup negatif kontrol igin
PCR water kullanilmistir. Sonuglar pozitif ve negatif kontrollerin olusturduklar1 piklere

gore degerlendirilmistir.

Tablo 3

C. difficile tpi gen varliginin belirlenmesinde kullanilan plasmid, primer ve problar

Niikleotid dizilimi (5-3)

tpiR GGTCTATTCCTACTTCTAATGC
tpiF GAAGCTACTAAGGGTACAAA
tpi prob [HEX]ATAAGAGGTGAAACTTCTCCTGTAAATGCTCC[TAM]

Plasmid (F) GTCGGGAAACCTGTCG
Plasmid (R) GCTCACATGTTCTTTCCTGC
Plasmid prob [CY5]AATCGGCCAACGCGCGG[BHQ?]
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Tablo 4

Gergek zamanli PCR (qPCR) yontemine gore tpi geni arastirilmasi (reaksiyon karigimi)

Malzemeler Miktar toplam (20 pL)
Light cycler 480 mastermix 10 uL
Tpi primer F20 uM 0.25uL
Tpi primer R20 uM 0.25uL
Plasmid primer F20 uM 0.25uL
Plasmid primer R20 uM 0.25uL
Tpi probe 20 uM 0.125uL
Plasmid probe 20 uM 0.125uL
Plasmid 0.1uL
DNA template 5uL
PCR water 3.65 uL
Tablo 5

C. difficile tpi gen belirlenmesinde kullanilan doéngii kosullar

Adim Sicaklik Siire
1 95°C 5 dakika
2 95°C 10 saniye 2. adima
3 59°C 1 dakika déngii 39 tur
4 72°C 1 saniye
5 25°C 30 saniye
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CDCC ChromID
Agar C. difficile
Agar

C. difficile tpi g
»/ 1 6ze dolusu kaltir § e
1 mL TE Buffer \

[

Fluorescence

Negative

Cycles

97°C’de 15 dakika kaynatma

Sekil 7. Izolatlardan DNA ekstraksiyonu ve izolatlarin tpi gen varliginin belirlenmesi

3.2.12. Elde Edilen Izolatlarin Biyofilm Olusturma Kapasitelerinin

Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin biyofilm olusturma o6zelliklerinin belirlenmesi igin kristal
viyole mikrotitre plak yontemi kullanilmigtir (Donelli vd., 2012). Brain Heart Infusion
Agar’da (Himedia, Hindistan) 35-36°C’de 24 saat aktif hale getirilen kiiltiirler 0,5
McFarland diizeyine seyreltilmistir. 96 kuyucuklu mikroplagin her kuyucuguna 6 log
diizeyindeki 20 pL kiltir ve 180 pL BHI Broth eklenmis olup negatif kontrol icin
kuyucuklara sadece BHI Broth besiyeri aktarilmistir. Mikroplaklar 35-36°C’de 48 saat
anaerobik kabinde inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklar bosaltilmstir.
Bosaltilan tiim kuyucuklar 3 kez 200 pL Fosfat tamponlu su (PBS) ile yikanarak
kuyucuklarda tutunamayan hiicrelerin uzaklastirilmas: amaglanmistir. PBS ile yikanan
plaklar 60°C’de 1 saat kurutmaya birakilmistir. Ardindan, %1°lik kristal viyole
kuyucuklara 150 pL eklenerek oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Siire bitiminde
plaklar PBS ile yikanarak 60°C’de 10 dakika kurumaya birakilmistir. Kurutma isleminden
sonra her kuyucuga %33 oraninda hazirlanmig (v/v) asetik asit (Sigma, ABD) ilave
edilerek tutunmus hiicrelere yapismis boyalarin ¢oziinmesi amaglanmistir(Sekil 8). 620
nm’de mikroplak okuyuculu spektrofotometrede (Thermo scientific, Multiscan FC, ABD)

plaklar okutularak optik yogunluklarina gore (OD degeri) olusturduklari biyofilm
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kapasiteleri belirlenmistir. Analiz her kiiltiir icin 3 kez tekrar edilmistir. Stepanovi¢ vd.,
(2000)’ne gore 3 kez olgiilmiis negatif kontroliin OD degerlerinin ortalamasina (OD.) bagh

olarak izolatlarin tutunma yetenegi Tablo 6’da belirtilen sekilde siniflandirtlmistir.

Tablo 6
Optik yogunluk degerlerine gore biyofilm olusturma yeteneklerinin belirlenmesi
OD Degeri Biyofilm Olusturma Kapasitesi
4 x *OD,<0D Giglu
2 x0D;<0OD <4 x OD¢ Orta
OD.< 0D <2 x OD¢ Zayif
OD < OD¢ Biyofilm olusumu yok

*OD,: Negatif kontroliin optik yogunluk ortalamasi, OD: Izolatlarm optik yogunluk

ortalamasi

Elde edilen izolatlarin biyofilm olusturma Kkapasitelerinin belirlenmesi igin

kullanilacak yontem Sekil 8’de detayli olarak agiklanmaistir.

v L
— -
: (=
N . e
v v
Aktif Kiltiir be;l;;,‘:ik:‘;uo L k(ﬁl}l?oeli(llle‘nir Anaerob ortamda 35-36 °C’de
48 saat inkilbasyon

Kuyucuklar
Kuyucuklara 150 pL %1°lik Kuyucuklar Her ku %33"lilk
kl:jo;aluullkdnzmn sor;r;sh;r kristal viyole eklenerek oda  bogaluldiktan sonra her (3/\') ay:::l'kga AR
s Sl i sicakligmnda 5 dakika  kuyucuk 200 pL PBS ile by
yikanir. bekletilmistir yikanir. ’
L ]

Plaklar, mikroplak okuyuculu spektrofotometrede
620 nm’de okunarak optik yogunluklan (OD)
hesaplanmigtir

Sekil 8. Elde edilen izolatlarin biyofilm olusturma kapasitesinin belirlenmesi
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3.2.13. Elde Edilen izolatlarin Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde Epsilon test (E-
test) yontemi kullanilmistir. Tedavide siklikla kullanilan Klindamisin, vankomisin ve
metronidazol antibiyotiklerine karsi antibiyotik direng profilleri belirlenmistir (CLSI,
2012). E-test yontemi igin kullanilacak olan antibiyotiklerin E-test seritleri, izolatlar ile
ekim yapilmis Brucella Agar (%5 (v/v) koyun kani (Liofilchem, italya), 5 pg/mL Hemin
(Sigma, ABD) ve 1 pg/mL K vitamini (Roche, Almanya)) tizerine yerlestirilmistir. E-test
serit iceren petriler anaerobik ortamda 35-36°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda E-test seritleri etrafinda olusmus inhibisyon elipsi test seritinin
lizerindeki 6lgekle kesistigi nokta antibiyotiklerin MIK degeri olarak belirlenmistir(Sekil
9).

e -“j--- 2
Y yd
o~ s
” p
¥ s
s
— =

ol ~

W

Brucella Agar

emin, K Vitamini, Koyun
™ Kani) ya 24-72 saat inktibasyon

Anaerob ortamda 35-36 °C’de

Sekil 9. Elde edilen izolatlarin antibiyotik direncinin belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin antibiyotik direncinin belirlenmesinde ek olarak disk
difizyon yontemi de tercih edilmistir (EUCAST, 2023). Disk difiizyon ydntemi igin
vankomisin (5 pg), klindamisin (2 pg) ve meropenem (10 pg) antibiyotik diskleri
(Bioanalyse, Tiirkiye) kullanilmistir. 24 saat aktif hale getirilen kiiltiir 1,0 McFarland
diizeyine seyreltilerek %5 at kan1 igeren Fastidious Anaerobe Agar (FAA, Neogen, ABD)

besiyerine inokiile edilmistir. Kiltiir inokiilasyonu sonunda antibiyotik diskleri
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yerlestirilerek 35-37°C’de 18+2 saat anaerob kosullarda inkiibasyona birakilmistir (Sekil

10). Inkiibasyon sonunda disk etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 &l¢iilmiistiir.

[T “ 3

Sekil 10. Antibiyotik diskinin ve E-testin yerlestirilmesi

3.2.14. istatistiksel Analizler

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in Minitab (Versiyon 17)
programi kullanilmistir. Elde edilen veriler ortalamatstandart hata olarak hesaplanmistir.
Kokore¢ oOrneklerinin mikrobiyolojik kalitesinin ve oOrneklerin temin edildigi iller
arasindaki fark tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Farklar istatistiksel

olarak onemli bulundugunda (P<0,05) ise Tukey testi ile farkliliklar belirlenmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kokore¢ Orneklerinin Mikrobiyolojik Kalitesi

Cig ve pismis kokore¢ drnekleri Canakkale, Bursa, Izmir ve Balikesir illerinden
temin edilmistir. Temin edilen kokore¢ Orneklerinde Toplam aerobik mezofilik bakteri
(TAMB), Toplam koliform ve E.coli, Kiif/Maya, Staphylococcus spp., Bacillus spp.,
Salmonella, siilfit indirgeyen anaerobik bakteriler ve Clostridioides difficile varligi

arastirilmistir.
4.1.1. Cig Kokoreclerin Mikrobiyal Kalitesi

Cig kokoreg¢ ornekleri belirlenen sehirlerin farkli kasaplarindan temin edilmis olup
toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi, kiif/maya sayis1 ve Staphylococcus spp. yiikleri
Tablo 7’°de belirtilmistir. Baz1 6rneklerden 2 paralel bazi 6rneklerden ise 4 paralel 6rnek

olacak sekilde toplamda 64 ¢ig kokoreg¢ drnegi analize alinmstir.
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Tablo 7

Cig kokoreg 6rneklerinin TAMB, kiif/maya ve Staphylococcus spp. sayim sonuglart (Ortalama+Std. Hata)

Sehir Ornek No Ornek Sayisi (n) TAMB Maya Kiif Staphylococcus spp.
Canakkale 1 4 6.48+0.18 4.75+0.03 4.01+0.01 5.02+0.03
Canakkale 2 4 6.65+0.77 4.33+0,03 4.7340.04 5.89+0.13
Canakkale 4 2 7.17+0.02 3.62+0.15 4.10+0.10 5.05+0.02
Canakkale 5 2 7.16+0.01 3.6540.18 TE 5.00+£0.01
[zmir 15 2 4.27+0.16 2.19+0.04 TE 3.31+0.08
[zmir 16 2 4.72+0.09 2.68+0.09 TE 3.43+0.02
Bursa 21 2 5.35+£0.01 3.61+0.03 TE 5.98+0.02
Bursa 22 2 5.59+0.06 3.21+0.03 TE 5.67+0.14
Bursa 23 4 5.13+0.11 TE TE 4,8240.09
Bursa 24 4 5.76+0.09 TE TE 5,40+0.09
Bursa 25 2 5.72+0.02 TE TE 5.48+0.04
Balikesir 28 2 4.68+0.02 TE 3,20+0.05 3.31+0.08
Balikesir 29 2 4.69+0.06 TE 3.21+0.10 3.24+0.07
Balikesir 30 2 4.93+0.01 TE TE 3.03+0.03
Balikesir 31 2 4.714+0.04 TE TE 2.8640.09
Balikesir 32 2 4.79+0.04 TE TE 3.16+0.32
[zmir 37 2 4.91+0.04 2.89+0.05 TE 3.1240.03
[zmir 38 2 4.79+0.02 2.78+0.02 TE 3.2240.03
[zmir 39 2 4.75+0.04 TE TE 3.1940.05
Canakkale 40 4 5.71+£0.05 3.71+£0.06 TE 3.22+0.05
Canakkale 41 2 5.88+0.03 3.66+0.08 TE TE
Canakkale 42 4 5.90+0.04 3.7240.12 TE 3.60+0.03
Canakkale 45 2 6.78+0.11 3.6440.01 TE 3.34+0.07
Canakkale 46 4 5.46+0.06 3.91+0.06 TE 3.59+0.04
Canakkale 49 2 5.38+0.08 4.04+0.27 TE 4.84+0.02
Sehir Temin Edilen Toplam Ornek Genel Ortalama

Yer Sayisi Sayisi TAMB Maya Kiif Staphylococcus spp.
Canakkale 10 30 *6.18+0.14" 3.94+0.07" 4.28+0.14" 4.43+0.18°
Bursa 5 14 5.49+0.08° 3.41+0.11°8 TE® 5.37+0.11°
[zmir 5 10 4.68+0.07° 2.63+0.10° TE® 3.25+0.03°
Balikesir 5 10 4.76+0.03¢ TEP 3.20+0.04° 3.12+0.07¢

*Ayni siitun tizerinde farkli harfler istatistiki olarak 6nemlidir(P<0,05), TE: Tespit Edilmedi



Canakkale ilinden temin edilen ¢ig kokore¢ oOrnekleri arasinda toplam aerobik
mezofilik bakteri ylikii bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik mevcuttur
(P<0,05). Canakkale ili bazinda en yiiksek toplam yiik 7,17 log KOB/g iken en diisiik
toplam yiik ise 5,38 log KOB/g olarak belirlenmistir (Tablo 7). Canakkale’de kasaplardan
temin edilen ¢ig kokore¢ 6rneklerinde genel olarak TAMB sayis1 6,18 log KOB/g olarak
saptanmus olup iller arasinda en yiiksek TAMB yiikiinii igermektedir. Izmir’den alinan ¢ig
kokore¢ oOrnekleri arasinda TAMB yiikii bakimindan oOnemli derecede farkliliklar
saptanmistir (P<0,05). Izmir’deki ¢ig kokoreclerde en yiiksek TAMB yiikii 4,91 log
KOB/g olup en diistik yiik ise 4,27 log kob/g olarak belirlenmistir. Balikesir ilinden temin
edilen ¢ig kokoreglerin genel ortalama olarak TAMB sayist 4,76 log KOB/g olarak
saptanirken Izmir’den temin edilen ¢ig kokoreglerin ortalama TAMB yiikii ise 4,68 log
KOB/g olarak belirlenmistir. Bursa’daki ¢ig kokoreglerde en yiiksek TAMB sayis1 5,76 log
KOB/g bulunmus ve en diisiik TAMB yiikii ise 5,13 log KOB/g diizeyinde belirlenmistir.
Iller kendi iginde toplam yiik bakimindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak énemli
farkliliklar gbzlemlenmistir (P<0,05). Bu durum ise kokorecin hammaddesi olan
bagirsagin mikrobiyal kalitesini yansitmakta ve bagirsaklar1 temizleme igleminin yetersiz
yapilmasindan da kaynaklanabilmektedir. Kilic (2016) ve Temelli vd., (2002)’nin ¢ig
kokore¢ orneklerinde yaptigi ¢alismalardaki TAMB sayisina kiyasla bizim ¢alismamizda
¢ig kokoreg orneklerinde TAMB sayisinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Bursa’dan temin edilen ¢ig kokoreglerin %40’1inda maya sayisi tespit edilmis olup
genel ortalama olarak maya sayis1 3,41 log KOB/g olarak belirlenmistir. Bursa ilinden
farkli kasaplardan temin edilen ¢ig kokoreg¢ Ornekleri arasinda maya sayis1 bakimindan
anlamli farkliliklar saptanmistir (P<0,05). Canakkale’den alinan ¢ig kokore¢ ornekleri
arasinda da maya sayist bakimindan Onemli farkliliklar belirlenmistir (P<0,05).
Canakkale’den alinan ¢ig kokore¢ Ornekleri arasinda en yiiksek maya sayist 4,75 log
KOB/g diizeyindeyken en diisiikk maya sayisi ise 3,62 log KOB/g diizeyinde belirlenmistir.
[zmir ilinden farkli zaman ve kasaplardan temin edilen ¢ig kokore¢ drneklerinin maya
sayilar1 arasindaki farklilik istatistiksel anlamda 6nemlidir (P<0,05). Balikesir ilinden
temin edilen ¢ig kokore¢ Orneklerinde maya saptanmamistir. Cig kokore¢ ornekleri maya
sayist bakimindan genel olarak degerlendirildiginde ise en yiiksek maya sayis1 Canakkale
ilinde olup en diisiik maya sayisi ise Izmir ilinden temin edilen ¢ig kokoreg &rneklerinde

belirlenmistir. Cig kokore¢ drneklerinde maya tespit edilmis olmasi, 1stya direnci diisiik
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olan bu mikroorganizmalarin hammadde isleme kosullarindan ve g¢evreden bulagmis

olabileceginin gostergesidir.

Genel olarak, ¢ig kokore¢ Orneklerinde kiif sayis1 degerlendirildiginde en yiiksek
4,73 log KOB/g diizeyinde olup Canakkale’den temin edilen Orneklerde belirlenmistir.
Canakkale ilinden alinan ¢ig 6rneklerin %30’unda kiif saptanmis olup aralarinda kiif sayisi
bakimindan 6nemli farkliliklar mevcut oldugu gozlemlenmistir (P<0,05). Balikesir ilinde 5
farkli kasaptan temin edilen 6rneklerin sadece 2 tanesinde kiif saptanmis olup aralarinda
kiif sayis1 bakimindan onemli farklilik saptanmamustir (P>0,05). Bursa ve Izmir’deki
kasaplardan alman ¢ig kokore¢ oOrneklerinde kiif belirlenmemistir. Benzer sekilde kiif

yiikiiniin fazla olmas1 da mayalar gibi ¢evreden bulasi oldugunun gostergesidir.

Gidalarin islenmesi sirasinda bulagma potansiyeli yiiksek olan Staphylococcus
aureus ile ilgili ¢ig ve pismis kokoreglerde yapilan ¢alismalar literatiirde mevcuttur.
Kokoreglerin islenmesi sirasinda S. aureus yiikii bakimindan artis riski hem tiiketici saglig
hem de gida giivenligi acisindan énemli olmaktadir. Canakkale, Bursa, izmir ve Balikesir
illerinden temin edilen ¢ig kokore¢ orneklerinin %96’sinda (24/25) Staphylococcus spp.
belirlenmistir. Canakkale’den alinan ¢ig 6rnekler arasinda en yiiksek Staphylococcus spp.
yikii 5,89 log KOB/g olup en diisiik Staphylococcus spp. yiiki ise 3,22 log KOB/g
diizeyinde belirlenmistir. Cig kokore¢ orneklerinde Staphylococcus spp. yiikii bakimindan
Canakkale, Izmir ve Bursa illeri kendi iginde Staphylococcus spp. yiikleri bakimimdan
anlamli diizeyde farklilik saptanirken (P<0,05), Balikesir ilinden alian ¢ig kokoreg
ornekleri arasinda Staphylococcus spp. yiikleri bakimindan 6nemli derecede istatistiksel
olarak farklilik belirlenmemistir(P>0,05). Cig kokore¢ oOrnekleri Staphylococcus spp.
varligi bakimidan degerlendirildiginde Izmir ve Balikesir illeri arasinda anlamli derecede
farkliliklar saptanmamistir(P>0,05). Cig kokore¢ orneklerinde en yiiksek Staphylococcus
spp. yiikii Bursa’dan alinan 6rnekte 5,37 log KOB/g diizeyinde belirlenmistir. En diisiik
Staphylococcus spp. yiikii ise Balikesir ilinden alinan 6rneklerde belirlenmistir (3,12 log
KOB/g). Calismamizda tiim Staphylococcus spp. izolatlarina koagiilaz testi uygulanmistir.
Koagiilaz testi sonucunda ¢ig orneklerden elde edilen izolatlarin tamami koagiilaz negatif
olarak belirlenmistir. Cogunlukla Staphylococcus spp. bogaz ve burun boslugunda, hayvan
ve insanlarin diskilarinda, ciltte bulunmaktadir. Gida isletmelerinde, gida hazirlayan
personellerin  ellerinde, hastane personellerinde ve hastanelerde yayginlikla

bulunabilmektedir. Gidalarin el ile hazirlanmasi, gida hazirlanan ortamin temizligi ve
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personel hijyeninin dikkate alinmamasi gibi durumlarda stafilokoklar tasiyicilarla birlikte
cevreye ve gidalara kolayca yayilabilmektedir (Vural ve Oztan, 1993; Bilgehan, 2000;
Tunail, 2000).

Uzun yillar boyunca kommensal ve kontaminant bakteriler olarak degerlendirilen
koagiilaz negatif stafilokoklarin (KNS), son yillarda yapilan c¢aligsmalar sonucunda
enterotoksin tiretebildikleri ve insanlar {izerinde patojenik etkisinin oldugu gézlemlenmistir
(Cunha vd., 2006). Stafilokoklar kat1 yiizeylere tutunarak biyofilm olusturabilmektedir.
Gidalarin hazirlandigi ortamlarda biyofilm varligi gidalarin kontaminasyonuna neden
olabilmektedir. Bu nedenle gida hazirlanan ortamin hijyen durumu olduk¢a &nemlidir
(Schlegelova vd., 2010). KNS’ler genellikle insan ve hayvanlarda deri ve mukoza
tabakasinda bulunmaktadir. Bu nedenle hayvansal gidalarda ¢ogunlukla KNS varligina
calismalarda rastlanilmistir (Leroy vd., 2010; Talon ve Leroy, 2011; Busconi vd., 2014).
Schlegelova vd., (2004)’nin ¢alismasinda karkaslardan swap ile alinan orneklerde %7,5
oranda S. aureus ve %52,2 oranda KNS saptanmistir. Gida ile kontaminasyon durumunda
KNS’lerin daha etkili oldugu belirtilmistir. KNS’lerin hayvan karkaslarinda ve et
tiriinlerinde varliginin nedeni personel kaynakli kontaminasyon olma ihtimali yiiksek
oldugu distiniilmektedir. Calismamizda stipheli S. aureus izolatlarina koagiilaz testi
uygulanmis ve izolatlarin hepsi koagiilaz negatif olarak saptanmistir. Kokore¢ 6rneklerinde
koagiilaz negatif stafilokoklarin varliginin nedeninin ise bagirsaklarin temizlenmesi ve
kokore¢ yapim asamasinda personel veya c¢evreden bulasma ihtimali oldugu
diisiiniilmektedir. Orneklerde S. aureus saptanmamis olmasina karsin koagiilaz negatif
stafilokoklarin enterotoksin iiretebiliyor olmast ayrica biyofilm olusturarak diger
patojenlerin tutunmasina neden olabilecek olmasi nedeni ile iiriinde yiiksek seviyelerde
bulunmalar1 halk saglii agisindan risk olusturmaktadir. Ozellikle 6rneklerde 4 log ve
tizerinde koagiilaz negatif stafilokoklarin tespit edilmis olmasi1 gida giivenligi acgisindan

risk teskil etmektedir.

Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde belirtilen limitlere gore,
tiketime hazir olmayan gidalarda S. aureus yiikii 3-4 log KOB/g arasinda ve tiiketime
hazir gidalarda ise S. aureus yiikii 2-3 log KOB/g arasinda olmas1 gerektigi belirtilmistir
(Anonim, 2022). Farkli illerden temin edilen ¢ig kokore¢ drneklerinde S. aureus varligi
tespit edilmemistir. Bu nedenle ¢ig kokoreg¢ drnekleri Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde
belirtilen limitlere uygundur. Cig kokoreg drneklerinde yapilan bir ¢alismada (Bilgin vd.,
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2008), S. aureus 3,50 log KOB/g diizeyinde bulunurken, ¢alismamizda 4 farkli ilden temin

edilen ¢ig kokoreglerin hepsinden koagiilaz negatif stafilokok varligina rastlanilmistir.

Farkli illerden ve sehirlerin farkli kasaplarindan temin edilen ¢ig kokoreg
orneklerinde toplam koliform, E. coli, muhtemel Bacillus cereus ve siilfit indirgeyen
anaerobik bakteri yiikleri belirlenmistir. Orneklerde Salmonella aranmis olup sonuglar

Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8

Cig kokoreg 6rneklerinde Salmonella varligi ve toplam koliform, E. coli, muhtemel B. cereus, siilfit indirgeyen anaerobik bakteri sayim
sonuclar1 (Ortalama+Standart Hata)

0s

Sehir Ornek No Ornek Sayisi (n) Toplam Koliform E. coli Salmonella *Bacillus cereus Siilfit indirgeyen Anaerobik
Bakteri
Canakkale 1 4 TE TE TE 7.22+0.01 TE
Canakkale 2 4 TE TE TE 7.39+0.01 TE
Canakkale 4 2 5.53+0.02 TE TE 7.32+0.07 TE
Canakkale 5 2 5.38+0.07 2.72+0.10 TE 6.800.00 2.70+0.13
[zmir 15 2 3.66+0.05 TE TE 3.64+0.04 TE
[zmir 16 2 2.87+0.03 TE TE 4.10+0.21 2.90+0.13
Bursa 21 2 3.38+0.04 2.38+0.08 TE 5.42+0.08 2.07+0.07
Bursa 22 2 3.46+0.05 2.254+0.21 TE 5.44+0.05 2.09+0.03
Bursa 23 4 3.38+0.11 TE TE 4.23+0.23 TE
Bursa 24 4 2.80+0.31 TE TE 5.60+0.04 TE
Bursa 25 2 3.30+0.13 2.24+0.24 TE 5.35+0.21 TE
Balikesir 28 2 3.60+0.10 TE TE 4.73+0.03 2.27+0.03
Balikesir 29 2 3.71+0.03 TE TE 4.66+0.03 TE
Balikesir 30 2 3.62+0.06 TE TE 4.49+0.06 TE
Balikesir 31 2 3.65+0.11 2.58+0.11 TE TE TE
Balikesir 32 2 3.65+0.03 TE TE TE TE
[zmir 37 2 3.18+0.03 TE TE TE TE
[zmir 38 2 3.13+0.04 TE TE TE TE
[zmir 39 2 3.09:+0.07 TE TE TE TE
Canakkale 40 4 4.86+0.02 TE TE 425+0.12 TE
Canakkale 41 2 4.61+0.04 TE 3.92+0.08 TE
TE
Canakkale 42 4 4.89+0.03 TE TE 4.28+0.05 TE
Canakkale 45 2 4.67+0.06 TE TE 4.34+0.09 TE
Canakkale 46 4 3.68+0.45 4.00+0.16 TE 4.16+0.11 TE
Canakkale 49 2 3.75+0.15 TE TE 3.15+0.01 TE
Sehir Temin Toplam Genel Ortalama
Edilen Yer Ornek Toplam Koliform E. coli Salmonella B. cereus Siilfit Indirgeyen Anaerobik
Sayis1 Sayis1 Bakteri
Canakkale 10 30 **4 62+0.158 3.36+0.37% TEA 5.34+0.29% 2.70+0.13%
Bursa 5 14 3.21+0.11° 2.29+0.09° TEA 5.27+0.15"8 2.07+0.038
fzmir 5 10 3.18+0.08° TEC TEA 3.87+0.16° 2.90+0.134
Balikesir 5 10 3.64+0.028 2.58+0.1148 TEA 4.63+0.05° 2.27+0.038

*Sonuglar muhtemel B. cereus yiikleri olarak verilmistir.
**Ayni siitun tizerinde farkli harfler istatistiki olarak onemlidir(P<0,05), TE: Tespit edilmedi.



Kiiciikbas hayvanlarin bagirsaklar1 kullanilarak {iretilen kokorecin {iretim
asamasinda bagirsaklar su ile temizlenmektedir. Bu durumda fekal bakterileri igeren
bagirsaklara sudan gelebilecek olan ek bir fekal kontaminasyon tiiketici sagligir ve gida
kalitesi bakimindan 6nemli bir durum olusturmaktadir. Canakkale ilinden temin edilen ¢ig
kokore¢ oOrnekleri arasinda en yiiksek toplam koliform sayisi 4 numarali Ornekte
belirlenmis olup 5,53 log KOB/g diizeyindedir. Cig kokore¢ orneklerinde en diisiik
koliform yiikii 3,68 log KOB/g diizeyinde belirlenmistir. Genel olarak iller arasinda toplam
koliform yiikii degerlendirildiginde en yiiksek yiik Canakkale ilinden temin edilen ¢ig
kokore¢ orneklerinde saptanmistir(P<0,05). Canakkale’den temin edilen ¢ig kokoreclerin
%20’sinde (2/10) toplam koliform yiikii tespit seviyesinin altinda olup belirlenmemistir.
Izmir ilindeki ¢ig kokore¢ drnekleri toplam koliform bakimindan degerlendirildiginde en
yiiksek ve en diisiik deger sirastyla 3,66 ve 2,87 log KOB/g olarak belirlenmistir. Balikesir
ve Bursa ilinden alinan 6rneklerde ise farkli kasaplardan satin alinan ¢ig kokoreg 6rnekleri
arasinda toplam koliform yiikleri bakimindan 6nemli derecede farklilik olmadigi tespit
edilmistir(P>0,05). Balikesir ve Bursa ilinden temin edilen ¢ig kokoreglerin toplam
koliform yiiklerinin sirasiyla 3,60-3,71 log KOB/g ve 2,80-3,46 log KOB/g arasinda
oldugu belirlenmistir. Farkli illerden temin edilen ¢ig kokore¢ Ornekleri iller arasinda
degerlendirilmeye alindiginda ise Bursa, Izmir ve Balikesir illeri arasinda toplam koliform
yiikleri agisindan anlamli farklilik saptanmamistir(P>0,05). Kili¢ (2016) ve Bilgin vd.,
(2016)’nin  yaptig1 calismada, ¢ig kokore¢ oOrneklerinde bulunan koliform yiikii
incelenmistir. Calismamizdaki ¢ig kokoreclerin koliform yiikii yapilan caligmalarla

benzerlik gostermektedir.

Farkli illerden temin edilen ¢ig kokoreg 6rneklerinde E. coli varligr incelendiginde
Izmir ilinden satin alinan orneklerde E. coli saptanmamistir. Canakkale ilinden temin
edilen ¢ig kokoreglerin %20’sinde E. coli varlig1 belirlenmis olup en yiiksek ve en diisiik
degerler sirasiyla 4,00 ve 2,72 log KOB/g diizeyinde saptanmistir. Bursa’dan alinan ¢ig
ornekler  arasinda  E.coli  varligi  bakimindan  anlamli  diizeyde  farklilik
saptanmamig(P>0,05) olup ¢ig 6rneklerin %60’inda E. coli tespit edilmistir. E. coli tespit
edilen kokore¢ orneklerindeki E. coli yiikleri illere gore degerlendirildiginde en diisiik
Bursa ilinde tespit edilmis, Balikesir ilinde ise 1 Ornekte 2,58 log KOB/g diizeyinde
bulunmustur. Temelli vd., (2002)’nin yaptig1 ¢alismada, ¢ig kokore¢ drneklerinde E. coli
yiikii ortalama 4,11 log KOB/g diizeyinde belirlenirken, ¢alismamizda ¢ig kokoreclerde E.
coli yiikii 2,29-3,36 log KOB/g arasinda oldugu tespit edilmistir.
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Farkl1 illerden temin edilen ¢ig kokoreg¢ drneklerinde Salmonella varlig: arastirilmis
olup higbir drnekte Salmonella saptanmamistir. Tirk Gida Kodeksi’nin Mikrobiyolojik
Kriterler Tebligi’ne gore, tikketime hazir gidalarda Salmonella bulunmamalidir (Anonim,
2022). Bu kriterlere gore ¢ig kokoreg¢ 6rneklerinin limitler dahilinde oldugu belirlenmistir.
Bilgin vd., (2016)’nin ¢alismasinda, ¢ig orneklerin %90’ 1mnda Salmonella saptanmis olup
Hampikyan vd., (2008)’nin ¢aligsmasinda ise bizim ¢alismamiza benzer olarak ¢ig kokoreg

orneklerinde Salmonella’ya rastlanilmamustir.

Gida zehirlenmelerine neden olan Bacillus cereus’un enterotoksin ve emetik toksin
olusturan iki farkli tipi oldugu bilinmektedir. Emetik toksin olusturan B. cereus’un
insanlarda kusmaya neden oldugu, enterotoksin olusturan susun ise insanlarda diyareye
neden oldugu belirlenmistir (Halkman, 2013; Saglam ve Seker, 2016). Calismamizda B.
cereus saptanmasinda kromojenik bir besiyeri kullanilmig ve iireticinin belittigi koloni
ozelliklerine gore B. cereus olma ihtimali olan koloniler sayilmistir. Canakkale, Bursa,
Izmir ve Balikesir illerinden temin edilen ¢ig kokore¢ 6rneklerinde Bacillus cereus varlig
bakimindan degerlendirildiginde, Balikesir ve Izmir illerinden temin edilen ¢ig &rnekler
arasinda 6nemli farkliliklar saptanmamistir(P>0,05). Izmir ilinden temin edilen ¢ig
orneklerin %40’inda muhtemel B. cereus saptanmis olup 3,87 log KOB/g diizeyinde
belirlenmistir. Canakkale’den satin alinan ¢ig Orneklerin hepsinde muhtemel B. cereus
belirlenmis olup en yiiksek muhtemel B. cereus yiikii 7,39 log KOB/g ve en diisiik
muhtemel B. cereus yiikii 3,15 log KOB/g diizeyinde belirlenmistir. Balikesir’den temin
edilen ¢ig kokoreglerin %60’inda muhtemel B. cereus saptanmis olup 4,63 log KOB/g
diizeyinde yiik belirlenmistir. Iller arasinda genel olarak muhtemel B. cereus sayisi
degerlendirildiginde ise Canakkale ve Izmir illerinden temin edilen ¢ig &rneklerde anlamli
derecede farklilik belirlenmistir(P<0,05). Calismada kullandigimiz HiCrome Bacillus Agar
kromojenik bir besiyeri oldugundan tercih edilmistir. Bacillus cereus grubu bakteriler mavi
koloni ve etrafi pembe, Bacillus subtilis yesil merkezli ve Bacillus megaterium ise sart
merkezli koloniler olusturmaktadir. B. cereus grubu igerisinde B. thuringensis vb. tiirlerde
oldugu icin sonuglar muhtemel B. cereus sayisi olarak verilmis ve B. cereus varliginin
dogrulanmasi yapilamamistir. Farkl: illerden temin edilen kokore¢ 6rneklerinde B. subtilis
ve B. megaterium saptama smirinin altinda kalmistir. Cig kokoreglerde Bacillus spp. yiikii
aragtiran ¢aligsmaya literatiirde rastlanilmamistir. Tiirk Gida Kodeksi’nin Mikrobiyolojik
Kriterler Tebligine gore, tiikketime hazir olmayan gidalarda B. cereus 3-4 log KOB/g

arasinda kabul edilmektedir (Anonim, 2022). Cig kokoreglerde sadece Izmir ilinden temin
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edilen oOrnekler muhtemel B. cereus sayisi bakimindan limitler igerisinde oldugu
belirlenmistir. Diger illerden temin edilen ¢ig kokore¢ orneklerinin muhtemel B. cereus
yiikleri limitler igerisinde degildir. Bu nedenle ¢ig kokore¢ orneklerinden elde edilen
muhtemel B. cereus izolatlar1 dogrulanmasi durumunda halk sagligi agisindan risk

olusturacaktir.

Dogada, deniz sularinda, toprakta, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde
yaygin olarak bulunan Clostridium perfringens’in, gazli kangren, ishal ve gida
zehirlenmesine neden oldugu bilinmektedir (Ohtani ve Shimizu, 2016; Poxton, 2006).
Kokoreg orneklerinde C. perfringens arastiran ¢alisma sayisi olduk¢a azdir. Calismamizda
farkli sehirlerden temin edilen ¢ig kokore¢ Orneklerinin %20’sinde siilfit indirgeyen
anaerobik bakterilerin varlig1 belirlenmis olup en yiiksek yiik 2,90 log KOB/g diizeyinde
Izmir ilinden temin edilen 6rneklerde tespit edilmistir. Siilfit indirgeyen anaerobik bakteri
yiikiiniin en diisiik belirlendigi il ise Bursa olup 2,07 log KOB/g diizeyinde yiik
saptanmistir. Genel olarak iller arasinda siilfit indirgeyen anaerobik bakteri yiikii
bakimindan Canakkale ve Izmir illeri arasinda anlamli derecede farklilik
belirlenmemistir(P>0,05). Ayn1 durumun Balikesir ve Bursa illeri arasinda da gegerli
oldugu gozlenmistir(P>0,05). Bu ¢alismada Tryptose Sulphite Cycloserine Agar (TSCA)
besiyerinde siilfit indirgeyen anaerobik bakterilere ait yiikler belirlenmis olup, segilen
kolonilere gram boyama ve RAPID ID 32A testi uygulandiginda bu grup igerinde C.
perfringens disindaki bakterilerin daha agirlikli oldugu gorilmistir. Cig kokoreg
orneklerindeki siilfit indirgeyen anaerobik bakteri yiikiinin Mikrobiyolojik Kriter

Tebligi’ne gore belirlenen limitler i¢erisinde oldugu tespit edilmistir (Anonim, 2022).
4.1.2. Pismis Kokoreclerin Mikrobiyal Kalitesi

Canakkale, Bursa, Izmir ve Balikesir illerinden ve farkli isletmelerden satin alian
pismis kokorec orneklerinde toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi, kiif/maya sayis1 ve
Staphylococcus spp. sayim sonuglar1 Tablo 9°da belirtilmistir. Pismis kokoreg 6rnekleri de

2 veya 4 paralel olarak calisilmis ve toplamda 76 6rnek analize alinmistir.
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Tablo 9
Pismis kokoreg drneklerinin TAMB, kiif/maya ve Staphylococcus spp. sayim sonuglari (Ortalama+Std. Hata)

¥S

Sehir Ornek No Ornek Sayisi (n) TAMB Maya Kiif Staphylococcus spp.
Canakkale 3 4 4.91+0.02 TE TE TE
Canakkale 6 4 5.41+0.03 TE 3.12+0.02 TE
Canakkale 7 4 5.60+0.04 3.91+0.08 2.14+0.06 4.53+0.04
Canakkale 8 4 4.93+0.08 3.2620.09 TE TE
Bursa 9 4 5.36+0.08 TE TE 4.76+0.02
Bursa 10 4 5.38+0.05 TE TE 4.23+0.23
Bursa 11 4 4.62+0.03 TE TE TE
Bursa 12 2 5.35+0.02 TE TE TE
Bursa 13 2 5.17+0.03 TE TE TE
[zmir 14 2 4.83+0.01 2.19+0.04 TE 2.63+0.06
[zmir 17 2 4.26+0.03 2.05+0.01 TE 2.38+0.08
Balikesir 18 2 4.67+0.00 TE 2.52+0.09 2.85+0.02
Balikesir 19 2 4.95+0.01 TE TE 2.50+0.09
Balikesir 20 2 4.54+0.08 TE 2.04+0.04 2.1240.01
Balikesir 26 2 4.06+0.11 TE TE 2.31£0.06
Balikesir 27 2 3.90+0.13 TE TE 2.1940.19
[zmir 33 2 4.66+0.15 TE TE 2.07+0.03
[zmir 34 2 4.46+0.05 TE TE 2.2140.06
[zmir 35 2 4.32+0.06 TE TE 2.06+0.04
[zmir 36 2 4.22+0.04 TE TE 2.31+0.02
Canakkale 43 4 4.56+0.03 TE TE TE
Canakkale 44 2 4.67+0.02 TE TE TE
Canakkale 47 4 4.23+0.11 TE TE 2.80+0.03
Canakkale 48 2 4.00+0.10 TE TE TE
Canakkale 50 4 4.10+0.10 TE TE TE
Canakkale 51 4 4.39+0.12 TE TE TE
Canakkale 52 2 3.32+0.07 TE TE TE
Sehir Temin Toplam Ornek Genel Ortalama

Edilen Yer Sayisi TAMB Maya Kiif Staphylococcus spp.

Sayisi

Canakkale 11 38 *4 64+0.095 3.58+0.13% 2.46x0.21" 3.95£0.36"
Bursa 5 16 5.15+0.085 TEC TE® 4.49+0.18°
[zmir 6 12 4.46+0.07" 2.12+0.04° TE® 2.27+0.06"
Balikesir 5 10 4.42+0.13% TEC 2.28+0.14" 2.39+0.09°%

*Ayni siitun tizerinde farkli harfler istatistiki olarak 6nemlidir(P<0,05), TE: Tespit edilmedi.



Canakkale ilinde farkli isletmelerden temin edilen pismis kokore¢ orneklerinin
toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayilar1 arasinda 6nemli diizeyde farklilik
saptanmis (P<0,05) ve en yiiksek TAMB vyiikii 5,60 log KOB/g diizeyinde tespit edilmistir
(Tablo 9). Canakkale’de isletmelerden satin alinan pismis Ornekler genel olarak
degerlendirildiginde TAMB sayis1 4,64 log KOB/g diizeyinde saptanmistir. Bursa’dan
alinan pismis kokoreglerde TAMB sayis1 4,62-5,38 log KOB/g arasinda, Izmir’den temin
edilen pismis kokoreglerde toplam TAMB yiikii ise 4,22-4,83 log KOB/g diizeyinde
belirlenmistir. Balikesir’deki isletmelerden satin alinan pismis kokore¢lerde TAMB yiikii
en yiiksek 4,95 log KOB/g diizeyinde saptanmis ve en diisik TAMB sayis1 3,90 log
KOB/g olarak belirlenmistir. Canakkale, Bursa, izmir ve Balikesir illeri kendi iglerinde
TAMB vyiikleri agisindan istatistiksel anlamda degerlendirildiginde 6nemli farkliliklar
belirlenmistir(P<0,05). Genel olarak pismis kokoreclerde TAMB sayisina bakildiginda ise,
en yiiksek TAMB sayist 5,15 log KOB/g olup Bursa ilinde ve en diisik TAMB sayisi ise
4,42 log KOB/g diizeyinde olup Balikesir ilinden temin edilen pismis kokoreglerde
belirlenmigtir. Calismamizda pismis kokore¢ oOrneklerinin TAMB sayisi, Kara vd.,
(2013)’nin yaptig1 ¢alismadaki pismis kokorecglerin TAMB sayisindan diisiik oldugu tespit
edilmistir. Ancak, Hampikyan vd., (2008)’nin pismis kokoreglerde yaptigi ¢alismada ise
elde edilen TAMB sayisiyla ¢alismamizdaki sayim sonuglart benzerlik gostermektedir.
Pismis kokoreglerde toplam yiikiin fazla olmast durumu 1s1l islemin yetersizligi, pisirme
sicakliginin diisiik olmasi ve miisteri azliindan dolayr gidalarin pisirildikten sonra
sogutulup tekrar 1sitilmas1 gibi yanlis uygulamalardan kaynaklanabilmektedir. Orneklerde

sonradan baharat ilave edilmeden alindig1 i¢in baharatlarin getirdigi ilave bir yiik yoktur.

Canakkale ve Izmir ilinden pismis olarak temin edilen kokoreglerin sirasiyla
%33,33 ve %18,18’inde maya varlig1 belirlenmistir. Ancak Balikesir ve Bursa illerindeki
pismis Orneklerde maya tespit edilmemistir. Canakkale’den satin alinan pismis
orneklerdeki maya sayilar1 arasinda istatistiksel anlamda onemli farklilik belirlenirken
(P<0,05) izmir’den temin edilen pismis kokoreglerin maya sayilar1 arasinda ise dnemli
derecede farklilik tespit edilmemistir(P>0,05). Genel olarak degerlendirildiginde ise pismis
orneklerde en yiiksek maya sayis1 Canakkale’de gézlemlenmistir. Canakkale ilinden elde
edilmis pismis kokore¢ Orneklerinde maya sayis1 ortalama 3,58 log KOB/g diizeyinde
belirlenmistir. Pigmis kokore¢ oOrneklerinde maya yiikiiniin tespit edilmesi kokorecin
hazirlandigr ortamin ve personelin hijyen kalitesinin eksikliginden kaynaklandig:

diistiniilmektedir.
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Canakkale’den satin alinan pigmis kokoreg drneklerinin %18,18’inde kiif saptanmis
ve bu orneklerde kiif sayis1 2,46 log KOB/g diizeyinde belirlenmistir. Balikesir ilinden
temin edilen pismis kokore¢ Orneklerinde kiif sayilar1 arasinda onemli derecede farklilik
saptanmis (P<0,05) ve bu kokore¢ orneklerinde kiif sayis1 2,28 log KOB/g diizeyinde
belirlenmistir. Bursa ve Izmir illerinden satin alman pismis kokoreclerde kiif
belirlenmemistir. Farkli illerden temin edilen pismis kokore¢ ornekleri genel olarak
degerlendirildiginde iller arasinda kif sayisi bakimindan Onemli farklilik tespit
edilmemistir(P>0,05). Pisirilmis bir triinde 2 log tizerindeki kiif yiikii ¢evresel bir
kontaminasyonun gostergesi olarak goriilmektedir. Orneklere baharat ilavesi olmadig1 i¢in

hazirlik sirasinda kullanilan arag/gerec¢ ve ortamdan kontaminasyon olmasit muhtemeldir.

S. aureus’un insanlarda stafilokokal gida zehirlenmesine neden oldugu
bilinmektedir. Ulkemizde de bu riskin yiiksek oldugu belirtilmistir (Aydin vd., 2011). S.
aureus genellikle burun bolgesinde bulundugu bilinmekte olup farkli viicut bolgelerinde,
mukoza ve deride de bulunarak tasinabilmektedir. Burunda bulunan S. aureus, genellikle
yiiz, el ve parmaklara bulasabilmekte olup kolayca gidalara tasiabilmektedir (Wertheim
vd., 2005; Cakici vd., 2015). Balikesir ve izmir illerinden temin edilen pismis kokoreglerin
tamaminda Staphylococcus spp. belirlenmistir. Ayrica Canakkale ve Bursa’dan satin alinan
pismis kokoreglerde Staphylococcus spp. sirasiyla %18,18 ve %40 oraninda tespit
edilmistir. Bursa’dan satin alinan pismis kokoregler arasinda Staphylococcus spp. varligi
acisindan anlamli  diizeyde farklilik g6zlemlenmemistir(P>0,05). Pismis kokoreg
orneklerinde en yiiksek Staphylococcus spp. yiikii 4,49 log KOB/g diizeyinde Bursa ilinde
tespit edilmistir. Pigsmis kokoreglerin temin edildigi iller arasinda Staphylococcus spp. yiikii
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farkliik belirlenmistir(P<0,05). Pismis
kokoreglerde Staphylococcus spp. sayisinin en diisiik oldugu il Izmir olup 2,27 log KOB/g
diizeyinde tespit edilmistir. Calismamizda pismis kokore¢ Orneklerinden elde edilen
Staphylococcus spp. izolatlarina koagiilaz testi uygulanmig ve elde edilen tiim izolatlar
koagiilaz negatif olarak tespit edilmistir. Stafilokoklar direkt ve indirekt temas yollariyla
cevreye yayilabilmektedir. Insanlarda cogunlukla burun mukozasinda bulunmaktadir.
Gidalarin islenmesi asamasinda gida hazirlanan ortamin ve personel hijyeninin eksikligi
durumunda stafilokoklarin gida ile kontaminasyon ihtimali artmaktadir (Giilbandilar,
2009). Kokoreglerin hazirlandigi ortamin ve kokorecleri hazirlayan personelin hijyen
acisindan yetersizligi, caligmamizdaki pismis kokore¢ Orneklerinde stafilokoklarin

varliginin nedeni olarak distiniilmistiir. Pismis kokore¢ Orneklerinde 4 log ve {izeri
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koagiilaz negatif stafilokok varliinin saptanmasi gidalarin hazirlandigi ortamdan ve
personelden kaynakli bir kontaminasyonu gostermektedir. Tirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne gore tiiketime hazir gidalarda S. aureus 2-3 log KOB/g
arasinda bulunmasi gerekmektedir. Calismamizda pismis kokore¢ 6rneklerinden S. aureus

saptanmamis olup pismis kokore¢ Ornekleri belirlenen limitler dahilindedir (Anonim,
2022).

Canakkale, Bursa, izmir ve Balikesir illerindeki farkli isletmelerden satin alinan
pismis kokore¢ Orneklerinde toplam koliform, muhtemel B. cereus, E. coli ve siilfit
indirgeyen anaerobik bakteri yiikleri belirlenmistir. Orneklerde Salmonella aranmis olup

sonuclar Tablo 10’da verilmistir.
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Tablo 10

Pismis kokore¢ drneklerinde Salmonella varligi ve toplam koliform, E. coli, muhtemel B. cereus, siilfit indirgeyen anaerobik bakteri sayim
sonuglar1 (Ortalama+Std. Hata)

89

Sehir Ornek No Ornek Sayisi (n) Toplam Koliform E. coli Salmonella B. cereus Siilfit indirgeyen Anaerobik
Bakteri

Canakkale 3 4 TE TE TE 5.29+0.10 TE
Canakkale 6 4 3.18+0.04 TE TE 4.22+0.08 TE

anakkale 40+0. 98+0. 97+0. 21+0.
Canakkal 7 4 5.40+0.03 1.98+0.05 TE 4.97+0.05 2.21%0.07
Canakkale 8 4 TE TE TE 3.94+0.17 TE
Bursa 9 4 2,09+0,05 2.28+0.14 TE 4.22+0.07 TE
Bursa 10 4 TE TE TE 4.314+0.03 TE
Bursa 11 4 TE TE TE 4.20+0.08 TE
Bursa 12 2 TE TE TE 4.06+0.21 TE
Bursa 13 2 TE TE TE TE TE
[zmir 14 2 TE TE TE 3.28+0.18 TE
fzmir 17 2 TE TE TE 2.69+0.07 TE
Balikesir 18 2 3.20+0.09 2.18+0.01 TE 4.49+0.02 3.41+0.05
Balikesir 19 2 3.30+0.13 2.16+0.03 TE 4.32+0.02 3.22+0.07
Balikesir 20 2 TE TE TE 4.49+0.10 TE
Balikesir 26 2 3.50+0.07 TE TE 5.53+0.06 TE
Balikesir 27 2 3.27+0.03 TE TE 5.58+0.10 TE
[zmir 33 2 2.42+0.11 TE TE 3.25+0.05 TE
[zmir 34 2 2.22+0.03 TE TE 3.33+0.08 TE
[zmir 35 2 2.31+0.03 TE TE 3.20+0.04 TE
[zmir 36 2 2.11£0.07 TE TE 3.06+0.05 TE
Canakkale 43 4 3.46+0.08 TE TE TE TE
Canakkale 44 2 3.67+0.02 TE TE TE TE
Canakkale 47 4 2.67+0.37 TE TE 3.05+0.05 TE
Canakkale 48 2 TE TE TE TE TE
Canakkale 50 4 2.57+0.11 TE TE TE TE
Canakkale 51 4 3.04+0.20 TE TE 3.03+0.03 TE
Canakkale 52 2 2.15+0.15 TE TE 3.09+0.04 TE

Temin Edilen Toplam Ornek

ehi Yer Sayist Sayst Genel Ortalama

enir <

Toplam Koliform E. coli Salmonella B. cereus Siilfit Indirgeyen
Anaerobik Bakteri

Canakkale 11 38 *3.41+£0.22% 1.98+0.05” TEA 4.18+0.20° 2.21+0.07°
Bursa 5 16 2.09+0.05"8 2.28+0.147 TEA 4.20+0.04" TEC
fzmir 6 12 2.26+0.05"8 TE® TEA 3.13+0.07°8 TE®
Balikesir 5 10 3.32+0.05% 2.17+0.01° TEA 4.88+0.18° 3.31+0.06"

* Ayni siitun {lizerinde farkli harfler istatistiki olarak 6nemlidir(P<0,05), TE: Tespit edilmedi.



Isleme kosullarinin yetersizligi ve gidalarin islenmesinden sonra kontamine olmasi
durumu, pismis ve 1s1l islem uygulanmis gidalarda koliform grubu bakterilerinin varliginin
nedeni olarak gosterilmektedir (Ugur vd., 2001; Erol, 2007). Canakkale ilinden temin
edilen pismis kokore¢ orneklerinin %72,72’sinde koliform bakteriler belirlenmis ve en
yiiksek koliform yiikii 3,41 log KOB/g diizeyinde tespit edilmistir. Bursa ilinden 5 farkl
isletmeden temin edilen pismis kokore¢ Orneklerinden sadece birinde koliform yiikii
belirlenmis olup 2,09 log KOB/g diizeyinde saptanmustir. Izmir ve Balikesir illerinden
temin edilen pismis kokore¢ Ornekleri arasinda toplam koliform yiik acisindan anlamli
farklilik belirlenmemistir(P>0,05). Pismis kokore¢ orneklerinde en diisiik koliform sayisi
Bursa ilinde belirlenmistir (Tablo 10). Canakkale, Bursa, izmir ve Balikesir gibi farkli
illerden pismis olarak temin edilen kokoreg 6rneklerinin %14,81’inde (4/27) E. coli varhig
belirlenmistir. Canakkale, Bursa ve Balikesir illerinden temin edilen pismis kokoreg
ornekleri arasinda E. coli varligi agisindan anlamli farklilik saptanmamistir(P>0,05).
Pigmis 6rneklerde en yiiksek E. coli varligi Bursa ilindeki 6rneklerde belirlenmis olup 2,28
log KOB/g diizeyinde saptanmistir. izmir ilinden 6 farkli isletmeden temin edilen kokoreg
orneklerinde E. coli varligina rastlanilmamistir. Ayrica farkli illerden temin edilen pismis
kokore¢ Orneklerinin higbirinde Salmonella’ya rastlanilmamistir (Tablo 10). Tirk Gida
Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne gore tiiketime hazir gidalarda Salmonella
bulunmamalidir (Anonim, 2022). Calismamizda pismis kokore¢ orneklerinde Salmonella

saptanmamis olup drnekler limitler dahilindedir.

B. cereus onemli bir gida kaynakli patojen olarak bilinmektedir. Spor formunun
hidrofobik &zelligi, farkl1 yiizeylere tutunmasini kolaylastirmaktadir. Onceden 1s1l islem
uygulanmis ve sogutulmus gida iriinlerinin B. cereus’un hayatta kalmasi ve bitylimesi igin
uygun bir ortam olabilecegi belirtilmistir (Granum ve Lindbdck, 2012). Pisirilmis
yiyeceklerin yliksek sicaklikta sogutulmaya birakilmasi (14°C) ve oda sicakliginda uzun
stire saklanmasi gibi durumlarda B. cereus canliligini korumakta ve yiyeceklerin
tilketilmesi halinde insanlarda gida zehirlenmesine sebep olabilmektedir (Dierick vd.,
2005; Naranjo vd., 2011). Bu calismada, Canakkale’den satin alinan pismis Orneklerin
%63,63’tinde muhtemel B. cereus saptanmis olup ortalama 4,18 log KOB/g diizeyinde
muhtemel B. cereus yiikii belirlenmistir. Bursa ilinden satin alinan pismis kokoreg
ornekleri arasinda muhtemel B. cereus yiikii agisindan istatistiksel anlamda onemli bir
farklilik tespit edilmemistir(P>0,05). Bursa ilindeki ornekler ile Balikesir ve Canakkale

illerindeki Ornekler arasinda muhtemel B. cereus yiikii bakimindan anlamli derecede
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farklilik belirlenmemistir(P>0,05). Genel olarak bakildiginda en yiiksek muhtemel B.
cereus sayist Balikesir ilindeki 6rneklerde belirlenmis olup 4,88 log KOB/g diizeyinde
oldugu belirlenmistir (Tablo 10). En diisik muhtemel B. cereus yiikii 3,13 log KOB/g
diizeyinde olup Izmir ilinden temin edilen pismis drneklerde belirlenmistir. Literatiirde
pismis kokore¢ oOrneklerinde Bacillus spp. varligi ile ilgili herhangi bir caligma
bulunmamakta olup g¢alismamiz bu konuda ilk verileri saglamaktadir. Bu c¢alismada
saptanan muhtemel B. cereus’lar kromojenik bir besiyeri olan HiCrome Bacillus Agar
besiyerinde saptanmis olup ileri tanimlama yapilmamustir. Besiyeri izerinde B. cereus tipik
kolonileri sayilarak elde edilen sonuglar verilmistir. Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik
Kriterler Tebligi’'ne gore tiikketime hazir gidalarda B. cereus 3-4 log KOB/g arasinda
olmaktadir (Anonim, 2022). Yapilan bu ¢alismada sadece Balikesir ilinden temin edilen
pismis kokore¢ Ornekleri muhtemel B. cereus yiikii bakimindan belirlenen limitler
icerisinde bulunmamaktadir. Bu nedenle orneklerden elde edilen muhtemel B. cereus

izolatlar1 dogrulandiginda halk saglig1 acisindan risk olusturacaktir.

Gidalarin hazirlanmasi agamasindaki hijyenik kosullar, gidalarin pisirilmesinden
sonra sogutulma siiresi ve gidalarin sogutulduktan sonra tekrar 1sitilmasi gibi durumlar C.
perfringens’in geligsmesini tesvik edebilmektedir (Novak ve Juneja, 2002). Farkli illerdeki
isletmelerden satin alinan pismis kokoreglerin %11,11’inde (3/27) siilfit indirgeyen
anaerobik bakteri sayisi saptanmistir (Tablo 10). Canakkale’den satin alinan 6rneklerin
birinde (%9,09) siilfit indirgeyen anaerobik bakteri saptanirken Balikesir’den satin alinan
orneklerin 2 tanesinde (%40) siilfit indirgeyen anaerobik bakteri varligi belirlenmistir.
Balikesir ilinden temin edilen pismis kokoreglerin arasinda siilfit indirgeyen anaerobik
bakteri ~ sayist  acisindan  istatistiksel anlamda  onemli  bir  farklilik
gozlemlenmemistir(P>0,05). Bursa ve Izmir’den satin alman 6rneklerin higbirinde siilfit
indirgeyen anaerobik bakteri sayisi tespit edilmemistir. Genel olarak bakildiginda ise iller
arasinda siilfit indirgeyen anaerobik bakteri yiikii bakimindan anlamli farklilik

saptanmigtir(P<0,05).

Bursa’da ¢ig, pismis ve pisirilmis baharatlanmis kokore¢ orneklerinde toplam
aerobik mezofilik bakteri (TAMB), koliform grubu, E. coli, Staphylococcus spp. ve
maya/kif yiikleri aragtirtlmistir (Temelli vd., 2002). Cig 6rneklerde TAMB sayis1 7,36 log
KOB/g olarak saptanmis olup pismis orneklerde 5,00 log KOB/g diizeyinde bulundugu

belirtilmistir. Pisirildikten sonra baharat eklenen kokore¢ 6rneklerinde ise TAMB sayisinda
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artig gozlenmekte olup 5,55 log KOB/g diizeyinde saptanmistir. Cig kokoreg drneklerinde
koliform grubu bakteriler 7,27 log KOB/g diizeyinde belirlenmis olup pismis ve pisirilmis
baharatlanmis kokore¢ orneklerinde koliform bakteri diizeyinde azalma saptanmis olup
sirastyla 4,38 ve 4,00 log KOB/g diizeyinde belirlenmistir. Pismis ve pisirilmis baharat
eklenmis kokore¢ Orneklerinde E. coli sayisinin saptama sinirinin altinda belirlendigi
goriilmistir. Cig, pismis ve pisirilmis baharatlanmis kokore¢ Orneklerinde maya/kiif

miktarinda istatistiksel anlamda 6énemli farklilik gézlemlenmedigi belirtilmistir(P>0,05).

Isparta’da toplam 30 kokore¢ 6rneginde (10 adet ¢ig, 10 adet pismis ve 10 adet
pismis-baharatli)) TAMB, toplam koliform ve maya/kiif yikleri arastirilmistir. Cig
orneklerde TAMB sayis1 ortalama 7,39 log KOB/g diizeyinde saptanmustir. Pigmis
orneklerde TAMB sayis1 ise ortalama 3,72 log KOB/g diizeyinde belirlenirken pismis-
baharatli kokore¢ Orneklerinde TAMB sayisi ortalama 6,04 log KOB/g diizeyinde
belirlenmistir. Cig orneklerde toplam koliform sayisi 5,11 log KOB/g diizeyinde iken
pismis Orneklerde saptama sinirinin altina diismiis oldugu belirtilmistir. Pigsmis ve baharat
eklenmis kokore¢ Orneklerinde toplam koliform sayisi ise pismis orneklere gore dnemli
diizeyde artig gostermistir (5,75 log KOB/g). Kokoreg 6rnekleri kiif/maya yiikleri agisindan
degerlendirildiginde ¢ig 6rneklerde ortalama 5,17 log KOB/g diizeyinde, pismis 6rneklerde
saptama simirmin altinda ve pisirilmis baharatlanmis kokore¢ 6rneklerinde ortalama 3,74

log KOB/g diizeyinde kiif/maya yiikii oldugu belirtilmistir (Kilig¢, 2016).

Tekirdag’da toplam 60 kokore¢ drneginde (20 adet ¢ig, 20 adet 1zgarada pisirilmis
ve 20 adet tandirda pisirilmis) toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB), koliform grubu,
E. coli, Salmonella ve S. aureus yiikleri arastirilmistir. Cig kokore¢ 6rneklerinde TAMB
sayist 6,07-8,07 log KOB/g arasinda, koliform sayisinin ortalama 4,34 log KOB/g
diizeyinde ve S. aureus sayisinin ise ortalama 3,50 log KOB/g diizeyinde saptandigi
belirtilmistir. Cig kokore¢ orneklerinin hepsinde E. coli ve Salmonella saptandigi
belirtilmistir. Izgara ve tandirda pisirilmis kokore¢ drneklerinde TAMB sayisinin sirasiyla
2,00-4,74 log KOB/g arasinda ve ortalama 4,36 log KOB/g diizeyinde belirlenmistir.
Izgarada pisirilen kokoreg drneklerinin bir tanesinde E. coli ve Salmonella belirlenmis olup
tandirda pisirilen kokore¢ Orneklerin %70’inden Salmonella izole edildigi bildirilmistir
(Bilgin vd., 2008). Calismamizda ise izmir ilinden temin edilen ¢ig ve pismis kokoreg

orneklerinde E. coli saptanmamistir. Canakkale’den temin edilen ¢ig ve pismis
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orneklerinde E. coli sayisi sirasiyla ortalama 3,36 log KOB/g ve 1,98 log KOB/g

diizeyinde tespit edilmistir.

Afyonkarahisar ilinde farkli lokanta ve sokak saticilarinda satilan 50 adet pismis
kokore¢ Ornegi genel mikrobiyolojik kalitesi bakimindan incelenmistir. Pismis kokoreg
orneklerinde TAMB, koliform grubu, E. coli, Stapyhlococcus spp. ve kiif/maya yiikleri
sirasiyla 6,29 log KOB/g, 2,43 log KOB/g, 2,10 log KOB/g, 2,85 log KOB/g ve 5,89 log
KOB/g diizeylerinde belirlenmistir. (Kara vd.,2013). Calismamizda ¢ig kokoreg
orneklerinde toplam koliform yiikii Kili¢ vd., (2016)’nin ¢alismasinda belirlenen koliform
grubu bakterilerin sayisindan diisiik oldugu ve Kara vd., (2013)’nin ¢alismasinda

belirlenen koliform sayisi ile yakin diizeyde oldugu tespit edilmistir.

Kokore¢ orneklerinde C. perfringens arastiran ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismalardan bir tanesinde toplam 180 adet kokorecte (60 adet ¢ig, 60 adet 1zgarada
pisirilmis ve 60 adet tandirda pisirilmis) C. perfringens arastirilmis olup pismis drneklerin
higbirinde C. perfringens saptanmamustir. Farkli kasaplardan temin edilen 60 adet ¢ig
ornekte ise 18’inde (%45) C. perfringens varligi belirlenmistir. C. perfringens’in pismis
kokore¢ orneklerinde saptanmamasinin igletmelerin pisirme sicakligi, hijyen ve sanitasyon
kosullarina Ozellikle dikkat etmesinin 6nemini ortaya koymaktadir (Bilgin vd., 2016).
Caligmamizda farkli illerden temin edilen ¢ig Orneklerin %20’sinde siilfit indirgeyen
anaerobik bakteri yiikii belirlenmis olup 2,07-2,90 log KOB/g diizeyinde saptanmistir. Bu
durum hammadde olan bagirsaklarin mikrobiyolojik kalitesinin diisiikliigii, bagirsaklarin
temizlenme isleminde genel hijyen kurallarinin  uygulanmamasi  durumunu

disiindiirmektedir.

Istanbul’da tiiketime sunulan bazi 1zgara tipi gidalarm arastirildigi ¢alismada,
pismis olarak satisa sunulan kokore¢ Orneklerinde siilfit indirgeyen anaerob bakteriler
arastirilmistir. Farkli igletmelerden toplam 15 adet pismis kokore¢ Orneginin analize
alindig1 belirtilmistir. Temin edilen pismis kokore¢ Orneklerinde siilfit indirgeyen
anaerobik bakteri sayisinin saptama siirinin altinda oldugu bulunmustur (Hampikyan vd.,
2008). Calismamizda farkli illerden ve farkli isletmelerden alinan toplam 27 adet pismis
kokore¢ Orneginde siilfit indirgeyen anaerobik bakteri sayilar1 en yiiksek Balikesir ilinden
temin edilen kokoreglerde saptanmistir (3,31 log KOB/g). Izgarada pisirilen ve tiikketime
sunulan gidalarda merkez sicakligin derecesinin sabit tutulmasi 6nemli olup pisirme

isleminin servisten hemen Once yapilmasi ve kokoreg gibi hassas gidalarin pisirildikten

62



sonra 1zgara kenarinda bekletilmemesi 6zellikle patojen bakteriler agisindan onemli bir

durumdur.

4.2. Kokore¢ Orneklerinden izole Edilen Siilfit Indirgeyen Anaerobik Bakteri

ve Siipheli C. difficile Izolatlarimin Tanimlanmasi

Calismamizda Canakkale, Bursa, Balikesir ve Izmir illerinden temin edilen 25 adet
¢ig ve 27 adet pismis olacak sekilde toplam 52 adet kokore¢ 6rneginde Clostridioides
difficile varhigi arastirilmistir. Cig ve pismis kokore¢ orneklerinden elde edilen olasi C.

difficile izolatlar1 Tablo 11°de detaylica agiklanmustir.

Tablo 11

Kokoreg 6rneklerinden elde edilen siipheli C. difficile izolat sayisi

Temin Ornek -Igflllzlr? Izolat Alinan Izolat Sayist
Edilen Yer Tiiri s Ornek Sayisi *CDCC ChromlID
Cig 10 7 8 8
kkal
Canakkale Pismis 11 5 7 1
Cig 5 5 7 7
B
ursa Pismis 5 5 8 1
[zmir “ig > 3 3 0
Pismis 6 3 3 0
. Cig 5 1 1 0
Balikesir Pismis 5 3 3 9
Cig 25 16 19 15
Toplam
P Pigmis 27 16 21 4

*CDCC: Clostridium difficile Agar Base (Cycloserine-Cefoxitin)

CDCC besiyeri iizerinde gri-opak goriintiide ve at gilibresi kokusuna sahip olan
koloniler siipheli Clostridium difficile olarak kabul edilirken, ChromID C. difficile Agar
besiyerinde ise anaerobik ortamda 35-36 °C’de 24 saat inkiibasyon sonunda siyah renk
olusturan kolonilerin tamami siipheli C. difficile olarak kabul edilmistir. Cig kokoreg
orneklerinin %60’1nda (15/25) ChromID besiyeri ile tipik koloni elde edilirken, %76’sinda
(19/25) CDCC besiyeri ile tipik koloniler elde edilmistir. Her besiyerinden en az bir koloni
olacak sekilde izolat alinmistir (Tablo 11).

Pismis kokore¢ orneklerinden de her iki besiyerinde gelisen tipik kolonilerden

izolat alinmistir. 27 pismis kokore¢ 6rneginden CDCC besiyeri ile 21 izolat (%77,77),
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ChromID besiyeri ile 4 izolat (%14,81) elde edilmistir. Toplamda ¢ig ve pismis 52 adet
kokoreg orneklerinden CDCC besiyerinden 40 adet, ChromID besiyerinden 19 adet izolat

elde edilmistir.

Elde edilen izolatlar stok besiyeri olan Brain Heart Infusion (BHI) Broth’a alinmig
ve 35-36°C’de 24-48 saat anaerobik kosullarda gelistirilerek ve stoklara gliserol (%17, v/v,
Merck, Almanya) ilave edilerek -18°C’de saklanmistir. Tekrar aktiflestirilerek Gram
boyama yapilmis izolatlar arasindan Gram pozitif ve ¢ubuk goriinlimlii olan izolatlar
ayrilmigtir. Gram boyama sonucunda ise her iki besiyerinden alinan 59 adet izolatin 6’sinin
(%10,16) Gram pozitif ve c¢ubuk seklinde oldugu belirlenmistir. Diger izolatlarin
%89,83’1iniin (53/59) Gram pozitif kok oldugu belirlenmistir. Bu durum besiyerlerinin bu
C. difficile belirlenmesinde yeterli ayirt ediciligi saglamadiginin gostergesi olmustur. Gram
pozitif ve gubuk goriiniimlii olan izolatlarin 5’1 pismis olarak satilan kokoreglerden, biri ise
¢ig olarak satilan kokoreglerden saptanmustir. Izmir ilinden Gram pozitif ve ¢ubuk
goriiniimlii izolat elde edilmemistir. Elde edilen izolatlarin 3°ti Canakkale ilinden, 2’si

Bursa ilinden ve biri de Balikesir ilinden temin edilmistir.

Kokore¢ drneklerinden elde edilen siilfit indirgeyen anaerobik bakterilere ait tipik
koloniler stoga alinmis olup gliserol eklenerek -18°C’de saklanmustir. Silfit indirgeyen
anaerobik bakteri izolatlarina gram boyama yapilmis olup %40°’1 (10/25) Gram pozitif ve

cubuk seklinde oldugu tespit edilmistir.

Gram pozitif ve gubuk seklinde belirlenmis olan siilfit indirgeyen anaerobik bakteri
ve siipheli C. difficile izolatlar1 (toplam 16 izolat) RAPID ID 32A (Biomerieux, Fransa) ile
tanimlanmistir. RAPID ID 32A sonuglar1 degerlendirildiginde kokoreglerden izole edilen
izolatlarin 7 tanesi C. difficile, digerleri ise C. perfringens (1 adet), C. bifermentans (3
adet), Lactobacillus acidophilus (3 adet), Actinomyces naeslundii (1 adet) ve Gemella
morbilorum (1 adet) olarak saptanmistir. C. difficile olarak belirlenen izolatlarin
dogrulanmasi i¢in gergek zamanli PCR kullanilmis olup sonuglar detayli bir sekilde Tablo
12 °de agiklanmustir.

64



59

Tablo 12

Elde edilen izolatlarin RAPID ID 32 A ve gPCR sonuglari

Ornek No Besiyeri  Ornek Tiirii Ornegin Temin Edildigi Yer RAPID ID 32A gPCR
K12 CDCC Pismis Canakkale C. bifermantans (%81,7) C. difficile (%17) *TE
K14 CDCC Pismis Canakkale C. bifermantans (%81,7) C. difficile (%17) TE
K20 CDCC Pismis Bursa Lactobacillus acidophilus (%97,4) -
K36 CDCC Cig Bursa Gemella morbilorum (%99,9) -
K62 CDCC Pismis Canakkale C. perfringens (%99,9) -
K27 ChromID Pismis Balikesir Actinomyces naeslundii -
K25-2 TSCA Cig Izmir C. difficile(%69,2) C. bifermantans (%18,6) Clostridium glycolicum (%8) TE
K15-1 TSCA Pismis Bursa C. difficile(%69,2) C. bifermantans (%18,6) TE
K15-2 TSCA Pismis Bursa C. difficile(%69,2) C. bifermantans (%18,6) Clostridium glycolicum (%8) TE
K11-4 TSCA Pismis Canakkale C. difficile(%69,2) C. bifermantans (%18,6) Clostridium glycolicum (%8) TE
K17-1 TSCA Pismis Bursa C. difficile(%69,2) C. bifermantans (%18,6) Clostridium glycolicum (%8) TE
K17-2 TSCA Pismis Bursa C. bifermantans (%94,7) C. difficile (%3,1) Clostridium glycolicum(%2,2) TE
K19-1 TSCA Pismis Bursa C. difficile(%89,8) C. bifermantans (%6,38) Clostridium glycolicum(%3,81) TE
K19-2 TSCA Pismis Bursa C. difficile(%89,8) C. bifermantans (%6,38) Clostridium glycolicum(%3,81) TE
K11-2 TSCA Pismis Canakkale Lactobacillus acidophilus (%97,4) -
K11-3 TSCA Pismis Canakkale Lactobacillus acidophilus (%97,4) -

C. perfringens NCTC 8237 C. perfringens (%99,9) -
C. difficile ATCC 1870 C. difficile (%99,9) C. difficile

*TE: Tespit Edilmedi.



RAPID ID 32A tam kitinin C. difficile olarak belirledigi ¢ig 6rnek Izmir ilinden
temin edilmis olup pismis Orneklerin 5 tanesi Bursa’dan ve bir tanesi Canakkale ilinden
temin edilen kokoreglerden elde edilmistir. Balikesir ilinden temin edilen ¢ig ve pismis

kokoreg orneklerinin higbirinden C. difficile izole edilmemistir.

Tryptose Sulfite Cycloserine Agar (TSCA) besiyerinden elde edilen ve RAPID ID
32A hizli tani testine gore C. difficile oldugu belirlenen izolatlarda ger¢ek zamanli PCR ile
C. difficile tpi gen varlhigi arastirilmistir. Sonuglara gore elde edilen izolatlarin higbirinde
C. difficile’ye rastlamilmamustir. izolatlarin siilfit indirgeyen anaerobik bakteri varliginin
arastirilmasi i¢in kullanilan TSC Agar besiyerinden RAPID ID 32A tani testine gore C.
difficile olarak belirlenmesi durumu besiyerinin se¢ici 6zelligindeki yeterliligi diistindiiriicti
olmustur. Cig ve pismis kokore¢ orneklerinden alinan siilfit indirgeyen anaerobik bakteri

izolatlarina yapilan tanimlamalar sonucunda higbirinde C. perfringens saptanmamastir.

Hizli tan testi olan RAPID ID 32A’nin anaerob bakteri tanimlama konusunda bazi
eksik kisimlarinin oldugunu belirten calismalar literatiirde bulunmaktadir. Yapilan bir
calisgmada, C. difficile, C. bifermentans, C. perfringens ve C. sordelli’nin bir¢ok
suslarindan olusan klinik izolatlart RAPID ID 32A hizli tami testi ile tanimlandig
bildirilmistir. Toplam 55 klinik izolat mevcut olup bu izolatlarin sadece 10 tanesinin
RAPID ID 32A ile dogru tanimlandigi belirtilmistir (Fontana vd., 1995). Anaerob
bakterilerden biri olan C. difficile’nin tanimlanmasinda enzime dayali tanimlama
yontemleri yeterli olmamaktadir. RAPID ID 32A gibi hizli tam test yontemleriyle
tanimlanan C. difficile izolatlarnin molekiiler olarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi ile tanimlanip dogrulanmasmin daha giivenilir oldugu disiiniilmektedir.
Calismamizda RAPID ID 32A yoéntemi ile C. difficile oldugu belirlenen izolatlar gergek
zamanli PCR ile tpi gen varlig1 agisindan arastirilmig ve belirlenen izolatlarin higbiri C.

difficile olarak dogrulanmamustir.

CDCC besiyerinden izole edilen ve RAPID ID 32A hizli tam testi ile C.
perfringens olarak belirlenen izolatin RAPID ID 32A testindeki goriiniimii, TSC Agar
besiyerindeki tipik goriintiisii ve mikroskoptaki goriintiisii Sekil 11 ve Sekil 12°de

verilmistir.
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Sekil 12. C. perfringens olarak belirlenen izolatin TSC Agar besiyerindeki goriintiisti (A)
ve mikroskobik goriintiisii (B)

Sikloserin-sefoksitin antibiyotik ve kan katkili besiyeri olan CDCC’den RAPID ID
32A sonucuna gore C. perfringens izole edilmistir. C. difficile izolasyonunda kullanilan
CDCC besiyerinde C. perfringens’in izole edilmesi durumu besiyerinin yeterliligi
konusunda siiphe uyandirmistir. C. difficile izolasyonu i¢in bilinen mevcut yontemler diski
ornekleri i¢in standartlastirilmis olup gidalardan C. difficile izolasyonu igin standart
yontemler hala tam olarak oturmamistir. Bu konuda arastirmalar siirdiiriilmektedir.
Besiyerine eklenen antibiyotik katkilar1 disinda 6rnek miktari, inkiibasyon kosullar1 ve
stireleri, seyreltme faktorleri gibi farkliliklarin gidalardan C. difficile izolasyonunu
etkileme ihtimali oldugu belirtilmektedir (Barbosa vd., 2020).
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C. difficile ile ilgili yapilan birgok ¢alisma; su, et ve et iiriinleri, giibre ve hayvan
diskisinda C. difficile varligin1 ortaya koymustur (Weese vd., 2009; Janezic vd., 2016;
Vidal vd., 2019; Lim vd., 2020b). C. difficile’nin bulas1 kaynaklar1 arasinda hayvanlarda
oldugu bilinmekte olup hayvanlarin kesimi ve karkas haline getirilmesi sirasinda
kontaminasyon ihtimali yiiksektir. Hayvan karkaslarinda C. difficile varligi arastirilan
calismalar literatirde mevcuttur (Koene vd., 2012; Rodriguez vd., 2013). Farkh
hayvanlardan elde edilen etlerde C. difficile varligin1 arastiran ¢alismalar bulunmakta olup
kuzu, koyun, kegi, inek, sigir ve tavuk etlerinde C. difficile varlig1 bildirilmistir (Boer vd.,
2011; Rahimi vd., 2014; Bakri, 2018).

Calismamizda elde edilen izolatlarin %6,25’1 (1/16) C. perfringens olarak RAPID
ID 32A ile tammlanmistir. Gidalarda ve hayvanlarin bagirsaklarinda C. perfringens
varligimmi arasgtirilan ¢alismalar literatiirde mevcuttur. Koyun bagirsaklarindan alinan
orneklerde C. perfringens varlig1 arastirilan bir ¢alismada, ELISA yo6ntemi kullanilmis ve
bagirsaklarin %52,8’inde (37/70) C. perfringens varlig1 tespit edilmistir. C. perfringens
saptanan orneklerde ELISA ile yapilan tiplendirme sonucuna gore A tipinin %32,4 (12/37),
B tipinin %18,9 (7/37), C tipinin %24,3 (9/37) ve D tipinin %24,3 (9/37) diizeyinde tespit
edildigi bildirilmistir (Seyitoglu vd., 2012).

Bati Kazakistan’da bulunan farkli sehirlerdeki et fuarlarindan alinan, sigir ve
kuzudan elde edilen toplam 240 6rnekte C. perfringens varligi arastirilmistir. Sigir ve
kuzularin eti, kiymast ve bagirsaklarindan Ornekler alinmis olup toplam 240 Ornegin
67’sinde (%27,9) C. perfringens saptanmistir. Kuzu bagirsagi orneklerinin %10’u, kuzu
kiyma orneklerinin %401, kuzu et 6rneklerinin %22,5°1, sigir et 6rneklerinin %50’si, sigir
kiyma Orneklerinin %27,5’1 ve sigir bagirsaklarimin %17,5’inde C. perfringens tespit
edilmistir. Tespit edilen C. perfringens suslarinin alfa toksin genine sahip oldugu

belirlenmistir (Issimov vd., 2022).

Bursa’da yapilan bir ¢alismada ise, marketlerden ve kasaplardan temin edilen ¢ig,
pismeye hazir ve yemege hazir et ve et tiriinlerinde C. perfringens varligi arastirilmistir.
Elde edilen izolatlar API 20A ile tanimlanmis ve qPCR ile dogrulanmistir. Yemege hazir
25 adet kokoreg 6rneginden 11 pozitif izolat tespit edilmistir. Bu izolatlarin 6’s1 (%24) API
20A testinde C. perfringens olarak tanimlanmistir. Cig kokore¢ 6rneklerinin %50’si (2/4)
API 20A ile C. perfringens olarak tespit edilmistir (Yibar vd., 2018). Benzer olarak
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calismamizda pismis kokore¢ drneklerinden elde edilen izolatlardan biri RAPID ID 32A

ile C. perfringens olarak tanimlanmuistir.

Gida hayvanlarmin kesimi ve islenmesi sirasinda hijyen uygulamalarmin ihmal
edilmesi durumu bakteri yiikiinii etkileyebilmektedir (McClane vd., 2012). Geleneksel
lezzetlerimizden biri olan kokoreg kiiclikbas hayvanlarinin bagirsagindan yapilmakta olup
bagirsak igeriginde C. perfringens’in varligi, kokorecin pisirme sicakliginin yetersizligi ve
kokore¢ yapimi sirasinda bagirsaklarin iyi temizlenememesi durumunda tiiketici saglig

acisindan risk olusturdugu diisiiniilmektedir.

Calismamizda kullandigimiz RAPID ID 32A hizli tan1 testi, kromojenik substratlar
tizerinde bakteriyel enzimlerin etkisinin degerlendirilmesine dayanmaktadir. Bu testin
degerlendirildigi bazi ¢aligmalarda duyarliliginin yiiksek oldugu belirlenmistir. RAPID ID
32A ile 18 farkli Clostridium tiiriine ait 122 test susunun tanimlanmasinin arastirildigi bir
caligmada, test suslarinin %90,2’sinin (110/122) 4 saat inkiibasyon sonrasinda dogru
sekilde tanimlandig1 belirtilmistir. Yapilan bu calisma gida hijyeni alaninda gida
izolatlarii kullanarak hizli bir sekilde tanimlama siirecinin yararliligi degerlendirilmis
olup, 49 C. perfringens test susunun 37 farkli 10 haneli profil igermesine ragmen tiim

suslarin dogru bir sekilde tiir diizeyinde tanimlandig bildirilmistir (Sperner vd., 1999).

4.2.1. Kokore¢ Orneklerinden Elde Edilen C. perfringens Susunun Antibiyotik
Direnc Profili

C. perfringens olarak belirlenen izolatin epsilon test yontemi ve disk difiizyon
yontemi ile antibiyotik diren¢ profili belirlenmistir. EUCAST (2023) standardina gore
meropenem (10pg), klindamisin (2pg) ve vankomisin (5ug) antibiyotikleri i¢in inhibisyon
zonlar1 sirasiyla 25 mm, 19 mm ve 12 mm olarak belirtilmistir. Inhibisyon zonlar1 bu
degerlerin altinda ise direncgli, degerlerin iizerinde ise duyarli olarak yorumlanmistir.
RAPID ID 32A hizli tani testi ile C. perfringens olarak tanimlanan izolat meropenem,
vankomisin ve klindamisin antibiyotik disklerine karsi duyarli olarak belirlenmistir (Sekil
13). E-test yonteminde ise metronidazol, vankomisin ve klindamisin antibiyotiklerine kars1
izolatin antibiyotik diren¢ profili belirlenmistir. Bu antibiyotikler i¢in standarda gore
belirlenen MIK degerleri vankomisin igin 2 pg/mL, metronidazol igin 4 pg/mL ve
klindamisin i¢in 0,25 pg/mL olarak belirtilmistir. C. perfringens oldugu belirlenen izolat

vankomisin ve klindamisin antibiyotigine karsi duyarli olup metronidazole karsi direng
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gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 14). RAPID ID 32A ile C. perfringens olarak tanimlanan
izolatin antibiyotiklere kars1 olusturdugu MiK degerleri Tablo 13°de belirtilmistir.

Tablo 13
Disk difiizyon ve E-test yontemi ile belirlenen MiK degerleri
MIK degeri
Disk Difiizyon Testi E-Test
Zon (mm) (0.016-256 pg/mL)
Izolat  Vankomisin  Klindamisin ~ Meropenem  Vankomisin Klindamisin Metronidazol
(5 ng) (2 ng) (10 pg)
K62  *15.38+0.09  25.29+0.31 29.34+1.39 0,75 0,25 8

*Zon degerleri ortalama+tstandart hata olarak verilmistir.

K62- Vankomisin(5ug)
ve Klindamisin (2pg)

K62- Meropenem (10pg)

Sekil 13. C. perfringens olarak belirlenen izolatin disk difiizyon sonuglari
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K62- Vankomisin K62- Metranidazol K62- Klindamisin

Sekil 14. C. perfringens olarak belirlenen izolatin E-test sonuglari

4.2.2. Kokore¢ Orneklerinden Elde Edilen C. perfringens Susunun Biyofilm

Olusturma Kapasitesi

C. perfringens oldugu belirlenen izolatin biyofilm olusturma kapasiteleri kristal
viyole mikrotitre plak yontemi ile incelenmistir. Pozitif kontrol olarak standart suslardan
biri olan C. perfringens NCTC 8237 susu kullanilmistir. Anaerob kosullarda 48 saat
inkiibasyon sonucunda mikroplak okuyuculu spektrofotometrede belirlenen optik yogunluk
(OD) degerlerine gore bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri degerlendirilmistir
(Tablo 7). Izolatlarin optik yogunluk ortalamasi “OD” olarak belirtilirken negatif kontroliin
optik yogunluk ortalamas1 “OD.” olarak degerlendirilmistir. Izolatlarin ortalama OD
degeri, negatif kontroliin ortalama OD degerinden diisiik veya esit ise biyofilm olusumu
gbzlemlenmemistir. Ancak “OD; < OD < 2 x OD.” durumunda zay1f biyofilm olusumu, “2
x OD; < OD <4 x OD;” durumunda orta derecede biyofilm olusumu ve “4 x OD, <OD”

durumunda gii¢lii oranda biyofilm olusumu oldugu belirtilmektedir.

Calismamizda RAPID ID 32A hizli tani testi ile C. perfringens olarak belirlenmis
olan izolat Canakkale ilinden temin edilen pismis kokore¢ 6rneklerinden izole edilmistir.
Elde edilen C. perfringens izolatinin biyofilm olusturma yetenegi 0,061 olarak belirlenmis
olup zayif diizeyde biyofilm olusturdugu saptanmistir. Ancak standart suslardan biri olan
C. perfringens NCTC 8237’nin biyofilm olusturma kapasitesi ise 0,119 diizeyinde orta

derecede biyofilm olusumu gézlemlenmistir.

Bakteriler fiziksel ve gevresel stres kosullarinda hayatta kalabilmek i¢in biyofilm

tiretebilmektedirler (Hall-Stoodley vd., 2004). C. baratii, C. fallax, C. perfringens, C.
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bifermentans, F. magna ve C. difficile suslarinin biyofilm olusturma yeteneklerinin
arastirildigr bir ¢alismada, C. difficile hari¢ diger bakterilerin giiglii biyofilm olusturdugu
belirlenirken C. difficile susunun orta diizeyde biyofilm olusturdugu bildirilmistir (Donelli
vd.,, 2012). C. perfringens’in farkli suslarinin biyofilm olusturma Kkapasiteleri
degerlendirildiginde, C. perfringens suslarmin giicli oranda biyofilm olusturma
yeteneklerini agiklayan ¢alismalar mevcuttur (Hu vd., 2021). Domuz, kiimes hayvanlari,
insanlar ve diger hayvanlardan izole edilen C. perfringens izolatlarinin biyofilm olusturma
kapasitelerinin degerlendirildigi ¢alismada, test edilen C. perfringens izolatlarmin
%83.03’linlin  (230/277) biyofilm iiretebilme yeteneklerinin oldugunu bildirilmistir.
Standart suslardan biri olan C. perfringens ATCC 13124 susunun ise zayif diizeyde
biyofilm olusturabildigi bildirilmistir (Charlebois vd., 2014).
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Kokoreg, kuzu ve koyunlarin ince bagirsaklarinin temizlenmesi ve yaglarla birlikte
siglere sarilarak teknigine gore 1zgara veya tandirda pisirildikten sonra satisa sunulan sokak
yemeklerinden birisidir. Uriin hammaddesi geregi hayvan diskisi ile kontaminasyon
ihtimali yiiksek oldugundan dolay1 6zellikle bagirsaklarin temizlenmesi kisminda hijyen ve
sanitasyon kosullarina dikkat edilmelidir. Cig kokore¢ drneklerinde saptanmis olan riskli
mikroorganizmalarin varligi, kokorecin hazirlanmasi sirasinda hijyene gerekli 6nemin
verilmedigini ortaya koymaktadir. Kokoreglerde pisirme isleminde siire ve sicaklik
parametrelerine dikkat edilmesi gerekmektedir. Kokoregler servis edilmeden hemen once
pisirilmeli ve pisirildikten sonra 1zgara kenarinda bekletilmemelidir. Bekletilmesi
durumunda sporlu bakterilerin tekrar vejetatif forma gegmesi s6z konusu olmakta ve halk
saglig1 acisindan risk tasiyabilmektedir. Onceki yapilan ¢alismalar sonucunda kokoreclere
pisirildikten sonra baharat eklenmesi durumunda, kokore¢lerde mikroorganizma varliginin
arttig1 belirlenmis olup tiiketici sagligi acisindan risk tasidigi bildirilmistir. Bu durum ilave

edilen baharatlarin mikrobiyal kalitesinin diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir.

Calismamizda toplam 52 adet farkli isletmeden kokoreg¢ temin edilmistir. Toplamda
140 6rnek analize almmustir. Orneklerin genel mikrobiyolojik kaliteleri incelendiginde ¢ig
orneklerdeki mikrobiyal yiikiin yeterli 1s1l islem uygulanan pismis kokore¢ drneklerinde
azaldig1r gozlemlenmistir. Cig kokore¢ drneklerinde en yliksek toplam aerobik mezofilik
bakteri (TAMB) sayis1 Canakkale ilinden temin edilen 6rneklerde tespit edilmistir(6,18 log
KOB/g). Cig kokore¢ oOrneklerindeki TAMB yiikiiniin yiiksek olmas1 kokorecin
hammaddesi olan bagirsaklarin mikrobiyal yiikiiniin fazla oldugunu ve bagirsaklarin

temizlenmesi asamasinda hijyen kosullarinin ihmal edildiginin bir gostergesi olmustur.

Farkli illerden temin edilen ¢i§ kokore¢ oOrneklerinin %96’sinda (24/25)
Staphylococcus spp. yiikii belirlenmistir. Kokore¢ Orneklerinden izole edilen
Staphylococcus spp. izolatlarina koagiilaz testi yapilmis ve elde edilen izolatlarin tamami
koagiilaz negatif belirlenmistir. Kokore¢ Orneklerinden tespit edilen koagiilaz negatif
stafilokoklarin (KNS) varligi genellikle kokorecin islendigi ortamin ve personelin hijyen

eksikliginden dolay1 kaynaklanabilmektedir.
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Kuzu, koyun gibi hayvanlarin bagirsaklarinin su ile temizlendikten sonra sislere
sartlmasiyla iiretilen kokorecin, bagirsaklarin temizlenmesi asamasinda kullanilacak suyun
kalitesi olduk¢a oOnemlidir. Bagirsaklarda bulunan fekal bakterilere ek olarak sudan
gelebilecek olan fekal kontaminasyon kokorecin kalitesi ve halk sagligi acgisindan risk
tagimaktadir. Calismamizda kokore¢ orneklerinde belirlenen toplam koliform yiikleri, diger
caligmalardaki toplam koliform yiiklerine kiyasla benzer sonuglari icerdigi tespit edilmistir.
Ek olarak c¢alismamizda farkli illerden temin edilen kokore¢ 6rneklerinde Salmonella’ya
rastlanilmamistir.  Kokore¢ oOrneklerinde yapilan benzer c¢aligsmalarin birinde ¢ig
kokoreglerde Salmonella saptanirken, diger bir benzer ¢alismada ise sonuglarin ¢alismamiz

ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Kokore¢ orneklerinde B. cereus varligimi arastiran g¢alismaya Onceki yapilan
caligmalarda rastlanilmamistir. Cig ve pismis kokore¢ orneklerinde muhtemel B. cereus
varligit HiCrome Bacillus Agar kromojenik besiyeri ile incelenmistir. Caligmamizda
kokoreglerden elde edilen muhtemel B. cereus izolatlarina ileri diizey tanimlama
yapilamamistir. Bu besiyerinden elde edilen muhtemel B. cereus izolatlariin dogrulanmasi
onerilmektedir. Calismamizda besiyerindeki muhtemel B. cereus tipik koloniler sayilarak
elde edilen sonuclar degerlendirilmistir. Pismis kokoreclerin oda sicakliginda saklanmasi
veya misteri azligindan dolay1 tezgah kenarinda bekletilmesi gibi durumlarda B. cereus’un
canliligini korudugu diisiiniilmekte ve kokoreglerin tiiketilmesi durumunda insanlarda gida

zehirlenmesine neden olabilmektedir.

Hammaddesi bagirsak olan kokoregte pigsmis drneklerin %11,11°inde (3/27) siilfit
indirgeyen anaerobik bakteriler saptanmis olup 2,21-3,31 log KOB/g arasinda yik
belirlenmistir. Pismis kokore¢ orneklerinde siilfit indirgeyen anaerobik bakterilerin varligi,
pisirme sicaklig1 ve siiresi, personel hijyen ve sanitasyon kisimlarinda eksikliklerin oldugu
distiniilmektedir. Cig kokore¢ Orneklerinde de siilfit indirgeyen anaerobik bakterilerin
varligi hammaddenin bagirsak olmasi nedeniyle genel mikrobiyal yiikiin fazla olmas1 ve

bagirsak temizleme isleminin yetersiz olmasi gibi durumlardan kaynaklandigi sdylenebilir.

Calismamizda ¢ig  kokore¢  Orneklerinde  belirlenmis  olan  patojen
mikroorganizmalarin varligi, bagirsaklarin yikanmasi ve temizlenmesi asamasinda,
kokoreglerin hazirlik asamalarinda hijyen ve sanitasyona yeterli dnemin gosterilmedigi
diistinilmektedir. Ayrica ¢ig kokoreclerde bulunan patojen mikroorganizmalar, hammadde

olan bagirsagin mikrobiyolojik kalitesinin diisiik oldugunu gostermektedir. Pismis
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kokoreglerde patojen mikroorganizmalarin bulunmasi ise, kokoreglerin pisirme sicakligl ve

pisirme siiresi agisindan yeterli olmadiginin bir gostergesidir.

Kokoreg 6rneklerinden elde edilen C. difficile ve siilfit indirgeyen anaerobik bakteri
izolatlar1t RAPID ID 32A ile biyokimyasal olarak tanimlanmistir. Tanimlanan izolatlarin
%6,25’inde (1/16) C. perfringens tespit edilmistir. Elde edilen izolat Canakkale ilinden
temin edilen pismis kokore¢ Orneklerinden izole edilmistir. C. perfringens olarak
tanimlanan izolat meropenem, vankomisin ve klindamisin antibiyotik disklerine karsi
duyarli olarak belirlenirken, E-test ile belirlenen sonuglar degerlendirildiginde ise
vankomisin ve klindamisin antibiyotigine kars1 duyarli oldugu ancak metronidazole karsi
direng gosterdigi saptanmistir. Bu durum kokorec tiiketiminden gelebilecek olast bir
zehirlenme durumunda tedavide kullanilacak antibiyotiklerin belirlenmesinde 6nemlidir.
Mikroorganizmalar ¢evre tarafindan gelen streslere karsi hayatta kalabilmek i¢in biyofilm
tretebilirler. C. perfringens olarak belirledigimiz izolatin, zayif biyofilm olusturdugu
gozlemlenmistir. Standart C. perfringens suslarinin biyofilm olusturma yetenegi arastiran

caligmalara benzer sonuglar elde edilmistir (Charlebois vd., 2014).

Bagirsak kokenli bir bakteri oldugu bilinen C. difficile 'nin, hammaddesi kiigiikbas
hayvan bagirsaklari olan kokorecte bulunabilecegi diisliniilmiistiir. Ancak ¢alismamizda
analize alinan ¢ig ve pismis kokore¢ Orneklerinden C. difficile izole edilmemistir.
Ulkemizde gidalarda C. difficile varh@ arastirilan galismalarn sayismin az oldugu
bilinmektedir. Calismamizda C. difficile izolasyonu i¢in kullanilan %7 at kam ve
sefoksitin-sikloserin antibiyotik katkili C. difficile Agar Base (CDCC) ve ChromID C.
difficile Agar besiyerleri tercih edilmistir. Bu besiyerlerinden elde edilen izolatlar RAPID
ID 32A ile biyokimyasal olarak tamimlanmis ve siipheli C. difficile izolatlar1 tespit
edilmistir. Stipheli C. difficile izolatlar1 ger¢ek zamanli PCR (qPCR) ile dogrulanmis ve
kokore¢ Orneklerinin higbirinde C. difficile varligi belirlenmemistir. Ancak CDCC
besiyerinden elde edilen bir izolat C. perfringens olarak RAPID ID 32A ile tanimlanmuistir.
Siilfit indirgeyen anaerobik bakterilerin sayimi igin kullanilan TSCA besiyerinden RAPID
ID 32A biyokimyasal testine gore C. difficile olarak belirlenen izolatlarin eldesi, kullanilan
besiyerinin segici 6zelliginin yeterli olmadigini diistindiirmektedir. Ayrica C. difficile
izolasyonu i¢in kullanilan CDCC besiyerinden RAPID ID 32A biyokimyasal testine gore
C. perfringens tespit edilmesi durumu da izolasyon agamasi i¢in kullanilan besiyerlerinin

eksikligi konusunda siiphe uyandirmaktadir.
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C. difficile izolasyonu i¢in belirlenen yontemlerinin gelistirilmesi gerektigi ve C.
difficile oldugu diisiiniilen izolatlarin tanimlanmasinda yontem olarak eksiklikler oldugu
baska ¢alismalarda da belirtilmektedir. Bu nedenle C. difficile’nin gidalardan izolasyonu

icin yeni yontemlerin standardize edilmesi 6nerilmektedir.
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