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ONSOZ

Tavuk eti, yliksek kalitede dengeli ve yeterli protein igerigi, iiriin ¢esitliligi, diger et
tirlinlerine gore ucuz olmasi ve kiiltiirel ya da dinsel farklilik gézetmeksizin herkes
tarafindan tercih edilebilmesi sayesinde tiim Diinya’da ve {iilkemizde tiiketilen
hayvansal gidalar arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Ancak, bu degerli gidanin
saglikli hayvanlardan, uygun hijyenik ve teknolojik yontemlerle elde edilmedigi
takdirde insan sagligini tehdit eden bir unsura doniisecegi unutulmamalidir. Her yil
milyolarca insan gida kaynakli infeksiyonlarla karsi karsiya kalmakta, hatta bazilari
bu nedenle hayatin1 kaybetmektedir.Gida infeksiyonlarina neden olan etkenlerin
gidalarda giivenilir metotlarla tespiti, identifikasyon ve antibiyotik direng
profillerinin  belirlenmesi halk sagligmin korunmasi agisindan biiyiikk 6nem
tasimaktadir.

Buradan yola c¢ikarak, bu calismada, tavuk eti tiikketimiyle insanlarda
infeksiyon olusturan 6nemli etkenlerden biri olan C.perfringens’ in pili¢ boyun
derilerinde prevalansi arastirtlmistir. Elde edilen izolatlarin, ileri tekniklerle toksin
tiretme yetenekleri incelenmis, antibiyotik direng profilleri belirlenmistir.

Bu calismamda bana 151k tutan, bilgi ve destegini esirgemeden her agamada
yanimda olan, mesleki ve 6zel hayatim boyunca 6rnek alacagim danigsman hocam
Dog. Dr. F. Seda BILIR ORMANCI’ya sonsuz tesekkiirlerimisunarim. Destegini
esirgemeyen, sabir gosteren ve yanlz olmadigimi hissettiren basta esim Sinan CIL
olmak tizere biitiin aileme tesekkiir ederim. Doktora siiresi boyunca emegi gegen
biitiin hocalarima saygilarimla.



SIMGELER ve KISALTMALAR

A: Angstrom

ADP: Adenosine diphosphate-Adenozin difosfat

ATCC: American Type Culture Collection-Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
aw : Activity of water - Su aktivitesi

Ca*? Kalsiyum

CAMP: Christie Atkins Munch Peterson

cat: Chloramphenicol acetyltransferase-Kloramfenikol asetiltransferaz
CCUG:Culture Collection University of Géteborg -Géteborg Universitesi Kiiltiir
Koleksiyonu

CDC : Center for Disease Control and Prevention- Amerika Hastalik Kontrol ve
Koruma Merkezi

cm?: Santimetre kare

CPE: C. perfringens enterotoksin

Da: Dalton

DNA : Deoxyribonucleic acid - Deoksiriboniikleik asit

DNase: Deoxyribonuclease-Deoksiriboniikleaz

dNTP: Deoxynucleotide triphosphate-Deoksiniikleotid trifosfat

En: Redox potential-Redoks potansiyeli

erm: Erythromycin resistance methylase- Eritromisin rezistans metilaz

g: Gram

GHP: Good Hygienic Practice-1yi Hijyen Uygulamalari

GMP: Good Manifacturing Practice-Iyi Uretim Uygulamalari

H.0,: Hidrojen peroksit

H,S: Hidrojen siilfiir

HACCP : Hazard Analysis and Critical Control Points — Tehlike Analizi ve Kritik
Kontrol Noktalari

K*: Potasyum

kDa: Kilo dalton

kGy: Kilo gray

MgCl,: Magnezyum Kloriir

ml: Mililitre

N: Normal

Na’: Sodyum

NaCl: sadyum Kloriir

NaNO,: Sodyum Nitrit

NaNOs: Sodyum Nitrat

Vi

NCCLS: National Committee for ClinicalLaboratory Standards - Klinik Laboratuvar

Standartlar1 Ulusal Komitesi

NCTC: The National Collection of Type Cultures-Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu
nm: Nano metre

PCR : Polymerase chain reaction - Polimeraz zincir reaksiyonu

PEM: Perfringens Enrichment Medium

ppm: Parts per million-Milyonda bir
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SIDS: Sudden infant syndrome-Ani bebek 6liimii sendromu
TBE: Tris-Borik Asit-EDTA

Tet: Tetracyclineresistance- Tetrasiklin direng
TSC: Tryptose Sulphite Cycloserine

Zn*? Cinko

a: Alfa

[: Beta

¢: Epsilon

0: Tita

1: fota

A: Lamda



SEKILLLER

Sekil 2.1. TSC agarda C. perfringens siipheli kolonilerin goriiniimii
Sekil 2.2. C. perfringens’inizolasyon ve identifikasyon semasi
Sekil 2.3. Hareket testi (a) ve nitrat rediiksiyon testi (b)

Sekil 2.4. Jelatinaz testi

Sekil 2.5. Reverse-CAMP ve asit fosfataz test

Sekil 2.6. C. perfringens’in Mueller Hinton agarda disk difiizyon testi
gorunimu

Sekil 3.1. Tavuk boyun derisi 6rneklerinde klasik kiiltiir teknigi ile
C. perfringensizolasyon orani

Sekil 3.2. PCR ile cpa geni tespit edilmis C.perfringens izolatlarinin
elektroforez goriintiisi

Sekil 3.3.Multipleks PCR ile cpa, cpb, etx, ia, cpb2, cpe genlerinin
elektroforez goriintiisii

Sekil 3.4. Aylara gore tavuk boyun derisi 6rneklerinde C. perfringens
kontaminasyonu dagilim1

viii

38
39
40
41
42
46

47

48

49

50



CIZELGELER

Cizelge 1.1. Diinyada ve bazi iilkelerde tavuk eti iiretim miktarlar
Cizelge 1.2. Tiirkiye’de yillara gore pilig eti tiretimi

Cizelge 1.3. Diinya’da ve bazi iilkelerde kisi basina et tiiketimleri
Cizelge 1.4. Tiirkiye’de kisi basina kanatli eti ve pilig eti tiikketimi

Cizelge 1.5.C. perfringens tarafindan iiretilen toksinler ve etkenin
tiplendirilmesi

Cizelge 1.6. C. perfringens 'in iireme kosullar

Cizelge 1.7. C.perfringens toksinleri ve hayvanlarda olusturdugu hastaliklar
Cizelge 1.8. Cesitli lilkelerde rapor edilen C. perfringens salginlari
Cizelge 2.1. Primerler

Cizelge 3.1. Mezbahalara gore tavuk boyun derisi 6rneklerinde
C. perfringensizolasyonu goriintiisii

Cizelge 3.2.C. perfringens izolatlarinin antibiyotik direng profilleri

a w NN

26
28
35
48

51



1. GIRIS

Diinya’da kanatl eti iiretimi siirekli bir artis egilimindedir. Uretiminin kisa
siirede gerceklesmesi ve ekonomik olmasi bu stireci hizlandirmaktadir. Tavuk eti
tiretimi toplam kanatli etinin biiylik bir kismini olusturmaktadir. Diinya’da tavuk eti
tiretimi 2012 yilinda 82 422 milyon tona ulagmistir. Diinya iiretiminde en biiyiik pay
Amerika Birlesik Devletlerine aittir ve Tiirkiye, Diinya siralamasinda iilke bazinda 8.

sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1) (Anon., 2012a).

Cizelge 1.1. Diinyada ve bazi tilkelerde tavuk eti tiretim miktarlar1 (bin ton) (Anon.,
2012a)

2008 2009 2010 2011 2012
Amerika Birlesik Devletleri 16 561 15 935 16 563 16 694 16 476
Cin 11 840 12 100 12 550 13 200 13700
Brezilya 11 033 11 023 12312 12863 12 750
Avrupa Birligi (27 Ulke) 8 594 8 756 9202 9310 9480
Meksika 2853 2781 2822 2 906 2945
Hindistan 2490 2 550 2 650 2900 3160
Rusya 1680 2 060 2310 2575 2750
Arjantin 1435 1500 1680 1770 1936
Tiirkiye 1170 1250 1430 1614 1687
Endonezya 1350 1409 1 465 1515 1540
Tayland 1170 1200 1280 1350 1550
Diinya 72 807 73617 77872 80 661 82422

Tiirkiye’de etlik pili¢ iretimi; 1970’11 yillarda aile isletmeciligi seklinde
pahali ve smirhi iiretim kapasitesi ile gerceklestirilirken, 1980°li yillarda entegre
tesislerin ve sozlesmeli iiretim modelinin artmaya baslamasi ile 6nemli bir ilerleme
kaydetmis, 1990’11 yillarda baslayan biiylik yatirimlar ile 2000’lerde Avrupa ve
Diinya standartlarin1 yakalamistir. Pili¢ eti iiretimi 1990 yilinda 162 569 ton iken
2000 yilinda 662 096 tonla 4,1 katina, 2011 yilinda 1 625 000 tonla 10 katina
cikmistir (Cizelge 1.2) (Anon., 2012b)



Cizelge 1.2. Tiirkiye’de yillara gore pilic eti iiretimi (Anon., 2012b).

Tiirkiye'de Pilig Eti Uretimi (ton)
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Yiiksek kalitede dengeli ve yeterli protein igerigi, iirlin cesitliligi, diger et
tirtinlerine gore ucuz olmasi ve kiiltiirel ya da dinsel farklilik gozetmeksizin herkes
tarafindan tiiketilebilmesi tavuk etini hayvansal gidalar arasinda On siralara
tasimaktadir (Magdelaine ve ark, 2008). Tavuk eti Avrupa Birligi’nde domuz etinden
sonra en cok tiiketilen hayvansal gidadir. Amerika’da ise diger et tiirleri arasinda ilk

sirada yer aldigi bildirilmektedir (Cizelge 1.3) (Anon., 2012c).

Cizelge 1.3. Diinya’da ve bazi {ilkelerde kisi basina et tiiketimleri (Anon., 2012c).

ULKELER SIGIR  DOMUZ PiLIC KOYUN  TOPLAM

Amerika Brilesik Devletleri 38,3 26,0 43,3 - 107,5
Avrupa Birligi 16,2 40,9 17,5 2,6 96,2
Avustralya 34,2 22,7 34,2 - 91,0
Cin 4.3 38,2 9,7 19 54,1
Giiney Afrika 14,2 - 30,8 - 46,0
Hindistan 1,8 - 2,3 - 41

Japonya 10,7 19,3 16,1 - 45,6
Rusya 15,7 22,6 19,7 - 58,0

Tiirkiye 9,0 = 19,6 2,3 30,9




Tiirkiye’de tavuk eti tiiketimi, iiretimdeki artisa bagli olarak yiikselmistir
ancak, elde edilen verilere gore bu artisin ihracat nedeniyle iiretimdeki artis kadar
yiiksek olmadigi bilinmektedir. 2001 yilinda 8,9 kg olan kisi bas1 tiiketim miktari,
2011 yilinda 19,5 kg’a ¢ikmustir (Cizelge 1.4) (Anon., 2012b, Anon., 2012d).

Cizelge 1.4. Tiirkiye’de kisi basina kanatli eti ve pili¢ eti tiiketimi (Anon.,2012b,
Anon., 2012d).

Tiirkiye Kisi Basina Pili¢ Eti Tiiketimi (kg)
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Kiimes hayvanlarinda insanlar i¢in patojen olan mikroorganizmalarin
yayginolarak bulunmasi, siirii icinde hizli bir yayilim gostermesi ve kesim
tekniginedeniyle kanatlt hayvan etleri, insanlarda goriilen gida kaynakl
hastaliklarinolusumunda 6nemli bir role sahiptir (Bryan ve Doyle, 1995). Yapilan bir
cok calisma, tavuk etinin basta Salmonella olmak tiizere, Campylobacter jejuni,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes gibi

patojenlerle kontamine oldugunu ortaya koymaktadir (Erol, 2007).

Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil yaklasik 9,4 milyon gida kaynakl
hastalik olgusu bildirilmekte, bu vakalarin 55 bini hastanede tedavi edilirken, 1 351’1
6liimle sonuglanmaktadir. Bu vakalara neden olan etkenlerin basinda da Norovirus
(5,5 milyon, %58), non-tifoidalSalmonella spp. (1 milyon,% 11) ve Clostridium
perfringens (1 milyon, %10) gelmektedir. Bu da Clostridium perfringens Tip A ile



kontamine gidalarin tiiketilmesi sonucu olusan gida infeksiyonunun énemli bir halk

sagligi sorunu oldugunu gdstermektedir (Scallan ve ark, 2011).

Clostridium perfringens, dogada, hayvanlarin ve insanlarin bagirsaklarinda
yaygin olarak bulunan bir bakteridir. Ubiquiter 6zelligi, sporlu olmasi ve gevresel
sartlara direng gostermesi, gidalarin etkenle kontaminasyon riskini arttirirken,

korunma ve kontroliinii zorlastirmaktadir (Linch ve ark, 2006).

Gida kaynakli hastaliklara neden olan bakterilerin antibiyotiklere karsi
gelistirdigi diren¢ de onemli bir diger halk saglhigi sorunudur. Ozellikle kanath
yetistiriciliginde su ve yeme katilarak, hastaliktan korunmak ve gelismeyi arttirmak
amactyla kullanilan antibiyotikler, bir ¢ok mikroorganizmada direng gelisimine
neden olmaktadir. C. perfringens’in de, tetrasiklin, kloramfenikol, klindamisin ve
metronidazol gibi antibiyotiklere direngli suslarinin bulundugu bilinmektedir

(Bogaard ve Stobberingh, 2000,Leclercqve Courvalin, 1991).

1. 1. Tarihge

Clostridium perfringens ilk kez Dr. Welch tarafindan, otopsi yaptigi bir hastadan
izole edilmis ve 6liimden sonra ¢ogalan, gaz olusturan bakteri olarak tanimlanmustir.
Dr. Welch ve Dr. Nuttal’in 1892 yilinda Bacillus aerogenescapsulatus olarak
isimlendirdigi bu mikroorganizma daha sonra Migula tarafidan Dr. Welch’ e ithafen
Clostridium welchii olarak adlandirilmistir (Lucey ve Hutchins, 2004). Daha sonra,
Latinceden gelen ve igten parcalayan anlamini tasiyan ‘perfringens’den koken alan

C. perfringens olarak Bergey’s Manual’de yer almistir (Holt ve ark, 1994).

C. perfringens’in gida kaynakli infeksiyonlara yol agtigi Ingiliz arastiricilar
tarafindan ortaya konmustur. 1943°de Ingiltere’de tavuk eti tiiketen cocuklar arasinda
goriilen infeksiyonun nedeni C.perfringens olarak belirlenmis ve bu salgin tiim
diinyada goriilen ilk biiyiik olgu olarak kabul edilmistir (Angelotti ve ark.,1962).
Daha sonra Amerika Birlesik Devletleri’'nde 1945 yilinda meydana gelen salginda
benzer bir tablonun oldugu McClung (1945) tarafindan bildirilmis ve etkenin

gastroenteritise neden oldugu ortaya konmustur.



Etkenin neden oldugu ve sindirim sistemi hastalig1 olan enteritis nekrotikans
II. Diinya Savasi sirasinda, konserve et tiiketimine bagli olarak tespit edilmistir. C.
perfringens tip C’nin, Yeni Gine’de domuz eti tiiketimi ardindan sekillenmesine
ithafen Pig Bel olarak adlandirilan hastaligin da etkeni oldugu 1966 yilinda ortaya
konmustur (Murrel ve Roth, 1966, Devitt ve Stamp, 1983).C. perfringens’in gazli
gangrene sebep oldugunun bulunmasmin ardindan bu etken ile ilgili yapilan

caligmalar giderek artmistir (Niilo, 1988).

1.2. Taksonomi

Bergey’s Manual’ e gore C. perfringens; Firmicutes subesinin, Clostiridia sinifindaki
Clostiridiales takiminin Clostridiaceae familyasindaki Clostridium genusu igerisinde
yer almaktadir (Vos ve ark., 2009).

C. perfringens basta trettigi alfa, beta, gama, epsilon ve iota toksinleri ile
lesitinaz, hemolizin, hiyalurinidaz, kollogenaz, DNase (deoksiriboniikleaz) ve amilaz
gibi hidrolitik enzimlerine gére A, B, C, D ve E olmak iizere tiplendirilir (Cizelge
1.5) (Bezirtzoglou ve ark., 2000, Adams ve Moss, 2008).

Cizelge 1.5.C. perfringens tarafindan firetilen toksinler ve etkenin tiplendirilmesi
(Adams ve Moss, 2008)

Tip Uretilen Toksin

o B € 1
A + - - -
B + + + -
C + + - -
D + - + -
E + - - +

1.3. Clostridium perfringens’in Etiyolojisi ve Biyokimyasal Ozellikleri

C. perfringensubiquiter 6zellikte, Gram pozitif, ¢cubukguk formunda, 3-9/1,0-1,5 um

boyutlarinda, sporlu ve hareketsiz patojen bir mikroorganizmadir. Sporlar biiyiik,



oval sekildedir, santral veya subterminal olarak lokalize olmaktadir. Etken anaerobik
Ozellige sahip olmasina karsin, diisiik seviyedeki oksijenin varliginda da
tireyebilmektedir. Mezofilik bir bakteri olan C. perfringens 15 ile 50 °C arasinda
cogalabilmektedir veoptimal lireme sicakligi 45°C’dir. Optimal pH degeri 6-7’dir ve
pH 5 ile 9 arsinda iireme gosterir. Etken diisiik a, degerine direngli degildir,
gelismesi i¢in gereken en diisik a, degeri 0,95-0,97 arasindadir (Cizelge 1.6)
(Brynestad ve Granum, 2002, Erol, 2007, Ray ve Bhunia, 2008).

Cizelge 1.6. C. perfringens 'in iireme kosullar1 (Erol, 2007).

Min.- Maks. Optimal
Sicaklik (°C) 14-50 45
pH 5-9 6-7
aw 0,93-0,950,97

C. perfringens’in identifikasyonunda kullanilan spesifik 6zellikleri arasinda
nitrat1 rediikte etmesi, jelatinaz pozitif olmast ve glikozu fermente etmesi yer alir.
Bunun yaninda etken katalaz negatif, H,S olusturan, rafinozu fermente edebilen
ancak salisini kullanamayan bir bakteridir. Yumurta saris1 ile zenginlestirilmis
tripton, siilfit ve sikloserin igeren ortamlarda iyi lireme gosterir. Streptococcus
agalactia ile sinerjik etki gostererek kanli agarda karakteristik hemoliz alani
olusturur (Hansen ve Elliott, 1980, Wrigley, 1994).

1.4. Clostridium perfringens’inGidalarda Gelisimini Etkileyen Faktorler

1.4.1. Sicakhik

C. perfringens’in optimum iireme sicakligi 43-45°C’dir ve etkenin 50°C’ye kadar
gelismesini siirdiirebildigi bilinmektedir. Gelisme 15°C’nin altinda yavaslamakta,
6°C’de durmaktadir. C.perfringens’in vejetatif hiicreleri yiiksek sicakliklara veya

sogutma ve dondurma gibi islemlere dayanikli degildir (Gibbs, 2002) .



C. perfringens’in en 6nemli 6zelliginden biri de 1lik olarak muhafaza edilen
gidalarda boliinme siiresinin kisa olmasidir. Bu degerin 43°C’de ette 10 dakikadan az

oldugu bildirilmektedir (ICMSF, 1996).

Sprolanmanin sekillendigi sicaklik araligi, tiremenin oldugu araliga gore daha
dardir, genellikle 35-40°C arasinda degismektedir. Yiiksek veya diisiik sicaklik

uygulamalari, etkenin spor formuna doniismesini hizlandirmaktadir (Labbe,1989).

Gida zehirlenmelerine yol acan suslarin vejetatif formlarinin, diger
hastaliklardan izole edilenlere oranla sicakliga daha direngli oldugu tespit edilmistir.
Buna ek olarak, enteroksin iireten geni kromozomal olarak tasiyan etkenler ile
plazmidal olarak tasiyanlar arasinda da sicakliga duyarlilikta farklilik oldugu
bilinmektedir. Kromozomal olarak geni tasiyan suslarin vejetatif formlarinin
plazmidal olanlara gore sicakliga direncinin 2 kat fazla oldugu, spor formlarda ise 60

kat gibi ciddi bir farkin oldugu bildirilmistir (Sarker ve ark., 2000)

1.4.2. Sodyum Kloriir (NaCl) ve Kiirleme Ajanlari

C.perfringens’in % 6-8 tuz konsantrasyonunda gelisiminin inhibe oldugu
bilinmektedir. Kiirleme ajanlarinin da benzer bir etki gosterdigi ve 10 000 ppm
NaNO; veya 400 ppm NaNO; de etkenin gelisemedigi ortaya konmustur. Gida
kaynakli C. perfringens olgularina bakildiginda kiirlenmis triinlerin neden oldugu
vaka sayis1 ¢ok azdir. Bu da gostermektedir ki tuz ve kiirleme ajanlarinin bir arada

kullanildig1r durumlarda etkileri artmaktadir (McClane, 2007) .

1.4.3. Su Aktivitesi (ay)

Minimum su aktivitesi degerleri kullanilan maddeye gore degismekle birlikte 0,97 ile
0,93 arasindadir. Ornegin a,,’yi diisiirmek i¢in glikoz kullanildiginda, gelisim 0,96 da
durmaktadir. % 5 tuz kullanilan ortamlarda 0,97 de canli kalma oran1 hizla diiserken,

ayni etki gliserol seviyesi ancak % 18’ e ulastiginda olugsmaktadir (Wrigley, 1994).



Sporlanmanin sekillendigi a, degeri, gelismenin oldugu aralifa gore daha
yiiksektir. Spor olusabilecek en diisiika, degerinin 0,98 oldugu bildirilmektedir.
Etkenin a, degerlerindeki degisimleri tolere etmesi pH ve sicaklik gibi diger
faktorlere de baghidir (Labbe,1989).

1.4.4. pH

C. perfringens icin optimal pH degeri 6-7°dir. Gelisme pH 5’in altinda inhibe
olmaktadir ancak olusturdugu bazi proteinler sayesinde pH 4,5’da 20 dakika
canliligin1 korudugu saptanmistir (Cotter ve Hill, 2003).

Spor olusumunun sekillendigi pH araligi 6-8 arasindadir (Labbe, 1989).
Sporlarin germinasyonu i¢in gerekli pH aralifinin ise 5,7 ile 7,5 arasinda oldugu

bildirilmektedir (Paredes-Sabja ve ark., 2008).

1.4.5. Gaz-Atmosfer (Ep)

C. perfringens anaerob olmasina karsin +350 mV ve -400 mV arasinda canliligini
koruyabilmekte ve diger Clostridium lardan farkli olarak Ep degisimlerini iyi tolore
etmektedir. En iyi liredigi Ep degerinin +200 mV oldugu bildirilmektedir (Garcia ve
Heredia, 2009, ICMSF, 1996).

C. perfringens’in ferrodoksin gibi, indirgeyici molekiiller tireterek ortamin Ej,
degerini modifiye ettigi ve gelismesi i¢cin uygun kosullar olusturdugu bilinmektedir

(McClane, 2007).

1.4.6. Isinlama

C. perfringens’in vejetatif formalarinin ve sporlarinin gama 1sinlarina direnci 1,2-3,4

kGy arasinda degismektedir. Sicaklik ve i1sinlamanin bir arada kullandig



durumlarda, 1s1nlama 6ncesi 93-103 °C’ ye kadar uygulanan sicakliklarin 1ginlama
seviyesine etkisinin olmadig1 ancak sicaklik uygulamasindan 6nce uygulanan diistik
doz (0-7 kGy) 1sinlamanin, spor formlarini sicakliga duyarli hale getirdigi ortaya
konmustur (Gomez ve ark.1980, Gombas ve Gomez, 1978, Clifford ve Anellis,
1975).

1.5. Clostridium perfringens’in Antibiyotik Direncliligi

Antibiyotikler hayvan yetistiriciliginde, bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde,
hastaliklar yoniinden risk tasiyan hayvanlarda koruyucu olarak veya gelisimi ve
verimi arttirmak amaciyla yem katkis1 seklinde kullanilmaktadir. Tiim diinyada
hayvanlara verilen antibiyotiklerin sadece % 18’inin tedavide kullanildig1, % 40 gibi
biiyilik bir oraninin koruyucu ve gelismeyi arttirict amagla verildigi bildirilmektedir.
Elde edilen veriler Amerika Birlesik Devletleri’nde iiretilen antibiyotiklerin % 55-
60’mnin  hayvan yetistiriciliginde kullanildigin1 ve bunlardan benzilpenisilin
(penisilinG) ve tetrasiklinin siklikla yeme ilave edildigini gostermektedir. Avrupa’da
da antibiyotik kullanimmin % 30’unun gelismeyi arttirici amagla oldugu
bildirilmektedir. Antibiyotiklerin, bu sekilde kullanimi mikroorganizmlarda direng
sekillenmesine neden olmaktadir (Bogaard ve Stobberingh, 1999, Teuber, 1999,
Bogaard ve Stobberingh, 2000).

Bu olumsuz etkisi goz Oniine alinarak Avrupa Birligi ilk olarak 1997°de
avoparsinin  gelismeyi artirict amagcla kullanimini  yasaklamistir.  1999°da  da
insanlarda kullanilan antibiyotiklerle gosterdigi benzerlik nedeniyle basitrasin,
spiramisin, tiylosin ve virginiamisinin hayvanlarda kullanimi yasaklanmistir
(Casewell ve ark., 2003).

Kanath yetistiriciliginde de antibiyotikler su ve yeme katilarak nekrotik
enteritis gibi bir ¢ok hastaliktan korunmak amaciyla kullanilmaktadir. Antibiyotik
direngliligin daha ¢ok kanatli hayvan yetistiriciliginde yogun olarak kullanilan
stilfisokzazol, amoksasilin/klavulanik asit, ampisilin,spektinomisin, tetrasiklin,

kloramfenikol, florfenikol, streptomisin, kotrimokzazol karbadoks ve trimetoprim
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gibi antibiyotiklere kars1 sekillendigi bildirilmistir (Khachatourians,1998, Gaskins ve
ark., 2002).

C. perfringens’in florokinolonlar gibi genellikle anaerob mikroorganizmalara
kars1 kullanilan antibiyotiklere duyarli oldugu bilinmektedir (Ellie ve ark., 2011).
Rood ve ark. 1978 yilinda ilk kez etkenin ¢oklu antibiyotik direncinin oldugunu
(tetrasiklin, eritromisin, linkomisin, klindamisin) domuz digkisindan izole ettikleri
orneklerde ortaya koymustur. Ancak C. perfringens i¢in bilinen en tipik direng
tetrasiklene kars1 gelistirdigidir (Teuber, 1999).

C. perfringens’in tetrasiklin direncinde etkili olan genetik determinantlar tetP,
tetM, tetK, tetL olarak belirlenmistir. Bunlar igerisinde tetP’nin kodladigi iki gen
tetA(P) ve tetB(P) direng mekanizmasinda 6nemli rol oynamaktadir. tetA’nin trettigi
protein tetrasiklin atim pompasit seklinde gorev yaparken, tetB’nin lirettigi protein
ribozomal seviyede direnci saglamaktadir (Martel ve ark., 2004, Lyras ve Rood,
1998).

C. perfringens’in metronidazole direngli oldugunu gosteren az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bunun yaninda catQ ve catP genlerini tasiyan izolatlarda,
kloramfenikol asetiltransferaz tiretimi ile kloramfenikole, ermQ ve ermP geni tespit
edilenlerinde klindamisine kars1 direng oldugu bildirilmektedir. Eritromisine direng,
klindamisin ve linkomisin direnci ile beraber goriilmektedir (Leclercqve Courvalin,

1991, Hecht ve ark, 1999, Rood ve Cole, 1991).

Anaerob mikroorganizmalarda en yaygin direncin aminoglikozidlere karsi
oldugu bilinmektedir. Aminoglikozidler oksijen ve nitrojene bagli elektron transport
sistemi iizerinden etkilerini gostermektedir. Anaerobik mikroorganizmalarda bu
transport sisteminin bulunmayisi antibiyotigi etkisiz kilmaktadir. Aminoglikozidler
hedef bolgelerine ulasamadiklart i¢in C. perfringens tizerine etkili degildir, etken

yapisal olarak direng¢ gostermektedir (Rasmussen ve ark., 1997).
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1.6. Clostridium perfringens’in Bashica Viriilens Faktorleri

C. perfringens’in neden oldugu ve hafif seyirli gida infeksiyonlarindan, oliimciil
nekrozlara kadar degisebilen hastalik tablolarinin olusumunda etkili 16 farklhi
viriilens faktorii bulunmaktadir. Bunlardan 12 tanesi iirettigi toksinlerdir (o’dan v’ye)
diger Onemli viriilens faktorleri arasinda enterotoksin, hemolizin, néraminidaz

(sialidaz) ve etkenin dinamik metabolik aktivitesi yer almaktadir (Rodd ve Cole,

1991).

1.6.1. a- toksin

C. perfringens’in tiim tipleri tarafindan iiretilen a- toksin 43 kDA agirliginda bir
fosfolipazdir. Toksinin fosfolipaz C yapisinda oldugu ilk kez MacFarlane ve Knight
tarafindan 1941°de ortaya konmustur ve a- toksin, enzimatik aktivitesi oldugu tespit
edilen ilk bakteriyel toksindir. a- toksin’i kodlayan gen cpa, kromozomal olarak
yerlesmistir ve replikasyonu kontrol eden bolgeye yakindir. Bulundugu bolge

kromozomun en stabil yerlerindendir (Canard ve Cole, 1989).

a- toksin, fosfolipidleri hidrolize etmekte ve hiicre zarmin yapisini bozarak
etkisini gostermektedir. Fosfolipaz aktivtesi i¢in Zn*? ve Ca* iyonlarina ihtiyag
duymaktadir bu nedenle bu toksin ¢inko-metallofosfolipaz C olarak da bilinmektedir
(Naylor ve ark, 1998).

C. perfringens’in irettigi bu toksin insanlarda gazli gangrene neden
olmaktadir. Ayrica a- toksin’in ani bebek dliimlerinde (SIDS, sudden infant death
syndrome) de etkili oldugu bildirilmektedir. a- toksin’in neden oldugu bir diger
hastalikta 6zellikle ¢inkodan zengin ve C. perfringens ile kontamine yem tiiketimi
sonucu tavuklarda goriilen nekrotik enterittir (Titball ve ark. 1999, Murrell ve ark,
1993).
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1.6.2. p-toksin

C. perfringens tip B ve C tarafindan firetilen, letal ve nekrotik toksindir. 40 kDa
agirliginda, polipeptid yapidaki 1siya direngli bu toksinin en énemli 6zelligi tripsine
karsi1 fazla duyarli olmasidir. Normal sartlarda ince bagirsaklarda salgilanan tripsin
ile kolayca inhibe olan B- toksin, ac¢lik durumlarinda tripsinin azalmasi veya tripsin
inhibitérii iceren tatlh patates gibi gidalarin tiiketilmesi sonrasinda etkisini
gostermektedir. C. perfringens tip C insanlarda ve hayvanlarda enteritis nekrotikansa
neden olmaktadir (Rood ve Cole, 1991, Petit ve ark., 1999).

B-toksin, 12 A c¢apinda, fosfotidilkolin ve kolesterolden olusan iki katmanl
kanallar olusturmaktadir. Bu kanallar Na* ve K" gibi katyonlara kars1 selektiftir.
Toksinin noéromuskiiler kavsaklara kars1 affinitesi oldugu ve bu bolgelerde
olusturdugu katyon selektif kanallarla Na* ve K* dengesini bozarak, depolarizasyona

neden oldugu bildirilmistir (Shatursky ve ark, 2000).

B- toksin, cpb genini tasiyan bir viriilens plazmidi tarafindan kodlanmaktadr.
cpb geninin regiilasyonu hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir (Uzal ve McClane,
2011).

1.6.3. -toksin

lota-toksin, C. perfringens tip E tarafindan iiretilmektedir. Immunolojik olarak
birbirinden farkli Iota-a (la) ve lota-b (Ib) olarak adlandirilmis iki proteinden
olusmaktadir. l[a 47 605 Da agirliginda, bir ADP(adenozin difosfat)-
riboziltransferazdir. Ib ise, 74 147 Da agirligindadir, non-enzimatik komponenttir,
toksinin hiicreye baglanmasinda ve igeri girmesinde gorev alir. Ib, C-terminal ucu ile
hiicre ylizeyindeki karbonhidratlara, glikoproteinlere ya da yiizey proteinlerine
baglanarak oligomerize olur. Daha sonra bu kompleksin olusturdugu kanallar ile
toksin endozoma ulasir ve enzimatik komponenti ile burada etkisini gosterir.
Komponentlerin tek basina toksik etkisi olmadig1 ortaya konmustur, ancak birlikte
calistiklarinda letal, dermonekrotik ve sitotoksik etkilidirler(Stiles ve Wilkins, 1986,
Perelle ve ark, 1993, Marvaud ve ark, 2002).
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1-toksin’i olusturan Ia ve Ib, bir plazmidin tek operonunda lokalize olmus,
aralarinda 243 niikleotid bulunan iki gen tarafindan kodlanmaktadir (Sakurai ve ark,

2009).

1.6.4. e-toksin

C. perfringens tip B ve D tarafindan iiretilen epsilon toksin, basta koyunlar olmak
tizere diger hayvan tiirlerinde de ekonomik kayiplara neden olan o6liimciil
enterotoksemiye neden olmaktadir. inaktif haldeki 296 aminoasitten olusan protoksin
olarak sentezlenmekte, bagirsak liimenindeki proteazlar (tripsin, kemotripsin gibi)
veya C. perfringens’in A-proteazi ile yiiksek aktiviteli proteine doniigmektedir
(Bhown ve Habeeb,1977).

Epsilon-toxin, letal ve dermonekrotiktir. Toksinin en 6nemli 6zelliginden biri
vaskiiler permeabiliteyi arttirmasidir. Vaskiiler endotelyal hiicrelere baglanarak,
beyin, bobrek, akciger gibi organlarda ciddi hasara neden olmaktadir. Bu etkileri
nedeniyle koyunlarda meydana getirdigi hastalik yumusak bobrek olarak
adlandirilmaktadir (Petit ve ark., 1997, Shortt ve ark., 2000).

Epsilon toksin, etkenin B ve D tipinin her iksinde de plazmidal etxgeni
tarafindan kodlanmaktadir (Gibert ve ark., 1997).

1.6.5. 0-toksin

C. pefringens’in tiim tipleri tarafindan iretilmekte veperfringolizin O, 6-hemolizin
olarak da adlandirilmaktadir. 8-toksin, streptolizin O, listeriolizin O, tetanolizin gibi
tiol-aktive toksinler ile ayni grupta yer almaktadir. Bu toksinlerin ortak ozelligi
kolesterolii reseptor olarak kullanarak, hedef hiicre membranlarinda biiylik porlar

olusturmasidir (Olofsson ve ark., 1993).

pfoA geni tarafindan kodlanan bu toksin, gazli gangrende doku nekrozuyla

iligkilidir ve etkilenen bolgelerde polimorf niikleer 16kositleri yok etmektedir. Diisiik
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oranlardaki toksinin polimorf niikleer 16kositlerin morfolojisini, metabolizmasini ve

migrasyonunu bozdugu bildirilmektedir (Rood ve Cole, 1991).

1.6.6. Noraminidaz

Biitiin C. perfringens tipleri tarafindan iretilebilen bu enzim sialidaz olarak da
adlandirilmaktadir.  Noraminidaz,  glikoproteinlerden,  glikolipidlerden  ve
oligosakkaritlerden, asilndraminik asiti ayirmakta bdylece hiicre yiizeyindeki
reseptdr molekiilleri yok ederek veya bag dokuyu bozarak etki gostermektedir

(Fraser, 1978).

Noraminidaz salinimi, nanH ve nanl genleri tarafindan kodlanmaktadir. Her
iki gen birbirinden farkli iki sialidaz iiretmektedir. Bunlardan nanH tarafindan
tiretilen formun, diger mikroorganizmalar ve viriisler tarafindan {iretilen

noraminidaza benzerlik gostermedigi bildirilmektedir (Newstead ve ark., 2008).

1.6.7. Enterotoksin

Clostridium perfringens’in, iizerinde en ¢ok calisilan ve hakkinda en fazla bilgi
bulunan viriilens faktorii enterotoksindir (CPE) (Rood ve Cole, 1991). CPE, 319
aminoasitten olugmus, 35 kDa’luk, izoelektrik noktas1 pH 4,3 olan bir polipeptittir.
Diger Gram pozitif mikroorganizmalarin toksinlerinden farkli olarak CPE sicakliga
duyarhdir. 56 °C de 5 dakikada biyolojik aktivitesini yitirmektedir. Aym sekilde pH
degisimlerine kars1 da hassastir. pH < 5 ve > 10°da etkisini kaybetmektedir. Bazi
proteazlar, toksini inaktive ederken tripsin ve kemotripsin biyolojik aktivitesini
arttimaktadir. Ince bagirsakta tirpsin ve kemotripsin ile karsilastiginda N-terminal
ucundan 25 veya 36 aminoasit kaybetmekte boylece aktif hale geg¢mektedir

(McClane, 2000, Labbe ve Juneja, 2006).

Clostridium perfringens tip A kaynakli gida zehirlenmesinde baslica viriilens
faktor enterotoksindir ve tipik gastrointestinal semptomlarin olusmasina neden

olmaktadir. Enterotoksin ince bagirsakta etkenin sporlanma asamasinda
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tiretilmektedir. CPE’nin  salinimi  sporulasyonun son asamasinda olmakta,
sporangium hiicrelerin lizisinden hemen 6nce pik seviyeye ulasmaktadir (McCLane,

1996, Jay ve ark., 2005, Meyer ve Tholozan, 1999).

CPE’nin sitotoksik etkisi, toksinin tight junction proteinlerinin 21 kDa’luk
claudin reseptorlerine baglanmasiyla baslamaktadir. Bu kompleks daha sonra 45
kDa’luk membran proteinlerine baglanarak CPE kompleks ya da kiiciik kompleks
diye adlandirilan 90 kDa’luk yapiy1 olusturur. CPE kompleks, 70 kDa’luk baska bir
membran proteini ile etkilesime girerek daha biiylik yapili ve 155 kDa agirligindaki
bliyiik kompleksi sekillendirmektedir. Olusan bu son yap1, membran permeabilitesini
bozmakta, hiicre i¢i s1vist ve iyon kaybina neden olmaktadir. CPE’nin etkisi ardindan
ince bagirsak villi uglarinda hasar, villilerde kisalma ve epitel hiicrelerde
deskuamasyon tespit edilen histopatolojik degisikliklerdir (McClane, 2000, Bhunia,
2008, Wieckowski ve ark., 1994, Katahira ve ark., 1997, Fujita ve ark, 2000).

Enterotoksin salimimini regiile eden cpe geni hem kromozomal hem de
plazmidal olabilmektedir. Gida zehirlenmelerine neden olan etkenlerde cpe geninin
kromozomal olarak tasindigi, diger hastaliklar ve hayvanlardan elde edilen suslarda
plazmidal oldugu ortaya konmustur (Rood, 1998, Brynestad ve ark., 1997). Cpe
genini kromozomal olarak tasiyan etkenlerin vejetatif formlarinin, sporlariin ve

tirettikleri enterotoksinlerin, plazmidal olanlara oranla sicakligi daha direngli oldugu

bildirilmektedir (McClane, 2007).

1.7. Clostridium perfringens’in Kontaminasyon Kaynaklari

C. perfringens, toprakta, suda, insan ve hayvanlarin bagirsak kanalinda bulunabilen,
ubiquiter ozellikte bir mikroorganizmadir. Bu 6zelligi bulasmada biiylik 6nem tasir.
Gidalarin C. perfringensile baglica kontaminasyon kaynaklarini fekal kalintilar, toz,
toprak ve atik sular olusturur (Jay ve ark., 2005, Garcia ve Heredia, 2009). Ozellikle
karkasin ve et iirlinlerinin kesim ve isleme sirasinda diski ve toprak ile temas etmesi

sonucu C. perfringens kontaminasyonu sekillenmektedir. Etken spor formuna
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dontigebildigi ve cevresel sartlara direngli oldugu i¢in, uzun siire varligin1 korumakta

ve kontaminasyona neden olmaktadir (Linch ve ark, 2006).

Her ne kadar C. perfringens ubiquiter yayilim gosterse de gida kaynakli
hastaliklara neden olan ve cpe genini tasiyan etken sayisi oldukea diisiiktiir. Toprak,

su, diski ve hayvansal gidalarda cpe+ suslarin oraninin % 5’1t ge¢medigi

bildirilmektedir (McClane, 2007).

1.7.1. Toprak

C. perfringens toprak mikroflorasinin bir pargasidir. Etkenin topraktaki diizeyinin
sadece topragin fizikokimyasal yapisiyla iliskili olmadig1, organik kirlilige de bagh
oldugu ortaya konmustur. Toprakta C. perfringens’in spor formlar1 vejetatif

formlarina gore daha yiiksek oranda izole edilmektedir (\Voidarou ve ark., 2011).

Li ve ark.’in (2007) yapmis oldugu bir ¢calismada farkli bolgelerden alinan
toprak orneklerinde C. perfringens’in vejetatif ve spor formlarmin varligi ve cpe geni
tasima orani arastirilmistir. 502 toprak Orneginin % 68,3’linde etkenin vejetatif
formlar1, % 75,1’inde ise spor formlar1 tespit edilmistir. Vejetatif hiicrelerin 11 inin,
sporlarinda 25 adetinincpe geni tasidigi ortaya konmustur. Voidarou ve ark.’in
(2011) yapmis oldugu bir diger calismada da benzer sonuglar elde edilmis, incelenen
toprak orneklerinin % 45’inde C. perfringens’in sporlar izole edilirken yanlizca %

11’inde vejetatif hiicrelere rastlanmstir.

Desmarais ve ark.’in (2002) yapmis oldugu baska bir calismada da etkenin 50
cm toprak derinligine kadar canlihgim korudugu ve yumusak toprakta (g’da) 10*

oranina kadar yiikseldigi bildirilmistir.
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1.7.2. Su

Etkenin bir diger bulasma yolu da su kaynaklar1 ve atik sulardir. Etkenin hem
vejetatif hem de spor formlarinin siklikla yiizeyden ¢ok dip ksimlarda veya tabanda

bulundugu bildirilmektedir (Bezirtzoglou ve ark., 1997).

Payment ve Franco’nun (1993) yaptigi ¢alismada, igme suyu elde edilen
nehirden alman 6rneklerde (400 ml’de) 10° diizeyinde vejetatif hiicrenin ve ayni
oranda spor formun tespit edildigi bildirilmistir. Bezirtzoglou ve ark.’in, 1996’ da
yaptiklar1 ¢aligmada bir nehirden alinan 6rneklerin % 72’sinin C. perfringens sporlari
tasidigini, 6rneklerden % 5,5’nin de 10° diizeyinde vejetatif hiicrelerle kontamine

oldugunu tespit etmistir.

Lisle ve ark’m (2004) yapmis oldugu c¢aligmada aritilmamis kanalizasyon
sularinda (100 ml’de) C. perfringens diizeyinin 10* oldugu ortaya konmustur. Hill ve
ark.’nin  (1996) vyaptig1 calismada da kanalizasyon sedimentlerinden alinan

orneklerde (cm®’de) 10° diizeyine kadar C. perfringens izole edilmistir.

1.7.3. Diski

C. perfringensbir ¢ok evcil hayvan ve insan digkisindan farkli seviyelerde izole
edilmektedir. Insanlarda diger anaerobik mikroorganizmalarla karsilastirildiginda
diisiik diizeylerde oldugu bildirilmistir. Saghkli bireylerde diskida varhig 10°-10%/g
arasinda degismektedir (Labbe, 1989).

Heikinheimo ve ark.’mn (2006) yapmis oldugu g¢alismada, Finlandiya’daki
gida isletmelerinde calisan ve herhangi bir gastrointestinal semptom gostermeyen
136 personelden toplanan digki Orneklerinin 25’inde cpe+ C. perfringens’e

rastlandig1 bildirilmistir.

Mohamed ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada 40’1 diyaretik, 20’si semptom
gostermeyen bireylerden alinan toplam 60 diski1 6rneginde C. perfringens varligini ve
toksin genlerini aragtirmiglardir. Diyaretik bireylerin % 37,5’inde C. perfringens

tespit etmis ancak iclerinden yanlizca 2 tanesinin cpe+ oldugunu bildirmislerdir.
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Gastrointestinal semptom gostermeyen bireylerden alinan 6rneklerden ise sadece 3
tanesinde C.perfringens saptamis ve higbirinin cpe geni tagimadigini ortaya

koymuslardir.

Carman ve ark.’in (2008) yapmis oldugu baska bir arastirmada da 43 saglikli
bireyden alinan diski 6rneginin 27’sinde (% 63) C. perfringens’in vejetatif veya spor
formlarinin tespit edildigi bildirilmistir. Digski 6rneklerinde C. perfringens

PR

diizeylerinin 10°-107/g arasinda degistigi de ortaya konmustur.

Gurjar ve ark.’in (2008) yapmis oldugu calismada 307 sigir diskist 6rnegi
incelenmis bunlardan 241 tanesinin C. perfringens ile kontamine oldugu tespit
edilmistir. Izole edilen drneklerin % 93’ iiniin Tip A oldugu ve sadece 11 tanesinin

(% 4,6) cpe geni tasidigr bildirilmistir.

Garmory ve ark. (2000) farkli hayvan tiirlerinin digkilarindan izole ettikleri C.
perfringens’leri toksin tiplerine gore siniflandirmistir. Koyun diskilarindan izole
edilen 39 izolattan 34 tanesinin tip A (cpa+) ve 5 tanesinin Tip D (cpa ve etx+),
domuz diski orneklerinden izole edilen 40 ornekten de 36’smin Tip A (cpat) ve 4
tanesinin Tip C (cpa ve cpb+) oldugu tespit edilmistir. Sigir diskilarindan elde edilen
20 izolattan sadece bir tanesinin Tip E oldugunu (cpa ve iA+) geri kalanlarmin Tip A
olarak siiflandirildigin1 bildirmislerdir. Calismada incelenen biitiin 6rneklerin

sadece % 4’iinde cpe geni bulduklarin1 da kaydetmislerdir.

C. perfringens’in, tavuklarin bagirsak kanalinda yiiksek oranda bulundugu
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda tavuklarin bagirsak kanalinda C. perfringens
varligi % 75-95 gibi yiiksek oranlarda bulunmaktadir. Bunun en 6nemli nedenleri
arasinda, etkenin tavuklarda erken yasta kolonize olmaya baglamasi ve kulugkadan
itibaren yetistiriciligin bir ¢cok noktasinda kontamine olabilmesi yer almaktadir

(Immerseel ve ark., 2004).

Heikinheimo ve Korkeala (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada broyler
digkilarindan izole ettikleri 118 C. perfringens’in tasidigr toksin genlerini
aragtirmiglardir. 118 6rnegin hepsi cpa pozitif bulunurken higbirinde cpb, etx, iA

veyacpe genine rastlanmadigi bildirilmistir.
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1.8. Clostridium perfringens’in Gidalarda Varhg

C. perfringens, gelismek ve ¢ogalmak ig¢inihtiyaci olan 13-14 aminoasit ile 5-6
vitamin ve mineral maddeyi (biotin, pantotenik asit, pridoksal, adenin gibi) kendi
sentezleyemedigi i¢in disaridan almak zorundadir. Bu nedenlesiklikla bu maddeleri

yeterli oranda igeren, et veya et liriinlerinde bulunur (Novak ve Juneja, 2002).

1.8.1. Kirmizi et ve iiriinleri

Stagnitta ve ark.’in (1999) yapmis oldugu calismada marketlerden toplanan 301 et
tiriini (kiyma, hamburger koftesi ve taze sosis) incelenmis ve 92 tanesinin (% 30,56)

C. perfringens ile kontamine oldugu tespit edilmistir.

Miki ve ark. (2008) yapmis olduklar1 ¢alismada farkli et ve et iirlinlerinde C.
perfringens varligini arastirmis, sigir etlerinde % 54,3, sigir kiymalarinda % 86,4 ve
koyun etlerinde % 33,3 oraninda kontaminasyon tespit etmislerdir. Sigir etlerinden

izole edilen suslarin sadece bir tanesinin cpe geni tagidigini da ortaya koymuslardir.

Wen ve McClane’in (2004) yapmis oldugu arastirmada bir ¢ok farkli gida
ornegi C. perfringens yoniinden analiz edilmis ve elde edilen izolatlarin toksin
tiplendirmesi yapilmistir. Incelenen 144 domuz eti drneginin 56’sinda (% 27) etken
izole edilmis ve 3 tanesinin cpe geni, 5 tanesinin de P2 toksin geni tasidigi
bulunmustur. Domuz kiymalarindan alinan 6rneklerde C. perfringens diizeyi % 61
olarak, daha yiiksek oranda bulunmustur. Bu izolatlardan da 7 tanesininf2 toksin

geni tasidig, sadece 1 tanesinde cpe geni oldugu bildirilmistir.

Ayni ¢alismada incelenen 83 sigir eti ve 108 sigir kiymasinda, sirastyla % 21
ve % 23 oraninda C. perfringens saptanmustir. Elde edilen izolatlarin higbirisinin cpe
geni tagimadigl ortaya konmustur. Benzer sekilde, koyun etinden alinan 24 6rnegin

% 38’inin kontamine oldugu ancak higbir izolatin cpe geni tasimadig: bildirilmistir.

Calismanin devaminda et iiriinli olarak domuz jambonu ve sosisler

incelenmis, 12 domuz jambonu 6rneginde C. perfringens’e rastlanmamistir. 59 sosis
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orneginin ise 14’1 (% 24) kontamine bulunmustur. Sosis o6rneklerinden elde edilen

izolatlarin 1 tanesinin B2 toksin geni tasidigi da belirlenmistir.

Lin ve Labbe’nin (2003) yapmis oldugu caligmada analiz edilen 66 et ve et
riinii 6rneginin 24’tinde (% 36) C. perfringens tespit edilmis, ancak izolatlarin
hi¢birinde cpe genine rastlanmamustir. C. perfringens bulunan iiriinler koyun eti, sigir
kiymasi, sigir burger, domuz patesi, tavuk boynu, domuz kiymasi, sigir cigeri, tavuk

eti, sosis ve hindi bacagi olarak bildirilmistir.

Miwa ve ark. (1998), inceledikleri 50 sigir ve 50 domuz eti Grneginden
sirasiyla % 16 ve % 10 oraninda C. perfringens tespit etmis, domuz etlerinde
enterotoksijenik susa rastlamadiklarini, sigir etlerinden elde ettikleri izolatlardan ise

1 tanesinin enterotoksijenik oldugunu kaydetmislerdir.

1.8.2. Kanath eti ve iiriinleri

C.perfringens orani kanathi eti ve irlinlerinde de, kanathilarin bagirsak kanalinda
oldugu gibi yiiksektir. Incelenen kanatli eti orneklerinde % 84 e kadar ¢iktigini

bildiren ¢alismalar mevcuttur (Bean ve ark.,1996).

Nowell ve ark. (2010) yapmis olduklar1 ¢alismada 64 taze tavuk etinden
42’sinde (% 66), 24 donmus {iriiniin de (tavuk but ve kanat) 16’sinda (% 67) C.

perfringens tespit etmistir.

Miki ve ark. (2008) yapmis olduklar1 calismada tavuk eti, tavuk kiymasi ve
ordek etinde C. perfringens varligini arastirmisg, sirasiyla kontaminasyon diizeylerini
% 97, % 100 ve % 100 olarak tespit etmislerdir. Tavuk eti ve tavuk kiymasi
orneklerinden izole ettikleri etkenlerin 2’ser tanesinin cpe geni tasidigini da ortaya

koymuslardir.

Wen ve McClane, 2004’ de yaptiklar1 ¢alismada 11 farkl iiriin grubundan
887 ornegi C. perfringens yoniinden incelemistir. Bunlar igerisinde yer alan 68 hindi
orneginin 19’unun (% 28) etkenle kontamine oldugunu ve izolatlardan 6 tanesinin 32

geni, 2 tanesinin de cpe geni tasidigini bildirmistir. Arastirma kapsaminda analiz
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edilen 147 tavuk eti 6rneginde ise kontaminasyon diizeyinin % 38 oldugu, bunlardan

27 drnekte B2 geninin ve 1 drnekte de cpe geninin varligi ortaya konmustur.

Lin ve Labbe (2003) farkli iirlinler iizerinde yaptiklari ¢alismada,
marketlerden aldiklar1 19 kanath etinin 5’inde C. perfringens tespit ettiklerini ancak

bunlardan higbirinde cpe genine rastalamadiklarini bildirmislerdir.

Cakmak ve ark. (2006) yaptiklar1 calismada inceledikleri 40 tavuk kiymasi
orneginin 28’inden (% 70,0), 40 tavuk burger 6rneginin de yalnizca 1’inden (% 2,5)

C. perfringens izole ettiklerini bildirmistir.

Miwa ve ark (1998) yapmis olduklar1 calismada, marketlerden toplanan 50
tavuk eti 6rneginin 42’sinde (% 84) C. perfringens izole etmis, ancak bunlardan
sadece 6 tanesinin (% 12) enterotoksijenik Ozellige sahip oldugunu ortaya

koymuslardir.

Erol ve ark.’1n (2008) yaptiklar aragtirmada 180 hindi eti 6rneginden 22 adet
C. perfringens elde edilmis, izolatlarin tasidigi toksin genleri aragtirtlmigtir. Elde
edilen izolatlarin higbirinde cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 genlerinin bulunmadigi

bildirilmistir.

1.8.3. Su iiriinleri

Rahmati ve Labbe’nin (2008) yapmis oldugu c¢aligmada, incelenen 347 c¢ig ve
islenmis deniz trtiniinde C. botulinum, C. perfringens ve B. cereus varligina
bakilmistir. Orneklerden 17 tanesinin C. perfringens ile kontamine oldugu ve

bunlardan bir tanesinin de enterotoksin geni tagidig1 ortaya konmustur.

Edwards ve ark. (1998) kanalizasyonun bosaldigi bolge civarindaki deniz
canlilar1 ve baliklarin bagirsak igeriklerinde C. perfringensvarligini aragtirmistir.
Yapilan analizlerde baliklarin bagirsak kanalinda C. perfringens tespit edilememistir,
ancak tunikatalarda % 100, deniz kestanelerinde % 83, deniz yildizlarinda % 32,

midye ve istidirdyelerde % 90 oraninda etkene rastladiklarini bildirmislerdir.
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Wen ve McClane’in (2004) yaptigr c¢alismada incelenen 113 balik eti
orneginde % 30 oraninda C. perfringens’e rastlanmistir. Elde edilen izolatlarin 3
tanesinde cpe geni saptandigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada analiz edilen 30 karides
numunesinden 5’inin (% 17) C. perfringens ile kontamine oldugu ancak, bu

izolatlarin higbirinin cpe geni tasimadigi ortaya konmustur.

Lin ve Labbe (2003) yaptiklari ¢alismada 18 deniz iiriinii 6rneginden (mezgit,
istiridye, somon, midye gibi) % 28 oraninda C. perfringens izole ettiklerini
bildirmislerdir. Elde edilen izolatlar cpe geni yoniinden degerlendirilmis ve

higbirisinin enterotoksijenik olmadig: belirlenmistir.

1.8.4. Diger gidalar

Baharatlarin elde edilisi ve firetim sekilleri goz O©niinde bulunduruldugunda,
topraktan gelen mikroorganizmalar yoniinden kontaminasyon riski tagidiklari
bilinmektedir. Bacillus cereus, Salmonella spp. veC. perfringens baharatlarda
bulunabilecek o6nemli gida patojenleridir.  Yapilan calismalar baharatlarda C.
perfringens oranmin % 0,6’dan % 58’¢ kadar degistigini gostermektedir.
Kontaminasyon diizeyinin 10%e kadar bulundugu ¢alismalar mevcuttur. C.
perfringens targin, hindistan cevizi, kirmizibiber, karabiber, beyazbiber, kekik ve
zencefil gibi baharatlardan siklikla izole edilmektedir (Heikinheimo ve ark., 2000,
Ridell ve ark.,1998, Aguilera ve ark, 2005, Grouch ve Golden, 2005).

Tham ve ark.’m (1990) yapmis oldugu calismada da 198 kegi peyniri
drneginden 7 tanesinin 10° kob/g diizeyinde C. perfringens ile kontamine oldugu

bildirilmistir.

1.9. Clostridium perfringens’in Neden Oldugu Hastaliklar

Clostridium perfringens, ftirettigi ¢esitli toksinler ile insanlarda gazli gangrene ve

birbirinden farkh iki tip gida infeksiyonuna neden olurken, bir ¢ok hayvan tiiriinde
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enterotoksemi, nekrotik enteritis gibi degisik hastaliklar meydana getirmektedir

(Andersson ve ark., 1995).

1.9.1 Clostridium perfringens Tip A Kaynakh Gida Infeksiyonu

Gida infeksiyonu, cpe geni tasiyan Clostridium perfringens Tip A ile kontamine
gidalarin tiiketilmesi sonucu olusmaktadir. Semptomlar, kontamine gidanin
tilkketilmesinden 8-24 saat sonra baglamakta ve hafif seyreden infeksiyon genelde 48
saat icerisinde sonlanmaktadir. En tipik semptomlar, karin kramplar1 ve diyare iken,
nadiren ates ve kusma goriiliir (Hobbs ve Roberts, 1993, Brown, 2000, Hayes, 1995).
C. perfringens kaynakli gida infeksiyonlarinda mortalite oldukea diisiiktiir. Oliim ¢ok
geng, ¢ok yaslt ya da hasta bireylerde goriilmektedir (Ray, 2003).

Clostridium perfringens kaynakli gida infeksiyonlarinin patogenezinde
gidalara uygulanan yanlis 1sitma ve sogutma islemleri 6nemli rol oynamaktadir.
Gidalarin biiyiik porsiyonlar halinde pisirilmesi, yavas sogutulmasi, uzun siire diigiik
sicakliklarda bekletilmesi ve yetersiz 1s1 islemi uygulanarak yeniden servis edilmesi,

etkenin vejetatif forma donligmesine ve ¢ogalmasina uygun ortam saglamaktadir

(Ray ve Bhunia, 2008).

Gidalarla alinan C. perfringens’in vejetatif formlari, mide asidinin etkisiyle
yok olmaktadir, ancak gidadaki mikroorganizma sayisinin > 10° olmasi durumunda
baz1 hiicreler mide pasajindan canli kurtularak ince bagirsaga gecip, burada
infeksiyona neden olacak enterotoksin iiretmeye baglamaktadir (McClane, 2007).
Ince bagirsakta enterotoksin aciga c¢iktiginda, epitel hiicrelere baglanmakta,
olusturdugu doku hasarimi takiben, sivi ve iyon kaybi goriilmektedir. Bu durum
klinik olarak karin kramplar1 ve diyare seklinde yansimaktadir (McClane ve
Chakrabarti, 2004). Enterotoksinler 60 °C de 5 dakikada inaktive oldugundan,
gidalarda Onceden olusan toksinlerin infeksiyona neden olmadigi bilinmektedir

(Novak ve Juneja, 2002).
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1.9.2. Enteritis Nekrotikans

C. perfringens tip C tarafindan tiretilen B-toksinin neden oldugu enteritis nekrotikans,
tip A kaynakli gida infeksiyonuna oranla daha az goriilen ancak daha ciddi seyirli bir
hastaliktir. Hastalik ilk kez II. Diinya Savasi sonrasinda Almanya’da ortaya ¢ikmis
ve “Darmbrand” olarak adlandirilmistir. 1960’11 yillarda Papua Yeni Gine’nin
yiiksek bolgelerinde yasayan ve proteinden fakir diyetle beslenen insanlarda Pig bel
olarak bilinen, endemik enteritis nekrotikans olgular1 goriilmustiir (Severin ve ark,

1984).

En son 1987 yilinda Tayland Kambogya smirinda siddetli enteritis
nekrotikans olgulart sekillenmis, bundan sonra Malezya, Endonezya, Hindistan,
Banglades, Uganda, Gana, Nijerya gibi az gelismis iilkelerde sporadik vakalar
bildirilmistir (Sakurai ve Nagahama, 2006).

B-toksinin tripsin ile kolayca inaktive olmasi, enteritis nekrotikansin gelismis
tilkelerde daha az goriilmesinin en 6nemli sebeplerinden birisidir. Proteince zengin
diyetelerle beslenen bireylerde, bagirsaktan salinan tripsin enzimi, toksinin etkisini
ortadan kaldirmaya yeterli olmaktadir. Hastaligin patogenezinde énemli rol oynayan
bir diger faktorde, tripsin inhibitorleridir. Tathi patates gibi yiiksek oranda tripsin
inhibitorii igeren diyetlerle beraber C.perfringens ile kontamine gidalarin tiiketilmesi

hastaligin olusmasina neden olmaktadir (Vidal ve ark., 2008).

Enteritis nekrotikans, C. perfringens ile kontmaine gidanin tiiketilmesinin
ardindan 1-5 giin icerisinde goriilen ciddi abdominal kramplar, kanli diyare, kusma
gibi semptomlarla karakterizedir. Bagirsakta sekillenen nekrotik yanginin, ilerleyen
asamalarda bagirsak obstriiksiyonlar1 ve sistemik toksemi sonucu Oliimlere neden
oldugu bilinmektedir. Hastaligin mortalitesi % 15-25 arasinda degismektedir
(Brynested ve Granum, 2002).
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1.9.3. Gazh Gangren

Gazli gangren, ates, belirgin agri, lokal 6dem, miyonekroz ve infeksiyon bolgesinde
gaz olusumuyla karakterize, hayati tehlike olusturan, akut bir hastaliktir. Hastaligin
olusumuna neden olan 6nemli etkenlerden biri de C.perfringens Tip A’dir. Etkenin
Ozellikle kaslar1 etkilemesinden dolayr hastaligin bir diger adi da “Clostridial

Miyonekroz”dur (Urschel, 1999).

Gazli gangren, I. Diinya Savasi sirasinda savas alanindaki yarali askerlerin
bliyiik bir kisminda goriilmiistiir. Yine II. Diinya Savagi gibi bir ¢ok savas alaninda
da bu hastaliktan kaynaklanan oliimlere rastlanmistir. Savas alanlar1 disinda hastalik,
travmatik yaralanmalar veya cerrahi miidahalelerden sonra olusmaktadir. Diyabetli
hastalarda, periferal vaskiiler hastaligi olan bireylerde ve gastrointestinal tiimor
olgularinda, travma veya cerrahi miidahale olmadan da sekillendigi bildirilmistir

(Titball, 2005, Brook ve Fraizer, 1998).

Hastaligin patogenezinde iki onemli durum séz konusudur. Bunlardan ilki,
etkenin toprak veya diger ¢evresel kotaminantlardan travma veya cerrahi miidahale
sonucu olusan yaradaki yumusak dokuya ulagmasi, digeri ise yaralanan bolgelerde
kan akimimin bozulmasina bagli olusan oksijenden fakir alanlarin etkenin iiremesi
icin ideal ortam olusturmasidir. C. perfringens Tip A’nin, irettigi a-toksin yaninda
perfringolizin O gibi toksinlerinin de gazli gangren olusumunda 6nemli rol oynadig:
bilinmektedir (Flores-Di‘aza ve Alape-Giro'n, 2003, Hart ve Strauss, 1990, Stevens
ve Bryant, 2002).

1.9.4. Diger Hastahklar

C. perfringens tip A’nin insanlarda gida kaynakli infeksiyonlar yaninda antibiyotik
iliskili diyare ve sporadik diyareye neden oldugu bilinmektedir. ilk kez 1984°de C.
difficile toksinlerinin bulunmadigi antibiyotik iliskili diyare vakalarindan C.
perfringens’in enterotoksijenik suslari izole edilmistir. Yaslilarda goriilen sporadik

diyare vakalarindan da etkenin tespit edilmesiyle, gida kaynakli olmayan diyarel
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hastaliklarin % 20’sinden C. perfringens’in sorumlu oldugu ortaya konmustur (Modi
ve Wilcox, 2001, Asha ve Wilcox, 2002).

Gida kaynakli olmayan diyarel hastaliklarda goriilen semptomlar, gida
kaynakli olanlara benzerlik gostermektedir ancak semptomlarin daha uzun siireli ve
ciddi seyirli oldugu bildirilmektedir. Semptomlar, gida infeksiyonunda oldugu gibi
tipik degildir, abdominal agr1 ve diyare (bazen kanli ve mukuslu) ile karakterizedir.
Gida kaynakli olmayan diyare vakalarindan izole edilen suslarin plazmidal cpe geni

tasidigr da tespit edilmistir (Sparks ve ark., 2001, Collie ve McClane, 1998).

C. perfringens’in farkli tipleri, insanlar disinda bir ¢ok hayvan tiirlinde de
degisik hastaliklar meydana getirmektedir. Hayvanlarda gozlenen hastaliklar ve

bunlart meydana getiren toksinler Cizelge 1.7°de verilmistir (Songer, 1996,

Hatheway, 1990, Songer, 2010).

Cizelge 1.7. C.perfringens toksinleri ve hayvanlarda olusturdugu hastaliklar (Songer,
1996, Hatheway, 1990, Songer, 2010)

Tip Toksinler Hastahk

Kiimes hayvanlarinda-Nekrotik enteritis
Si1gir ve koyunlarda-Enterotoksemi
Domuzlarda- Nekrotik enterokolitis
Atlarda- Kolitis

Kopeklerde-Hemorajik gastroenteritis

Yeni dogan kuzularda-Dizanteri
Kuzularda- Kronik enterit

B a, B, € Buzagi ve taylarda-Hemorajik enteritis
Koyunlarda-Hemorajik enterotoksemi

Taylarda-Nekrotik enteritis

Yeni doganlarda-Hemorajik ve nekrotik
C a, B, enterotoksemi

Koyunlarda- Akut enterotoksemi (struck)

Koyunlarda-Yumusak bobrek hastaligi
Kegi ve oglaklarda- Enterokolitis
Sigirlarda-Enterotoksemi

E a, 1 Tavsanlarda-enteritis
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1.10. Gida Kaynakl C.perfringens Infeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Gida kaynakli C. perfringens infeksiyonlarimin kisa siirmesi ve hafif siddette
seyretmesi nedeniyle rapor edilmeyen ve tanimlanmayan vaka sayisinin yiiksek
diizeyde oldugu bilinmektedir. Cogunlukla rapor edilen olgular toplu halde yemek
tiketilen okul, hastane, restoran, otel, kantin ve yemekhane gibi yerlerde
sekillenmektedir. Ancak cok sayida insanin etkilendigi vakalarda arastirma ve
raporlama yapilmaktadir. Buna ragmen C. perfringensbir ¢ok iilkede gida kaynakli
salginlara neden olan ilk bes etken arasinda yer almaktadir (McClane, 2007, Hayes,

1995, Gibbs, 2002).

CDC (Center for Disease Control and Prevention) raporlarina gére, ABD’de
2011 yilinda, C. perfringens kaynakli salginlardan etkilenen insan saysi 956 958
olarak bildirilmistir. Yaklasik 8 milyon insanin etkilendigi tiim gida kaynakl

infeksiyon vakalari i¢erisinde C. perfringens 3. sirada yer almigtir (Anon., 2012e).

Avrupa’da Clostridium’lardan ileri gelen salgin sayisi 141 olarak
bildirilmistir. Bunlardan 129’ununC. perfringens kaynakli oldugu saptanmis ve 3
235 kisinin etkilendigi rapor edilmistir. infeksiyona neden olan gidalar arasinda %
27.1 ile ilk sirada agik biife yemeklerin geldigi, bunu % 13.6 ile domuz eti ve
tirlinlerinin takip ettigi bildirilmistir (Anon., 2011).

Avustralya’da 2010 yilinda gergeklesen 154 salgindan 10 tanesinin nedeni C.
perfringens olarak belirlenmistir. 134 kisinin etkilendigi C. perfringens kaynakli
salginlar, tiim vakalar igerisinde ikinci sirada yer almistir. Salginlarin biiytik

cogunlugunun yasl bakimevlerinde sekillendigi de rapor edilmistir (Anon., 2010a).

C. perfringens kaynakl ilk biiyiik salgm 1943 yilinda Ingiltere’de meydana
gelmistir. Leicester da bulunan bir okulda C. perfringens ile kontamine tavuk eti ile
hazirlanan yemegi tiiketen 250 6grencide gastrointestinal semptomlar goriilmiistiir
(Hobbs, 1974). 1943 yilindan sonra giiniimiize kadar goriilen ¢esitli C. perfringens

vakalar1 Cizelge 1.8 de verilmistir.
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Ulke Yl Gida Vaka Sayis1 ~ Kaynak

Ingiltere 1943  Etsuyu 250 Hobbs, 1974

ABD 1945 Tavuk Bilinmiyor McCLung, 1945
Ingiltere 1966 Hindi eti 27 (1 6lim) Sutton ve Hobbs, 1967
Almanya 1969  Cikolata sosu 40 Erol, 2007

ABD 1984 Biftek 112 Gross ve ark., 1989
ABD 1985 Etsuyu 599 Petersen ve ark., 1988
ABD 1987  Hindi eti 86 Erol, 2007

Iskocya 1989  Kiyma 58 Pollock ve Whitty, 1991
ABD 1990 E(t)lr'b\;e sebzeli 42 Roach ve Sienko, 1992
ABD 1993  Sigir konservesi 86 Anon., 1994

ABD 1995 Hindi eti 100 Parikh ve ark., 1997
Ingiltere 1995 Domuz eti 17 Regan ve ark., 1995
Italya 1997  Ragu 25 Arcieri ve ark., 1999
Avustralya 1997 Pire 25 Tallis ve ark., 1999
Japonya 1998 Ispanak 30 Miwa ve ark., 1999
Almanya 1998 Kiyma 21 (2 6liim) Schalch ve ark., 2003
ABD 1999 Tavuk eti 20 Anon., 1999

isvic;re 2002  Sigir eti 55 Anon., 2012f

Japonya 2002  Sebzeli et yemegi 73 Ochiai ve ark., 2005
Isvigre 2003  Tavuk eti 10 Anon., 2012f

Fransa 2004 Bamya 29 Lederman ve ark., 2004
Avustralya 2006  Et yemegi 25 Young ve ark., 2008
Singapur 2006  Korili et yemegi 24 Loh ve ark., 2008
Fransa 2006 Tavuk eti 500 Anon., 2007
Avustralya 2008  Acik biife 21 Gullan ve ark., 2009
ingiltere 2009 ;?"“k vekoyun 4, Eriksen ve ark., 2010
Avustralya 2009 Domuz eti 52 Moffatt ve ark., 2011
ABD 2010 Tavuketi 42 Anon., 2012g

Yeni Zellanda 2010 Kiyma 84 Anon., 2010b

Kanada 2011 Hindi eti 34 Anon., 2011

ABD 2012  Tahil ve peynir 250 Anon., 2012h

1.11. Korunma ve Kontrol

Gida kaynakli C. perfringens infeksiyonlarinin dnlenmesinde ¢iftlikten sofraya gida

giivenliginin temel prensipleri esas alinmalidir. Etkenin ubiquiter 6zellik gostermesi,

spor olusturmasi1 ve cevresel sartlara direng gostermesi, gidalarin kontaminasyon

riskini arttirmakta, korunma ve kontrolii zorlastirmaktadir (Mbata, 2005).

Bu kapsamda oncelikle, tavuk etleri saglikli hayvanlardan elde edilmelidir.

Kesim isleminin hijyenik ve teknolojik kosullarda yapilmasi, alet-ekipmanlarla

capraz kontaminasyonun engellenmesi ve personel hijyenine 6zen gosterilmesi
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gerekmektedir. Temizlik ve dezenfeksiyon uygulamalar1 diizenli olarak yapilmalidir

(Mulder, 1999, McSwane ve ark., 2003).

C. perfringens’in kontrolii i¢in dikkat edilmesi gerekli en Onemli nokta
gidalara uygulanan 1sitma ve sogutma islemleridir. Gidalarin iyi pisirilmesi,
pisirmeden hemen sonra tiiketilmeyecekse 7 °C’nin altinda sogutulmasi
gerekmektedir. Gidalarin oda sicakliginda bekletilmesi 6nlenmeli ve gidalar servis
oncesi 60 °C’nin iizerindeki sicakliklarda tutulmalidir. Yeniden 1sitma islemleri
sirasinda, gidalarin i¢ 1silarinin en az 75 °C ye ulagmasi saglanmalidir. Pisirme ve
sogutma islemleri kiiciik porsiyonlar halinde yapilmali, donmus gidalar oda
sicakliginda ¢ozdiriilmemelidir (Genigeorgis, 1975, McCabe-Sellers ve Beattie,
2004, Feiner, 2006, Lawley ve ark., 2008).

Gida giivenliginin saglanmasinda tiiketicilerin de treticiler kadar 6nemli bir
role sahip oldugu unutulmamalidir. Bu nedenletiiketicilerin gida infeksiyonlari, gida
muhafazasi, gidalarin  hazirlanmasive  mutfak  hijyeni  gibi  konularda

bilinglendirilmeleri gerekmektedir (Medeiros ve ark., 2001).

GMP (lyi Uretim Uygulamalari), GHP (Iyi Hijyen Uygulamalar1) ve HACCP
(Tehlike Analizi ve KritikKontrol Noktalari) gibi risk analizine dayali sistemlerin
tretimden, tiketime her asamada wuygulanmasi ile gida infeksiyon ve
intoksikasyonlarina neden olan etkenler kontrol altina alinabilmekte ve boylece gida
giivenliginin ~ saglanmasiyla  birlikte  halk  sagh@nin  korunmasi  da

gerceklestirilebilmektedir (Gorris, 2005).

C. perfringens’in gidalarda giivenilir metotlarla tespiti, identifikasyon ve
antibiyotik diren¢ profillerinin belirlenmesi halk sagligininkorunmasi agisindan
biiylik 6nem tasimaktadir.Bu calismada, pili¢ boyun derilerindeC. perfringens’in
varhigl, mevsimsel dagiliminin incelenmesi, elde edilen izolatlarin PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) ile dogrulanmasi, tasidiklari toksin genlerinin tespiti Ve

izolatlarin antibiyotik direngprofillerinin ortaya konmasi amaglanmastir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Bu calismada, ii¢ farkli kanatli kesimhanesinden (A, B, C) alinan pili¢ boyun derisi
ornekleri materyal olarakkullanildi. Calisma kapsaminda mevsimsel etki de dikkate
almarak Aralik, Ocak, Subat ve Haziran, Temmuz, Agustos aylarinda, her ay
300rnek olmak tzere, A kesimhanesinden60, B kesimhanesinden60 ve C

kesimhanesinden 60 6rnek alinarak toplam 180 boyun derisi incelendi.

Kesim sirasinda aseptik kosullarda alinan Ornekler soguk muhafazada

laboratuvaragetirildikten sonra C. perfringens yoniinden analiz edildi.

2.1.1.C. perfringens’inizolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri ve
Diger Kimyasallar

Perfringens Enrichment Medium

Thioglycollate Medium (PEM) (Oxoid CM 0173)
Perfringens Selective Supplement (Oxoid SRO088E)

Hazirlamis1

Hazir besi yerinden 29,5 gr tartilarak 1 litre distile suda ¢ozdiiriildii. Besi yerinin pH
degeri(7,1 = 0,2, 25°C’de) uygun olacak sekilde ayarlandi. Homojen olarak
¢Oziindiiriilmiis besi yeri, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarilan
besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra iizerine 2 ml steril distile su ile siispanse

edilmis2 vial Perfringens selective supplement ilave edilerek karistirildi.
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Tryptose Sulphite Cycloserine Agar

Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) Agar (Oxoid CM587)
Perfringens Selective Supplement (Oxoid SRO088E)

Hazirlams1

Hazir TSC agardan 23g tartilarak 500 ml distile su icerisinde ¢ozdiiriilerek pH degeri
(7,6 £ 0,2) ayarlandi. Su banyosunda kaynatilarak eritildi ve 121°C’de 10
dakikaotoklavda sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 50 °C’ye
sogutulduktan sonra iizerine 1 wvial, 2 ml steril distile su ile silispanse
edilmigPerfringens(TSC) selective supplement ilave edilerek karigtirildi. Steril
petrilere yaklasik 12-13 ml dokiildi. Agar oda sicakliginda donana kader

bekletildikten sonra +4°C’de muhafaza edildi.

Kanh Agar

Columbia Blood Agar Base (Oxoid CM0331)

Hazirlamis1

Hazir besiyerinden 39 g tartilarak 1 It distile suda ¢6ziindiirtildii ve pH degeri 7,3 +
0,2’ye ayarlandi. Su banyosunda kaynatilarak eritildi ve 121°C’de 15
dakikaotoklavda sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 50°C’ye
sogutulduktan sonra

tizerine 70 ml defibrine koyun kan1 eklenerek % 7°lik olacak sekilde hazirlandi. Besi

yeristeril petrilere dokiilerek 4°C’de muhafaza edildi.
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Lactose Gelatine Medium

Bilesim Gram/Litre (g/l)
Pepton casein (Tryptone) 15

Yeast extract 10

Lactose 10

Na, HPO45

Gelatine 120

Phenol red (%]1°lik ¢6zeltisi) 5ml

Distile su 1000ml

pH 7.5+0.2

Hazirlamis1

Jelatin hari¢ diger bilesenler 1litre distile suda ¢ozdiiriilerek, pH degeri kontrol edildi
(7,5+ 0,2). Daha sonra jelatin ilave edilerek su banyosunda eritildi. Hazirlanan besi
yeri 16x150 mm tiiplere 10’ar ml konularak otoklavda 121°C’de 15 dakikada steril
edildikten sonra 4°C’de muhafaza edildi.

Motility Nitrate Medium (Fluka 14305)

Hazirlamis1

Hazir besi yerinden 23,5g tartilarak 1 litre distile suda ¢ozdiiriilerek 5 ml gliserin
ilave edildi. pH degeri (7,3 £+ 0.1) ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda eritildi.
Hazirlanan besiyeri 16x150mm tiiplere 11 ml paylastirilarak otoklavda 121°C’de 15
dakikadasteriledildikten sonra 4°C’de muhafaza edildi.

Griess-llosvayAyiraglari

Griess-llosvay Soliisyonu (A)
Sulfanilic acid 0,89/l
Acetic acid 5 N 100ml
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Griess-llosvay Soliisyonu (B)
a-naphthylamine 0,5¢/1

Acetic acid 5N100ml

Hazirlanisi

Stlfanilik asitten 0,8g tartilarak 5N’lik 100 ml asetik asitte c¢oziindiiriilerek
Griess llosvay Solusyonu (A) hazirlandi. a-naftilaminden 0,5 g tartilarak SN’lik 100

mlasetik asitte ¢oziindiiriilerek Griess Ilosvay Solusyonu (B) hazirlandi.

Asit Fosfataz Testi

1Naphtyl phosphate sodium salt (Merck;8.22291.0100) 0,2g /1
Fast blue saltB (Merck;1.03191.0025) 4g/1
Hazirlamisi

Yukaridaki maddeler 10 ml, 0,2 M sodyum sitrat buffer igerisinde ¢ozdiiriilerek pH
degeri 4,5’¢ ayarlandi. 1 saat 4 °C’de bekletildi.Solusyonlar 0,20pum’lik milipor
filtrelerden (Sartorius Minisart, Goettingen, Germany) gegirilereksteril edildi ve
buzdolabinda 3 haftaya kadar muhafaza edildi.

Sodyum Sitrat Buffer Hazirlanisi

9,882 trinatrium citrate x 2H,O 20ml NaoH’de (1 mol/ 1) ¢6ziindiirtildiikten sonra
distile suyla 100 ml’ye tamamlandi. Daha sonra 2:1 oraninda 1 M HCl ile karistirildi.

Katalaz Test

Hidrojen peroksit (H,0,) Merck 1.08597.1000

Hazirlamis1

Hazir %30’luk hidrojen peroksitten 3 ml alind1 ve 27 ml distile suda karistirilarak

katalaz testinde kullanmak iizere %3’liik H,O; soliisyonu hazirlandi.
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AnaeroGen Gaz Kitleri (Oxoid, AN0025 A)

Anaerob ortam saglamak amaciyla AnaeroGen(Oxoid AN 025A- AN 035A) ticari
gaz kitleri kullanildi.

2.1.2. C. perfringens izolatlarinin PCR Analizinde Kullamlan Kimyasallar

Taq DNA Polymerase Seti (Dr. Zeydanh, Ankara, Tiirkiye)

Tagq DNA polymerase 500 U (5 U/ul)
PCR Buffer 10 x
MqgCl, 25 mM

dNTP Seti (Promega, Madison, ABD)

dATP 100 mM
dCTP 100 mM
dGTP 100 mM
dTTP 100 mM

Gene Ruler Seti

LadderDNA Marker 100bp (Dr. Zeydanli, Ankara, Tiirkiye)
Bromphenol Blue Loading Dye (AppliChem-BioChemica, Darmstad, Almanya)

Primerler

Meer ve Songer (1997) tarafindan bildirilen primerlar HPLC saflikta Alpha DNA
(Quebec, Kanada) firmasina sentezletildi ve liyofilize olarak temin edilen primerler

tiretici firmanin 6nerdigi miktarlarda sterilbidistile su ile sulandirildi.
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Cizelge 2.1. Primerler

Gen Biiyiikliik Primerler Primer dizisi (3°-5”)
- - ggﬁg GCTAATGTTACTGCCGTTGA
P CCTCTGATACATCGTGTAAG
CPBF
cab 196 Cro R GCGAATATGCTGAATCATCTA
GCAGGAACATTAGTATATCTTC
wop2 567 g;’gg; AGATTTTAAATATGATCCTAACC
P CAATACCCTTCACCAAATACTC
oo 233 gggg GGAGATGGTTGGATATTAGG
P GGACCAGCAGTTGTAGATA
o 655 EB(( ; GCGGTGATATCCATCTATTC
CCACTTACTTGTCCTACTAAC
IAF
. 145 N ACTACTCTCAGACAAGACAG

CTTTCCTTCTATTACTATACG

TBE Soliisyonu (Tris-Borik Asit-EDTA)

10 X TBE Soliisyonu(DZ. TBE 10- 1, Lot No: 0803S7)

Tris 0,89 M
Borik asit 0,89 M
EDTA 0,02M
Hazirlamis1

Stok soliisyondan 100 mlalinarak distile su ile 1 litreye tamamlanip 1 x TBE
solusyonu elde edildi.

Ethidium Bromide (% 0.1’lik)

Ethidium Bromide 10 mg/ml (AppliChem-GmbH, Darmstadt, Almanya)

Hazirlams1

Stok soliisyonundan 1:9 oraninda sulandirarak 1pg/ ml konsantrasyonda kullanildi.
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Agaroz Jel (Cambrex SeaKem LE Agarose, Rockland, ABD)

Agaroz jel (% 1,5’lik) hazirlamak i¢in, agarozdan 0,9 gtartilarak 60 ml 1x TBE
igerisinde 95°C su banyosunda homojen hale gelecek sekilde ¢ozdiiriildii ve yaklasik

50°C’yesogutuldu. igerisine 60 plethidium bromide eklendi ve elektroforez kiivetine

(MINICELL EC 370 M) dokiilerek kullanima hazir hale getirildi.

2.1.3. C. perfringens Izolatlarmm Antibiyotik Duyarlihk TestindeKullamlan
Besiyerleri ve Antibiyotik Diskleri

Mueller Hinton Agar (Oxoid CM 337)
Hazirlamis1

Hazir besiyerinden 38 g alinip 1 litre distile suda ¢oziindiiriilerek pH degeri 7,3
+0,2’ye ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda tamamen eritildi. 121°C’de
15dakika otoklavda sterilize edildikten sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve besi yeri
steril

petrilere yaklasik 4 mm kalinlikta dokiilerek hazirlandi.

Antibiyotik Diskleri

Ampicillin (Oxoid CT0003B) 10 pg
Chloramphenicol (Oxoid CT0013B) 30 ug
Ciprofloxacin (Oxoid CT0425B) 5 pg
Gentamicin (Oxoid CT0794B) 120 pg
Nalidixic Acid (CT0031B) 30ug
Penicillin G (Oxoid CT0043B) 10 U
Tetracycline (Oxoid CT0054B) 30 ug
Trimethoprim (Oxoid CT0076B) 5ug
Vancomycin (Oxoid CT0058B) 30 pg
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2.1.4. Test Suslar:

Bu c¢alismada, C.perfringens’in  izolasyon, identifikasyon ve PCR
analizlerindeStreptococcus agalactiae (Ref.No.: 55118 Inst. Pasteur), C.perfringens
ATCC 13124 (cpa geni igin), C.perfringens NCTC 8239 (cpa,cpe genleri
i¢in),C.perfringens ATCC 3626 (etx, cpb genleri i¢in) veC.perfringens CCUG 44727
(iAgeni i¢in) pozitif kontrol olarak kullanildu.

2.2. Yontem

Bu c¢alismada, kanatli kesimhanelerinden kesim sirasinda aseptik kosullarda
alindiktan sonra soguk zincir altinda laboratuvara getirilen pili¢ boyun derisi
ornekleriC.perfringens  yoniinden analiz edildi. Calisma dort asamada
gerceklestirildi.ilk ~ asamada  numunelerden  C.perfringensizolasyonu  ve
identifikasyonu, ikinciasamada izolatlarin PCR ile dogrulanmasi,iiclincli agamada
toksin genlerinin belirlenmesi ve dordiincii asamada da
dogrulanmisC.perfringensizolatlarinin  antibiyotik  direngliliklerinin  belirlenmesi
gerceklestirildi. C. perfringensizolasyon ve identifikasyonunda, Schalch ve ark.,
(1996) tarafidan nerilen yontem kullanildi. Izolatlarm PCR analiziyle cpa geni baz
alinarak dogrulanmasi ve toksin genlerinin tespit edilmesinde Meer ve Songer (1997)
tarafindan bildirilen primer ciftleri ve PCR protokolii kullamldi. Izolatlarin
antibiyotikdireng profilleri NCCLS (National Committee for ClinicalLaboratory
Standards - Klinik Laboratuvar Standartlar1 Ulusal Komitesi) tarafindanbildirilen
disk difiizyon testine gore belirlendi (Anon., 2003).

2.2.1. C. perfringens’in izolasyonu

Her bir pili¢ boyun derisi 6rneginden aseptik kosullarda steril plastik posetlere 10
gram tartilarak 90 ml Perfringens Enrichment Medium (PEM) ilave
edildi.Stomacherde (AES Laboratoire easyMIX,Combourg, Fransa) 2 dakika

homojenize edildikten sonra 46 °C’de 20 saat siire ile anaerob
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kosullarda(AnaeroGen'"GazKitleri, OXOIDANO025A) inkiibasyona birakildi.

Zenginlestirme sonrast PEM’den 06ze dolusu alinarak Tryptose Cycloserine
Agar(TSC) (OXOID CM 587) yiizeyine ekim yapildi ve plaklar anaerob kosullarda
46 °C’de 20 saat inkiibe edildi.

Sekil 2.1. TSC agarda C. perfringens siipheli kolonilerin goriiniim.

2.2.2. C. perfringens’in Identifikasyonu

Inkiibasyon sonunda iireyen siyah renkli C.perfringens siipheli kolonilerden 3-5’i
secilerek identifikasyon i¢in TSC agara gecildi ve plaklar46 °C’de 20 saat anaerob
kosullarda inkiibe edildi. Bu islem sonunda Sekil 2.2°deki biyokimyasal testler
yapilarak; Gram pozitif, katalaz negatif, Reverse - CAMP pozitif, laktozu fermente
edebilen, jelatinaz aktivitesi bulunan, hareketsiz ve nitratiindirgeyebilen koloniler

C.perfringens olarak degerlendirildi.
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10gr Numune + 90 ml Perfringens Enrichment Medium

l 46°C’de, 20 saat, anaerob, inkiibasyon
Tryptose Sulphite Cycloserine Agara ekim

46°C’de, 20 saat, anaerob, inkiibasyon
(Tipik siyah 3 koloni)

v

Tryptose Sulphite Cycloserine Agara ekim

46°C’de, 20 saat, anaerob, inkiibasyon
v

Kolonilerden
Motility Nitrat Medium Laktoz Jelatin Medium Kanh Agar
35-37°C’de 24 saat 35-37 °C’de 24 saat 35-37 °C’de 24 saat
Aerob inkiibasyon Aerob inkiibasyon Anerob inkiibasyon
Hareket (-) Laktoz fermentasyon (+) Reverse-CAMP (+)
Nitrat rediiksiyonu (+) Jelatinaz (+) Asit Fosfataz (+)
v v
Gram Boyama Katalaz
Gram (+), gubukguk % 3 H,0; (-)

Sekil 2.2. C. perfringens’in izolasyon ve identifikasyon semasi

2.2.2.1. Gram Boyama

Stipheli  koloniler lam iizerinde preparatlar1 hazirlanarak alevde tespit
edildi.Preparatlar kristal viyole ile 1-2 dakika boyandiktan sonra saf su ile yikandi.
Birdakika Iugol ¢ozeltisi uygulamasini takiben dnce % 96’lik alkol ile daha sonra saf
suile yikandi. Yikanan preparatlar sulu karbon fuksin ¢ozeltisi ile 10-20

saniyeboyandiktan sonra tekrar saf su ile yikanip kurutuldu.

Bu sekilde Gram boyamas: yapilan preparatlar  mikroskobun

(NikonAlphaphot-2, Japonya) immersiyon objektifinde incelendi ve mavi - mor renk



40

almig, gubukcuk formundaki vejetatif mikroorganizmalar C. perfringens olarak kabul
edildi.

2.2.2.2. Katalaz Testi

Bir lam {izerinde, %3’liikk H,0O, soliisyonuile kati besiyerinden alinan siipheli
C.perfringens kolonisi karistirildi. 2-3 saniye igerisinde kopiirme seklindeki gaz

olusumunun goriilmemesi katalaz negatif olarak degerlendirildi.

2.2.2.3. Nitrat Motilite Testi

TSC agardan alinan siipheli koloniler igne uglu dze ile, icerisinde 11’er ml Motility
Nitrat Medium bulunan tiiplere dik olarak inokule edilerek 35-37°C’de 24 saat acrob
kosulda inkiibe edildi. Yalnizca inokule edilen hatta meydana gelen iireme hareket

negatif olarak degerlendirildi.

Ayni besi yeri tizerine0,2’ser mlGriess Ilosvay A ve B reaktifleri damlatildu.
Reaktifin besiyeriyle temas ettigikisimda kirmizi renk olusumu nitratin nitrite
indirgendigini gosterdiginden renk degisimi nitrat rediiksiyon pozitif, her hangi bir
renk olusmamasi ise nitratrediiksiyon negatif olarak degerlendirildi(Sekil 2.3).

(b)

Sekil 2.3. Hareket testi (a) ve nitrat rediiksiyon testi (b)
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2.2.2.4. Laktoz Jelatin Testi

Siipheli koloniler igerisinde 10°ar ml laktoz jelatin medium bulunan tiiplere inokule
edilerek 35-37°C’de 24 saat aerob kosulda inkiibe edildi.Gaz kabarciklarinin
meydana gelmesi ve kirmizidan sartya renk degisikliginin olusmasi laktoz pozitif
olarak degerlendirildi.Tiipler +4°C’de 1 saat sogutuldu ve jelatinin kivami kontrol
edildi, s1v1 halde ise pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 2.4).

Jelatinaz pozitif

Sekil 2.4. Jelatinaz testi

2.2.2.5. Reverse -CAMP (Christie Atkins Munch Peterson) Testi

Bu test, defibrine koyun kani ile hazirlanmis % 7’lik kanli agardaC.
perfringens’inreferans sus Streptococcus agalactiae ile sinerjiketki gostererek tipik
hemoliz olusturup olusturmadigini tespit etmek i¢in yapildi. Bu amagla igne uglu 6ze
ile Columbia Blood Agar (Oxoid, CM 0331) ortasina, plag: ikiye bolecek sekilde
Streptococcus agalactiae susu cizildi. C.perfringenssiipheli izolatlar, referans susun
ekim hattina dikolarak fakat suslara temas etmeden, birbirine paralel 2 cm aralikla
ekilerek 37°C’de 24 saat anaerob ortamda inkiibasyona birakildi.inkiibasyon
sonunda referans susa yakin yerde yarim ay seklinde B-hemoliz zonu olusturan

izolatlar pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 2.5).
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2.2.2.6. Asit fosfataz Testi

Reverse-CAMP testinin yapildigi kanli agardaki C. perfringens siipheli koloniler
tizerine fosfataz ayiracindan birkag damla damlatildi. Kolonilerin 3 dakika igerisinde

kahverengi-mor renge doniismesi pozitif olarak degerlendirildi(Sekil2.5).

Sekil 2. 5. Reverse-CAMP ve asit fosfataz test

2.2.3. PCR Teknigi

[zolatlarin PCR ile analizinde DNA ekstraksiyonu ve PCR kosullar1 optimize edildi.
PCR teknigi kullanilarak ilk asamada izolatlardacpa geni varlig: arastirildi. Ikinci
asamada ise multipleks PCR kullanilarak Meer ve Songer (1997) tarafindan onerilen
cpa, cpb, etx, ia, cpe ve cpb2gen sekanslar esas alinarak toksin genleri yoniinden

molekiiler karakterizasyon yapildi.

2.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Pozitif olarak degerlendirilen ve Cooked Meat Medium icerisinde muhafaza edilen
izolatlar yine Cooked Meat Medium kullanilarak 37 °C’de, 24 saat anaerob ortamda
zenginlestirildi. Kiiltiirlerden 1’er ml eppendorf tiiplere alinarak 10 °C’de 12 000
g’de 3 dakika santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5417R,Hamburg, Almanya) edildi.

Ustte kalan siipernatantsivi atilarak tiipte kalan tortu iizerine 200 pl steril ultra saf su
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ilave edildi ve vortekslendi (Ika, Ml 1Minishaker, Wilmington, NC, ABD). Daha
sonra Ornekler su banyosunda (Memmert WB/OB 7-45, WBUA45, Schwabagh,
Almanya) 95°C’de 20 dakika bekletildi. Su banyosundan ¢ikartilan 6rnekler 12 000
g’de 3 dakika daha santrifiij edilerek DNA ekstraksiyonu tamamlandi. Elde edilen
ekstraktlar PCR islemi yapilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

2.2.3.2. Cpa geni icin PCR amplifikasyonu

PCR karisimi0,8 mithermowell tiiplerde (Corning 3749, Thermowell Gold PCR
Tubes, USA)MQCI; icermeyen 10x PCR buffer (Dr. Zeydanli, D2SB-15), 1,5 mmol
I*MgCl, (Dr. Zeydanli, D2MG-15), 0,12 mmol I dNTP karisimi (dATP,dCTP,
dGTP, dTTP) (Promega U1515), 5 UnitTaq DNA polimeraz (Dr. Zeydanh, D2TQ-
5), 0,5 umol I™her bir cpaprimerden ve 5 pl 6rnek DNA olmak iizere toplam 25 pl
hacimde hazirlandi ve tstleri mineral yag (Sigma M5904) ile kapatildi.

Amplifikasyon, Thermal Cycler’da (Biometra Personal Cycler, Goettingen,
Almanya) 94°C’de ldakika denatiirasyon, 65°C’de 1 dakika primer baglanmasi ve
72°C’de 1 dakikaprimer uzamasi asamalarindan olusan 35 siklus olarak
gerceklestirildi. Bu islemler sonunda amplikonlar bir sonrakiasamaya kadar 4°C’de
bekletildi.

2.2.3.3. Elekteroforez

Amplifiye edilen DNA’larin saptanmas1 amaciyla, her bir 6rnege ait 10 pul PCRiiriinii
2 ul boya (AppliChem-BioChemica) ile boyandi. Ethidium bromide(AppliChem
GmbH) ile 1 pl/ml oraninda boyanmis olan % 1,5’lik agaroz jel(Cambrex SeaKem
LE Agarose, Rockland, ABD) hazirlanarak, tizerine yine 1 pl/ml oraninda ethidium
bromide ile boyanmig TBEsoliisyonu konularak jel tamamen kaplandi. Daha sonra
DNA marker (Dr. Zeydanli, MD0312), 10’ar ul hacimde ve 2 ul Loading Dye ile
boyanan pozitif kontrol (C. perfringens ATCC 13124), steril distile su ile hazirlanan

negatif kontrol ve ornekler jeldeki kuyucuklara yiiklenip elektroforezde(Biometra
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Agagel-Maxi-System B15359) 100 voltta (Biometra Power Pack P25) 1saat siireyle
yiiriitiildii. Bu islem sonunda, pozitif kontrol ve DNA Marker yardimiyla elde edilen
spesifik DNA bantlar1 UV-transilluminatorde (Biometra TI1 UV 9511011 )tespit
edildikten sonra Orneklere iligkin jelin goriintiillenmesi ve dokiimantasyonu

jelgériintiileme sisteminde (Syngene Ingenius, Cambridge, Ingiltere) yapildi.

2.2.3.4 Multipleks PCR ile Toksin Genlerinin Tespiti

Multiplex PCR igin, MgCl, icermeyen 10x PCR buffer (Dr. Zeydanli, D2SB-15),
1,5 mmol I*MgCl, (Dr. Zeydanli, D2MG-15), 0,12 mmol I* dNTP karisimu
(dATP,dCTP, dGTP, dTTP) (Promega U1515), 5 UnitTag DNA polimeraz (Dr.
Zeydanli, D2TQ-5), 0,34 umol I"* her bir cpe primerden, 0,36umol I her bir cpb
primerden, 0.36pmol Iher bir cpb2 primerden, 0,44umol Ither bir etx
primerden,0,5umol I*her bir cpa primerden, 0,52umol Iher bir iA primerden
igerecek sekilde 50ul hacimde master mix hazirlandi. Uzerine 10 pl drnek DNA
eklenerek iizeri steril mineral yag(Sigma M5904) ile kapatildi.Thermal Cycler’da
(Biometra Personal Cycler) 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 55°C’de 1 dakika
primer baglanmasi ve 72 °C’de 1 dakika primer uzamasi agamalarin1 kapsayan 35
siklus’da ampilifikasyon iglemi gergeklestirildikten sonra amplikonlar 4 °C’de jel

elektroforez islemine kadar muhafaza edildi.

2.2.3.5. Elektroforez

Daha once bahsedilen sekilde hazirlanan jel kuyucuklarina multipleks PCR da farklhi
olarak C. perfringens ATCC 13124 (cpa geni i¢in), C. perfringens NCTC 8239
(cpa,cpe genleri i¢in), C. perfringens ATCC 3626 (etx, cpb genleri igin) ve C.
perfringens CCUG 44727 (iAgeni igin) suslar1 pozitif kontrol olarak yiiklendi. Ayni

sekilde yiiriitiilerek, goriintiilendi.
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2.2.4. Antibiyotik Direnc¢ Testi

Izolatlarin  antimikrobiyel duyarlilik profilleri disk diflizyon yontemi ile
belirlendi.izolatlarm antibiyotik direngliliklerini tespit etmek amaciyla izolatlar
Cooked Meat Medium’dan alinan taze kiiltiirden 5 ml’lik Tryptone SoyaBrothda
(TSB, Oxoid CM0129) 37°C’de, 0.5 McFarland (2 x 10® kob/ml) tiirbidite olugana
kadar, inkiibe edildi. Tirbidite kontrolii NanoDropspektrofotometrede (NanoDrop
ND-100, Delaware, ABD) 625 nm dalga boyundaabsorbanslari 0,08-0,10 olacak
sekilde yapildi. Zenginlestirilen suslar steril svapyardimi ile 90 mm’lik petrilere 4
mm kalinliginda dokiilen Mueller Hinton agara(Oxoid CM 337) yayildi. Svap ile
ekimin ardindan 3-5 dakika petrilerin ylizeyindekifazla siviy1 ¢ekmesi beklendikten
sonra her petriye merkezden merkeze uzakliklari24 mm olacak sekilde antibiyotik
diskleri yerlestirildi. Petriler 37°C’de anaerob ortamda 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda antibiyotikdisklerinin etrafindaki inhibisyon zonlarinin ¢aplar

Olctildii. Elde edilen zon caplari, NCCLS’deki standartlar ile karsilagtirilarak suslar

antibiyotiklere kars1 duyarli, ortadirengli veya direncgli olarak siniflandirildi (Sekil
2.6).

Sekil 2.6. C. perfringens’in Mueller Hinton agarda disk difiizyon testi goriiniimii
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2.2.5. C. perfringens izolatlarinin Muhafazasi

Bu calismada pozitif olarak degerlendirilen ve cpa geni tespit edilen izolatlarin
dondurularak uzun siire muhafazasi i¢in izolatlar Cooked Meat Medium (Oxoid
CMO0081) icerisine almarak anaerob ortamda 24 saat 37°C’de inkiibe edildi. Ureme
olan Cooked Meat besiyerinden 1ml eppendorf tiiplere alindi. Ependorf tiip igerisine
Iml steril gliserin eklenerek vorteks ile homojen dagilmasi saglandi. Daha sonra -

85°C’lik dondurucu igerisine alinarak donduruldu.

2.2.6. istatistiksel Analizler

Mevsimsel farkliliklarin pili¢ boyun derisi orneklerindeki C.perfringensprevalansi
tizerine etkisiistatistiksel olarak “ki kare” testi ile belirlendi (SPSS version 14.1, Ref.
N0:4028472).
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3. BULGULAR

Bu ¢alismada 2009 yilinin Haziran, Temmuz, Agustos ve Aralik, 2010 yilinin Ocak,
ve Subat aylarinda ii¢ farkli kesimhaneden alinan 180 pili¢ boyun derisi 6rneginde C.
perfringens varlig1 arastirildi. izolatlar cpa geni esas almarak PCR ile dogrulandi ve
multipleks PCR yontemi kullanilarak toksin genleri tespit edildi. PCR ile dogrulanan

izolatlarin antibiyotik direng profilleri belirlendi ve mevsimsel dagilim saptandi.

3.1. izolasyon ve Identifikasyon

Calismada analiz edilen 180 pili¢ boyun derisi 6rneginin 39’unun (% 21,6) C.
perfringens ile kontamine oldugu tespit edildi.

% 21,6 C. perfringens

Sekil 3.1. Tavuk boyun derisi Orneklerinde klasik kiiltiir teknigi ile C.
perfringensizolasyon orani

Tavuk boyun derisi 6rnekleri 3 farkli mezbahadan (A, B, C) alindi ve 3 ay yaz 3 ay
kis olmak iizere 6 ay boyunca A mezbahasindan 60 (% 33,3), B mezbahasindan 60
(% 33,3) ve C mezbahasindan da 60 (% 33,3) ornek incelendi. Sirasiyla A, B, C
mezbahalarindan alinan tavuk boyun derisi 6rneklerinin % 20,0 (12/60), % 25
(15/60) ve % 13,3 (8/60) oraninda C. perfringens ile kontamine oldugu tespit edildi

(Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Mezbahalara gore tavuk boyun derisi orneklerinde C. perfringens

izolasyonu
Mezbaha Ornek Sayisi Pozitif Ornek Sayisi (%)
A 60 12 (20)
B 60 15 (25)
C 60 8 (13,3)
3.2. PCR Sonuclan

Klasik kiiltiir teknigi ile izole edilen C. perfringens’lerin dogrulanmasi1 amaciyla cpa

gen sekansi esas alinarak yapilan PCR analizinde 39 susun 35’inin (% 89,7) cpa

genine sahip oldugu belirlendi (Sekil 3.2). Izolatlarin hicbirinin cpb, cpb2, etx,

IAvecpe genlerini tasimadigi tespit edildi.

*--- — — — D w——

Sekil 3.2. PCR ile cpa geni tespit edilmis C.perfringens izolatlarinin elektroforez
goriintiisii (1: DNA marker, 2: Pozitif kontrol, 3: Negatif kontrol, 4-12: cpa pozitif

izolatlar)
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Sekil 3.3: Multipleks PCR ile cpa (324bp), cpb (196 bp), etx (655bp), ia (446bp),
cpb2 (567bp), cpe (233bp) genlerinin elektroforez goriintiisi. (1: 100 bp DNA
marker, 2-5: Pozitif kontrol grubu: 2; C. perfringens ATCC 13124 (cpa geni), 3; C.
perfringens NCTC 8239 (cpa, cpe genleri), 4; C.perfringens ATCC 3626
(etx,cpbgenleri), 5; C. perfringens CCUG 44727 (iA geni), 6;Negatif kontrol, 7-12;
C. perfringens izolatlar

3.3. Mevsimsel Dagilim

Aylara gore numunelerin C. perfringens ile kontaminasyon diizeyi incelendiginde,
Aralik, Ocak ve Subat aylarini kapsayan kis doneminde 13, Haziran, Temmuz ve
Agustos aylarini kapsayan yaz doneminde de 22 numunenin kontamine oldugu tespit
edildi.

Orneklerin aylara gére dagilimma bakildiginda, Aralik ayinda incelenen 3,
Ocak ayinda incelenen 8 ve Subat ayinda incelenen 2 numunenin C. perfringensile
kontamine oldugu bulundu. Yaz aylar igerisinde ise Haziran’da 7, Temmuz’da 6 ve
Agustos’da 9 ornegin kontamine oldugu tespit edildi (Sekil 3.3). Ki kare testiyle
yapilan istatistiksel analize gore pili¢ boyun derisi 6rneklerinin C. perfringensile
kontaminasyon diizeyinde herhangi bir mevsimsel farksaptanmadi (p>0,05) (SPSS
version 14.1 Ref. No: 4028472)
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35

30 -
25 -
20 -
B C. perfringens negatif
15 1 B C. perfringens pozitif
10 -
5 -
O i T T T T T

Aralik Ocak Subat Haziran Temmuz Agustos

Sekil 3.3. Aylara gore tavuk boyun derisi Orneklerinde C. perfringens
kontaminasyonu dagilimi

3.4. Antibiyotik Direngclilik Sonug¢lar:

Calismada PCR ile dogrulanan 35 C. perfringens izolatinin 9 farkli antibiyotige karsi
direng profilleri disk diffiizyon metodu ile arastirildi. Izolatlarin 35’inin de (%100)
en az bir antibiyotige direngli oldugu tespit edildi. Ayrica 31 (% 88,5) C. perfringens

izolatinin 1’den fazla antibiyotige direng gosterdigi belirlendi.

Izolatlarin tamaminin (% 100) direncli oldugu antibiyotik trimetoprim olarak
tespit edildi. Bu antibiyotik yaninda, % 65,7 ile tetrasiklin, % 62,8 oraninda
gentamisin direncin yiiksek oranda tespit edildigi diger antibiyotikler olarak
belirlendi. Elde edilen veriler izolatlarin hepsinin vankomsine duyarli oldugunu da
ortaya koydu (Cizelge 3.2).



Cizelge 3.2. C. perfringens izolatlarinin antibiyotik direng profilleri

G n (%)

Antibiyotik Direncli Orta Direncli Duyarh
Nalidiksik Asit 6 (17.1) 13 (37.1) 13 (37.1)
Penisilin 1(2.8) 0 34 (97.1)
Gentamisin 22 (62.8) 4 (11.4) 9 (25.7)
Vankomisin 0 0 35 (100)
Kloramfenikol 0 4 (11.4) 31 (88.5)
Trimetoprim 35 (100) 0 0
Tetrasiklin 23 (65.7) 1(2.8) 11 (31.4)
Ciprofloksasin 11 (31.4) 17 (48.5) 7 (20)
Ampisilin 1(2.8) 0 34 (97.1)

n: izolat sayisi

51



52

4. TARTISMA

Uc farkli mezbahadan, kesim sirasinda alinan pilic boyun derisi 6rneklerinde C.
perfringens varligimin arastirildigi bu ¢alismada, 6 aylik periyot igerisinde toplanan
orneklerin % 19,4’tinden (35/180) C. perfringens izole edilmistir. Mezbahalar
etkenin, ete bulasmasinda en dnemli kaynaklardan birini olusturmaktadir. Ozellikle
yetersiz kesim hijyenine bagli olarak karkaslar disk1 ve bagirsak igerigi ile kontamine
olabilmektedir.

Craven (2001)’in yapmis oldugu calismada mezbahadan kesim sirasinda
alinan pili¢ karkaslarinda % 19 oraninda C. perfringens’e rastlandigi bildirilmistir.
Calismada 6nsogutma ve sogutma tankindan da numuneler alinmis ve C. perfringens
yoniinden incelenmistir. Onsogutma ve sogutma suyunda % 13 oraninda
kontaminasyon oldugu tespit edilmistir. 2003’de Craven ve ark.’in yapmis oldugu
baska bir ¢alismada da kesimhaneden alinan 100 karkas 6rneginin 16’sinin (% 16) C.
perfringensile kontamine oldugu saptanmistir. Kesim 6ncesi ayni pili¢lerden alinan
orneklerde ise kontamainasyon diizeyi en yiikksek % 4 olarak bulunmus,
kontaminasyonun kesim islemi sirasinda ylikseldigi ortaya konmustur.

Yapilan ¢alismalar et ve et iiriinlerinin 6nemli boliimiiniin C. perfringensile
farkl1 diizeylerde kontamine oldugunu gostermektedir. Tavuk etinde bazi
caligmalarda % 100’e kadar tespit edilirken, ortalama % 30 oraninda bulundugu
bildirilmektedir (Craven ve ark. 2001, Miki ve ark. 2008, Nowell ve ark., 2010).

Lin ve Labbe (2003)’nin yapmis oldugu ¢alismada incelenen 132 farkli gida
orneginden (et {irtinleri, balik, sebze, hazir corba ve baharat) 39°u (% 30)
C.perfringens ile kontamine bulunmustur. Analiz edilen gidalar arasinda
kontaminasyon diizeyi en yiiksek olan gurup kirmizi et iiriinleri (% 24) olarak tespit
edilmis bunu % 5 oraniyla kanatl eti ve balik eti izlemistir. Calismada incelenen 19
kanatl eti 6rnegi icerisinde C. perfringens tespit edilen iiriinler arasinda tavuk boyun
derisi, hindi bacagi, tavuk karkas ve tavuk bagetin yer aldig1 bildirilmistir. Yang ve
ark. (2010)’m yaptifi benzer bir c¢alismada da incelenen c¢esitli et
ornegininl 16’sindan, 36’sinin (% 31) C. perfringens ile kontamine oldugu ortaya
konmus, kontaminasyon diizeyi en yiliksek % 73 (19/30) ile tavuk etinde

saptanmistir.
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Miwa ve ark. (1998) Japonya’da satisa sunulan sigir, tavuk ve domuz
etlerinde C. perfringens varligin1 arastirmak amaciyla yaptiklari ¢caligmada her bir et
tiriinden 50 ornek incelemis, en yiiksek kontaminasyonun % 84 ile tavuk etinde
oldugunu bildirmislerdir. Singh ve ark. (2005) bufalo, ke¢i ve tavuk etlerinde C.
perfringens varligin1 aragtirmis, inceledikleri 211 6rnegin 160’inda (% 75.8) etkeni
tespit etmislerdir. Tavuk etlerinin % 70.4 kontamainasyon orani ile ikinci sirada yer
aldiginm bildirmislerdir.

Saito (1990),yapmis oldugu calismada 68 tavuk eti O6rneginin 16’sindan
(%24) C.perfringens izole ve identifiye etmistir.Nowell ve ark. (2010)’in
calismasinda incelen taze ve donmus tavuk eti Orneklerinde C. perfringens
kontaminasyon orani sirastyla % 66 ve % 64 olarak bulunmustur. Cakmak ve ark.
(2006)’1n tavuk kiyma ve tavuk burgerlerde C. perfringensvarligini arastirdiklar
calismalarinda, kontaminasyon diizeyini tavuk kiymalarinda % 70, tavuk burgerlerde
ise % 2.5 olarak bildirilmistir. Wen ve McClane (2004) inceledikleri 146 tavuk eti
orneginin 56’smin (% 38) C. perfringens ile kontamine oldugunu bildirmistir.

Gidalarda C. perfringens varligini1 saptamak amaciyla kullanilan yontemlerin
basinda kiiltiir teknigi gelmektedir. Farkli iilkelerde bir ¢cok standartta izolasyon ve
identifikasyon amaciyla bu teknik yer almaktadir. Ancak yapilan bazi calismalar
kiiltiir tekniginde etkenin saptama oraninin her zaman % 100 olmadiginm
bildirmektedir. (Eisgruber ve Reuter, 1995, Bredius ve Ree, 2003, Yang ve ark.,
2010). Ornegin Eisgruber ve ark. (2000)’m yapmis oldugu calismada identifikasyon
amaciyla kullanilan kimyasal testler karsilastirilmig, nitrat motilite ve laktoz jelatin
testleri kullanilarak % 88.8 oraninda saptama yapilabilecegini ortaya konmustur. En
yiiksek saptama oraninin elde edildigi CAMP ve asit fosfataz testinde bile saptama
diizeyi % 94.2 olarak bildirilmistir. PCR, gida kaynakli infeksiyon etkenlerinin
tespitinde kullanimi yaygin bir diger yontemdir. Yiksek duyarlilik ve spesifite
0zelligi olan ve kisa siirede dogru sonuglarin elde edildigi PCR, calismalarda kiiltiir
yonteminin dogrulanmasi amaciyla tercih edilmektedir (Fach ve Popoff,
1997,Schalch ve ark., 1999). Bu g¢alismada da kiiltiir teknigi ile izole edilen C.
perfringens’lerin dogrulanmasi amaciyla cpa gen sekansi esas alinarak yapilan PCR

analizinde 39 susun 35’inin (% 89.7) cpa genine sahip oldugu belirlenmistir.
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C. perfringens’in farkl: tiplerinin gida infeksiyonlarindan, 6liimciil nekrozlara
kadar degisebilen hastalik tablolarina yol agtig1 bilinmektedir. Bu nedenle elde edilen
C. perfringens suslarinin olusturdugu toksin tiplerine gore klasifikasyonu 6nemlidir.
Bu amagla son yillarda serondtralizasyon testleri ile hayvan deneylerinin yerini
molekiiler teknikler almistir. Zaman kaybina neden olmasi, fazla miktarda
antiseruma ihtiya¢ duyuldugundan yiiksek maliyeti, cesitli etik problemlerle
karsilagilmas1 serolojik testlerlerin dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir. C.
perfringens’in en onemli toksinleri olan alpha, beta, epsilon, iota, entero ve b2-
toksinlerini sentezleyen,cpa, cpb, etx, iA, cpeve cpb2 genlerinin arastirildigi
multipleks PCR, siklikla tercih edilen molekiiler yontemler arasindadir (Meer ve
Songer, 1997, Yoo ve ark., 1997, Baums ve ark., 2004, Kalender ve Ertag, 2005).

Bu c¢alismada da, izole edilen C. perfringens suslarinin toksin genleri
multipleks PCR ile arastirilmig,39 izolatin 35’inin (% 89.7) cpa genini tasidigi ve
Tip A oldugu ortaya konmustur. Izolatlarm higbirinin cpb, cpb2, etx, iAvecpe
genlerini tasimadigi tespit edilmistir.

C. perfringens kaynakli gida infeksiyonlari, cpe geni tasiyan Tip A ile
kontamine gidalarin tiiketilmesi sonucu olusmaktadir. Ancak C. perfringens’lerde bu
genin bulunma orani1 % 0-5 arasinda degismektedir (Erol ve ark., 2008).

Bu calismayla benzer sekilde Heikinheimo ve Korkeala (2005) yapmis
olduklar1 aragtirmada broyler tavuk etlerinden elde ettikleri 118 C. perfringens’in
higbirinde cpb, cpb2, etx, iAvecpe geni bulunmadigini, hepsinin cpa geni tagiyan
Tip A oldugunu bildirmistir. Ayn1 sekilde Cooper ve ark. (2013) inceledikleri tavuk
karaciger Orneklerinde % 69,6 oraninda C. perfringens tespit ettiklerini, fakat
bunlarin higbirinin toksin geni tasimadigini ortaya koymustur.

Nowell ve ark. (2010) taze ve donmus tavuk etlerinden izole ettikleri 58 C.
perfringens’in higcbirinde cpe genine rastlamadiklarini, yanlizca 4 tanesinde cpb2
geninin bulundugunu bildirmislerdir. Guran ve Oksuztepe (2013)’nin yapmis oldugu
caligmada ise, tavuk parca etlerinden izole edilen 588 C. perfringens’in sadece 1
tanesinde cpe geni (% 0,5) tespit edilmistir. Wen ve McClane (2004)’in ¢aligmasinda
da tavuk etlerinden elde edilmis 56 C. perfringens izolatina multipleks PCR ile

toksin tiplendirmesi yapilmstir. Izolatlardan sadece 1 (% 1,7) tanesinde cpe geni
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bulundugu, 29 tanesinin de cpb2 (% 51,7) geni tasidigi, diger toksin genlerinin higbir
izolatta bulunmadig bildirilmistir.

Miwa ve ark. (1998) bu ¢alisma ve diger bir ¢ok ¢alismanin aksine yliksek
oranda cpe geni tespit ettiklerini bildirmislerdir. Calismada eclde ettikleri 42 C.
perfringens izolatinin % 12 oraninda cpe geni tasidigini, bu durumun PCR
asamasinda kullandiklar1 zenginlestirme yonteminden kaynaklanabilecegini ortaya
koymuslardir.

Kanath yetistiriciliginde antibakteriyel ilaclar, hastaliklarin tedavisi disinda
koruyucu olarak ve verimi artirmak amaciyla da kullanilmaktadir. Bu amagla diisiik
dozda, kisa siire uygulanan antibiyotikler, énemli bir halk sagligi problemi olan
antibiyotik direncine yol agmaktadir. Direngli suslarin hem kanatlilardan hem
gidalardan hem de insanlardan izole edildigi bildirilmektedir (McEwen ve Fedorka-
Cray, 2002). C. perfringens’in de tetrasiklin basta olmak tiizere kanath
yetistiriciliginde  kullanilan ¢esitli  antibiyotiklere kars1 direng gosterdigi
bilinmektedir (Mathew ve ark., 2007). Bu c¢alismada elde edilen izolatlarin
antibiyotik diren¢ profilleri belirlenmis, izolatlarin tamaminin (% 100) direngli
oldugu antibiyotik trimetoprim olarak tespit edilmistir. Bu antibiyotik yaninda, %
65,7 ile tetrasiklin, % 62,8 orani ile gentamisin direncin yiiksek oranda tespit edildigi
diger antibiyotikler arasinda yer almistir. Secilen antibiyotikler arasindan en duyarl
olan ise vankomisin olarak tespit edilmistir.

Silva ve ark. (2009) yapmis olduklar1 c¢aligmada, kesimhanelerden alinan
broyler bagirsaklarindan izole edilmis 55 C. perfingens izolatinin antibiyotik direng
profilini belirlemistir. Izolatlarin % 47.3ii basitrasine, % 41.8’i tetrasikline direncli
bulunmustur. Arastirilan antibiyotikler arasinda en etkili olanlar ise penisilin, narasin
ve monensin olarak saptanmistir. Basitrasin antikoksidial etkisinden dolay1, kanath
yetistiriciliginde kullanimi yayginlasan bir antibiyotiktir. Bu nedenle direncin bu
antibiyotikte yiiksek oldugu diisiiniilmektedir.

Watkins ve ark. (1997)’in arastirmasinda da broyler kiimeslerinden elde
edilen C. perfringens izolatlar1 antibiyotik direng¢ yoniinden degerlendirilmistir.
Benzer sekilde en yiiksek direncin basitrasin ve linkomisinde tespit edildigi
bildirilmistir. Linkomisinin, kanatlilarda nekrotik enteritise baghh 6ltiimleri

engellemek i¢in koruyucu amagla kullanildig: bilinmektedir.
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Johansson ve ark. (2004) Danimarka, Norveg ve Isve¢’de tavuklardan izole
edilen 102 C.perfingens izolatinin, yetistiricilikte kullanilan 8 farkli antibakteriyel ve
antikoksidiale karsi direncini arastirmistir. Bu ¢alismayala benzer olarak izolatlarin
duyarli oldugu antibiyotikler arasinda eritromisin ve vankomisin yer almustir.
Antikoksidial ve anticlostridial etkilerinden dolay1 bu {ilkelerde siklikla kullanilan
narasine kars1 heniiz bir direng tespit etmediklerini bildirmislerdir. Tetrasiklin direnci
ise Isve¢’de% 76, Danimarka’da % 10 ve Norveg ‘de % 29 oraninda tespit edilmistir.
Belcika’da Martel ve ark. (2004)’1n yapmis oldugu benzer bir ¢alismada da, 31 farkh
ciftlikteki broylerlerden elde edilen izolatlarin, monensin ve narasin gibi
antikoksidiallere duyarli oldugu, oksitetrasiklin ve klortetrasikline karst % 66
oraninda direng¢ gosterdigi bildirlimistir.

Singh ve ark. (2005)’nin ¢alismasinda bufalo, keci ve tavuk etlerinden izole
edilmis C. perfringens suslarinin 16 farkli antibiyotige direnci aragtirilmistir. Diger
caligmalardan farkli olarak bu izolatlarin en duyarli oldugu antibiyotikler
siprofloksasin (% 96.9) ve ofloksasin ( % 87.8) olarak belirlenmis ve bunlart % 71
ile tetrasiklin izlemistir. Incelenen biitiin suslarin streptomisin ve seftazidim’e kars1
direncli oldugu da ortaya konmustur. Calismada antibiyotik direnglilik hayvan tiirleri
arasinda ayrilmadan belirtilmistir, diren¢ profillinin farkliliginin bundan ve iilkeler
aras1 antibiyotik se¢iminden ileri geldigi diistiniilmektedir.

Tansuphasiri ve ark. (2005) calismalarinda insanlardan, hayvanlardan ve
gidalardan izole ettikleri C. perfringens suslarinin direng profillerini karsilagtirmistir.
Insanlardan izole edilen suslarda en yiiksek direnc % 44.9 ile tetrasiklinde
goriilmiistiir. Buna paralel bir sekilde gida 6rneklerindeki izolatlar igerisinde en
yiiksek direng % 28 ile tetrasikline kars1 tespit edilmistir.

Bu calismada incelenen pili¢ boyun derisi orneklerinin aylara goére C.
perfringens ile kontaminasyon diizeyi incelendiginde, Aralik, Ocak ve Subat aylarini
kapsayan kis doneminde 13, Haziran, Temmuz ve Agustos aylarin1 kapsayan yaz
doneminde de 22 numunenin kontamine oldugu tespit edilmistir. Ki kare testiyle
yapilan istatistiksel analize gore pili¢ boyun derisi 6rneklerinin C. Perfringens ile
kontaminasyon diizeyinde herhangi bir mevsimsel etki saptanmamistir. Bunun en
Oonemli nedeninin, bakterinin spor olusturma yeteneginden ileri geldigi

diistiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada ii¢ farkli mezbahadan, kesim sirasinda alman pili¢c boyun derisi
orneklerinde C. perfringens varligi arastirilmis, 6 aylik periyot igerisinde toplanan
orneklerin % 19,4’liniin (35/180) C. perfringens ile kontamine oldugu belirlenmistir.
Etkenin, sporlu oldugu goz oniline alindiginda, kontaminasyonun halk sagligini
etkileyebilecek diizeylere ulasma riskinin yiiksek oldugu dikkat cekmektedir.

Bunun yaninda yapilan analizler ile izolatlardan hicbirinin gida
zehirlenmesine neden olan cpe genini tasimadig: tespit edilmistir. C. perfringens’in
gida kaynakli infeksiyonlara neden olabilmesi i¢in Ozellikle cpe geni tagimasi
gerektigi goéz Oniinde bulunduruldugunda, elde edilen izolatlarin insan saglhig
acisindan risk olugturmadigi sonucuna varilmstir.

Calismada elde edilen izolatlarin, antibiyotik diren¢ profillerinin
belirlenmesiyle, biiyilk bir kisminin bir veya birden fazla antibiyotige direng
gosterdigi  saptanmistir.  Bu  durum,  antibiyotik  kullanimi  sonucu
mikroorganizmalarada gelisen direncin takip edilmesi ve direngli suglarin
gelismesinin Onlenmesi amaciyla gida liretiminde hayvanlarda profilaktik vebiiyiitme
faktorii olarak antibiyotik kullanimina iligkin yasal diizenlemelere bagl kalinmasinin
ve resmi otorite tarafindan ulusal kalintiizleme programinin etkin olarak

yiiriitiilmesinin ne kadar 6nemli oldugunu ortaya koymustur.



58

OZET

Kesimhanelerden Alnan Pilic Boyun Derisi Orneklerinde Clostridium Perfringens

Varhgi, Molekiiler Karakterizasyonu ve Antibiyotik Direnc¢ Profillerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada 2009 yilinin Haziran, Temmuz, Agustos ve Aralik, 2010 yilinin Ocak,
ve Subat aylarinda ii¢ farkli kesimhaneden alinan 180 pili¢ boyun derisi 6rneginde C.
perfringens varhigi arastirildi.Pili¢ boyun derilerinden C. perfringens izolasyonu ve
identifikasyonu klasik kiiltiir teknigi ile yapildi, elde edilen izolatlar cpa geni baz
alinarak PCR ile dogrulandi, multipleks PCR yontemi kullanilarak toksin genleri
tespit edildi. Ayrica dogrulanan izolatlarin antibiyotik diren¢ profilleri belirlendi ve
mevsimsel dagilim saptandi.

Calismada analiz edilen 180 pilic boyun derisi 6rneginin 39’unun (% 21,6)
klasik kiiltiir teknigi ile C. perfringens ile kontamine oldugu tespit edildi. Klasik
kiiltir teknigi ile izole edilen C. perfringens’lerin dogrulanmasi amaciyla yapilan
PCR analizinde 39 susun 35’inin (% 89.7) cpa genine sahip oldugu belirlendi.
Izolatlarin higbirinin cpb, cpb2, etx, iA ve cpe genlerini tasimadigi tespit edildi.
Aylara gore numunelerin C. perfringens ile kontaminasyon diizeyi incelendiginde,
Aralik, Ocak ve Subat aylarmi kapsayan kis doneminde 13, Haziran, Temmuz ve
Agustos aylarin1 kapsayan yaz déoneminde de 22 numunenin kontamine oldugu tespit
edildi. Ki kare testiyle yapilan istatistiksel analize gore pilic boyun derisi
orneklerinin C. perfringens ile kontaminasyon diizeyinde herhangi bir mevsimsel
etki saptanmadi.Calismada PCR ile dogrulanan 35 C. perfringens izolatinin 9 farkli
antibiyotige kars1 direng profilleri disk diffiizyon metodu ile arastirildi. Izolatlarmn
35’inin de (% 100) en az bir antibiyotige direngli oldugu tespit edildi.Izolatlarn
tamaminin (% 100) direngli oldugu antibiyotik trimetoprim olarak tespit edildi. Bu
antibiyotik yaninda, % 65,7 ile tetrasiklin, % 62,8 oraninda gentamisin direncin
yiiksek oranda tespit edildigi diger antibiyotikler olarak belirlendi.

C. perfringens’in gida kaynakli infeksiyonlara neden olabilmesi igin 6zellikle
cpe geni tagimast gerektigi géz oniinde bulunduruldugunda, elde edilen izolatlarin
insan saghig: acgisindan risk olusturmadigi sonucuna varilmistir. Ancak calismada
elde edilen izolatlarin, biiylik bir kisminin bir veya birden fazla antibiyotige direng
gosterdiginin saptanmasi antibiyotik kullanimi sonucu mikroorganizmalarada gelisen
direncin takip edilmesi ve direngli suslarin gelismesinin énlenmesi amaciyla dikkat
edilmesi gereken konularin 6nemini ortaya koymustur.

Anahtar Sozciikler: Antibiyotik direng,cpa geni,C. perfringens,multipleks PCR,
tavuk eti
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SUMMARY

Detection, molecular characterization and antibiotic resistance profiles of
Clostridium perfringens isolated from chicken neck samples at slaughterhouse
level

The objectives of this study were, to determine the incidence of C. perfringens in 180
chicken neck samples, obtained from 3 different slaughterhouses between June, July,
August, December 2009 and January, February 2010,to detect cpa gene by PCR for
the verification of the isolates and to identify toxin genes by multiplex PCR, to
evaluate the seasonal distribution of C. perfringens prevalence, and to find out the
antibiotic susceptibility profiles of the isolates.

C. perfringens was isolated from 39 (21.6 %) of the 180 chicken meat samples by
cultivation method. For the confirmation of isolates, PCR assay was perfromed.
From 39 isolates cpa gene were determinedin 35 (89.7 %)of them. None of the
isolates possesedthe toxin genes cpb, cpb2, etx, iA and cpe. During the winter
(December, January, February) 13 and during the summer (June, July, August) 22
samples were found to becontaminated with C.perfringens so for the incidence of C.
perfringens seasonal difference was not significant for chi square test.According to
the discdiffusion test all of the isolates were found to be resistant at least one of the
9 antibiotics. 35 isolateswas resistant to trimetoprim (100 %). In addition, high level
of resistance was also determined against tetracycline (65,7 %) and gentamycin (62,8
%).

According to the results our isolates are at low health risk because none of the
isolates possesed the toxin genecpe, which cause the foodborne illness. Also our
isolates were found to be resistant at least one or two antibiotics, this shows that
antibiotic resistance should be trace and the use of antimicrobials as prophylactic or
growth promoter agent should be under control.

Key Words: Antibiotic susceptibility, cpa gene, chicken meat, C. perfringens,
multipleks PCR
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