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ÖNSÖZ 

 

Ġnsanlar yaĢamak, fiziksel ve mental geliĢimlerini sağlamak için gıda güvenliğine 

uygun olarak üretilmiĢ gıdaları yeterli miktarda tüketmelidir. Kanatlı hayvan eti, 

gerek ekonomik olması, gerek düĢük kolesterol içeriği nedeni ile dünya genelinde 

yaygın olarak tüketilmektedir. Tavuk eti, protein, vitamin,  mineral ve bazı büyüme 

faktörleri yönünden insan beslenmesinde büyük bir öneme sahipken, 

mikroorganizmaların geliĢimi için de uygun bir ortam oluĢturmaktadır. Özellikle bazı 

patojen mikroorganizmalar hayvanların mikroflorası ve çevresel kaynaklı olarak 

kesim iĢlemi sırasında çiğ etin kontaminasyonuna neden olduğu gibi, etlerin 

parçalama, iĢleme, paketleme, muhafaza ve taĢıma aĢamalarında oluĢan çapraz 

kontaminasyonlarla son ürünü kontamine ederek insan sağlığını tehdit etmektedirler.  

Tavuk eti ve ürünlerinde varlığı tespit edilen Clostridium perfringens dünyada 

önemli halk sağlığı sorunlarına neden olmaktadır. Özellikle C. perfringens ile 

kontamine tavuk etlerinden hazırlanan yemeklerin, uygun olmayan koĢullarda uzun 

süre muhafaza edilmesi, tekrarlanan ısı iĢlemi uygulamalarının yetersiz olması gibi 

nedenlere bağlı olarak gıda infeksiyonu riski taĢımaktadır. Yapılan epidemiyololojik 

çalıĢmalarda C. perfringens’ten ileri gelen gıda infeksiyonlarında etkenin asıl 

virulens faktörünün cpe geni etkisiyle sentezlenen enterotoksini (CPE) olduğu tespit 

edilmiĢtir.  

Yapılan literatür taramalarında yenilebilir piliç iç organlarında                         

C. perfringens’in moleküler tiplendirilmesinin yapıldığı bir çalıĢmaya 

rastlanmamıĢtır. Yenilebilir piliç iç organlarında, C. perfringens’in varlığı 

araĢtırılarak, saptanan izolatların cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 genleri yönünden 

multipleks PCR yöntemiyle moleküler karakterizasyonları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Bu çalıĢmada ve yüksek lisans eğitimim süresince bilgi ve desteklerini benden 
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hocalarıma, tez kontrolünde yardımcı olan Doç. Dr. Muammer GÖNCÜOĞLU’ na, 
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1. GİRİŞ 

 

Gıda hijyeni, uygun hammadde kullanılarak üretimden tüketime kadar gıdaların 

hijyenik koşullara uygun ve güvenli olarak elde edilmesidir. Bu konsept hijyenik 

kaliteyi olumsuz yönde etkileyecek faktörlerin ortadan kaldırılmasını, ya da en az 

düzeye indirilmesini amaçlamaktadır. Hijyenik olarak üretilmeyen gıdalar çeşitli 

etkenlerle kontamine olabilmektedir. Bu durum çeşitli halk sağlığı problemleri ile 

büyük ekonomik kayıplara yol açabilmektedir.  Gıda güvencesi insanların sağlıklı ve 

aktif yaşamlarını sürdürebilmeleri için yeterli, güvenli ve besin değeri yüksek 

gıdalara ulaşabilmeleri olarak tanımlanmaktadır (FAO, 2003). 

 

ABD Hastalık Kontrol Merkezi’nin (Centers for Disease Control and 

Prevention) 2011 yılı raporuna göre ABD'de her yıl 48 milyon insan (her altı kişiden 

biri) gıda kaynaklı hastalıklardan etkilenmektedir. Hastalıkların % 90’ı Salmonella, 

Norovirüs, Campylobacter, Toxoplasma, E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes 

ve Clostridium perfringens gibi birçok farklı etkenden kaynaklanmaktadır. Bu 

infeksiyonların yaklaşık % 58’i Norovirüs, % 11’i tifoid olmayan Salmonella spp., % 

10’u C. perfringens ve % 9’u Campylobacter spp. kaynaklı olduğu düşünülmektedir 

(Mead ve ark., 1999; Anon, 2011). 

 

Milyonlarca insanın etkilendiği ve büyük ekonomik kayıplara neden olan gıda 

kaynaklı hastalık etkenleri bitki, hayvan, insan ve toprak kökenli olarak gıdalara 

bulaşabilmektedir. Gıda kaynaklı infeksiyon ve intoksikasyonların çoğu kontamine 

hayvansal gıdalar nedeniyle oluşmaktadır. Kontaminasyon hayvansal gıda üretim 

zincirinin çiftlikten sofraya kadar her aşamasında oluşabilmektedir (Anon, 2004). 

 

C. perfringens insan ve hayvanların bağırsak florası ile çevrede yaygın olarak 

bulunmaktadır. Bu nedenle personel, alet ve ekipman hijyeninin yeterli olmadığı 

başta kesimhaneler olmak üzere et işletmelerinde etken ile kontaminasyon riski 

artmaktadır (Mead, 1994). Kırmızı et, kanatlı eti ve ürünleri C. perfringens yönünden 

riskli gıdalar arasında ilk sıralarda yer almaktadır. Özellikle gıdaların pişirme 
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sonrasında oda sıcaklığında muhafaza edilmeleri ve soğutma işleminin yetersiz 

olması ısıya dirençli C. perfringens sporlarının vejetatif forma dönüşerek hızla 

çoğalmasına neden olmaktadır (Labbe, 1989). 

 

Son yıllarda yapılan epidemiyolojik çalışmalardan elde edilen veriler C. 

perfringens kaynaklı gıda infeksiyonlarının önem kazandığını göstermektedir (Riley 

ve ark., 1999). 

 

 

1.1.  Tarihçe 

C. perfringens ilk olarak 1892 yılında Amerikalı bakteriyolog Welch tarafından 

tanımlanmış ve Bacillus aerogenes capsulatus olarak adlandırılmıştır. Bu etken  

zaman içerisinde İngiltere’de C. welchii, Almanyada Welch-Frankel Basili ve 

Bergey’s Manual sistematiğinde C. perfringens olarak adlandırılmıştır. C. 

perfringens Gram pozitif, anaerob, spor oluşturan ve yara infeksiyonları ile gazlı 

gangrene neden olan bir etkendir. C. perfringens gıda infeksiyonu etkeni olarak 

1940’larda tanımlanmıştır. Etkenin A tipinden sıklıkla kaynaklanan enterit ve daha 

az C tipinden kaynaklanan nekrotik enteritise (Pig-bel, Darmbarnd) rastlanmaktadır 

(Freeman, 1979; Hatheway, 1990; Yoo ve ark., 1997; Erol, 2007).  

 

1.2.  Klasifikasyon ve Genel Özellikler 

 

C. perfringens Clostridiaceae familyasında, Gram pozitif, fakültatif anaerob, 

çubukçuk şeklinde, 3-9/ 1.0-1.5 μm boyutlarında, sporlu, hareketsiz, katalaz negatif, 

H2S oluşturan, lesitinaz ve jelatinaz pozitif, nitrat indirgeme ve laktozu fermente 

etme özelliğine sahip bir bakteridir. Sporları oval şekilde olup santral veya 

subterminal lokalizasyona sahiptir. Bu sporlar ısı ve kurutma işlemelerine karşı 

dayanıklıdır (Labbe, 1989; Cooper ve Songer, 2009). 

 

C. perfringens optimal 45 ºC’de (üreme aralığı 14- 50 ºC), pH 6-7 (pH değeri 

5- 9 arasında) ve 0.95-0.97 aw değerinde gelişir. Etkenin vejetatif formları % 6’lık 
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tuzlu ortamda baskılanırken spor formları % 21.5’luk NaCl’de canlılığını 

koruyabilmektedir (Labbe, 2000; Johansson, 2004). 

 

Etkenin vejetatif formu ısıya karşı duyarlı olup, yaklaşık % 90’ı 60 ºC' de 5 

dakikada yıkımlanmaktadır. Buna karşın spor formunun ısıya ve çevresel faktörlere 

direnci değişkenlik göstermektedir. Isıya dirençli spor formları 90 ºC' de 15 dakika 

ile 145 dakika arasında, ısıya duyarlı sporlar ise 90 ºC' de 3-5 dakika arasında 

yıkımlanmaktadır (Labbe, 1989). Dondurma işlemi C. perfringens ve sporları üzerine 

oldukça etkili olup, uzun süreli muhafaza koşullarında (-18 ºC'de 3-6 ay) etken 

canlılığını kaybedebilmektedir. Ayrıca C. perfringens sporlarının hipoklorit ve UV 

etkisiyle yıkımlanabildiği saptanmıştır (Jay, 1992; Garsia ve Heredia, 2009). 

 

C. perfringens’in A, B, C, D ve E tipleri başlıca alfa, beta, gama, epsilon ve 

iota toksinlerini oluşturur. Bütün tipler tarafından oluşturulan alfa toksin letal, 

nekrotik ve hemolitik özelliktedir. C. perfringens’in B, C, D, E ile muhtemelen A tipi 

hayvanlar için A, C ve D tipleri de insanlar için patojendir. Bunların arasında gıda 

infeksiyonlarına neden olanlar A ve C tipleridir. Etkenin temel virülens faktörü 

lesitinaz olup başlıca hemolizin, hiyaluronidaz, kollajenaz, DNAz ve amilaz gibi 

çeşitli hidrolitik enzimleri sentezleyebilmektedir (Kalender ve Ertaş, 2005; Erol, 

2007; Garsia ve Heredia, 2009).  

 

C. perfringens’in vejetatif formu gıdada hızla çoğalma özelliğine sahiptir. 

Etken, gelişim için yüksek amino asit, vitamin ve mineral madde içeriğine (biotin, 

pantotenik asit, pridoksal, adenin ve diğerleri) ihtiyaç duyduğundan genellikle 

hayvansal gıdalar etken için  daha uygun bir ortam görevi görmektedir. Ayrıca 

heterofermentatif olarak çoğu karbonhidratı parçaladığı bilinmektedir (Jay, 1992; 

Erol, 2007). 

 

C. perfringens’in gelişimi bulunduğu besi yerine ve gelişim fazına bağlı olarak 

değişkenlik göstermektedir. Örneğin; durgunluk evresinde glikoz bakımından zengin 

olan besi yerindeki bakteri boyutu daha kısa iken, nişasta içeren besi yerinde daha 

uzun olmaktadır (Labbe, 1989). 
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 C. perfringens toz, toprak, su, gibi çevresel kaynaklar, insan ve hayvanların 

bağırsaklarından bulaşmaktadır. Gıdaların etken ile kontaminasyonu bağırsak içeriği 

ve ya hava, su, alet ekipman ile temas sonucunda olmaktadır (Heredia ve Labbe., 

2001; Brynestad ve Granum., 2002). 

 

1.2.1. C. perfringens’in toksin tipleri  

 

C. perfringens ürettiği nekrotik, hemolitik ve letal özellikte protein yapıdaki 4 büyük 

toksin (α, β, ε, ι) esas alınarak A-E olarak tanımlanan 5 değişik tipe ayrılmıştır 

(Heredia ve Labbe, 2001; Brynestad ve Granum, 2002). C. perfringens tarafından 

sentezlenen toksinler ve tipleri Çizelge 1. 1.’de belirtilmektedir.    

                      

Çizelge 1.1. C. perfringens’in sentezlediği toksinler (Rood ve Cole, 1991).  

 
  N m

a
,    Nöraminidaz :   En

b
,      Enterotoksin 

1.2.1.1. Alfa toksin (α): Hücre membranına etkiyerek hücre ölümüne neden olan 

nekrotik özellikteki bu toksin C. perfringens’in tüm tipleri (A, B, C, D, E) tarafından 

salgılanmaktadır. Bu toksin insanlarda gazlı gangren, hayvanlarda ise nekrotik 

enteritis ve enterotoksemiye neden olabilmektedir (Yoo ve ark., 1997; Cavalcanti ve 

ark., 2004). 

 

1.2.1.2. Beta toksin (β): Beta toksin polipeptid ve ısıya dirençli olmasına karşın 

tripsine karşı oldukça duyarlı bir toksindir. C. perfringens tip B ve C tarafından 

salgılanan letal ve nekrotik özellikteki bu toksin hayvanlarda enterotoksemi ve 

 

C. perfringens’in                    

Tipleri 

                             

Üretilen Toksinler 

α Β ε ι δ θ  κ λ µ ν Nm
a 

En
b 

A +++ - - - - + + - + + + + 

B + ++ + - + + + + + + + + 

C + ++ - - + + + - + + + + 

D + - ++ - - + + + + + + + 

E + - - + - + + + - + + + 
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nekrotik enteritise, insanlarda ise yalnızca nekrotik enteritise neden olmaktadır 

(Adams ve Moss, 1995; Cavalcanti ve ark., 2004). 

 

1.2.1.3. Epsilon toksin (ε): Protoksin salgılayarak tripsine benzer şekilde bağırsak 

proteazları üzerine etkilidir. Toksin bağırsak permeabilitesini arttırarak dolaşım 

sistemine kolaylıkla ulaşabilmektedir. Letal ve nekrotik özellikteki epsilon toksin C. 

perfringens tip B ve D tarafından salgılanır ve koyunlarda yumuşak böbrek 

hastalığına neden olabilmektedir (McDonel, 1986; Miyamoto ve ark., 2000). 

 

1.2.1.4. İota toksin (ι): İota toksin a ve b olarak adlandırılan iki bağımsız polipeptid 

kısmına sahiptir. Bu toksin C. perfringens tip E tarafından salgılanan dermonekrotik 

ve letal etkili bir protoksindir (Yoo ve ark., 1997). Dana ve koyunlarda önemli bir 

enterotoksemi nedenidir (Rood ve Cole, 1991; Cavalcanti ve ark., 2004). 

 

1.2.1.5. Teta toksin (θ): Letal ve sitolitik özellikteki bu toksin etkenin tüm tipleri 

tarafından salgılanır. θ toksin hemolizin, perfringolizin veya tiyol etkili bir sitolizin 

olarak da bilinmektedir (Tweten, 1988). Teta toksin, C. perfringens tarafından 

oluşturulan gazlı gangren ile ilişkili olup doku nekrozunda rol oynamaktadır (Stevens 

ve ark., 1987). 

 

1.2.1.6. Delta toksin (δ): C. perfringens delta toksin hemolitik özelliğe sahip olup 

tip B ve C tarafından salgılanır. Delta toksin ruminantlarda eritrositler üzerinde 

bulunan reseptörlere immunojenik olarak tutunarak litik etki göstermektedir. Fakat 

insan, tavşan ve atlarda spesifik reseptörlerin az sayıda olması nedeniyle bu etkiye 

sahip değildir (Cavalcanti ve ark., 2004). 

  

1.2.1.7. Lambda toksin (λ): Lambda toksin C. perfringens tip B, E ve bazı tip D’ler 

tarafından üretilmektedir. Evcil hayvanlarda enterit ve enterotoksemiye neden 

olmaktadır (Rood ve Cole, 1991). 
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1.2.1.8. Mu toksin (µ): Mu toksin hiyaluronidaz yapıda olup bağ dokunun önemli 

bir öğesi olan hiyaluronik asit miktarını azaltır. Bu toksin, ticari olarak noroamidinaz 

preparatlarında yaygın olarak kullanılmaktadır (McDonel, 1986). 

 

1.2.1.9. Enterotoksin (CPE):  C. perfringens enterotoksini etkenin en önemli 

virülens faktörlerinden biridir (McClane, 1994). Molekül ağırlığı 35 kDa ve 

izoelektrik nokta pH değeri 4.3’dür. Enterotoksin yaklaşık 309-320 aminoasitten 

oluşan tek bir polipeptittir. Yapısı serin, lösin, glutamik asit, izolösin, glisin ve 

tireonin gibi  amino asitler bakımından zengindir (Heredia ve Labbe., 2001; Garcia 

ve Heredia., 2009).  

 

CPE C. perfringens’in A, C ve D tiplerinden sentezlenmektedir. C. perfringens 

toksinlerinin oluşumu için spor formlar büyük öneme sahiptir. Gıda ile 10
6 

kob/g 

düzeyinde alınan vejetatif formdaki etkenin bir kısmı mide asitliğinde 

yıkımlanmaktadır. Canlılığını sürdürerek ince bağırsaklara ulaşan etkenler burada 

spor formlarını oluşturur. Enterotoksin, sporlanmış hücreler içinde oluşarak hücrenin 

lize olması ile ortama salınmaktadır (MacClane, 1992).  

 

CPE’nin etki mekanizması bilinen diğer enterotoksinlerin karşılaştırması 

yapılarak belirlenmiştir. CPE’nin hızla hareket ederek ince bağırsak villuslarına 

bağlanıp villusları yıkılmadığı, bu etkinin en az 30 dakikada görüldüğü saptanmıştır. 

CPE’nin sentezlenip hücrenin lize olarak serbest kalması için yaklaşık 6-12 saat 

gerekli olmakta ve semptomlar bu süre içerisinde görülmeye başlamaktadır. CPE’nin 

bağırsak hücrelerini, villusları yıkımlaması için ekstraselüler Ca
+2

 iyonlarına 

gereksinim vardır (McClane, 1992). CPE, ince bağırsak klaudin reseptörlerine 

bağlanır ve bu küçük kompleks önce 50 kDa’luk proteinle daha sonrada 70 kDa’luk 

proteinle birleşerek hidrofobik büyük bir kompleks oluşturur. C. perfringens 

enterotoksininin insan intestinal epitel hücrelerinin apikal membranındaki porları bu 

şekilde oluşturduğu bildirilmiştir (Brynestad ve Granum, 2002). 

 

Enterotoksin ince bağırsak epitel hücrelerinin membran yüzeyindeki spesifik 

protein reseptörlerine bağlanarak hızla içeriye girmektedir (McDonel ve Duncan, 
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1977; McClane, 1992). İnce bağırsağın tümünde CPE reseptörleri bulunmaktadır. 

Toksin en yüksek aktivitesini ileumda, en düşük aktivitesini ise duodenumda 

göstermektedir (Labbe, 1989). Toksin, bağırsak epitel hücrelerinin geçirgenliğini 

değiştirmektedir. Bu etki sonucunda bağırsakta sıvı birikmesi ile Na
+ 

ve Cl
- 

artışı 

olurken,  K
+ 

ve HCO
-
3 (bikarbonat) emilimi etkilenmemektedir (McClane ve ark., 

1988; McClane, 1992).  

 

1.2.1.10. Nöraminidaz: Glikoprotein, glikolipit ve oligosakkaritlerin nöraminik 

aside bağlanmasıyla oluşan enzim C. perfringens’ in tüm tipleri tarafından 

sentezlenebilmektedir. Etkisini bağ doku veya hücre yüzeyindeki reseptörleri 

yıkımlayarak göstermektedir (McDonel, 1986).  

 

1.3. C. perfringens’in Gelişimini Etkileyen Faktörler 

 

1.3.1.  Sıcaklık 

 

C. perfringens’in vejetatif formlarının gelişebildiği en düşük sıcaklık yaklaşık 12-

18.5 ºC, en yüksek sıcaklık ise yaklaşık 50-51.7 ºC arasında değişmektedir (Brown 

ve Twedt,1972; Clifford ve ark.,1974).  İnsanların sindirim sisteminde önemli ölçüde 

enterotoksin salgılanması sindirilen vejetatif formların spor formuna dönüşmesine 

bağlıdır. Bakterinin spor formunun oluşması için gerekli sıcaklık optimal 35-40 

ºC’dir (Labbe ve Duncan, 1974). Sporlanma ve toksin üretimi 46 ºC’de daha kuvvetli 

olup toksinler genellikle 60 ºC'de 10 dakikada yıkımlanmaktadır(Labbe ve Harmon, 

1992; Baumgart, 1997).  

 

1.3.2. Oksidasyon redüksiyon potansiyeli (Eh) 

 

C. perfringens, fakültatif anaerob özelliği nedeniyle hava ile temas eden katı besi 

yeri yüzeyinde gelişmez. Eh değeri; ölçme tekniği, besiyeri yapısı, etkenin inokulum 

şekli ve metabolik durumu gibi faktörlere bağlı olarak değişmektedir. Birçok 

çalışmaya göre C. perfringens’in vejetatif formu için Eh değerinin -125 ve +350 mV 
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arasında değiştiği tespit edilmiştir. Ayrıca etkenin Eh değeri’nin spor  oluşumu 

sırasında -450 mV’a düştüğü ve logaritmik gelişme fazından sonra -400 mV’a 

yükseldiği bilinmektedir (Jay, 1992; Brynestad ve Granum., 2002; Garcia ve 

Heredia, 2009 ). 

 

1.3.3. Su aktivitesi (aw)  

C. perfringens’in gelişebilmesi için gerekli aw değeri 0.95 – 0.97 arasında 

değişmektedir. Etkenin gelişimi için gerekli aw değeri; sıcaklık, pH ve Eh değeri gibi 

faktörlere bağlıdır (Erol, 2007).  

 

 

1.3.4. pH 

 

C. perfringens pH 5.0 ile 8.5 aralığında gelişebilmektedir. Optimal pH değeri ise 6.0-

7.5 arasında değişmektedir. Spor formunun oluşması için gerekli pH değeri 6.0 – 8.0 

arasındadır (Labbe, 1989). 

 

1.3.5. Tuz 

 

C. perfringens’in gelişebilmesi için ortamdaki NaCl oranının optimum % 3’den az 

olması gerekmektedir. Etkenin vejetatif formunun gelişimi % 5- 8’lik NaCl 

konsantrasyonunda baskılanırken, spor formu % 21.5 NaCl olan ortamda bile 

canlılığını koruyabilmektedir (Adams ve Mos, 1995). 

 

1.3.6. C. perfringens’in inhibitörleri 

 

Et ve et ürünlerindeki psikrofil mikroorganizmalar, aerob mezofil bakteriler ve 

enterokok gibi gıdaların normal florasında bulunan bakteriler C. perfringens üzerine 

baskılayıcı etkiye sahiptir. Ayrıca gıdalara ilave edilen sodyum nitrit (NaNO2) gibi 

katkı maddeleri C. perfringens’in gelişimini baskılamaktadır. NaNO2 sporların 

germinasyonunu da baskılar. Örneğin laboratuvar koşullarında 300 ppm NaNO2 ilave 

edildiğinde C. perfringens’de hiçbir gelişme görülmediği saptanmıştır. Bu nedenle 
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kürlenmiş etlerin C. perfringens ile kontaminasyon riski oldukça az olmaktadır.  

Yine bazı bakteriler tarafından sentezlenen bakteriyosinler C. perfringens üzerine 

kuvvetli inhibitörik etki göstermektedir (Labbe, 1989; Erol, 2007). 

  

1.4. Gıda Kaynaklı C. perfringens İnfeksiyonları 

 

C. perfringens gıda yoluyla infeksiyona sebep olan önemli etkenlerden biridir. Okul, 

hastane, kantin, yemekhane vb. toplu yemek yenilen yerlerde özellikle kırmızı et ve 

kanatlı eti gibi hayvansal ürünleri içeren gıdalar C. perfringens yönünden büyük risk 

taşımaktadır (Rood, 1998).  

 

C. perfringens’in A tipi infeksiyonlarında inkübasyon süresi 12 saat (8-24 saat) 

olup, belirtiler yaklaşık 12-24 saat içerisinde ortadan kalkar. İnfeksiyonlarda en 

belirgin semptom kuvvetli karın krampı ve profuz diyaredir. Bulantı, kusma ve 

dolaşım bozukluklarına nadiren rastlanır. Ölüm dehidrasyona bağlı olarak yaşlı ve 

çocuklarda görülebilir. Enterotoksinler spor formundaki etkenin lize olmasından 

hemen önce en üst düzeyde sentezlenir. Toksinler bağırsak epitel hücrelerini 

etkileyerek bağırsak lumeninde proteinlerin kaybına ve glikoz transportunun 

baskılanmasına neden olur (Erol, 2007). 

 

A tipi C. perfringens kaynaklı infeksiyonlar özetle şu şekilde ifade edilebilir 

(Erol, 2007). 

 Gıda ile 10
7 

kob/g’den fazla etkenin alınması 

 Mide asidinden etkilenmeyen etkenlerin bağırsağa geçişi 

 İnce bağırsaklara ulaşabilen etkenin vejetatif formdan spor formuna 

dönüşmesi  

 Spor formdaki bakteri hücrelerinde toksin sentezlenmesi 

 Sporların lize olarak toksinin serbest hale gelmesi 

 Toksin etkisiyle bağırsak lumeninde sıvı birikmesi ve diyare 
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1.4.1. Enteritis Necroticans (Pig bel) 

Gıda kaynaklı C. perfringens tip C infeksiyonları nadiren görülmektedir. Beslenme 

ve sosyal faktörler hastalığın epidemiyolojisinde önemli bir yere sahiptir. 

Malnutrisyon, intestinal proteaz miktarlarının azalmasına neden olarak C. 

perfringens infeksiyonlarına karşı duyarlılığı arttırır. C tipi C. perfringens 

infeksiyonlarında inkübasyon süresi yaklaşık 5-6 saattir. Semptomlar abdominal 

kramp ve diyare ile sınırlı olmayıp, kusma ve dışkıda kan şeklinde görülür. Bu 

infeksiyonlarda mortalite oranı % 15-40 arasında değişmektedir (Labbe, 1989; 

Swartz, 1990; Rood, 1998). 

 

Enteritis necroticans, C. perfringens tip C’nin salgıladığı toksin etkisiyle ileum 

ve jejunumda akut nekrotik yangı ve gangren oluşturmasıyla ortaya çıkmaktadır. 

Hastalıktan çoğunlukla Asya, Afrika, Avustralya, Yeni Zelanda, Papua Yeni Gine ve 

komşu adalarda protein yönünden yetersiz gıdalarla beslenen çocuklar 

etkilenmektedir (Gui ve ark., 2002).  

 

Enteritis necroticansın patogenezinden sindirim sisteminde tripsin tarafından 

hızla inaktif olan β toksin sorumludur. Protein bakımından yetersiz beslenme, tripsin 

gibi pankreatik enzimlerin salınımını azaltmaktadır. Örneğin tripsin inhibitörü içeren 

tatlı patates ile kontamine domuz etlerinin birlikte tüketilmesinin C. perfringens 

infeksiyonlarının ortaya çıkmasında etkili olduğu bildirilmiştir(Rood, 1998). 

 

 

1.5. Gıda Kaynaklı C. perfringens İnfeksiyonlarının Epidemiyolojisi  

Gıda kaynaklı C. perfringens zehirlenmeleri tüm dünyada yaygın olmasına karşın 

insidensi tam olarak bilinmemektedir. Hastalık hafif seyrettiğinden vakaların ancak 

küçük bir kısmı rapor edilmektedir. Et ve ürünleri C. perfringens infeksiyonlarının 

temel kaynağı olarak değerlendirilmektedir (Jay, 1992).  

 

ABD’de yapılan birçok epidemiyolojik çalışma gıda kaynaklı C. perfringens 

infeksiyonlarının uygun olmayan pişirme (% 65), kontamine alet ve ekipman 
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kullanımı (% 28), sağlıksız hammade ile gıda hazırlanması (% 6), yetersiz personel 

hijyeni (% 26) ve diğer nedenlerden (% 34) kaynaklandığını göstermektedir (Bean ve 

Griffin, 1990).  

 

 Avustralya’nın Melborn kentinde 58 kişiden 33’ünü etkileyen ishal olgusu 

incelendiğinde, infeksiyona önceden pişirilen ve uygun olmayan koşullarda 

muhafaza edilen etli yemekteki C. perfringens’in neden olduğu saptanmıştır (Veitch 

ve ark., 1996). 

  

 İtalya’da bir otelin lokantasında domates soslu et yemeğinden kaynaklanan 

gıda zehirlenmesinde 25 kişinin etkilendiği  ve laboratuvar muayenesinde 13 (% 52) 

kişinin dışkısında C. perfringens izole edildiği bildirilmiştir (Archer ve ark., 1999).  

 

1.6. C. perfringens’in Bulaşma Kaynakları 

 

C. perfringens, doğada geniş bir dağılım gösteren özelliğe sahip bir bakteridir. Etken 

insan ve hayvan dışkısından kontamine olan su, toprak, çiğ kırmızı et, kanatlı eti ve 

diğer gıdalardan izole edilebilmektedir(Adams ve Moss, 1995). 

 

1.6.1. Su ve toprak 

 

Toprak mikroflorasının bir parçası olan C. perfringens, doğada yaygın olarak 

bulunmaktadır. Antartika’da yapılan bir araştırmada toprak örneklerinin % 63’ünün 

bu etkeni içerdiği tespit edilmiştir. Bir başka çalışmada ise deniz tortularından izole 

edilen C. perfringens’in  yakın zamanda oluşan bir kirliliği işaret ettiği rapor 

edilmiştir (Matches ve ark., 1974). 
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1.6.2. Dışkı 

 

Yetersiz kesim hijyeni kırmızı et, kanatlı eti ve ürünlerinin C. perfringens ile 

kontamine olmasına neden olmaktadır. Özellikle kesim sırasında mide ve bağırsak 

içeriğinin karkas yüzeyine bulaşması büyük risk taşımaktadır (Miwa ve ark., 1997). 

Sığır, domuz ve tavuk bağırsak içerikleri üzerinde yapılan bir çalışma sonucunda 50 

sığır örneğinin 38’inde (% 76), 50 domuz örneğinin 22’sinde (% 44), 50 tavuk 

örneğinin de 40’ında (% 80) C. perfringens izole edildiği bildirmişlerdir. 

Heikinheimo ve Korkeala (2005), tavuk dışkılarından izole ettikleri 118                     

C. perfringens’in hepsinin cpa geninie sahip olduğunu, ancak hiçbirinin diğer toksin 

genlerine sahip olmadığını tespit etmişlerdir. Bir diğer çalışmada 160 tavuk bağırsak 

içeriğinin 8’inde (% 5) C. perfringens izole edilmiş ve bunların 6’sının tip A olduğu 

tespit edilmiştir (Kalender ve Ertaş, 2005). 

 

C. perfringens sağlıklı insan dışkısında 10
2
-10

4 
kob/g oranında 

bulunabilmektedir (Labbe, 1989). Japonya ve İngiltere’de yapılan çalışmalar 

sonucunda sağlık problemleri olmayan yaşlı insanların dışkı florasında 10
8
-10

9
 kob/g 

düzeyinde C. perfringens  olabileceği saptanmıştır (Jakson ve ark., 1986). 

 

1.6.3. Gıdalar 

 

C. perfringens infeksiyonlarında sorumlu tutulan gıdalar çoğunlukla protein 

bakımından zengin çiğ veya ısıl işlem görmüş kırmızı et ve kanatlı etidir. Ayrıca 

sucuk, sosis, güveç ve salata gibi farklı gıdalardan da  izole edilebilmektedir 

(Shandera ve ark., 1993). Bu kapsamda özellikle pişirildikten sonra yavaş soğutulan 

veya uygun olmayan koşullarda muhafaza edilen et ve et ürünleri C. perfringens 

infeksiyonlarının oluşumunda büyük öneme sahiptir (Ali ve Fung, 1991).  

 

1.6.3.1. Kanatlı eti ve ürünlerinde C. perfringens varlığı 

Kanatlı eti ve ürünleri C. perfringens infeksiyonları açısından risk taşıyan gıdalar 

arasındadır. Hall ve Angelotti (1965), 26 tavuk etinin 15’inde (% 58), Saito (1990), 
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68 tavuk etinin 16’sında (% 24) C. perfringens izole ve identifiye etmişlerdir. Başka 

bir çalışmada 19 tavuk etinin 5’inden (% 26) C.  perfringens tespit edilmiş ve PCR 

yöntemiyle hepsinde cpa geni, ancak hiçbirinde cpe geni bulunmadığı 

saptanmıştır(Lin ve Labbe, 2003).  

 

Çakmak ve ark. (2006), yaptıkları çalışmada 40 tavuk kıyması örneğinin 

28’inden (% 70) C. perfringens izole etmişlerdir.   Fukushima ve ark (1987), 120 

tavuk etinin 13’ünden (% 10.8) C. perfringens izole ettiklerini bildirmişlerdir. 

Pekin’de tüketime sunulan 16 piliç karkasının 14’ünden (% 88) C. perfringens 

saptamıştır (Guang-Hua ve Xia-Ling, 1994).  

 

Ali ve Fung. (1992), 55 hindi kıymasının 40’ından (% 73) C. perfringens 

saptadıklarını bildirmişlerdir. Erol ve ark (2008), yaptıkları bir çalışmada 

marketlerden alınan 180 hindi eti örneğinin 22’sinden (% 12.2) C. perfringens izole 

etmiştir. İzolatların multipleks PCR yöntemiyle yapılan moleküler tiplendirilmesi 

sonucu tüm izolatların cpa geni içerdiği ve hiç birinin cpe geni taşımadığı tespit 

edilmiştir. 

 

Wen ve McClane (2004), 24 koyun etinin 9’undan (% 38), 147 tavuk etinin 

56’sından (% 38), 68 hindi etinin 19’undan (% 28 ), 83 sığır etinin 17’sinden (% 21) 

C. perfringens tespit etmişlerdir. Hindi etlerinden 2’sinin, tavuk etlerinden ise 1 

tanesinin cpe geni taşıdığı saptanmıştır. Diğer bir çalışmada, tüketime sunulan 100 

hindi kıyma örneğinin 58’inden (% 58) C. perfringens izole edilmiş, izolatların 

hiçbirinde cpe geni bulunmadığı bildirilmiştir (Sarıgüzel ve Erol, 2005).   

 

1.6.3.2. Kırmızı et ve et ürünlerinde C. perfringens’in varlığı 

 

Kırmızı et ve ürünlerinde yapılan bir çalışmada sığır eti örneğinin 4’ünden (% 3.3) C. 

perfringens saptandığı bildirilmiştir (Fukushima ve ark., 1987). Bir diğer çalışmada 

50’ şer adet sığır, domuz ve kanatlı eti örneği alınarak MPN (Most Probable Number, 

en muhtemel sayı yöntemi) ve PCR (Polimerase Chain Reaction, polimeraz zincir 

reaksiyonu) yöntemi kullanarak C. perfringens varlığı tespit edilmiştir. Çalışma 



14 

 

sonucunda sığır eti örneklerinin 8’inden  (% 16),  domuz eti örneklerinin 5’inden (% 

10) ve tavuk eti örneklerinin 42’sinden (% 84) C. perfringens ile kontamine olduğu 

bildirilmiştir. Ayrıca  C. perfringens kontaminasyon düzeyinin sığır etinde      

<1×10
2
- 4.3 ×10

2 
MPN/100g, domuz eti  <10

2
 MPN/100g ve tavuk etinde      

<1×10
2
–9.3 ×10

3 
MPN /100g olduğu saptanmıştır (Miwa ve ark., 1998). 

 

Başka bir çalışmada marketlerden donmuş hamburger, köfte, kıyma, sosis ve 

kobeba ile tüketime hazır pastırma, konserve sığır eti ve luncheonun ayrı ayrı 25’er 

örnek alınmıştır. Pişirmeye hazır donmuş hamburger gibi gıdaların % 48.8’inde, 

tüketime hazır gıdalarda ise % 21.3’ünde C. perfringens izole edilmiştir. Sonuçlar 

Çizelge 1.2. ve Çizelge 1.3’de gösterilmektedir (Atawa ve Ross, 2011). 

 

 

Çizelge 1.2. Pişirmeye hazır et ürünlerinde C. perfringens’in insidensi  (Atawa ve Ross,  

2011). 

 

Örnek               İncelenen Örneklerin Sayısı          Pozitif Örneklerin Sayısı                    % 

Hamburger                             25                                                   15                                      60 

Köfte     25                                                    13                                      52 

Kıyma                                    25                                                     7                                         2 

Sosis                                      25                                                    17                                      68 

Kobeba                                  25                                                      9                                      36 

 

Toplam                                 125                                                   61                                    48.8  

 

Çizgele 1.3. Tüketime hazır et ürünleride C. perfringens insidensi (Atawa ve Ross,  2011). 

 

  Örnek                 İncelenen Örneklerin Sayısı           Pozitif Örneklerin Sayısı                   % 

Pastırma                                25                                                   4                                          16 

Konserve sığır eti                 25                                                    7                                          28 

Luncheon                              25                                                    5                                         20 

 

Toplam                                 75                                                   16                                      21.3 
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Guang-Hua ve Xiao–ling (1994), yaptıkları çalışmada tüketime sunulan 31 

sığır karkas örneğinin 20’sinden (% 65), 30 domuz karkas örneğinin 23’ünden        

(% 77) C. perfringens izole etmişlerdir. Aynı araştırmacılar inceledikleri 11 pişmiş 

sucuk örneğinin 3’ünden (% 27), 11 pişmiş jambon örneğinin 4’ünden (% 36), 10 

Çin usulü kızartılmış tavuk örneğinin 2’sinde (% 20) ve 20 Çin usulü baharatlı 

pişirilmiş sığır eti örneğinin 1’inde (% 5) olmak üzere toplam 52 farklı et ürününün 

10’undan (% 19) C. perfringens saptamışlardır.  

 

Ali ve Fung (1991) 118 sığır kıymasının 64’ünden (% 54), Hoskins ve 

Davidson (1988), 35 sığır kıyması örneğinin 18’inden (% 51.4) C. perfringens tespit 

etmişlerdir. Başka bir çalışmada Arjantin’de tüketime sunulan 136 taze sucuk 

örneğinin 110’undan (% 80.9) C. perfringens izole edilmiştir (Guzman ve ark, 1990). 

 

1.6.3.3. Diğer gıdalarda C. perfringens varlığı 

  

Yürük ve ark. (1996), yaptıkları bir çalışmada 155 bitki konservesinin 20’sinden (% 

13),  27 et konservesinin 10’undan (% 37) ve 25 balık konservesinin 3’ünden (% 12) 

C. perfringens izole etmiştir. Başka bir çalışmada MPN tekniği kullanılarak,  

marketlerden alınan çeşitli gıdalarda C. perfringens’in varlığı ve kontaminasyon 

düzeyini araştırmak amaçlanmıştır, 133 gıda örneğinin (kanatlı eti ve ürünleri, 

kırmızı et ve ürünleri) 40’ından (% 30) C. perfringens izole edilmiş ve 

kontaminasyon düzeyleri minimum 3 ve maksimum 292 kob/g olarak belirlenmiştir. 

Ayrıca PCR tekniği kullanılarak izolatların hepsinin cpa geni taşıdığı ve hiçbirinin 

cpe geni taşımadığı tespit edilmiştir(Labbe va ark., 2003). 

 

1.7. Korunma ve Kontrol 

C. perfringens’in neden olduğu gıda infeksiyonlarından korunma ve kontrol için 

dikkat edilmesi gereken hususlar aşağıda belirtilmiştir (Labbe, 1989; Erol, 2007). 

 Kırmızı et, kanatlı eti ve ürünlerinin çevresel kontaminasyonu engellemelidir. 
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 Gıdalar uygun şekilde pişirilmeli, sıcak gıdalar servis öncesi 60 ºC’nin 

üzerinde tutulmalı veya hemen 10 ºC’nin altında soğutulmalı, mümkünse 

pişirildikten sonra tamamı tüketilmelidir. 

 Yeniden ısıtılacak pişmiş ve donmuş gıdalardaki vejetatif formların yok 

edilmesi için gıdalar iç ısıları en az 74 ºC olacak şekilde (74-100 ºC) hızla 

ısıtılmalıdır. 

 Gıdaların pişirme ve soğutma işlemleri tercihen küçük porsiyonlar halinde 

yapılmalıdır. 

 Gıdaların oda sıcaklığında tutulması ile donmuş gıdaların oda sıcaklığında 

çözdürülmeleri önlenmelidir. 

 Pişirilmiş gıdaların çiğ gıdalar, kirli yüzey ve alet-ekipmanla çapraz 

kontaminasyonu önlenmelidir. Gıdaların üretimi sırasında personel hijyenine 

özen gösterilmelidir. 

 

Bu çalışmada kesimhaneden alınan yenilebilir piliç iç organları                  

(kalp- karaciğer, taşlık) örneklerinden C. perfringens’in kültür yöntemi ile 

izolasyonu ve izolatların alfa (cpa), beta (cpb), beta 2 (cpb2), epsilon (etx), iota (iA) 

ve enterotoksin (cpe) toksin genlerinin multipleks PCR ile saptanması amaçlanmıştır. 

Yapılan literatür taramalarında yenilebilir piliç iç organlarında C. perfringens’in 

moleküler tiplendirilmesinin yapıldığı bir çalışmaya rastlanmamıştır.  
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                                      2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. GEREÇ 

 

2.1.1. Örnek  

 

Bu çalışma kapsamında, 2011 yılının Nisan ve Temmuz ayları arasında Ankara’daki bir 

kanatlı kesimhanesinden alınan 45 kalp - karaciğer ve 45 taşlık olmak üzere toplam 90 

örnek materyal olarak kullanılmıştır.  

 

2.1.2. C. perfringens’in İzolasyon ve İdentifikasyonunda Kullanılan Besiyerleri ve 

Test Ayıraçları 

2.1.2.1. Perfringens Enrichment Medium (PEM: OXOID, Thioglycollate Medium 

CM 0173) 

Hazırlanışı 

 

Hazır besi yerinden 29.5 gr tartılarak 1 litre distile suda çözdürüldü. Besi yerinin pH 

değeri (7.1 ± 0.2, 25°C’de) uygun olacak şekilde ayarlandı. Homojen olarak 

çözündürülmüş besi yeri, 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra 50 °C’ye kadar 

soğutuldu. 1000 ml hazırlanarak soğutulan PEM için steril olarak 2 ml steril distile su ile 

sulandırılmış vial Perfringens (TSC) selective supplement (OXOID: SR0088E) ilave 

edilerek karıştırıldı(1 litre için 2 vial Perfringens (TSC) selective supplement kullanılır). 

 

2.1.2.2. Perfringens (TSC) Selective Supplement (OXOID;SR0088E) 

Her bir vial 500 ml besi yeri için standart olarak hazırlandı: D-cycloserine 200 mg. 

Hazırlanışı 

Her bir viala 2 ml sterilize distile su ilave edilerek, vorteks edildikten sonra soğutulmuş 

PEM’e katılarak homojen bir şekilde karıştırıldı. 
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2.1.2.3. Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) agar (OXOID; CM587) 

 

 

Hazırlanışı 

 

Hazır TSC agardan 23g tartılarak 500 ml distile su içerisinde çözdürülerek pH değeri 

(7.6 ± 0.2) ayarlanıp sıcak su banyosunda tamamen homojen görünüme sahip olana 

kadar eritildi. Otoklavda 121°C’de 10 dakika steril edildikten sonra 50°C’ye kadar 

soğutuldu. Perfringens Supplement (TSC) (Oxiod: SR0088E) 2 ml steril distile su ile 

hazırlanarak,  hazırlanan besi yerine katıldı. Daha sonra steril petrilere yaklaşık 12-13 ml 

döküldü. Agar oda sıcaklığında donana kader bekletildikten sonra +4°C’de muhafaza 

edildi. 

 

2.1.2.4. Columbia Blood Agar Base ( OXOID; CM0331) 

 

Hazırlanışı 

 
Hazır besiyerinden 39 g alınarak 1 litre distile suda çözdürüldü. Besiyerinin pH değeri 

kontrol edilerek (7.3±0.2, 25 °C’de) ayarlanıp ve sıcak su banyosunda homojen olacak 

şekilde eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika ısı işlemiyle steril edildikten sonra        

50 °C’ye kadar soğutuldu ve üzerine 70 ml steril defibrine koyun kanı eklenerek toplam 

hacimde % 7’lik kan içerecek şeklinde hazırlandı. Besi yeri steril petrilere dökülerek 

4°C’de muhafaza edildi. 

 

2.1.2.5. Lactose Gelatine Medium 

 

Bileşim                                                                    Gram/Litre   (g/l) 

Pepton casein (Tryptone)                                                15.0 

Yeast extract                                                                   10.0 

Lactose                                                                            10.0 

Na2 HPO4                                                                                                             5.0 
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Gelatine                                                                           120.0 

Phenol red (%1’lik çözeltisi)                                          5 ml  

Distile su                                                                         1000 ml  

pH    7.5 ± 0.2 

 
Hazırlanışı 

Jelatin hariç diğer bileşenler 1 litre distile suda çözdürülerek, pH değeri kontrol edildi 

(7.5± 0.2). Daha sonra jelatin ilave edilerek su banyosunda eritildi. Hazırlanan besi yeri 

16×150 mm tüplere 10’ar ml konularak otoklavda 121°C’de 15 dakikada steril edildi. 

 

 

2.1.2.6. Motility Nitrate Medium (Fluka;14305) 

 

Hazırlanışı 

Hazır besi yerinden 23.5g tartılarak 1 litre distile suda çözdürülerek 5 ml gliserin ilave 

edildi. pH değeri (7.3 ± 0.1) ayarlandıktan sonra sıcak su banyosunda eritildi. Daha 

sonra 16×150 mm tüplere 11 ml paylaştırılarak otoklavda 121°C’de 15 dakikada steril 

edildi.  

 

2.1.2.7. Griess-Ilosvay Solüsyonu (A) 

Sulfanilic acid     (Merck; 1.00686.0250)                0.8 g/l 

Acetic acid 5 N   (Merck; 1.00366.2500)                100 ml 

 

2.1.2.8. Griess-Ilosvay Solüsyonu (B) 

α-naphthylamine (Merck; 8.22291.0100)                 0.5 g/l 

Acetic acid 5N    (Merck; 1.00366.2500)                 100 ml 
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Hazırlanışı 

 

Sülfanilik asitten 0.8 g tartılarak 5N’lik 100 ml asetik asitte çözündürülerek             

Griess Ilosvay Solusyonu (A) hazırlandı.  α-naftilaminden 0.5 g tartılarak 5N’lik 100 ml 

asetik asitte çözündürülerek Griess Ilosvay Solusyonu (B) hazırlandı. 

 

2.1.2.9. Asit Fosfataz Testi 

 
2.1.2.9.1. Fosfataz Ayıracının Bileşimi  

1Naphtyl phosphate sodium salt          (Merck;8.22291.0100)                      0.2 g /l 

Fast blue salt B                                     (Merck;1.03191.0025)                         4 g /l 

 
Hazırlanışı 

10 ml, 0.2 M sodyum sitrat buffer içerisinde çözdürülerek pH değeri 4.5’e ayarlandı. 1 

saat 4 °C’de bırakıldı. Hazırlanan solüsyon membran filtrasyon tekniği ile steril edilerek 

buzdolabında 3 haftaya kadar muhafaza edildi. 

 

2.1.2.9.2. Sodyum Sitrat Buffer Hazırlanışı  

9.882 g trinatrium citrate x 2H2O (Merck; 1.06448.0500) 20 ml NaoH’de (1 mol/ l) 

(Merck;1.06462.1000) çözündürüldükten sonra distile suyla 100 ml’ye tamamlandı. 

Daha sonra 2:1 oranında 1 M HCl (Merck; 1.00314) ile karıştırıldı.      

 

2.1.2.10. Katalaz Testi 

 

%3’lük hidrojen peroksit ( H2O2 ) (Merck; 1.08597.1) ile yapıldı. 

 

Hazırlanışı  

 

Hazır %30’luk hidrojen peroksitten 3 ml alındı ve 27 ml distile suda karıştırılarak 

katalaz testinde kullanmak üzere %3’lük H2O2 solüsyonu hazırlandı. 
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2.1.2.11. AnaeroGen Gaz Kitleri (Oxoid, AN0025 A)  

Jarlar içinde anaerob ortam sağlayan 2.5-3.5 litrelik AnaeroGen (Oxoid AN 025A- AN 

035A) ticari gaz kitleri kullanıldı. 

 

2.1.2.12. Test Suşu 

 
Reverse-CAMP testinde oluşan hemolizin değerlendirmesi için referans mikroorganizma 

olarak Refik Saydam Hıfzısıhha Merkez Başkanlığı’ndan temin edilen Streptococcus 

agalactiae (Ref.No.: 55118 Inst. Pasteur) suşu kullanıldı. 

 
2.1.3. PCR İçin Kullanılan Maddeler  

 

Taq DNA polymerase (Promega M3005, Madison, ABD)                   500 U (5 U/µl) 

PCR Buffer (Promega M8901)                                                                               10X 

MgCl2  (Promega A3511)                                                                                  25 mM 

dNTP s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Promega U1515)                                 10 mM 

 
2.1.3.1. DNA Marker  

 

DNA Ladder Plus (BIORON)                                                                           100 bp  

 

2.1.3.2. Test Suşları 

 

Bu çalışmada, C. perfringens’in izolasyon, identifikasyon ve PCR analizlerinde 

Streptococcus agalactiae (Ref.No.: 55118 Inst. Pasteur), C. perfringens ATCC 13124 

(cpa geni için), C. perfringens NCTC 8239 (cpa, cpe genleri için), C. perfringens ATCC 

3626 (etx, cpb genleri için) ve C. perfringens CCUG 44727 (iA geni için) pozitif kontrol 

olarak kullanıldı.   
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2.1.3.3. Primer Çiftleri 

 

Primerler            Primer dizisi (5’- 3’)          Büyüklük (bp)   Gen          Marka                        Ülke 

 

CPA F        GCTAATGTTACTGCCGTTGA           324           cpa        IDT 30040033                 USA 

CPA R        CCTCTGATACATCGTGTAAG                                         IDT 30040031                 USA                                                                  

CPB F         GCGAATATGCTGAATCATCTA       196          cpb        Alpha DNA452974          USA 

CPB R        GCAGGAACATTAGTATATCTTC                                   Alpha DNA452975          USA 

ETX F        GCGGTGATATCCATCTATTC            655          etx  Alpha DNA452978          USA 

ETX R        CCACTTACTTGTCCTACTAAC                                       Alpha DNA452979          USA 

IA F            ACTACTCTCAGACAAGACAG          446          iA           Alpha DNA452980         USA 

IA R           CTTTCCTTCTATTACTATACG                                         Alpha DNA452981         USA 

CPE F        GGAGATGGTTGGATATTAGG          233          cpe         Alpha DNA 452992        USA 

CPE R        GGACCAGCAGTTGTAGATA                                           Alpha DNA 452993        USA 

CPB2 F      AGATTTTAAATATGATCCTAACC   567          cpb2       Alpha DNA452976         USA 

CPB2 R      CAATACCCTTCACCAAATACTC                                    Alpha DNA452977         USA 

 

 

2.1.3.4. TBE Solüsyonu (Tris-Borik Asit-EDTA) 

 

 

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

 

Tris                                           0.89 M 

Borik asit                                      0.89 M 

EDTA                                      0.02 M 
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2.1.3.5. Ethidium Bromide (% 0.1’lik) 

 

Ethidium Bromide  ( Appli Chem A 1152 GmbH, Darmstadt, Almanya)  

Ethidium Bromide                                 10 mg/ml 

 

Hazırlanışı 

Ethidium Bromide (AppliChem A115 GmbH, Darmstadt, Almanya) stok solüsyonundan 

1: 9 oranında sulandırarak 1µg/ ml konsantrasyonda kullanıldı.  

 
2.1.3.6. Agaroz Jel (Cambrex  SeaKem LE Agarose, Rockland, ABD) 

 

Agaroz jel (% 1,5’lık) hazırlamak için, agardan (Cambrex SeaKem LE Agarose, 

Rockland,  ABD)   0.9 g tartılarak 60 ml 1X TBE içerisinde 95 ºC su banyosunda 

homojen hale gelecek şekilde çözdürüldü ve yaklaşık 50 ºC’ye soğutuldu. İçerisine 60 µl 

ethidium bromide eklendi ve elektroforez küvetine (MINICELL EC 370 M) dökülerek 

elekteroforez işlemi için hazırlandı. 

 

2.2. Yöntem 

 

Bu çalışmada kanatlı kesimhanesinden paketleme öncesi aşamada aseptik koşullarda 

alınan kalp-karaciğer ve taşlık örnekleri steril kavanozlar içerisinde soğuk zincir altında 

laboratuvara getirildikten hemen sonra C. perfringens yönünden analiz edildi. Her bir 

örnekten aseptik koşullarda steril plastik poşet içerisine 10 gram tartılıp 90 ml 

Perfringens Enrichment Medium (PEM) ilave edilerek homojenize edildikten sonra 

anaerob koşullarda (AnaeroGen
Tm 

Gaz Kitleri, OXOIDAN0025A) inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrasında öze yardımıyla Tryptose Cycloserine (TSC) agara çizme plak 

yöntemiyle ekim yapıldı ve plaklar anaerob koşullarda inkübe edildi. Her plaktan siyah 

renkli C. perfringens şüpheli kolonilerden alınarak kolonilerin identifikasyonu için TSC 

agara geçildi ve plaklar tekrar anaerob koşullarda inkübe edildi. Tryptose Cycloserine 
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(TSC) agarada üreyen siyah renkli kolonilerden biyokimyasal testler yapıldı. Bu 

kapsamda Gram boyama, katalaz (% 3 H2O2), hareketlilik, nitrat redüksiyon, laktoz 

fermentasyon, jelatinaz aktivitesi, Reverse-CAMP (S. agalactiae), asit fosfataz testleri 

yapılarak identifikasyon yapıldı. Elde edilen izolatlar PCR analizi ile toksin genlerinin 

(cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2) tespiti için Cooked Meat Medium’da  anaerob koşullarda 

saklandı (Labbe,1989; Schalch ve ark., 1996; Baumgart,1997). 

 

2.2.1. C. perfringens’in İzolasyonu 

Her bir yenilebilir piliç iç organ örneğinden aseptik koşullarda steril plastik torbalara 10 

gram tartılıp 90 ml Perfringens Enrichment Medium (PEM) ilave edilerek homojenize 

edildikten sonra 46 °C’de 20 saat süre ile anaerob koşullarda (AnaeroGen
Tm 

Gaz Kitleri, 

OXOIDAN0025A) inkübe edildi. Zenginleştirme sonrası PEM’den, etüvden çıkartılan 

numunelerden öze dolusu alınarak Tryptose Cycloserine (TSC) agar (OXOID CM 587) 

yüzeyine çizme plak yöntemiyle ekim yapıldı ve plaklar anaerob koşullarda 

(AnaeroGen
Tm 

Gaz Kitleri, OXOIDAN0025A) 46°C’de 20 saat inkübe edildi 

(Labbe,1989; Schalch ve ark., 1996; Baumgart,1997). 

 

2.2.2. C. perfringens’in İdentifikasyonu 

İnkübasyon sonucunda üreyen siyah renkli C. perfringens şüpheli kolonilerden 3-5’i 

seçilerek identifikasyonu için TSC agara geçildi ve plaklar 46 °C’de 20 saat anaerob 

koşullarda inkübe edildi(Şekil 2.1). Bu işlem sonunda biyokimyasal testler yapılarak 

şüpheli kolonilerin identifikasyonu gerçekleştirildi. Test sonuçlarına göre Gram pozitif, 

katalaz negatif, Reverse - CAMP pozitif, laktoz fermentasyon  pozitif, jelatinaz 

aktivitesi pozitif, hareket negatif, nitrat indirgeyen koloniler C. perfringens olarak 

değerlendirildi (Labbe,1989; Schalch ve ark., 1996; Baumgart,1997).  
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Şekil 2.1. Tryptose Cycloserine (TSC) agarda C. perfringens şüpheli kolonilerinin görünümü. 

Çizelge 2.1. C.perfringens’in identifikasyonu için kullanılan biyokimyasal testler (Labbe,1989; 

Schalch ve ark., 1996; Baumgart,1997).   
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2.2.2.1. Gram Boyama ile Mikroskobik Bakı 

Bakteriler tespit edilerek, kristal viyole, lugol çözeltisi ve sulu karbol fuksin yardımıyla 

boyandı. Preparatlar mikroskobun immersiyon objektifinde incelendi ve mavi - mor renk 

almış, çubuk, kokobasil vejetatif veya spor formundaki mikroorganizmalar Gram (+) 

olarak değerlendirildi ( Şekil 2.2.).  

 

 

 

 
Şekil 2.2. Gram boyamada C. perfringens’ in mikroskobik görünümü. 
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2.2.2.2. Katalaz Testi 

Bir lam üzerine, % 3’lük H2O2 solüsyonundan alınarak üzerine öze yardımı ile şüpheli 

C. perfringens kolonisinden konulup karıştırıldı ve 2-3 saniye içerisinde köpürme 

şeklindeki gaz oluşumunun görülmemesi katalaz negatif olarak değerlendirildi. 

 

2.2.2.3. Nitrat Motilite Testi 

TSC agardan alınan şüpheli koloniler, içerisinde 11’er ml Motility Nitrat Medium 

bulunan tüplere inokule edilerek 35-37°C’de 24 saat aerob koşulda inkübe edildi. 

Yalnızca inokule edilen hatta meydana gelen üreme hareket negatif olarak 

değerlendirildi. Aynı besi yeri üzerine nitrat ayırıcının (0.2ml Griess A+ 0.2ml GriessB) 

damlatılmasından 15 dakika sonra kırmızı veya menekşe rengin oluşumu nitratın nitrite 

indirgendiğini göstermektedir. Bu durumda nitrat redüksiyon pozitif, her hangi bir renk 

oluşmaması durumu ise nitrat redüksiyon negatif olarak değerlendirildi (labbe,1989; 

Schalch ve ark., 1996; Baumgarat, 1997). 

2.2.2.4. Laktoz Jelatin Testi 

 

Şüpheli koloniler içerisinde 10’er ml laktoz jelatin medium bulunan tüplere inokule 

edilerek 35-37°C’de 24 saat aerob koşulda inkübe edildi. Gaz kabarcıklarının meydana 

gelmesi ve kırmızıdan sarıya renk değişikliğinin oluşması laktoz pozitif olarak 

değerlendirildi.Tüpler +4°C’de 1 saat süreyle soğutuldu ve jelatinin kıvamı kontrol 

edildi, sıvı halde ise pozitif olarak değerlendirildi ( Labbe,1989; Baumgart ve ark., 1990; 

Schalch ve ark., 1996; Baumgart, 1997). 

 

2.2.2.5. Reverse –CAMP Testi 

Reverse - CAMP testinde % 7 defibrine koyun kanı katılarak hazırlanan Columbia 

Blood Agar (Oxoid,CM 0331) ortasına, plağı iki eşit parçaya ayıracak şekilde 

Streptococcus agalactiae kültürün alınarak  çizildi. Bu çizgiden 1-2 mm aralıkta ve 

şüpheli C. perfringens suşların birbirine paralel 2 cm aralık bırakılarak ve çizgiye dik 
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çizilerek ekim yapıldıktan sonra 37°C’de 24 saat anaerob ortamda inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda referans suşa (Streptococcus agalactiae) yakın yerde yarım ay 

şeklindeki zon (ß-hemoliz zonları) gösterenler pozitif olarak değerlendirildi (Baumgart 

ve ark., 1990; Schalch ve ark., 1996; Baumgart,1997). 

2.2.2.6. Asit fosfataz Testi 

Fosfataz ayıracından birkaç damla Reverse- CAMP Testinden hemen sonra Columbia 

Blood Agar (OXOID CM 331) üzerindeki seçilen kolonilere damlatıldı. Kolonilerin 3 

dakika içerisinde kahverengi- mor renge dönüşmesi pozitif olarak değerlendirildi 

(Schalch ve ark., 1996; Baumgart, 1997).  

 

2.2.3. C. perfringens İzolatlarının Muhafazası 

 

Bu çalışmada pozitif olarak değerlendirilen ve cpa geni tespit edilen izolatların 

dondurularak uzun süre muhafazası için izolatlar Cooked Meat Medium (Oxoid 

CM0081) içerisine alınarak anaerob ortamda 24 saat 37°C’de inkübe edildi. Üreme olan 

Cooked Meat besiyerinden 1ml eppendorf tüplere alındı. Ependorf tüp içerisine 1ml 

steril gliserin (Merck:1.04092.2500) eklenerek vorteks ile homojen dağılması sağlandı. 

Daha sonra -80°C’lik dipfriz içerisine alınarak donduruldu (Schalch ve ark., 1996). 

 

2.2.4. C. perfringens İzolatlarının Multipleks PCR ile Moleküler Tiplendirilmesi 

İzolatların PCR ile analizinde kullanılması amacıyla DNA ekstraksiyon işlemi yapıldı. 

PCR koşulları optimize edildi. İlk aşamada izolatların cpa geni tespit edildi. İkinci 

aşamada ise multipleks PCR kullanılarak Meer ve Songer (1997) tarafından önerilen 

cpa, cpb, etx, ia, cpe ve cpb2 gen sekansları esas alınarak toksin genleri yönünden 

moleküler karakterizasyon yapıldı.  
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2.2.4.1. DNA Ekstraksiyonu 

Bu çalışmada pozitif olarak değerlendirilen koloniler Cooked Meat Medium (Oxoid 

CM0081) içerisine alınarak anaerob ortamda 37 °C’de, 24-48 saat inkübe edildi. 

Kültürlerden 1’er ml eppendorf tüpüne alınarak 12.000 g’de 3 dakika santrifüj 

(Eppendorf Centrifuge 5417R) edildi. Üstte kalan süpernatant sıvı atılarak tüpte kalan 

tortu üzerine 200 µl steril ultra saf su ilave edildi. Daha sonra örnekler su banyosunda 

95°C’de 20 dakika bekletildi. Su banyosundan çıkartılan örnekler 12.000 g’de 3 dakika 

daha santrifüj edilerek DNA ekstraksiyonu tamamlandı. Elde edilen ekstraktlar PCR 

işlemi yapılana kadar -20°C’de muhafaza edildi (Erol ve ark., 2008). 

 

2.2.4.2. C. perfringens’in cpa Geni Tespiti 

 

C. perfringens’in cpa geni standart PCR yöntemi ile tespit edilmiştir. 

 

2.2.4.2.1. PCR Protokolü ve Amplifikasyonu: Standart PCR, 25 µl hacimde Master 

mix hazırlanarak gerçekleştirildi. MgCl2 içermeyen 1X PCR buffer  (Promega M8901, 

Madison, ABD), 1.5 mmol l
-1

MgCl2 (Promega A3511), 0.12 mmol l
-1

 dNTP karışımı 

(dATP,dCTP, dGTP, dTTP) (Promega U1515), 5 Unit Taq DNA polimeraz (Promega 

M3005), 0.5 µmol l
-1

  her bir cpa primerden ilave edilerek hazırlanan karışım 

vortekslendi. Elde edilen Master mix’den 20’şer µl alınıp Thermowell tüplere (Corning 

3749, Thermowell Gold PCR Tubes, 0.8 ml, USA) konularak üzerine 5µl template DNA 

ilave edildi. Elde edilen toplam 25 µl hacimdeki PCR karışımı yeniden vortekslenerek 

üzerine buharlaşmanın önlenmesi amacıyla üzerine steril mineral yağ (Sigma M5904) 

ilave edildi. Daha sonra amplifikasyon işlemi için Thermal Cycler’a (Biometra Personal 

Cycler) konuldu. Amplifikasyon 94°C’de 1 dakika denatürasyon, 55°C’de 1 dakika 

primer bağlanması ve 72°C’de 1 dakika primer uzaması aşamalarını kapsayan 35 siklus 

olarak gerçekleştirildi. Elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez yöntemiyle 

görüntüleme işlemine kadar 4°C’de muhafaza edildi (Meer ve Songer, 1997). 
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2.2.4.2.2. Agaroz Jel Elektroforez: cpa geninin saptanması amacıyla, her bir örneğe ait 

10 µl amplikon 2 µl boya ( 6x Loading Dye; Fermentas R 0611) ile boyandı. 1 µl/ml (% 

0.1’lik) oranında Ethidium bromide (AppliChem A 1152 GmbH, Darmstadt, Almanya) 

içeren % 1.5’lik agaroz jel (Cambrex SeaKem LE Agarose, Rockland, ABD) TBE 

solüsyonu yardımıyla elektroforez işlemi için hazırlandı. Daha sonra DNA marker,  

10’ar µl hacimde ve 2 µl 6x Loading Dye ile boyanan pozitif kontrol C. perfringens 

ATCC 13124 (cpa geni için), negatif kontrol (Aynı miktarda steril distile su, template 

DNA yerine Master mix’e eklenir), örneklere ait amplikonlar jeldeki kuyucuklara 

yüklenerek (Biometra - Max-System B15359) 100 voltta, 1 Amper’de (Biometra Power 

Pak P25) 1 saat süreyle elektroforez işlemi yapıldı. Bu işlem sonunda, pozitif kontrol ve 

DNA Marker yardımıyla elde edilen spesifik DNA bantları UV-görüntüleyici 

Transilluminator (Biometra T11 UV 9511011) ve jel görüntüleme sistemleri ile 

(Syngene Ingenus, Cambridge, İngiltere) belirlenerek değerlendirildi (Meer ve Songer, 

1997). 

 

2.2.4.3. Multipleks PCR ile Toksin Genlerinin Tespiti 

 
2.2.4.3.1. Multipleks PCR Protokolü 

 
Multiplex PCR, 50 µl hacimde Master mix hazırlanarak gerçekleştirildi. Reaksiyon 

karışımı MgCl2 içermeyen 1X PCR Buffer (Promega M8901, Madison, ABD), 1.5 mmol 

l
-1

 (1,5 mM) MgCl2 (Promega A3511), 0.12 mmol l
-1

  dNTP karışımı (dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP) (Promega U1515), 0.34 µmol l
-1

 her bir cpe primerden, 0.36 µmol l
-1

 her 

bir cpb primerden, 0.36 µmol l
-1

 her bir cpb2 primerden, 0.44 µmol l
-1

 her bir etx 

primerden, 0.5 µmol l
-1

 her bir cpa primerden, 0.52 µmol l
-1

 her bir iA primerden, 5 Unit 

Taq DNA polimeraz (Promega M3005),  hazırlanarak vortekslenen karışımdan 40’ar µl 

alındı ve üzerine 10 µl template DNA eklenerek karışım tekrar vortekslendi ve 

buharlaşmanın önlenmesi amacıyla üzerine steril mineral yağ (Sigma M5904) ilave 

edildi.  Tüpler Thermal Cycler’a (Biometra Personal Cycler) yerleştirilmiş ve 94°C’de 1 
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dakika denatürasyon, 55°C’de 1 dakika primer bağlanması ve 72 °C’de 1 dakika primer 

uzaması aşamalarını kapsayan 35 siklus’da ampilifikasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Amplikonlar 4 °C’de jel elektroforez işlemine kadar muhafaza edilmiştir (Meer ve 

Songer, 1997).  

 

2.2.4.3.2. Agaroz jel Elektroforez  

Her bir örneğe ait amplikondan 10 µl alınarak 2 µl 6X Loading Dye (Fermentas R 0611) 

ile boyanmıştır. 1 µl/ml (% 0.1’lik) oranında Ethidium bromide (AppliChem A 1152 

GmbH, Darmstadt, Almanya) içeren % 1.5’lik agaroz jel (Cambrex SeaKem LE 

Agarose, Rockland, ABD) TBE solüsyonu yardımıyla jel elektroforez için hazırlandı. 

Daha sonra 10’ar µl hacimde ve 2 µl 6X Loading Dye ile C. perfringens ATCC 13124 

(cpa geni için), C. perfringens NCTC 8239 (cpa,cpe genleri için), C. perfringens ATCC 

3626 (etx, cpb genleri için) ve C. perfringens CCUG 44727 (iAgeni için) suşlarına ait 

amplikonlar, negatif kontrol (steril distile su), DNA marker (BIORON) ve örneklere ait 

amplikonlar jeldeki kuyucuklara yüklenerek (Biometra Agagel- Max-System B15359) 

100 voltta, 1Amper’de (Biometra Power Pak P25) 1 saat süreyle elektroforez işlemine 

tutuldu. Bu işlem sonunda, elde edilen spesifik DNA bantları UV-görüntüleyici 

(Biometra T11 UV 9511011) ve jel görüntüleme sistemlerinde (Syngene Ingenus, 

Cambridge, İngiltere) değerlendirildi (Meer ve Songer, 1997). 
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3. BULGULAR 

 

Bu çalışma kapsamında, 2011 yılı Nisan ve Temmuz ayları arasında Ankara’daki bir 

kanatlı kesimhanesinden alınan 45 kalp - karaciğer ve 45 taşlık olmak üzere toplam 90 

örnek materyal olarak kullanılmıştır. Klasik kültür tekniği ile C. perfringens izole ve 

identifiye edilmiştir. Bu izolatlar standart PCR tekniği ile cpa geni yönünden incelenmiş 

ve doğrulama yapılmıştır. Daha sonra multipleks PCR yöntemiyle Meer ve Songer 

(1997) tarafından önerilen cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 gen dizilimleri esas alınarak 

toksin genleri yönünden moleküler tiplendirme yapılmıştır. 

 

 
3.1. Kültür Tekniği Sonuçları 

 

 

Klasik kültür tekniği ile 45 kalp - karaciğer örneğinin 21’inde (% 46.7), 45 taşlığın 

8’inde (% 17.7) olmak üzere toplam 90 yenilebilir iç organ örneğinin 29’undan (% 32.2)     

C. perfringens izole ve identifiye edilmiştir. Bu kapsamda toplam 94 koloni elde 

edilmiştir (Çizelge 3.1; Şekil 3.1). 

 

 
Çizelge 3.1. Piliç iç organlarında kültür tekniği ile saptanan C. perfringens pozitif örneklerin 

dağılımı. 

 

 

Örnek                              İncelenen Örnek Sayısı        Pozitif Örnek Sayısı                   % 

 
Kalp-Karaciğer                                             45                                     21                                 46.7

  

Taşlık                                                            45                                      8                                  17.7 

 

Toplam                                                          90                                     29                                32.2 
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Şekil 3.1. Piliç iç organlarında kültür tekniği ile saptanan Clostridium spp. ve C. perfringens 

pozitif örneklerin dağılımı. 

 

 

Klasik kültür tekniğiyle izole edilen toplam 94 Clostridium spp. kolonisinin 77’si         

(% 81.9) C. perfringens olarak identifiye edilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.2. Kültür tekniği ile saptanan Clostridium kolonilerinin dağılımı. 

 

Analiz sonucunda elde edilen Clostridium spp. kolonilerinin örnek tipine göre 

dağılımı değerlendiğinde, kalp karaciğer örneklerine ait kolonilerin  %  87.1’inin (61/70) 

ve taşlık örneklerine ait kolonilerin % 66.6’sının (16/24) C. perfringens olduğu 

saptanmıştır (Çizelge 3.2; Şekil 3.3). 

 

 

C. perfringens, 
81.9%

Clostridium spp., 
18.1 %

 

% 

Clostridium spp. C. perfringens 
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Çizelge 3.2. Kültür tekniği ile saptanan Clostridium spp. kolonilerinin piliç iç organları                   

(kalp-  karaciğer ve taşlık ) örneklerine göre dağılımı. 

 

 

                                                   Kalp-Karaciğer                                               Taşlık                                             

                      

          C. perfringens / Clostridium spp.      

          x/n  61/70             16/24 

          (%) (87.1)             (66.6) 

 
x/n (x:İzole edilen koloni sayısı; n: örnek tipine göre elde edilen toplam koloni sayısı) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Şekil 3.3. Kültür tekniği ile saptanan Clostridium spp. kolonilerinin piliç iç organları 

örneklerine göre dağılımı. 
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3.2. PCR Sonuçları 

 

 

Klasik kültür tekniği ile C. perfringens olarak belirlenen izolatlar standart PCR tekniği 

ile cpa geni yönünden incelenmiş ve izolatların tamamının cpa geni içerdiği belirlenmiş 

dolayısıyla PCR ve kültür tekniği sonuçlarının % 100 uyumlu olduğu saptanmıştır.             

C. perfringens izolatlarının multipleks PCR ile yapılan moleküler tiplendirilmesi 

sonucunda, yalnızca taşlıktan elde edilen izolatlardan 2’sinin (% 4.4) cpb2 genine sahip 

olduğu saptanmıştır. İzolatların hiçbirinin cpb, etx, iA ve cpe genlerini taşımadığı 

görülmüştür (Şekil 3.4 ve Şekil 3.6). 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Şekil 3.4. Standart PCR ile cpa geni (324 bp) içeren C. perfringens izolatlarının  görünümü      

(1: 100 bp DNA marker, 2: Pozitif kontrol (C. perfringens ATCC 13124), 3: Negatif kontrol,    

4-12: cpa pozitif C. perfringens izolatları). 

Çizelge 3.3. Standart PCR tekniği ile C. perfringens olarak izolatların örneklere göre dağılımı. 

 

                                   Örnek Tipi 

                                       Kalp- Karaciğer                                                Taşlık 

 

 x/n                                     21/45                                                      8/45 

(%) (46.7 )                                                     (17.7) 

 

x/n (x: Standart PCR tekniği ile C.perfringens olarak doğrulanan örnek tipinin sayısı; n: 

Toplam örnek sayısı). 

 

324 bp 
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Şekil 3.5. PCR tekniği ile C. perfringens olarak doğrulanan örnek tipine göre dağılım. 

 

 

 

Çizelge 3.4. Multipleks PCR ile C. perfringens’in cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 gen sekansları 

esas alınarak moleküler karakterizasyonu ve örnek tipine göre dağılımı. 

                                           

 

x/n (x:Multipleks PCR tekniği ile C. perfringens gen sekansları olarak doğrulanan örnek 

tipinin sayısı; n: Toplam örnek sayısı). 
 

 

 

Örnek Tipi 

 

MULTİPLEKS PCR 

Genler 

cpa cpe cpb 2 cpb iA etx 

Kalp- Karaciğer 

x/n 

(%) 

 

 

21/45 

(46.6) 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

Taşlık 

x/n 

(%) 

 

8/45 

(17.7) 
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Şekil 3.6. Multipleks PCR ile cpa (324bp), cpb (196 bp), etx (655bp), ia (446bp), cpb2 (567bp), 

cpe (233bp) genlerinin görünümü. (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,cpb genleri), 5; C. perfringens CCUG 44727 (iA geni), 

6;Negatif kontrol, 7-12;  C. perfringens izolatları (cpa ve cpb2 geni). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.7. Multipleks PCR ile C. perfringens’in cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 gen sekansları esas 

alınarak moleküler karakterizasyonu ve örnek tipine göre dağılım. 
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4. TARTIŞMA 

 

Bu çalışma kapsamında, 2011 yılında bir kanatlı kesimhanesinden paketleme öncesi 

aşamada aseptik koşullarda toplanan yenilebilir piliç iç organların (kalp - karaciğer ve 

taşlık) % 32.2’sinden (29/90) C. perfringens izole edilmiştir. Yapılan literatür 

taramalarında piliç yenilebilir iç organlarında C. perfringens’in moleküler 

tiplendirilmesinin yapıldığı bir çalışmaya rastlanmamıştır. Ancak piliç parça etlerinde, 

hindi ve sığır etlerinde, C. perfringens’in kontaminasyon düzeyine yönelik çalışmalar 

bulunmaktadır.  

 

Bu çalışma bulguları ile uyumlu olarak, Craven ve ark. ( 2001) tavuk karkaslarının 

C. perfringens ile kontaminasyon düzeyini % 8 ila % 68 arasında değiştiğini ve ortalama 

% 30 olduğunu belirlemişlerdir. Benzer çalışmalarda Wen ve MacClane (2004) 68 hindi 

et örneğinin 19’unda (% 28), 147 tavuk karkas örneğinin 56’sında (% 38), 83 sığır etinin 

17’sinde (% 21) ve sonuç olarak tüm etlerde C. perfringens ile kontaminasyon düzeyini 

% 20 - 40 olarak belirlemişlerdir. Saito (1990), 68 tavuk eti örneğinin 16’sından (% 24), 

Lin ve Labbe (2003) inceledikleri 19 tavuk eti örneğinin 5’inde (% 26) C. perfringens 

tespit etmişlerdir. Bu çalışmada ise 45 piliç kalp- karaciğer örneğinin 21’inde (% 46.6), 

45 taşlığın 8’inde (% 17.7) ve toplam C. perfringens prevalansı % 32.2 olarak 

belirlenmiştir. 

 

Buna karşın,  Fukushima ve ark. (1987), 120 tavuk etinin 13’ünden (% 10.8), 

Miwa ve ark. (1998), 50 sığır eti örneğinin 8’inden (% 16), 50 domuz eti örneğinin 

5’inden (% 10) C. perfringens izole ettiklerini bildirmişlerdir. Bu sonuçların tez 

çalışmasındaki bulgulardan düşük olması kesim aşamasında hijyenik koşulların iç 

organların bağırsak içeriği ile kontamine olmasından kaynaklanabileceği 

düşünülmektedir.      

   

Miwa ve ark. (1998), yaptıkları çalışmada 50 tavuk eti örneğinin 42’sinde (% 84), 

Ali ve Fung (1992), 55 hindi kıyması örneğinin 40’ından (% 73), Guang-Hua ve Xia-
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Ling (1994) Pekin’de tüketime sunulan 16 piliç karkasının 14’ünden (% 88)                    

C. perfringens izole etmişlerdir. Bu çalışmada piliç yenilebilir iç organlarında                    

C. perfringens ile kontaminasyon düzeyinin karkas ve etlere göre düşük olması, 

karkaslar ve etlere uygulanan parçalama işlemine bağlı olarak kontaminasyon riskinin 

daha fazla olmasından kaynaklanabileceğine bağlanabilir. 

 Kesim aşamasında yetersiz hijyenik koşullara bağlı olarak karkaslar ve iç organlar 

dışkı ve bağırsak içeriği ile kontamine olabilmektedir. Bu çerçevede, Miwa ve ark. 

(1997) sığır, domuz ve tavuk bağırsak içerikleri üzerinde yapmış oldukları çalışmada, 

inceledikleri 50 sığır örneğinin 38’inden (% 76), 50 domuz örneğinin 22’sinden (% 44), 

50 tavuk örneğinin 40’ından (% 80) C. perfringens izole ettiklerini bildirmişlerdir. Bazı 

çalışmalarda piliç bağırsak içeriklerinde C. perfringens insidensinin % 75- 95 

oranlarında bulunduğu  bildirilmiştir (Miwa  ve ark., 1997; Craven ve ark., 2001).  

Değişik araştırıcılar etlerin ve tavuk karkaslarının C. perfringens’le kesim sırasında 

bağırsak içeriğinden kontamine olabileceğini bildirmişlerdir. Bu çalışmada da diğer 

çalışmalara benzer olarak yenilebilir iç organların kontaminasyonunda bağırsak 

içeriğinin önemli bir etkiye sahip olduğu değerlendirilmektedir.  

 

Bu çalışmada da analiz edilen örnek tipine göre; piliç kalp-karaciğer örneklerinin 

piliç taşlık örneğine göre C. perfringens ile daha yüksek düzeyde kontamine olduğu 

tespit edilmiştir. Bu farklılığın muhtemel nedeni olarak, karaciğerde C. perfringens 

varlığı açısından safra kesesinin potansiyel bir kontaminasyon kaynağı olabileceği 

düşünülmektedir. Nitekim bazı çalışmalarda safra kesesinden C. perfringens’in izole 

edildiği bilinmektedir(Thomas ve ark., 1990; Onderka ve ark., 1990; Immersal ve ark., 

2004; Hafez, 2011). Kesimhanede iç organ çıkarma sırasında safra kesesi içeriğinin 

genelde karaciğeri kontamine etmesi nedeniyle karaciğerin diğer dokulardan daha fazla 

etken içerebileceği düşünülmektedir. 

 

PCR tekniğinin gıdalarda mikroorganizmaların saptanmasında başarılı bir şekilde 

kullanıldığı ve kültür tekniği ile tespit edilen C. perfringens izolatlarının 
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doğrulanmasında etkin olarak kullanabileceği bildirilmiştir (Yoo ve ark., 1997). C. 

perfringens’in moleküler tiplendirmesi ve toksin genlerinin saptanmasına yönelik 

yapılan çalışmalar çoğunlukla multipleks PCR üzerine odaklanmaktadır (Lukinmaa ve 

ark., 2002; Engström ve ark., 2003; Wen ve MacClane, 2004).  

Bu çalışma bulgularını destekler nitelikte Erol ve ark. (2008) Ankara’da yaptıkları 

çalışmada 180 hindi eti örneğinden izole edilen 22 C. perfringens’in, Heikinheimo ve 

Korkeala (2005), tavuk dışkılarından izole edilen 118 C. perfringens’in tamamının cpa 

geni içerdiğini ve hiçbirinin diğer toksin genlerine (cpb, etx, iA, cpe) sahip olmadığını 

ortaya koymuşlardır. Kanatlı hayvanlarda C. perfringens tip A’nın predominant olduğu 

değişik araştırıcılar tarafından bildirilmiştir (Engström ve ark., 2003; Meer and Songer 

1997). Bu çalışmada multipleks PCR analizinde doğrulanan tüm izolatların cpa geni 

taşıdığı ve cpb, etx, iA, cpe toxin genlerine sahip olmadığı belirlenmiş olup konuyla ilgili 

çalışma sonuçlarıyla uyum sağlamaktadır. 

 

Bu çalışmadaki bulgular ile benzer olarak Svobondova ve ark. (2007), tavuk 

bağırsak örnekleri üzerinde yaptıkları çalışmada 609 örneğin 112’sinden (% 18.39) C. 

perfringens izole etmişlerdir. C. perfringens izolatlarının multipleks PCR kullanılarak 

yapılan moleküler tiplendirilmesi sonucu tüm izolatların cpa geni içerdiği, izolatların 

hiçbirinin cpe genini içermediği ve 4’ünün cpb2 geni taşıdığı tespit etmişlerdir. 

Engström ve ark. (2003), yaptıkları bir araştırmada tavuk bağırsaklarından elde edilen 53              

C. perfringens izolatının, multipleks PCR kullanılarak yapılan moleküler tiplendirilmesi 

sonucunda tüm izolatların cpa geni ve izolatların 2’sinin cpb2 geni içerdiğini 

belirlemiştir. Gholamiandehkordi ve ark. (2006), sağlıklı broyler bağırsağı örneklerinden 

elde edilen 27 izolatın 4’ünde cpb2 ve 2’sinde cpe geni tespit etmişlerdir. Bu çalışmada 

45 taşlık örneğinin 8’inden (%17.7) C. perfringens izole edilmiş olup Multipleks PCR 

analiz sonucu tüm izolatların cpa geni içerdiği, izolatların hiçbirinin cpe geni içermediği 

ve 2’sinin cpb2 geni taşıdığı belirlenmiştir.  
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Wen ve McClane (2004), bir çalışmada 887 farklı gıda (tavuk eti, hindi eti, sığır 

eti, kuzu eti ve sosis) örneğinden 278 (%31.3) C.  perfringens izolatının  % 80’ ini tip A 

olarak belirlemişlerdir. Tip A ile kontamine olan gıdaların yaklaşık % 20’sinin cpb2 geni 

taşıdığı ve multipleks PCR kullanarak izolatların % 4.3’ünün cpe geni taşıdığı 

bildirilmiştir. Bir başka çalışmada Engström ve ark. (2003),  53 C. perfringens 

izolatının, multipleks PCR kullanılarak yapılan moleküler tiplendirilmesinde tüm 

izolatların cpa geni taşıdığını, izolatların 2’sinin β2- geni içerdiğini ve hiçbirinde 

izolatların cpe geni bulunmadığını belirlemiştir. Meer ve Songer. (1996), yaptıkları 

çalışmalar sonucunda C. perfringens izolatının çoğunlukla tip A ve izolatların % 0-5 

arasında cpe gen taşıdığını belirlemişlerdir. Johansson ve ark. (2006), yaptıkları 

çalışmalarda cpb2 geninin gıda infeksiyon vakalarında % 20 ve kanatlılarda % 10 olarak 

bildirmişlerdir. Bu çalışma sonuçlarına göre kanatlılarda C. perfringens tip A en sık 

rastlanan tip ve örneklerin moleküler tiplendirme sonucu izolatların hepsinin cpa geni ve 

2 izolatın cpb2 geni taşıdığı saptanmıştır. İzolatların toksin yönünden yapılan moleküler 

tiplendirmesinde cpb, cpe, ia, etx genleri yönünden negatif olduğu belirlenmiştir. 

Sonuçlar, yukarıdaki araştırma sonuçlarıyla karşılaştırıldığında, kanatlı eti ve 

ürünlerinden elde edilen C. perfringens izolatlarının % 10 oranında cpb2 ve % 0-5 

arasında cpe gen taşıdığını doğrular nitelikte ve uyumlu olduğu görülmektedir.  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Mezbahada kesimden hemen sonra alınan 90 piliç iç organ örneğinin 29’undan (% 32.2) 

kültür tekniği ile C. perfringens izole edilmiş ve izolatlar PCR ile doğrulanmıştır. Tüm 

izolatların cpa geni içerdiği ve yalnızca 2 taşlık izolatının (% 4.4) cpb2 genine sahip 

olduğu, diğer izolatların hiçbirinin cpb, etx, iA, cpe genlerini taşımadığı saptanmıştır.   

 

Kesim aşamasında, hijyenik koşulların yetersizliğine bağlı olarak karkas ve 

yenilebilir iç organların bağırsak içeriğindeki patojen bakteriler ile kontamine olması 

potansiyel sağlık riski oluşturabilmektedir.  

 

 Gıda güvenliğinin sağlanması ve halk sağlığının korunması amacıyla, piliç iç 

organ üretiminde uygun hijyenik ve teknolojik koşullar sağlanmalıdır. Bu kapsamda 

personel eğitimi ve tüketici bilinçlendirilmesi önemlidir. 
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ÖZET 

 

Yenilebilir Piliç İç Organlarında Clostridium perfringens’in Saptanması ve 

Moleküler Tiplendirilmesi 

 

Bu çalışmada, yenilebilir piliç iç organlarından Clostridium perfringens izolasyonu ve 

moleküler tiplendirmesi amaçlanmıştır. Ankara’daki bir kanatlı kesimhanesinden alınan 

45 kalp-karaciğer ve 45 taşlık olmak üzere toplam 90 örnek materyal olarak 

kullanılmıştır.   Numuneler laboratuvara soğuk zincir altında getirilip, aynı gün içinde 

teste alınmıştır.  

Kültür tekniği ile numunelerden C. perfringens izole edilmiş ve standart PCR 

(cpa) ve multipleks PCR (cpa, etx, iA,cpe ve cpb2 genler)  kullanarak moleküler 

karakterizasyon yapılmıştır. C. perfringens test edilen 21 kalp-karaciğer (% 46.7) ve 8 

taşlık (% 17.7) örneklerinden izole edilmiştir. Toplam 29 izolatın (% 32.2) cpa geni 

içerdiği belirlenmiş ve sadece 2 taşlık izolatının (% 4.4) cpb2 genine sahip olduğu, diğer 

izolatların hiçbirinin cpb, etx, iA, cpe genlerini taşımadığı saptanmıştır.   

 

Elde edilen bulgular sonucunda piliç yenilebilir iç organ örneklerinin önemli bir 

bölümünün C. perfringens ile kontamine olduğu tespit edilmiştir. Piliç ürünleri ve iç 

organların  güvenli üretiminin sağlanması için, uygun hijyenik ve teknolojik koşullar 

sağlanmalıdır.   

 

Anahtar Sözcükler: Clostridium perfringens, moleküler tiplendirme, multipleks PCR, 

yenilebilir piliç iç organ. 
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SUMMARY 

 

Molecular typing of Clostridium perfringens isolated from edible offals of chicken 

by multiplex PCR 

 

The study was aimed for the isolation and molecular typing of Clostridium perfringens 

of chicken edible offals. A total of 90 samples consisting 45 heart-liver and 45 gizzard 

were collected from a slaughterhouse in Ankara. The samples were brought under cold 

condition to the laboratory and tested for the same day. 

 

For the isolation of Clostridium perfringens from the samples culture technique 

was used, whereas for molecular typing of the isolates standard (cpa) and multiplex 

(cpa, etx, iA, cpe and cpb2 genes) PCR assey was used. C. perfringens was isolated from 

21 heart-liver (46.7 %) and 8 gizzard (17.7 %) samples tested. All of the C. perfringens 

isolates 29 (32.2 %) were found positive for cpa gene and only 2 gizzard isolates        

(4.4 % ) were positive for cpb2, gene but cpb, etx, iA or cpe genes were detected in any 

of the isolates. 

 

In conclusion, a significant part of the chicken edible offal samples tested in this 

study was found positive for C. perfringens. Suitable hygienic and technical conditions 

should be taken for the safety of the chicken products and edible offals . 

 

 

Key words: Clostridium perfringens, chicken edible offals, molecular typing, multiplex 

PCR.                                                
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