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Vi

ONSOZ

Insanlar yasamak, fiziksel ve mental gelisimlerini saglamak i¢in gida giivenligine
uygun olarak tretilmis gidalar1 yeterli miktarda tiiketmelidir. Kanatli hayvan eti,
gerek ekonomik olmasi, gerek diigiik kolesterol igerigi nedeni ile diinya genelinde
yaygin olarak tiiketilmektedir. Tavuk eti, protein, vitamin, mineral ve bazi biiylime
faktorleri yoniinden insan beslenmesinde biiyilk bir Oneme sahipken,
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in de uygun bir ortam olusturmaktadir. Ozellikle bazi
patojen mikroorganizmalar hayvanlarin mikroflorasi ve ¢evresel kaynakli olarak
kesim iglemi sirasinda ¢ig etin kontaminasyonuna neden oldugu gibi, etlerin
parcalama, isleme, paketleme, muhafaza ve tasima asamalarinda olusan c¢apraz

kontaminasyonlarla son iiriinii kontamine ederek insan sagligini tehdit etmektedirler.

Tavuk eti ve lirlinlerinde varligi tespit edilen Clostridium perfringens diinyada
onemli halk saghg sorunlarma neden olmaktadir. Ozellikle C. perfringens ile
kontamine tavuk etlerinden hazirlanan yemeklerin, uygun olmayan kosullarda uzun
siire muhafaza edilmesi, tekrarlanan 1s1 iglemi uygulamalarinin yetersiz olmasi gibi
nedenlere bagli olarak gida infeksiyonu riski tagimaktadir. Yapilan epidemiyololojik
calismalarda C. perfringens’ten ileri gelen gida infeksiyonlarinda etkenin asil
virulens faktoriiniin cpe geni etkisiyle sentezlenen enterotoksini (CPE) oldugu tespit

edilmistir.

Yapilan literatir  taramalarinda  yenilebilir  pili¢ i¢  organlarinda
C. perfringens’in  molekiiler tiplendirilmesinin  yapildigit  bir ¢alismaya
rastlanmamustir.  Yenilebilir pili¢ i¢ organlarinda, C. perfringens’in varligi
aragtirilarak, saptanan izolatlarin cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 genleri yoniinden

multipleks PCR yontemiyle molekiiler karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Bu ¢aligmada ve yiiksek lisans egitimim siiresince bilgi ve desteklerini benden
esirgemeyen, yardimlarini her zaman {izerimde hissettigim meslek hayatimda daima
ornek alacagim danigman hocam, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhigi, Gida ve
Kontrol Genel Miidiirii Saym Prof. Dr. Irfan EROL’a, Anabilim Dalindaki degerli
hocalarima, tez kontroliinde yardimci olan Dog. Dr. Muammer GONCUOGLU’ na,
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bu calismada her zaman bana goniilden destek olan, Saymn Vet. Hekim Meri¢ pelin
TUNALLI’ya, Ars. Gor. Giizin IPLIKCIOGLU’ na, PCR galismasinda yardimlarimi
esirgemeyen Ars. Gor. Murat ULUDAG a, tez ¢alisma suresinde her zaman yardimei
olan meslek arkadasim Alireza DAFE’ye, bu giinlere gelmemde hayatlarini ortaya
koyan ¢ok degerli aileme, 6zellikle manevi desteklerini esirgemeyen saygi deger kiz
kardesim Dr. Saeideh HANIFEHNEZHAD’a sonsuz tesekkiir ederim.



SIMGELER VE KISALTMALAR

A . Alfa
B : Beta
€ : Epsilon
0 - Teta
1 : fota
K - Kappa
: Lambda
pm : Mikrometre
aw . Activity of water — Su aktivitesi
CDC : Centers for Disease Control and Prevention — Amerika Hastalik Kontrol

ve Korunma Merkezi

Kob/g  : Koloni olusturan birim

CPE : Clostridium perfringens Enterotoksini

cpe : Clostridium perfringens enterotoksin geni

DNA : Deoxyribonucleic acid - Deoksiriboniikleik asit

FAO : Food and Agriculture Organization - Gida ve Tarim Orgiitii
FDA : Food and Drug Administration — Amerika Gida Ilag Dairesi

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

IMS : Immunomagnetic Separation- immunomanyetik Separasyon
kDA : Kilo Dalton
MID : Minimum Infective Dose - Minimal Infeksiyon Dozu

MPN : Most Probable Number -En Muhtemel Say1

PCR : Polymerase Chain Reaction — Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PEM - Perfringens Enrichment Medium
TSC : Tryptose Sulphite Cycloserine

WHO  : World Health Organization - Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Gida hijyeni, uygun hammadde kullanilarak iiretimden tiiketime kadar gidalarin
hijyenik kosullara uygun ve giivenli olarak elde edilmesidir. Bu konsept hijyenik
kaliteyi olumsuz yonde etkileyecek faktorlerin ortadan kaldirilmasini, ya da en az
diizeye indirilmesini amaclamaktadir. Hijyenik olarak iiretilmeyen gidalar cesitli
etkenlerle kontamine olabilmektedir. Bu durum ¢esitli halk sagligi problemleri ile
biiyiik ekonomik kayiplara yol agabilmektedir. Gida giivencesi insanlarin saglikli ve
aktif yasamlarmi stirdiirebilmeleri icin yeterli, giivenli ve besin degeri yiiksek

gidalara ulasabilmeleri olarak tanimlanmaktadir (FAO, 2003).

ABD Hastalik Kontrol Merkezi’nin (Centers for Disease Control and
Prevention) 2011 yili raporuna gére ABD'de her y1l 48 milyon insan (her alt1 kisiden
biri) gida kaynakli hastaliklardan etkilenmektedir. Hastaliklarin % 90’1 Salmonella,
Noroviriis, Campylobacter, Toxoplasma, E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes
ve Clostridium perfringens gibi bircok farkli etkenden kaynaklanmaktadir. Bu
infeksiyonlarin yaklasik % 58’1 Noroviriis, % 11’1 tifoid olmayan Salmonella spp., %
10’u C. perfringens ve % 9’u Campylobacter spp. kaynakli oldugu disiiniilmektedir
(Mead ve ark., 1999; Anon, 2011).

Milyonlarca insanin etkilendigi ve biiyiik ekonomik kayiplara neden olan gida
kaynakli hastalik etkenleri bitki, hayvan, insan ve toprak kokenli olarak gidalara
bulasabilmektedir. Gida kaynakli infeksiyon ve intoksikasyonlarin ¢ogu kontamine
hayvansal gidalar nedeniyle olugsmaktadir. Kontaminasyon hayvansal gida iiretim

zincirinin giftlikten sofraya kadar her asamasinda olusabilmektedir (Anon, 2004).

C. perfringens insan ve hayvanlarin bagirsak florasi ile ¢evrede yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu nedenle personel, alet ve ekipman hijyeninin yeterli olmadig
basta kesimhaneler olmak iizere et isletmelerinde etken ile kontaminasyon riski
artmaktadir (Mead, 1994). Kirmizi et, kanatl eti ve iiriinleri C. perfringens yoniinden

riskli gidalar arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Ozellikle gidalarin pisirme



sonrasinda oda sicaklifinda muhafaza edilmeleri ve sogutma isleminin yetersiz
olmasi 1siya direngli C. perfringens sporlarinin vejetatif forma dontiserek hizla

cogalmasina neden olmaktadir (Labbe, 1989).

Son yillarda yapilan epidemiyolojik calismalardan elde edilen veriler C.
perfringens kaynakli gida infeksiyonlarinin 6nem kazandigini gostermektedir (Riley
ve ark., 1999).

1.1. Tarihge

C. perfringens ilk olarak 1892 yilinda Amerikali bakteriyolog Welch tarafindan
tammmlanmis ve Bacillus aerogenes capsulatus olarak adlandirilmistir. Bu etken
zaman igerisinde Ingiltere’de C. welchii, Almanyada Welch-Frankel Basili ve
Bergey’s Manual sistematiginde C. perfringens olarak adlandirilmistir. C.
perfringens Gram pozitif, anaerob, spor olusturan ve yara infeksiyonlar1 ile gazli
gangrene neden olan bir etkendir. C. perfringens gida infeksiyonu etkeni olarak
1940’larda tanimlanmustir. Etkenin A tipinden siklikla kaynaklanan enterit ve daha
az C tipinden kaynaklanan nekrotik enteritise (Pig-bel, Darmbarnd) rastlanmaktadir
(Freeman, 1979; Hatheway, 1990; Yoo ve ark., 1997; Erol, 2007).

1.2. Klasifikasyon ve Genel Ozellikler

C. perfringens Clostridiaceae familyasinda, Gram pozitif, fakiiltatif anaerob,
cubukguk seklinde, 3-9/ 1.0-1.5 um boyutlarinda, sporlu, hareketsiz, katalaz negatif,
H,S olusturan, lesitinaz ve jelatinaz pozitif, nitrat indirgeme ve laktozu fermente
etme Ozelligine sahip bir bakteridir. Sporlar1 oval sekilde olup santral veya
subterminal lokalizasyona sahiptir. Bu sporlar 1s1 ve kurutma islemelerine karsi
dayaniklidir (Labbe, 1989; Cooper ve Songer, 2009).

C. perfringens optimal 45 °C’de (iireme aralig1 14- 50 °C), pH 6-7 (pH degeri
5- 9 arasinda) ve 0.95-0.97 a,, degerinde gelisir. Etkenin vejetatif formlar1 % 6’lik



tuzlu ortamda baskilanirken spor formlart % 21.5’luk NaCl’de canliligini
koruyabilmektedir (Labbe, 2000; Johansson, 2004).

Etkenin vejetatif formu 1siya kars1 duyarli olup, yaklasik % 90’1 60 °C' de 5
dakikada yikimlanmaktadir. Buna karsin spor formunun 1stya ve gevresel faktorlere
direnci degiskenlik gostermektedir. Isiya direngli spor formlar1 90 °C' de 15 dakika
ile 145 dakika arasinda, 1siya duyarli sporlar ise 90 °C' de 3-5 dakika arasinda
yikimlanmaktadir (Labbe, 1989). Dondurma islemi C. perfringens ve sporlari iizerine
oldukga etkili olup, uzun siireli muhafaza kosullarinda (-18 °C'de 3-6 ay) etken
canliligin1 kaybedebilmektedir. Ayrica C. perfringens sporlariin hipoklorit ve UV
etkisiyle yikimlanabildigi saptanmustir (Jay, 1992; Garsia ve Heredia, 2009).

C. perfringens’in A, B, C, D ve E tipleri baslica alfa, beta, gama, epsilon ve
iota toksinlerini olusturur. Biitiin tipler tarafindan olusturulan alfa toksin letal,
nekrotik ve hemolitik 6zelliktedir. C. perfringens’in B, C, D, E ile muhtemelen A tipi
hayvanlar igin A, C ve D tipleri de insanlar i¢in patojendir. Bunlarin arasinda gida
infeksiyonlarina neden olanlar A ve C tipleridir. Etkenin temel viriilens faktorii
lesitinaz olup baslica hemolizin, hiyaluronidaz, kollajenaz, DNAz ve amilaz gibi
cesitli hidrolitik enzimleri sentezleyebilmektedir (Kalender ve Ertas, 2005; Erol,
2007; Garsia ve Heredia, 2009).

C. perfringens’in vejetatif formu gidada hizla g¢ogalma o6zelligine sahiptir.
Etken, gelisim igin yiiksek amino asit, vitamin ve mineral madde igerigine (biotin,
pantotenik asit, pridoksal, adenin ve digerleri) ihtiyag¢ duydugundan genellikle
hayvansal gidalar etken i¢in daha uygun bir ortam gorevi gormektedir. Ayrica
heterofermentatif olarak ¢ogu karbonhidrati pargaladigi bilinmektedir (Jay, 1992;
Erol, 2007).

C. perfringens’in gelisimi bulundugu besi yerine ve gelisim fazina bagl olarak
degiskenlik gostermektedir. Ornegin; durgunluk evresinde glikoz bakimindan zengin
olan besi yerindeki bakteri boyutu daha kisa iken, nisasta igeren besi yerinde daha
uzun olmaktadir (Labbe, 1989).



C. perfringens toz, toprak, su, gibi ¢evresel kaynaklar, insan ve hayvanlarin
bagirsaklarindan bulasmaktadir. Gidalarin etken ile kontaminasyonu bagirsak igerigi
ve ya hava, su, alet ekipman ile temas sonucunda olmaktadir (Heredia ve Labbe.,
2001; Brynestad ve Granum., 2002).

1.2.1. C. perfringens’in toksin tipleri

C. perfringens tirettigi nekrotik, hemolitik ve letal dzellikte protein yapidaki 4 biiyiik
toksin (a, B, €, 1) esas alinarak A-E olarak tanimlanan 5 degisik tipe ayrilmistir
(Heredia ve Labbe, 2001; Brynestad ve Granum, 2002). C. perfringens tarafindan
sentezlenen toksinler ve tipleri Cizelge 1. 1.”de belirtilmektedir.

Cizelge 1.1. C. perfringens’in sentezledigi toksinler (Rood ve Cole, 1991).

C. perfringens’in Uretilen Toksinler
Tipleri a B £ v |8 0 [ x| A]p]v]Nm]EP
A +++ - - - - + + | - |+ |+ + +
B + ++ + - |+ + + |+ |+ |+ + +
C + ++ - -+ + + | - |+ |+ + +
D + ++ + + |+ |+ |+ + +
E + + + + | + + + +

N m? Noraminidaz : En°,  Enterotoksin

1.2.1.1. Alfa toksin (a): Hiicre membranina etkiyerek hiicre 6liimiine neden olan
nekrotik 6zellikteki bu toksin C. perfringens’in tiim tipleri (A, B, C, D, E) tarafindan
salgilanmaktadir. Bu toksin insanlarda gazli gangren, hayvanlarda ise nekrotik
enteritis ve enterotoksemiye neden olabilmektedir (Yoo ve ark., 1997; Cavalcanti ve
ark., 2004).

1.2.1.2. Beta toksin (f): Beta toksin polipeptid ve isiya direngli olmasina karsin
tripsine karst olduk¢a duyarli bir toksindir. C. perfringens tip B ve C tarafindan

salgilanan letal ve nekrotik Ozellikteki bu toksin hayvanlarda enterotoksemi ve



nekrotik enteritise, insanlarda ise yalnizca nekrotik enteritise neden olmaktadir
(Adams ve Moss, 1995; Cavalcanti ve ark., 2004).

1.2.1.3. Epsilon toksin (g): Protoksin salgilayarak tripsine benzer sekilde bagirsak
proteazlar1 iizerine etkilidir. Toksin bagirsak permeabilitesini arttirarak dolagim
sistemine kolaylikla ulasabilmektedir. Letal ve nekrotik 6zellikteki epsilon toksin C.
perfringens tip B ve D tarafindan salgilanir ve koyunlarda yumusak bobrek
hastaligina neden olabilmektedir (McDonel, 1986; Miyamoto ve ark., 2000).

1.2.1.4. iota toksin (v): ota toksin a ve b olarak adlandirilan iki bagimsiz polipeptid
kismina sahiptir. Bu toksin C. perfringens tip E tarafindan salgilanan dermonekrotik
ve letal etkili bir protoksindir (Yoo ve ark., 1997). Dana ve koyunlarda 6nemli bir

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

1.2.1.5. Teta toksin (0): Letal ve sitolitik 6zellikteki bu toksin etkenin tiim tipleri
tarafindan salgilanir. 0 toksin hemolizin, perfringolizin veya tiyol etkili bir sitolizin
olarak da bilinmektedir (Tweten, 1988). Teta toksin, C. perfringens tarafindan
olusturulan gazli gangren ile iligkili olup doku nekrozunda rol oynamaktadir (Stevens
ve ark., 1987).

1.2.1.6. Delta toksin (8): C. perfringens delta toksin hemolitik 6zellige sahip olup
tip B ve C tarafindan salgilanir. Delta toksin ruminantlarda eritrositler iizerinde
bulunan reseptoérlere immunojenik olarak tutunarak litik etki gostermektedir. Fakat
insan, tavsan ve atlarda spesifik reseptorlerin az sayida olmasi nedeniyle bu etkiye

sahip degildir (Cavalcanti ve ark., 2004).

1.2.1.7. Lambda toksin (A): Lambda toksin C. perfringens tip B, E ve baz1 tip D’ler
tarafindan {retilmektedir. Evcil hayvanlarda enterit ve enterotoksemiye neden
olmaktadir (Rood ve Cole, 1991).



1.2.1.8. Mu toksin (n): Mu toksin hiyaluronidaz yapida olup bag dokunun &nemli
bir 6gesi olan hiyaluronik asit miktarin1 azaltir. Bu toksin, ticari olarak noroamidinaz

preparatlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (McDonel, 1986).

1.2.1.9. Enterotoksin (CPE): C. perfringens enterotoksini etkenin en &nemli
viriilens faktorlerinden biridir (McClane, 1994). Molekill agirhigi 35 kDa ve
izoelektrik nokta pH degeri 4.3’diir. Enterotoksin yaklasik 309-320 aminoasitten
olusan tek bir polipeptittir. Yapis1 serin, 16sin, glutamik asit, izoldsin, glisin ve
tireonin gibi amino asitler bakimindan zengindir (Heredia ve Labbe., 2001; Garcia
ve Heredia., 2009).

CPE C. perfringens’in A, C ve D tiplerinden sentezlenmektedir. C. perfringens
toksinlerinin olusumu i¢in spor formlar biiyiikk dneme sahiptir. Gida ile 10° kob/g
diizeyinde alinan vejetatif formdaki etkenin bir kismi mide asitliginde
yikimlanmaktadir. Canliligini siirdiirerek ince bagirsaklara ulagan etkenler burada
spor formlarini olusturur. Enterotoksin, sporlanmis hiicreler i¢inde olusarak hiicrenin

lize olmasi ile ortama salinmaktadir (MacClane, 1992).

CPE’nin etki mekanizmast bilinen diger enterotoksinlerin karsilagtirmasi
yapilarak belirlenmistir. CPE’nin hizla hareket ederek ince bagirsak villuslarina
baglanip villuslar1 yikilmadigi, bu etkinin en az 30 dakikada goriildiigii saptanmustir.
CPE’nin sentezlenip hiicrenin lize olarak serbest kalmasi i¢in yaklagik 6-12 saat
gerekli olmakta ve semptomlar bu siire i¢erisinde goriilmeye baglamaktadir. CPE’ nin
bagirsak hiicrelerini, villuslar1 yikimlamasi igin ekstraseliiler Ca*? iyonlarina
gereksinim vardir (McClane, 1992). CPE, ince bagirsak klaudin reseptorlerine
baglanir ve bu kii¢iik kompleks dnce 50 kDa’luk proteinle daha sonrada 70 kDa’luk
proteinle birleserek hidrofobik biiyiikk bir kompleks olusturur. C. perfringens
enterotoksininin insan intestinal epitel hiicrelerinin apikal membranindaki porlar1 bu

sekilde olusturdugu bildirilmistir (Brynestad ve Granum, 2002).

Enterotoksin ince bagirsak epitel hiicrelerinin membran yiizeyindeki spesifik

protein reseptOrlerine baglanarak hizla igeriye girmektedir (McDonel ve Duncan,



1977; McClane, 1992). ince bagirsagin tiimiinde CPE reseptdrleri bulunmaktadir.
Toksin en yiiksek aktivitesini ileumda, en diisiik aktivitesini ise duodenumda
gostermektedir (Labbe, 1989). Toksin, bagirsak epitel hiicrelerinin gegirgenligini
degistirmektedir. Bu etki sonucunda bagirsakta sivi birikmesi ile Na* ve CI artis1
olurken, K* ve HCO; (bikarbonat) emilimi etkilenmemektedir (McClane ve ark.,
1988; McClane, 1992).

1.2.1.10. Noraminidaz: Glikoprotein, glikolipit ve oligosakkaritlerin noraminik
aside baglanmasiyla olusan enzim C. perfringens’ in tim tipleri tarafindan
sentezlenebilmektedir. Etkisini bag doku veya hiicre yiizeyindeki reseptorleri
yikimlayarak gostermektedir (McDonel, 1986).

1.3. C. perfringens’in Gelisimini Etkileyen Faktorler

1.3.1. Sicakhik

C. perfringens’in vejetatif formlarmin gelisebildigi en diistik sicaklik yaklasik 12-
18.5 °C, en yiiksek sicaklik ise yaklasik 50-51.7 °C arasinda degismektedir (Brown
ve Twedt,1972; Clifford ve ark.,1974). Insanlarin sindirim sisteminde énemli dl¢iide
enterotoksin salgilanmasi sindirilen vejetatif formlarin spor formuna doniismesine
baglidir. Bakterinin spor formunun olusmasi i¢in gerekli sicaklik optimal 35-40
°C’dir (Labbe ve Duncan, 1974). Sporlanma ve toksin tiretimi 46 °C’de daha kuvvetli
olup toksinler genellikle 60 °C'de 10 dakikada yikimlanmaktadir(Labbe ve Harmon,
1992; Baumgart, 1997).

1.3.2. Oksidasyon rediiksiyon potansiyeli (Ey)

C. perfringens, fakiiltatif anaerob 6zelligi nedeniyle hava ile temas eden kati besi
yeri yiizeyinde gelismez. Ey, degeri; 6lgme teknigi, besiyeri yapisi, etkenin inokulum
sekli ve metabolik durumu gibi faktorlere bagli olarak degismektedir. Bir¢ok

caligmaya gore C. perfringens’in vejetatif formu i¢in Eh degerinin -125 ve +350 mV
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arasinda degistigi tespit edilmistir. Ayrica etkenin Ep degeri’nin spor olusumu
sirasinda -450 mV’a dustiigii ve logaritmik gelisme fazindan sonra -400 mV’a
yiikseldigi bilinmektedir (Jay, 1992; Brynestad ve Granum., 2002; Garcia ve
Heredia, 2009 ).

1.3.3. Su aktivitesi (ay)

C. perfringens’in gelisebilmesi i¢in gerekli a, degeri 0.95 — 0.97 arasinda
degismektedir. Etkenin gelisimi i¢in gerekli ay degeri; sicaklik, pH ve Ej, degeri gibi
faktorlere baghdir (Erol, 2007).

1.3.4. pH

C. perfringens pH 5.0 ile 8.5 araliginda gelisebilmektedir. Optimal pH degeri ise 6.0-
7.5 arasinda degismektedir. Spor formunun olusmasi i¢in gerekli pH degeri 6.0 — 8.0
arasindadir (Labbe, 1989).

1.3.5. Tuz

C. perfringens’in gelisebilmesi i¢in ortamdaki NaCl oraninin optimum % 3’den az
olmast gerekmektedir. Etkenin vejetatif formunun gelisimi % 5- 8’lik NaCl
konsantrasyonunda baskilanirken, spor formu % 21.5 NaCl olan ortamda bile
canliligin1 koruyabilmektedir (Adams ve Mos, 1995).

1.3.6. C. perfringens’in inhibitorleri

Et ve et iriinlerindeki psikrofil mikroorganizmalar, aerob mezofil bakteriler ve
enterokok gibi gidalarin normal florasinda bulunan bakteriler C. perfringens iizerine
baskilayici etkiye sahiptir. Ayrica gidalara ilave edilen sodyum nitrit (NaNO,) gibi
katki maddeleri C. perfringens’in gelisimini baskilamaktadir. NaNO, sporlarin
germinasyonunu da baskilar. Ornegin laboratuvar kosullarinda 300 ppm NaNO; ilave

edildiginde C. perfringens’de hicbir gelisme goriilmedigi saptanmistir. Bu nedenle



kiirlenmis etlerin C. perfringens ile kontaminasyon riski olduk¢a az olmaktadir.
Yine bazi bakteriler tarafindan sentezlenen bakteriyosinler C. perfringens tizerine
kuvvetli inhibitorik etki gostermektedir (Labbe, 1989; Erol, 2007).

1.4. Gida Kaynakh C. perfringens infeksiyonlar

C. perfringens gida yoluyla infeksiyona sebep olan 6nemli etkenlerden biridir. Okul,
hastane, kantin, yemekhane vb. toplu yemek yenilen yerlerde 6zellikle kirmizi et ve
kanatli eti gibi hayvansal iiriinleri igeren gidalar C. perfringens yoniinden biiyiik risk
tasimaktadir (Rood, 1998).

C. perfringens’in A tipi infeksiyonlarinda inkiibasyon siiresi 12 saat (8-24 saat)
olup, belirtiler yaklagik 12-24 saat icerisinde ortadan kalkar. Infeksiyonlarda en
belirgin semptom kuvvetli karin krampi ve profuz diyaredir. Bulanti, kusma ve
dolagim bozukluklarina nadiren rastlamr. Oliim dehidrasyona bagli olarak yash ve
cocuklarda gortilebilir. Enterotoksinler spor formundaki etkenin lize olmasindan
hemen Once en st diizeyde sentezlenir. Toksinler bagirsak epitel hiicrelerini
etkileyerek bagirsak lumeninde proteinlerin kaybina ve glikoz transportunun

baskilanmasina neden olur (Erol, 2007).

A tipi C. perfringens kaynakli infeksiyonlar 6zetle su sekilde ifade edilebilir
(Erol, 2007).

e Gudaile 10" kob/g’den fazla etkenin alinmasi

e Mide asidinden etkilenmeyen etkenlerin bagirsaga gecisi

e Ince bagirsaklara ulasabilen etkenin vejetatif formdan spor formuna
doniismesi

e Spor formdaki bakteri hiicrelerinde toksin sentezlenmesi

e Sporlarin lize olarak toksinin serbest hale gelmesi

e Toksin etkisiyle bagirsak lumeninde sivi birikmesi ve diyare
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1.4.1. Enteritis Necroticans (Pig bel)

Gida kaynakli C. perfringens tip C infeksiyonlar1 nadiren goriilmektedir. Beslenme
ve sosyal faktorler hastalifin epidemiyolojisinde ©nemli bir yere sahiptir.
Malnutrisyon, intestinal proteaz miktarlarinin azalmasina neden olarak C.
perfringens infeksiyonlarina karst duyarlilign arttirr. C tipi C. perfringens
infeksiyonlarinda inkiibasyon siiresi yaklasik 5-6 saattir. Semptomlar abdominal
kramp ve diyare ile sinirli olmayip, kusma ve digkida kan seklinde goriiliir. Bu
infeksiyonlarda mortalite oranm1 % 15-40 arasinda degismektedir (Labbe, 1989;
Swartz, 1990; Rood, 1998).

Enteritis necroticans, C. perfringens tip C’nin salgiladig: toksin etkisiyle ileum
ve jejunumda akut nekrotik yangi ve gangren olusturmasiyla ortaya c¢ikmaktadir.
Hastaliktan ¢ogunlukla Asya, Afrika, Avustralya, Yeni Zelanda, Papua Yeni Gine ve
komsu adalarda protein yoniinden yetersiz gidalarla beslenen gocuklar
etkilenmektedir (Gui ve ark., 2002).

Enteritis necroticansin patogenezinden sindirim sisteminde tripsin tarafindan
hizla inaktif olan [ toksin sorumludur. Protein bakimindan yetersiz beslenme, tripsin
gibi pankreatik enzimlerin salmimini azaltmaktadir. Ornegin tripsin inhibitdrii igeren
tatli patates ile kontamine domuz etlerinin birlikte tiiketilmesinin C. perfringens

infeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu bildirilmistir(Rood, 1998).

1.5. Gida Kaynakh C. perfringens Infeksiyonlarin Epidemiyolojisi

Gida kaynakli C. perfringens zehirlenmeleri tim diinyada yaygin olmasina karsin
insidensi tam olarak bilinmemektedir. Hastalik hafif seyrettiginden vakalarin ancak
kiiglik bir kismi rapor edilmektedir. Et ve iiriinleri C. perfringens infeksiyonlarinin

temel kaynagi olarak degerlendirilmektedir (Jay, 1992).

ABD’de yapilan birgok epidemiyolojik ¢alisma gida kaynakli C. perfringens

infeksiyonlarinin uygun olmayan pisirme (% 65), kontamine alet ve ekipman
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kullanim1 (% 28), sagliksiz hammade ile gida hazirlanmasi (% 6), yetersiz personel
hijyeni (% 26) ve diger nedenlerden (% 34) kaynaklandigin1 géstermektedir (Bean ve
Griffin, 1990).

Avustralya’nin Melborn kentinde 58 kisiden 33’{inli etkileyen ishal olgusu
incelendiginde, infeksiyona oOnceden pisirilen ve uygun olmayan kosullarda
muhafaza edilen etli yemekteki C. perfringens’in neden oldugu saptanmistir (Veitch
ve ark., 1996).

Italya’da bir otelin lokantasinda domates soslu et yemeginden kaynaklanan
gida zehirlenmesinde 25 kisinin etkilendigi ve laboratuvar muayenesinde 13 (% 52)

kisinin digkisinda C. perfringens izole edildigi bildirilmistir (Archer ve ark., 1999).

1.6. C. perfringens’in Bulasma Kaynaklari

C. perfringens, dogada genis bir dagilim gosteren 6zellige sahip bir bakteridir. Etken
insan ve hayvan digkisindan kontamine olan su, toprak, ¢ig kirmizi et, kanatli eti ve

diger gidalardan izole edilebilmektedir(Adams ve Moss, 1995).

1.6.1. Su ve toprak

Toprak mikroflorasinin bir pargasi olan C. perfringens, dogada yaygin olarak
bulunmaktadir. Antartika’da yapilan bir aragtirmada toprak 6rneklerinin % 63’iiniin
bu etkeni icerdigi tespit edilmistir. Bir bagka ¢alismada ise deniz tortularindan izole
edilen C. perfringens’in  yakin zamanda olusan bir kirliligi isaret ettigi rapor
edilmistir (Matches ve ark., 1974).
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1.6.2. Diski

Yetersiz kesim hijyeni kirmizi et, kanatli eti ve irlnlerinin C. perfringens ile
kontamine olmasima neden olmaktadir. Ozellikle kesim sirasinda mide ve bagirsak
igeriginin karkas yilizeyine bulagmasi biiylik risk tasimaktadir (Miwa ve ark., 1997).
Sigir, domuz ve tavuk bagirsak igerikleri lizerinde yapilan bir ¢alisma sonucunda 50
sigir 6rneginin 38’inde (% 76), 50 domuz Orneginin 22’sinde (% 44), 50 tavuk
orneginin de 40’inda (% 80) C. perfringens izole edildigi bildirmislerdir.
Heikinheimo ve Korkeala (2005), tavuk diskilarindan izole ettikleri 118
C. perfringens’in hepsinin cpa geninie sahip oldugunu, ancak higbirinin diger toksin
genlerine sahip olmadigini tespit etmislerdir. Bir diger ¢alismada 160 tavuk bagirsak
iceriginin 8’inde (% 5) C. perfringens izole edilmis ve bunlarin 6’smin tip A oldugu
tespit edilmistir (Kalender ve Ertas, 2005).

C. perfringens saghkli insan diskisnda 10%-10° kob/g oraninda
bulunabilmektedir (Labbe, 1989). Japonya ve Ingiltere’de yapilan calismalar
sonucunda saglik problemleri olmayan yasli insanlarin diski florasinda 108-10° kob/g

diizeyinde C. perfringens olabilecegi saptanmistir (Jakson ve ark., 1986).

1.6.3. Gadalar

C. perfringens infeksiyonlarinda sorumlu tutulan gidalar ¢ogunlukla protein
bakimindan zengin ¢ig veya 1sil islem gormiis kirmizi et ve kanath etidir. Ayrica
sucuk, sosis, giive¢ ve salata gibi farkli gidalardan da izole edilebilmektedir
(Shandera ve ark., 1993). Bu kapsamda 6zellikle pisirildikten sonra yavas sogutulan
veya uygun olmayan kosullarda muhafaza edilen et ve et iriinleri C. perfringens

infeksiyonlarinin olusumunda biiyiik 6neme sahiptir (Ali ve Fung, 1991).

1.6.3.1. Kanath eti ve iiriinlerinde C. perfringens varhgi

Kanath eti ve triinleri C. perfringens infeksiyonlar1 agisindan risk tasiyan gidalar

arasindadir. Hall ve Angelotti (1965), 26 tavuk etinin 15’inde (% 58), Saito (1990),
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68 tavuk etinin 16’sinda (% 24) C. perfringens izole ve identifiye etmislerdir. Bagka
bir ¢alismada 19 tavuk etinin 5’inden (% 26) C. perfringens tespit edilmis ve PCR
yontemiyle hepsinde cpa geni, ancak higbirinde cpe geni bulunmadigi

saptanmigtir(Lin ve Labbe, 2003).

Cakmak ve ark. (2006), yaptiklari c¢alismada 40 tavuk kiymasi Orneginin
28’inden (% 70) C. perfringens izole etmislerdir. Fukushima ve ark (1987), 120
tavuk etinin 13’tinden (% 10.8) C. perfringens izole ettiklerini bildirmislerdir.
Pekin’de tiiketime sunulan 16 pili¢ karkasinin 14’tinden (% 88) C. perfringens
saptamistir (Guang-Hua ve Xia-Ling, 1994).

Ali ve Fung. (1992), 55 hindi kiymasinin 40’indan (% 73) C. perfringens
saptadiklarini bildirmislerdir. Erol ve ark (2008), yaptiklart bir ¢alismada
marketlerden alinan 180 hindi eti drneginin 22’sinden (% 12.2) C. perfringens izole
etmistir. izolatlarin multipleks PCR yontemiyle yapilan molekiiler tiplendirilmesi
sonucu tiim izolatlarin cpa geni icerdigi ve hig birinin cpe geni tasimadig tespit

edilmistir.

Wen ve McClane (2004), 24 koyun etinin 9’undan (% 38), 147 tavuk etinin
56’sindan (% 38), 68 hindi etinin 19’undan (% 28 ), 83 si1gir etinin 17’sinden (% 21)
C. perfringens tespit etmislerdir. Hindi etlerinden 2’sinin, tavuk etlerinden ise 1
tanesinin cpe geni tasidigi saptanmustir. Diger bir ¢alismada, tiiketime sunulan 100
hindi kiyma orneginin 58’inden (% 58) C. perfringens izole edilmis, izolatlarin

higbirinde cpe geni bulunmadig bildirilmistir (Sarigiizel ve Erol, 2005).

1.6.3.2. Kirmuzi et ve et iiriinlerinde C. perfringens’in varhgi

Kirmizi et ve iiriinlerinde yapilan bir ¢alismada sigir eti 6rneginin 4’iinden (% 3.3) C.
perfringens saptandigi bildirilmistir (Fukushima ve ark., 1987). Bir diger ¢aligmada
50’ ser adet s1g1r, domuz ve kanatli eti 6rnegi alinarak MPN (Most Probable Number,
en muhtemel say1r yontemi) ve PCR (Polimerase Chain Reaction, polimeraz zincir

reaksiyonu) yontemi kullanarak C. perfringens varligi tespit edilmistir. Caligsma
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sonucunda sigir eti 6rneklerinin 8’inden (% 16), domuz eti 6rneklerinin 5’inden (%
10) ve tavuk eti orneklerinin 42’sinden (% 84) C. perfringens ile kontamine oldugu
bildirilmistir. Ayrica  C. perfringens kontaminasyon diizeyinin sigir etinde
<1x10% 4.3 x10*> MPN/100g, domuz eti <10®> MPN/100g ve tavuk etinde
<1x10%-9.3 x10° MPN /100g oldugu saptanmustir (Miwa ve ark., 1998).

Bagka bir ¢alismada marketlerden donmus hamburger, kofte, kiyma, sosis ve
kobeba ile tiiketime hazir pastirma, konserve sigir eti ve luncheonun ayri ayri 25’er
ornek alinmigstir. Pisirmeye hazir donmus hamburger gibi gidalarin % 48.8’inde,
tiketime hazir gidalarda ise % 21.3’tinde C. perfringens izole edilmistir. Sonuglar

Cizelge 1.2. ve Cizelge 1.3’de gosterilmektedir (Atawa ve Ross, 2011).

Cizelge 1.2. Pisirmeye hazir et iiriinlerinde C. perfringens’in insidensi (Atawa ve RosS,
2011).

Ornek Incelenen Orneklerin Sayisi Pozitif Orneklerin Sayist %
Hamburger 25 15 60
Kofte 25 13 52
Kiyma 25 7 2
Sosis 25 17 68
Kobeba 25 9 36
Toplam 125 61 48.8

Cizgele 1.3. Tiiketime hazir et iirtinleride C. perfringens insidensi (Atawa ve Ross, 2011).

Ornek Incelenen Orneklerin Sayisi Pozitif Orneklerin Sayis %
Pastirma 25 4 16
Konserve sigir eti 25 7 28
Luncheon 25 5 20

Toplam 75 16 21.3
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Guang-Hua ve Xiao-ling (1994), yaptiklari ¢alismada tiiketime sunulan 31
sigir karkas orneginin 20’sinden (% 65), 30 domuz karkas orneginin 23’tinden
(% 77) C. perfringens izole etmislerdir. Ayni arastirmacilar inceledikleri 11 pismis
sucuk O6rneginin 3’tinden (% 27), 11 pismis jambon Orneginin 4’tinden (% 36), 10
Cin usulii kizartilmig tavuk orneginin 2’sinde (% 20) ve 20 Cin usulii baharath
pisirilmis sigir eti 6rneginin 1’inde (% 5) olmak iizere toplam 52 farkl: et {iriiniiniin

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

Ali ve Fung (1991) 118 sigir kiymasimin 64’tinden (% 54), Hoskins ve
Davidson (1988), 35 sigir kiymasi drneginin 18’inden (% 51.4) C. perfringens tespit
etmiglerdir. Bagka bir calismada Arjantin’de tiiketime sunulan 136 taze sucuk

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

1.6.3.3. Diger gidalarda C. perfringens varhgi

Yiiriik ve ark. (1996), yaptiklari bir caligmada 155 bitki konservesinin 20’sinden (%
13), 27 et konservesinin 10’undan (% 37) ve 25 balik konservesinin 3’tiinden (% 12)
C. perfringens izole etmistir. Bagka bir ¢alismada MPN teknigi kullanilarak,
marketlerden alinan ¢esitli gidalarda C. perfringens’in varligi ve kontaminasyon
diizeyini aragtirmak amaglanmistir, 133 gida Orneginin (kanathl eti ve driinleri,
kirmizi et ve Triinleri) 40’indan (% 30) C. perfringens izole edilmis ve
kontaminasyon diizeyleri minimum 3 ve maksimum 292 kob/g olarak belirlenmistir.
Ayrica PCR teknigi kullanilarak izolatlarmn hepsinin cpa geni tasidigi ve higbirinin
cpe geni tasimadig: tespit edilmistir(Labbe va ark., 2003).

1.7. Korunma ve Kontrol

C. perfringens’in neden oldugu gida infeksiyonlarindan korunma ve kontrol igin
dikkat edilmesi gereken hususlar asagida belirtilmistir (Labbe, 1989; Erol, 2007).

o Kirmiz et, kanatli eti ve iirlinlerinin ¢evresel kontaminasyonu engellemelidir.
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e (idalar uygun sekilde pisirilmeli, sicak gidalar servis oncesi 60 °C’nin
tizerinde tutulmali veya hemen 10 °C’nin altinda sogutulmali, miimkiinse

pisirildikten sonra tamamu tiiketilmelidir.

e Yeniden 1sitilacak pismis ve donmus gidalardaki vejetatif formlarmm yok
edilmesi i¢in gidalar i¢ 1silar1 en az 74 °C olacak sekilde (74-100 °C) hizla

1sitilmalidir.

e (idalarin pisirme ve sogutma islemleri tercihen kiigiik porsiyonlar halinde

yapilmalidir.

e (Gidalarin oda sicakliginda tutulmasi ile donmus gidalarin oda sicakliginda

¢Ozdiriilmeleri 6nlenmelidir.

e Pigirilmis gidalarin ¢ig gidalar, Kirli ylizey ve alet-ekipmanla c¢apraz
kontaminasyonu 6nlenmelidir. Gidalarin iiretimi sirasinda personel hijyenine

0zen gosterilmelidir.

Bu c¢alismada kesimhaneden alinan yenilebilir pili¢ i¢ organlar
(kalp- karaciger, taslik) orneklerinden C. perfringens’in kiiltiir yontemi ile
izolasyonu ve izolatlarin alfa (cpa), beta (cpb), beta 2 (cpb2), epsilon (etx), iota (iA)
ve enterotoksin (cpe) toksin genlerinin multipleks PCR ile saptanmasi amaglanmustir.
Yapilan literatiir taramalarinda yenilebilir pili¢ i¢ organlarinda C. perfringens’in

molekiiler tiplendirilmesinin yapildig: bir caligmaya rastlanmamastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Ornek

Bu ¢alisma kapsaminda, 2011 yilinin Nisan ve Temmuz aylar1 arasinda Ankara’daki bir
kanatl kesimhanesinden alinan 45 kalp - karaciger ve 45 taslik olmak iizere toplam 90

ornek materyal olarak kullanilmistir.

2.1.2. C. perfringens’in 1zolasyon ve identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri ve
Test Ayiraglar

2.1.2.1. Perfringens Enrichment Medium (PEM: OXOID, Thioglycollate Medium
CM 0173)

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 edildikten sonra 50 °C’ye kadar
sogutuldu. 1000 ml hazirlanarak sogutulan PEM igin steril olarak 2 ml steril distile su ile
sulandirilmig vial Perfringens (TSC) selective supplement (OXOID: SRO088E) ilave
edilerek karistirildi(1 litre igin 2 vial Perfringens (TSC) selective supplement kullanilir).

2.1.2.2. Perfringens (TSC) Selective Supplement (OXOID;SR0088E)
Her bir vial 500 ml besi yeri i¢in standart olarak hazirlandi: D-cycloserine 200 mg.
Hazirlamis1

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

PEM’e katilarak homojen bir sekilde karistirildi.
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2.1.2.3. Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) agar (OXOID; CM587)

Hazirlanisi

Hazir TSC agardan 23g tartilarak 500 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek pH degeri
(7.6 £ 0.2) ayarlanip sicak su banyosunda tamamen homojen goriinime sahip olana
kadar eritildi. Otoklavda 121°C’de 10 dakika steril edildikten sonra 50°C’ye kadar
sogutuldu. Perfringens Supplement (TSC) (Oxiod: SRO088E) 2 ml steril distile su ile
hazirlanarak, hazirlanan besi yerine katildi. Daha sonra steril petrilere yaklasik 12-13 ml
dokiildii. Agar oda sicakliginda donana kader bekletildikten sonra +4°C’de muhafaza
edildi.

2.1.2.4. Columbia Blood Agar Base ( OXOID; CM0331)
Hazirlamis1

Hazir besiyerinden 39 g alinarak 1 litre distile suda ¢6zdiiriildii. Besiyerinin pH degeri
kontrol edilerek (7.3+£0.2, 25 °C’de) ayarlanip ve sicak su banyosunda homojen olacak
sekilde eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika 1s1 islemiyle steril edildikten sonra
50 °C’ye kadar sogutuldu ve iizerine 70 ml steril defibrine koyun kani eklenerek toplam
hacimde % 7’lik kan igerecek seklinde hazirlandi. Besi yeri steril petrilere dokiilerek
4°C’de muhafaza edildi.

2.1.2.5. Lactose Gelatine Medium

Bilesim Graml/Litre (g/l)
Pepton casein (Tryptone) 15.0
Yeast extract 10.0
Lactose 10.0

Naz; HPO4 5.0
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Gelatine 120.0
Phenol red (%1°lik ¢ozeltisi) 5ml
Distile su 1000 ml
pH 7.5+0.2

Hazirlanisi

Jelatin hari¢ diger bilesenler 1 litre distile suda ¢ozdiirtilerek, 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 edildi.

2.1.2.6. Motility Nitrate Medium (Fluka;14305)

Hazirlams1

Hazir besi yerinden 23.5g tartilarak 1 litre distile suda ¢ozdiirtilerek 5 ml gliserin ilave
edildi. pH degeri (7.3 £ 0.1) ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda eritildi. Daha
sonra 16x150 mm tiiplere 11 ml paylastirilarak otoklavda 121°C’de 15 dakikada steril
edildi.

2.1.2.7. Griess-llosvay Soliisyonu (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-llosvay Soliisyonu (B)
a-naphthylamine (Merck; 8.22291.0100) 0.59/l

Acetic acid 5N (Merck; 1.00366.2500) 100 mi
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Hazirlams1
Siilfanilik asitten 0.8 g tartilarak SN’lik 100 ml asetik asitte ¢oziindiiriilerek

Griess llosvay Solusyonu (A) hazirlandi. a-naftilaminden 0.5 g tartilarak 5N’lik 100 ml

asetik asitte ¢oziindiiriilerek Griess Ilosvay Solusyonu (B) hazirland.

2.1.2.9. Asit Fosfataz Testi

2.1.2.9.1. Fosfataz Ayiracinin Bilesimi

1Naphtyl phosphate sodium salt (Merck;8.22291.0100) 029/l
Fast blue salt B (Merck;1.03191.0025) 49/l
Hazirlamis1

10 ml, 0.2 M sodyum sitrat buffer igerisinde ¢dzdiiriilerek pH degeri 4.5’¢ ayarlandi. 1
saat 4 °C’de birakildi. Hazirlanan soliisyon membran filtrasyon teknigi ile steril edilerek

buzdolabinda 3 haftaya kadar muhafaza edildi.

2.1.2.9.2. Sodyum Sitrat Buffer Hazirlanisi

9.882 g trinatrium citrate x 2H,O (Merck; 1.06448.0500) 20 ml NaoH’de (1 mol/ 1)
(Merck;1.06462.1000) ¢o6ziindiiriildiikten sonra distile suyla 100 ml’ye tamamlandi.
Daha sonra 2:1 oraninda 1 M HCI (Merck; 1.00314) ile karistirildi.

2.1.2.10. Katalaz Testi

%3’lik hidrojen peroksit ( H2O, ) (Merck; 1.08597.1) ile yapild:.

Hazirlamis1

Hazir %30’luk hidrojen peroksitten 3 ml alindi ve 27 ml distile suda karigtirilarak

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

Jarlar iginde anaerob ortam saglayan 2.5-3.5 litrelik AnaeroGen (Oxoid AN 025A- AN
035A) ticari gaz kitleri kullanildu.

2.1.2.12. Test Susu

Reverse-CAMP testinde olusan hemolizin degerlendirmesi igin referans mikroorganizma
olarak Refik Saydam Hifzisthha Merkez Baskanligi’ndan temin edilen Streptococcus
agalactiae (Ref.No.: 55118 Inst. Pasteur) susu kullanildi.

2.1.3. PCR I¢in Kullanilan Maddeler

Tag DNA polymerase (Promega M3005, Madison, ABD) 500 U (5 U/ul)
PCR Buffer (Promega M8901) 10X
MgCl, (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 Suslan

Bu calismada, C. perfringens’in izolasyon, identifikasyon ve PCR analizlerinde
Streptococcus 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) ve C. perfringens CCUG 44727 (iA geni igin) pozitif kontrol

olarak kullanild.
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Primerler Primer dizisi (5°- 3°) Biiyiikliik (bp) Gen Marka Ulke

CPAF GCTAATGTTACTGCCGTTGA 324 cpa IDT 30040033 USA
CPAR CCTCTGATACATCGTGTAAG IDT 30040031 USA
CPBF GCGAATATGCTGAATCATCTA 196 cpb Alpha DNA452974 USA
CPBR GCAGGAACATTAGTATATCTTC Alpha DNA452975 USA
ETXF GCGGTGATATCCATCTATTC 655 etx Alpha DNA452978 USA
ETXR CCACTTACTTGTCCTACTAAC Alpha DNA452979 USA
IAF ACTACTCTCAGACAAGACAG 446 iA Alpha DNA452980 USA
IAR CTTTCCTTCTATTACTATACG Alpha DNA452981 USA
CPEF GGAGATGGTTGGATATTAGG 233 cpe Alpha DNA 452992 USA
CPER GGACCAGCAGTTGTAGATA Alpha DNA 452993 USA
CPB2F AGATTTTAAATATGATCCTAACC 567 cpb2 Alpha DNA452976 USA
CPB2R CAATACCCTTCACCAAATACTC Alpha DNA452977 USA

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

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

Tris
Borik asit
EDTA

0.89 M
0.89 M
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/mi

Hazirlanisi

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

1: 9 oraninda sulandirarak 1pg/ ml konsantrasyonda kullanildi.

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

Agaroz jel (% 1,5’lik) hazirlamak i¢in, agardan (Cambrex SeaKem LE Agarose,
Rockland, ABD) 0.9 g tartilarak 60 ml 1X TBE igerisinde 95 °C su banyosunda
homojen hale gelecek sekilde ¢ozdiiriildii ve yaklasik 50 °C’ye sogutuldu. Igerisine 60 pl
ethidium bromide eklendi ve elektroforez kiivetine (MINICELL EC 370 M) dokiilerek

elekteroforez islemi i¢in hazirlandi.

2.2. Yontem

Bu calismada kanatli kesimhanesinden paketleme Oncesi asamada aseptik kosullarda
alinan kalp-karaciger ve taslik 6rnekleri steril kavanozlar igerisinde soguk zincir altinda
laboratuvara getirildikten hemen sonra C. perfringens yoniinden analiz edildi. Her bir
ornekten aseptik kosullarda steril plastik poset igerisine 10 gram tartiip 90 ml
Perfringens Enrichment Medium (PEM) ilave edilerek homojenize edildikten sonra
anaerob kosullarda (AnaeroGen'™ Gaz Kitleri, OXOIDANO0025A) inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 6ze yardimiyla Tryptose Cycloserine (TSC) agara cizme plak
yontemiyle ekim yapildi ve plaklar anaerob kosullarda inkiibe edildi. Her plaktan siyah
renkli C. perfringens siipheli kolonilerden alinarak kolonilerin identifikasyonu i¢in TSC
agara gegildi ve plaklar tekrar anaerob kosullarda inkiibe edildi. Tryptose Cycloserine
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(TSC) agarada iireyen siyah renkli kolonilerden biyokimyasal testler yapildi. Bu
kapsamda Gram boyama, katalaz (% 3 H,0,), hareketlilik, nitrat rediiksiyon, laktoz
fermentasyon, jelatinaz aktivitesi, Reverse-CAMP (S. agalactiae), asit fosfataz testleri
yapilarak identifikasyon yapildi. Elde edilen izolatlar PCR analizi ile toksin genlerinin
(cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2) tespiti igin Cooked Meat Medium’da anaerob kosullarda
sakland1 (Labbe,1989; Schalch ve ark., 1996; Baumgart,1997).

2.2.1. C. perfringens’in izolasyonu

Her bir yenilebilir pili¢ i¢ organ 6rneginden aseptik kosullarda steril plastik torbalara 10
gram tartilip 90 ml Perfringens Enrichment Medium (PEM) ilave edilerek homojenize
edildikten sonra 46 °C’de 20 saat siire ile anaerob kosullarda (AnaeroGen'™ Gaz Kitleri,
OXOIDANO0025A) inkiibe edildi. Zenginlestirme sonrasi PEM’den, etiivden ¢ikartilan
numunelerden 6ze dolusu alinarak Tryptose Cycloserine (TSC) agar (OXOID CM 587)
yiizeyine ¢izme plak yontemiyle ekim yapildi ve plaklar anaerob kosullarda
(AnaeroGen™ Gaz Kitleri, OXOIDANO0025A) 46°C’de 20 saat inkiibe edildi
(Labbe,1989; Schalch ve ark., 1996; Baumgart,1997).

2.2.2. C. perfringens’in Identifikasyonu

Inkiibasyon sonucunda iireyen siyah renkli C. perfringens siipheli kolonilerden 3-5’i
secilerek identifikasyonu i¢in TSC agara gecildi ve plaklar 46 °C’de 20 saat anaerob
kosullarda inkiibe edildi(Sekil 2.1). Bu islem sonunda biyokimyasal testler yapilarak
stipheli kolonilerin identifikasyonu gerceklestirildi. Test sonuglarina gére Gram pozitif,
katalaz negatif, Reverse - CAMP pozitif, laktoz fermentasyon pozitif, jelatinaz
aktivitesi pozitif, hareket negatif, nitrat indirgeyen koloniler C. perfringens olarak
degerlendirildi (Labbe,1989; Schalch ve ark., 1996; Baumgart,1997).
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Sekil 2.1. Tryptose Cycloserine (TSC) agarda C. perfringens stipheli kolonilerinin gériintimii.

Cizelge 2.1. C.perfringens’in identifikasyonu i¢in kullanilan biyokimyasal testler (Labbe,1989;
Schalch ve ark., 1996; Baumgart,1997).

Gram Katalaz Reverse Asit Hareket Nitrat Laktoz Jelatinaz
Etken boyama - CAMP | Fosfataz indirgeme | fermentasyon
C. perfringens + B + + B + + +

2.2.2.1. Gram Boyama ile Mikroskobik Baki

Bakteriler tespit edilerek, kristal viyole, lugol ¢6zeltisi ve sulu karbol fuksin yardimiyla
boyandi. Preparatlar mikroskobun immersiyon objektifinde incelendi ve mavi - mor renk
almis, ¢ubuk, kokobasil vejetatif veya spor formundaki mikroorganizmalar Gram (+)
olarak degerlendirildi ( Sekil 2.2.).

A

) (e .\_" S
Tt (VA SEIR
(y v N 7
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2.2.2.2. Katalaz Testi

Bir lam {izerine, % 3’liik HO, soliisyonundan alinarak iizerine 6ze yardimi ile siipheli
C. perfringens kolonisinden konulup karistirildi ve 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, igerisinde 11’er ml Motility Nitrat Medium
bulunan tiiplere inokule edilerek 35-37°C’de 24 saat aerob kosulda inkiibe edildi.
Yalnizca inokule edilen hatta meydana gelen {ireme hareket negatif olarak
degerlendirildi. Ayni1 besi yeri iizerine nitrat ayiricinin (0.2ml Griess A+ 0.2ml GriessB)
damlatilmasindan 15 dakika sonra kirmizi veya menekse rengin olusumu nitratin nitrite
indirgendigini gostermektedir. Bu durumda nitrat rediiksiyon pozitif, her hangi bir renk
olusmamasi durumu ise nitrat rediiksiyon negatif olarak degerlendirildi (labbe,1989;
Schalch ve ark., 1996; Baumgarat, 1997).

2.2.2.4. Laktoz Jelatin Testi

Siipheli koloniler igerisinde 10’er ml laktoz jelatin medium bulunan tiiplere inokule
edilerek 35-37°C’de 24 saat aerob kosulda inkiibe edildi. Gaz kabarciklarinin meydana
gelmesi ve kirmizidan sariya renk degisikliginin olusmasi laktoz pozitif olarak
degerlendirildi.Tiipler +4°C’de 1 saat siireyle sogutuldu ve jelatinin kivami kontrol
edildi, s1v1 halde ise pozitif olarak degerlendirildi ( 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 kani katilarak hazirlanan Columbia
Blood Agar (Oxo0id,CM 0331) ortasina, plagi iki esit parcaya ayiracak sekilde
Streptococcus agalactiae kiiltiiriin alinarak ¢izildi. Bu ¢izgiden 1-2 mm aralikta ve

stipheli C. perfringens suslarin birbirine paralel 2 cm aralik birakilarak ve ¢izgiye dik
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cizilerek ekim yapildiktan sonra 37°C’de 24 saat anaerob ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda referans susa (Streptococcus agalactiae) yakin yerde yarim ay
seklindeki zon (B-hemoliz zonlar1) gosterenler pozitif olarak degerlendirildi (Baumgart
ve ark., 1990; Schalch ve ark., 1996; Baumgart,1997).

2.2.2.6. Asit fosfataz Testi

Fosfataz ayiracindan birkag damla Reverse- CAMP Testinden hemen sonra Columbia
Blood Agar (OXOID CM 331) iizerindeki segilen kolonilere damlatildi. Kolonilerin 3
dakika icerisinde kahverengi- mor renge doniismesi pozitif olarak degerlendirildi

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

2.2.3. C. perfringens izolatlarinin Muhafazas

Bu calismada pozitif olarak degerlendirilen ve cpa geni tespit edilen izolatlarin
dondurularak uzun silire muhafazas1 i¢in izolatlar Cooked Meat Medium (Oxoid
CMO0081) igerisine almarak anaerob ortamda 24 saat 37°C’de inkiibe edildi. Ureme olan
Cooked Meat besiyerinden 1ml eppendorf tiiplere alindi. Ependorf tiip icerisine Iml
steril gliserin (Merck:1.04092.2500) eklenerek vorteks ile homojen dagilmasi saglandi.
Daha sonra -80°C’lik dipfriz igerisine alinarak donduruldu (Schalch ve ark., 1996).

2.2.4. C. perfringens Izolatlarimin Multipleks PCR ile Molekiiler Tiplendirilmesi

Izolatlarin PCR ile analizinde kullanilmas1 amactyla DNA ekstraksiyon islemi yapildi.
PCR kosullar1 optimize edildi. Ilk asamada izolatlarin cpa geni tespit edildi. Ikinci
asamada ise multipleks PCR kullanilarak Meer ve Songer (1997) tarafindan onerilen
cpa, cpb, etx, ia, cpe ve cpb2 gen sekanslari esas alinarak toksin genleri yoniinden

molekiiler karakterizasyon yapildi.



28

2.2.4.1. DNA Ekstraksiyonu

Bu calismada pozitif olarak degerlendirilen koloniler Cooked Meat Medium (Oxoid
CMO0081) igerisine alinarak anaerob ortamda 37 °C’de, 24-48 saat inkiibe edildi.
Kiiltiirlerden 1’er ml eppendorf tlipiine alinarak 12.000 g’de 3 dakika santrifiij
(Eppendorf Centrifuge 5417R) edildi. Ustte kalan siipernatant siv1 atilarak tiipte kalan
tortu tizerine 200 pl steril ultra saf su ilave edildi. Daha sonra 6rnekler su banyosunda
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 (Erol ve ark., 2008).

2.2.4.2. C. perfringens’in cpa Geni Tespiti

C. perfringens’in cpa geni standart PCR yontemi ile tespit edilmistir.

2.2.4.2.1. PCR Protokolii ve Amplifikasyonu: Standart PCR, 25 ul hacimde Master
mix hazirlanarak gerceklestirildi. MgCl, igermeyen 1X PCR buffer (Promega M8901,
Madison, ABD), 1.5 mmol I"MgCl, (Promega A3511), 0.12 mmol I* dNTP karigim
(dATP,dCTP, dGTP, dTTP) (Promega U1515), 5 Unit Tag DNA polimeraz (Promega
M3005), 0.5 pmol I* her bir cpa primerden ilave edilerek hazirlanan karisim
vortekslendi. Elde edilen Master mix’den 20’ser pl alinipp Thermowell tiiplere (Corning
3749, Thermowell Gold PCR Tubes, 0.8 ml, USA) konularak tizerine 5ul template DNA
ilave edildi. Elde edilen toplam 25 pl hacimdeki PCR karisimi yeniden vortekslenerek
lizerine buharlasmanin 6nlenmesi amaciyla iizerine steril mineral yag (Sigma M5904)
ilave edildi. Daha sonra amplifikasyon islemi i¢in Thermal Cycler’a (Biometra Personal
Cycler) konuldu. Amplifikasyon 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 55°C’de 1 dakika
primer baglanmasi ve 72°C’de 1 dakika primer uzamasi asamalarin1 kapsayan 35 siklus
olarak gerceklestirildi. Elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez yontemiyle

goriintiileme islemine kadar 4°C’de muhafaza edildi (Meer ve Songer, 1997).
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2.2.4.2.2. Agaroz Jel Elektroforez: cpa geninin saptanmasi amaciyla, her bir 6rnege ait
10 pl amplikon 2 pl boya ( 6x Loading Dye; Fermentas R 0611) ile boyandi. 1 pl/ml (%
0.1’lik) oraninda Ethidium bromide (AppliChem A 1152 GmbH, Darmstadt, Almanya)
iceren % 1.5’1lik agaroz jel (Cambrex SeaKem LE Agarose, Rockland, ABD) TBE
soliisyonu yardimiyla elektroforez islemi igin hazirlandi. Daha sonra DNA marker,
10’ar pl hacimde ve 2 ul 6x Loading Dye ile boyanan pozitif kontrol C. perfringens
ATCC 13124 (cpa geni i¢in), negatif kontrol (Ayn1 miktarda steril distile su, template
DNA yerine Master mix’e eklenir), o6rneklere ait amplikonlar jeldeki kuyucuklara
yiiklenerek (Biometra - Max-System B15359) 100 voltta, 1 Amper’de (Biometra Power
Pak P25) 1 saat siireyle elektroforez islemi yapildi. Bu islem sonunda, pozitif kontrol ve
DNA Marker yardimiyla elde edilen spesifik DNA bantlar1 UV-goriintiileyici
Transilluminator (Biometra T11 UV 9511011) ve jel goriintileme sistemleri ile
(Syngene Ingenus, Cambridge, Ingiltere) belirlenerek degerlendirildi (Meer ve Songer,
1997).

2.2.4.3. Multipleks PCR ile Toksin Genlerinin Tespiti

2.2.4.3.1. Multipleks PCR Protokolii

Multiplex PCR, 50 pl hacimde Master mix hazirlanarak gergeklestirildi. Reaksiyon
karistm1 MgCl; igermeyen 1X PCR Buffer (Promega M8901, Madison, ABD), 1.5 mmol
It (1,5 mM) MgCl, (Promega A3511), 0.12 mmol I* dNTP karigimi (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) (Promega U1515), 0.34 umol I her bir cpe primerden, 0.36 umol I her
bir cpb primerden, 0.36 pumol I her bir cpb2 primerden, 0.44 pumol I her bir etx
primerden, 0.5 umol I"* her bir cpa primerden, 0.52 pmol I* her bir iA primerden, 5 Unit
Tagq DNA polimeraz (Promega M3005), hazirlanarak vortekslenen karisimdan 40°ar pl
alindi ve tlizerine 10 pl template DNA eklenerek karisim tekrar vortekslendi ve
buharlasmanin 6nlenmesi amaciyla iizerine steril mineral yag (Sigma M5904) ilave

edildi. Tiipler Thermal Cycler’a (Biometra Personal Cycler) yerlestirilmis ve 94°C’de 1
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dakika denatiirasyon, 55°C’de 1 dakika primer baglanmasi ve 72 °C’de 1 dakika primer
uzamast agsamalarin1 kapsayan 35 siklus’da ampilifikasyon islemi gergeklestirilmistir.
Amplikonlar 4 °C’de jel elektroforez islemine kadar muhafaza edilmistir (Meer ve
Songer, 1997).

2.2.4.3.2. Agaroz jel Elektroforez

Her bir 6rnege ait amplikondan 10 ul alinarak 2 ul 6X Loading Dye (Fermentas R 0611)
ile boyanmisgtir. 1 pl/ml (% 0.1°lik) oraninda Ethidium bromide (AppliChem A 1152
GmbH, Darmstadt, Almanya) iceren % 1.5’lik agaroz jel (Cambrex SeaKem LE
Agarose, Rockland, ABD) TBE soliisyonu yardimiyla jel elektroforez i¢in hazirlandi.
Daha sonra 10’ar ul hacimde ve 2 ul 6X Loading Dye ile C. perfringens ATCC 13124
(cpa geni igin), C. perfringens NCTC 8239 (cpa,cpe genleri igin), C. perfringens ATCC
3626 (etx, cpb genleri i¢in) ve C. perfringens CCUG 44727 (iAgeni igin) suslarina ait
amplikonlar, negatif kontrol (steril distile su), DNA marker (BIORON) ve 6rneklere ait
amplikonlar jeldeki kuyucuklara yiiklenerek (Biometra Agagel- Max-System B15359)
100 voltta, 1Amper’de (Biometra Power Pak P25) 1 saat siireyle elektroforez islemine
tutuldu. Bu islem sonunda, elde edilen spesifik DNA bantlar1 UV-goriintiileyici
(Biometra T11 UV 9511011) ve jel goriintiileme sistemlerinde (Syngene Ingenus,
Cambridge, Ingiltere) degerlendirildi (Meer ve Songer, 1997).
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3. BULGULAR

Bu ¢alisma kapsaminda, 2011 yili Nisan ve Temmuz aylar1 arasinda Ankara’daki bir
kanatl kesimhanesinden alinan 45 kalp - karaciger ve 45 taslik olmak iizere toplam 90
ornek materyal olarak kullanilmistir. Klasik kiiltir teknigi ile C. perfringens izole ve
identifiye edilmistir. Bu izolatlar standart PCR teknigi ile cpa geni yoniinden incelenmis
ve dogrulama yapilmistir. Daha sonra multipleks PCR yontemiyle Meer ve Songer
(1997) tarafindan Onerilen cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 gen dizilimleri esas alinarak

toksin genleri yoniinden molekiiler tiplendirme yapilmistir.

3.1. Kiiltiir Teknigi Sonuglari

Klasik kiiltiir teknigi ile 45 kalp - karaciger 6rneginin 21’inde (% 46.7), 45 tashgin
8’inde (% 17.7) olmak tizere toplam 90 yenilebilir i¢ organ 6rneginin 29’undan (% 32.2)
C. perfringens izole ve identifiye edilmistir. Bu kapsamda toplam 94 Kkoloni elde
edilmistir (Cizelge 3.1; Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Pili¢ i¢ organlarinda kiiltiir teknigi ile saptanan C. perfringens pozitif 6rneklerin

dagilimi.
Ornek Incelenen Ornek Sayisi Pozitif Ornek Sayisi %
Kalp-Karaciger 45 21 46.7
Tashk 45 8 17.7

Toplam 90 29 32.2
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Kalp-karacier Tazhk

\ B Clostridium soo. B C. perfringens j

Sekil 3.1. Pili¢ i¢ organlarinda kiiltiir teknigi ile saptanan Clostridium spp. ve C. perfringens

pozitif 6rneklerin dagilimu.

Klasik kiiltiir teknigiyle izole edilen toplam 94 Clostridium spp. kolonisinin 77’si

(% 81.9) C. perfringens olarak identifiye edilmistir.

-

Clostridium spp.,
18.1%

C. perfringens,
81.9%

\_

~

J

Sekil 3.2. Kiiltiir teknigi ile saptanan Clostridium kolonilerinin dagilima.

Analiz sonucunda elde edilen Clostridium spp. kolonilerinin ornek tipine gore

dagilimi degerlendiginde, kalp karaciger drneklerine ait kolonilerin % 87.1’inin (61/70)

ve taslik Orneklerine ait kolonilerin % 66.6’sinin (16/24) C. perfringens oldugu

saptanmistir (Cizelge 3.2; Sekil 3.3).
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Cizelge 3.2. Kiiltiir teknigi ile saptanan Clostridium spp. kolonilerinin pili¢ i¢ organlari
(kalp- Kkaraciger ve taglik ) orneklerine gore dagilimu.

Kalp-Karaciger Tashk
C. perfringens / Clostridium spp.
x/n 61/70 16/24
(%) (87.1) (66.6)

x/n (x:izole edilen koloni say1s1; n: drnek tipine gore elde edilen toplam koloni sayis1)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

/zz
o

Kalp-Karaciger Taghk

m  Clostridium spp. B C. perfringens

Sekil 3.3. Kiiltiir teknigi ile saptanan Clostridium spp. kolonilerinin pili¢ i¢ organlari

orneklerine gore dagilimi.
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3.2. PCR Sonuclar

Klasik kiiltiir teknigi ile C. perfringens olarak belirlenen izolatlar standart PCR teknigi
ile cpa geni yoniinden incelenmis Ve izolatlarin tamaminin cpa geni igerdigi belirlenmis
dolayisiyla PCR ve Kkiiltiir teknigi sonuglarinin % 100 uyumlu oldugu saptanmuistir.
C. perfringens izolatlarinin multipleks PCR ile yapilan molekiiler tiplendirilmesi

sonucunda, yalnizca tagliktan elde edilen izolatlardan 2’sinin (% 4.4) cpb2 genine sahip

oldugu saptanmustir. izolatlarin hicbirinin cpb, etx, iA ve cpe genlerini tasimadig
goriilmistiir (Sekil 3.4 ve Sekil 3.6).

Sekil 3.4. Standart PCR ile cpa geni (324 bp) iceren C. perfringens izolatlarinin goriinimi
(1: 100 bp DNA marker, 2: Pozitif kontrol (C. perfringens ATCC 13124), 3: Negatif kontrol,
4-12: cpa pozitif C. perfringens izolatlart).

Cizelge 3.3. Standart PCR teknigi ile C. perfringens olarak izolatlarin 6rneklere gore dagilimi.

Ornek Tipi
Kalp- Karaciger Tashk
x/n 21/45 8/45
(%) (46.7) 17.7)

x/n (x: Standart PCR teknigi ile C.perfringens olarak dogrulanan 6rnek tipinin sayist; n:
Toplam 6rnek sayisi).
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Kalp karaciger

® cpageni

Sekil 3.5. PCR teknigi ile C. perfringens olarak dogrulanan 6rnek tipine gore dagilim.

Cizelge 3.4. Multipleks PCR ile C. perfringens’in cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 gen sekanslari
esas aliarak molekiiler karakterizasyonu ve 6rnek tipine gore dagilimu.

MULTIPLEKS PCR
) Genler
Ornek Tipi cpa cpe | cpb, | cpb | iA etx
Kalp- Karaciger
x/n 21/45 - - - - -
(%) (46.6)
Taglik
x/n 8/45 - 2/45 - - -
(%) (17.7) (4.4)

x/n (x:Multipleks PCR teknigi ile C. perfringens gen sekanslari olarak dogrulanan 6rnek
tipinin sayist; n: Toplam Ornek sayisi).
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T e I 2 A A

324 bp

567bp

Sekil 3.6. Multipleks PCR ile cpa (324bp), cpb (196 bp), etx (655bp), ia (446bp), cpb2 (567bp),
cpe (233bp) genlerinin goriintimii. (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 izolatlar1 (cpa ve cpb2 geni).

® cpageni ®cpegeni Mcpb2geni ®cpbgeni M iAgeni W etxgeni

46,6

Kalp Karaciger Taghk

Sekil 3.7. Multipleks PCR ile C. perfringens’in cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 gen sekanslar1 esas

alinarak molekiiler karakterizasyonu ve 6rnek tipine gore dagilim.
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4. TARTISMA

Bu c¢alisma kapsaminda, 2011 yilinda bir kanatli kesimhanesinden paketleme oncesi
asamada aseptik kosullarda toplanan yenilebilir pili¢ i¢ organlarin (kalp - karaciger ve
taslik) % 32.2°sinden (29/90) C. perfringens izole edilmistir. Yapilan literatiir
taramalarinda pilic yenilebilir i¢ organlarinda C. perfringens’in molekiiler
tiplendirilmesinin yapildig1 bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak pili¢ parca etlerinde,
hindi ve sigir etlerinde, C. perfringens’in kontaminasyon diizeyine yonelik caligmalar

bulunmaktadir.

Bu ¢alisma bulgular ile uyumlu olarak, Craven ve ark. ( 2001) tavuk karkaslarinin
C. perfringens ile kontaminasyon diizeyini % 8 ila % 68 arasinda degistigini ve ortalama
% 30 oldugunu belirlemislerdir. Benzer ¢aligmalarda Wen ve MacClane (2004) 68 hindi
et orneginin 19’unda (% 28), 147 tavuk karkas 6rneginin 56’sinda (% 38), 83 sigir etinin
17’sinde (% 21) ve sonug olarak tiim etlerde C. perfringens ile kontaminasyon diizeyini
% 20 - 40 olarak belirlemislerdir. Saito (1990), 68 tavuk eti 6rneginin 16’sindan (% 24),
Lin ve Labbe (2003) inceledikleri 19 tavuk eti 6rneginin 5’inde (% 26) C. perfringens
tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada ise 45 pili¢ kalp- karaciger 6rneginin 21’inde (% 46.6),
45 taghgin 8’inde (% 17.7) ve toplam C. perfringens prevalansi % 32.2 olarak

belirlenmistir.

Buna karsin, Fukushima ve ark. (1987), 120 tavuk etinin 13’tinden (% 10.8),
Miwa ve ark. (1998), 50 sigir eti 6rneginin 8’inden (% 16), 50 domuz eti 6rneginin
5’inden (% 10) C. perfringens izole ettiklerini bildirmislerdir. Bu sonuglarin tez
caligmasindaki bulgulardan diisiik olmasi kesim asamasinda hijyenik kosullarin ig
organlarin  bagirsak igerigi ile kontamine olmasindan kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Miwa ve ark. (1998), yaptiklar1 ¢alismada 50 tavuk eti 6rneginin 42’sinde (% 84),
Ali ve Fung (1992), 55 hindi kiymasi 6rneginin 40’indan (% 73), Guang-Hua ve Xia-
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Ling (1994) Pekin’de tiikketime sunulan 16 pili¢ karkasmnin 14’tinden (% 88)
C. perfringens izole etmislerdir. Bu c¢alismada pili¢ yenilebilir i¢ organlarinda
C. perfringens ile kontaminasyon diizeyinin karkas ve etlere gore diisiik olmasi,
karkaslar ve etlere uygulanan pargalama islemine bagli olarak kontaminasyon riskinin

daha fazla olmasindan kaynaklanabilecegine baglanabilir.

Kesim asamasinda yetersiz hijyenik kosullara bagl olarak karkaslar ve i¢ organlar
digk1 ve bagirsak igerigi ile kontamine olabilmektedir. Bu g¢ercevede, Miwa ve ark.
(1997) sigir, domuz ve tavuk bagirsak igerikleri lizerinde yapmis olduklari ¢alismada,
inceledikleri 50 sigir 6rneginin 38’inden (% 76), 50 domuz 6rneginin 22’sinden (% 44),
50 tavuk 6rneginin 40’ mdan (% 80) C. perfringens izole ettiklerini bildirmislerdir. Baz1
caligmalarda pili¢ bagirsak iceriklerinde C. perfringens insidensinin % 75- 95
oranlarinda bulundugu bildirilmistir (Miwa ve ark., 1997; Craven ve ark., 2001).
Degisik arastiricilar etlerin ve tavuk karkaslarinin C. perfringens’le kesim sirasinda
bagirsak iceriginden kontamine olabilecegini bildirmislerdir. Bu c¢aligmada da diger
calismalara benzer olarak yenilebilir i¢ organlarin kontaminasyonunda bagirsak

iceriginin 6nemli bir etkiye sahip oldugu degerlendirilmektedir.

Bu calismada da analiz edilen 6rnek tipine gore; pili¢ kalp-karaciger 6rneklerinin
pili¢ taslik o6rnegine gore C. perfringens ile daha yiiksek diizeyde kontamine oldugu
tespit edilmistir. Bu farkliligin muhtemel nedeni olarak, karacigerde C. perfringens
varlig1 acisindan safra kesesinin potansiyel bir kontaminasyon kaynagi olabilecegi
diistiniilmektedir. Nitekim bazi c¢alismalarda safra kesesinden C. perfringens’in izole
edildigi bilinmektedir(Thomas ve ark., 1990; Onderka ve ark., 1990; Immersal ve ark.,
2004; Hafez, 2011). Kesimhanede i¢ organ ¢ikarma sirasinda safra kesesi igeriginin
genelde karacigeri kontamine etmesi nedeniyle karacigerin diger dokulardan daha fazla

etken igerebilecegi diisliniilmektedir.

PCR tekniginin gidalarda mikroorganizmalarin saptanmasinda basarili bir sekilde

kullanildigi ve kiiltiir teknigi 1ile tespit edilen C. perfringens izolatlarinin
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dogrulanmasinda etkin olarak kullanabilecegi bildirilmistir (Yoo ve ark., 1997). C.
perfringens’in molekiiler tiplendirmesi ve toksin genlerinin saptanmasma Yyonelik
yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla multipleks PCR {izerine odaklanmaktadir (Lukinmaa ve
ark., 2002; Engstrom ve ark., 2003; Wen ve MacClane, 2004).

Bu ¢alisma bulgularini destekler nitelikte Erol ve ark. (2008) Ankara’da yaptiklar
caligmada 180 hindi eti 6rneginden izole edilen 22 C. perfringens’in, Heikinheimo ve
Korkeala (2005), tavuk diskilarindan izole edilen 118 C. perfringens’in tamaminin cpa
geni icerdigini ve higbirinin diger toksin genlerine (cpb, etx, iA, cpe) sahip olmadigini
ortaya koymuslardir. Kanatli hayvanlarda C. perfringens tip A’nin predominant oldugu
degisik arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Engstrom ve ark., 2003; Meer and Songer
1997). Bu calismada multipleks PCR analizinde dogrulanan tiim izolatlarin cpa geni
tasidig1 ve cpb, etx, IA, cpe toxin genlerine sahip olmadigi belirlenmis olup konuyla ilgili

calisma sonuglariyla uyum saglamaktadir.

Bu ¢aligmadaki bulgular ile benzer olarak Svobondova ve ark. (2007), tavuk
bagirsak Ornekleri iizerinde yaptiklari ¢calismada 609 6rnegin 112’°sinden (% 18.39) C.
perfringens izole etmislerdir. C. perfringens izolatlarinin multipleks PCR kullanilarak
yapilan molekiiler tiplendirilmesi sonucu tiim izolatlarin cpa geni igerdigi, izolatlarin
higbirinin cpe genini icermedigi ve 4’inin cpb2 geni tasidigi tespit etmislerdir.
Engstrom ve ark. (2003), yaptiklart bir aragtirmada tavuk bagirsaklarindan elde edilen 53
C. perfringens izolatinin, multipleks PCR kullanilarak yapilan molekiiler tiplendirilmesi
sonucunda tiim izolatlarin cpa geni ve izolatlarin 2’sinin cpb2 geni icerdigini
belirlemistir. Gholamiandehkordi ve ark. (2006), saglikli broyler bagirsagi érneklerinden
elde edilen 27 izolatin 4’tinde cpb2 ve 2’sinde cpe geni tespit etmislerdir. Bu ¢alismada
45 taglik 6rneginin 8’inden (%17.7) C. perfringens izole edilmis olup Multipleks PCR
analiz sonucu tiim izolatlarin cpa geni igerdigi, izolatlarin higbirinin cpe geni icermedigi

ve 2’sinin cpb2 geni tasidigi belirlenmistir.
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Wen ve McClane (2004), bir ¢calismada 887 farkli gida (tavuk eti, hindi eti, sigir
eti, kuzu eti ve sosis) 6rneginden 278 (%31.3) C. perfringens izolatinin % 80’ ini tip A
olarak belirlemislerdir. Tip A ile kontamine olan gidalarin yaklasik % 20’sinin cpb2 geni
tasidigr ve multipleks PCR kullanarak izolatlarin % 4.3’linlin cpe geni tasidigi
bildirilmistir. Bir baska c¢alismada Engstrom ve ark. (2003), 53 C. perfringens
izolatinin, multipleks PCR kullanilarak yapilan molekiiler tiplendirilmesinde tim
izolatlarin cpa geni tasidigini, izolatlarin 2’sinin f2- geni igerdigini ve higbirinde
izolatlarin cpe geni bulunmadigimi belirlemistir. Meer ve Songer. (1996), yaptiklari
calismalar sonucunda C. perfringens izolatinin ¢ogunlukla tip A ve izolatlarin % 0-5
arasinda cpe gen tasidigimi belirlemiglerdir. Johansson ve ark. (2006), yaptiklari
caligmalarda cpb2 geninin gida infeksiyon vakalarinda % 20 ve kanatlilarda % 10 olarak
bildirmislerdir. Bu g¢alisma sonuglarina gore kanatlilarda C. perfringens tip A en sik
rastlanan tip ve drneklerin molekiiler tiplendirme sonucu izolatlarin hepsinin cpa geni ve
2 izolatn cpb2 geni tasidig1 saptanmustir. Izolatlarin toksin yoniinden yapilan molekiiler
tiplendirmesinde cpb, cpe, ia, etx genleri yoniinden negatif oldugu belirlenmistir.
Sonuglar, yukaridaki arastirma sonuclariyla karsilastirildiginda, kanatli eti ve
tirlinlerinden elde edilen C. perfringens izolatlarinin % 10 oraninda cpb2 ve % 0-5

arasinda cpe gen tasidigin1 dogrular nitelikte ve uyumlu oldugu goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Mezbahada kesimden hemen sonra alinan 90 pili¢ i¢ organ 6rneginin 29’undan (% 32.2)
kiiltiir teknigi ile C. perfringens izole edilmis ve izolatlar PCR ile dogrulanmigtir. Tiim
izolatlarin cpa geni igerdigi ve yalnizca 2 taslik izolatinin (% 4.4) cpb2 genine sahip

oldugu, diger izolatlarin higbirinin cpb, etx, iA, cpe genlerini tasimadigi saptanmustir.

Kesim asamasinda, hijyenik kosullarin yetersizligine bagli olarak karkas ve
yenilebilir i¢ organlarin bagirsak igerigindeki patojen bakteriler ile kontamine olmasi

potansiyel saglik riski olusturabilmektedir.

Gida giivenliginin saglanmasi ve halk sagligimin korunmasi amaciyla, pili¢ i¢
organ lretiminde uygun hijyenik ve teknolojik kosullar saglanmalidir. Bu kapsamda

personel egitimi ve tiiketici bilin¢lendirilmesi 6nemlidir.
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OZET

Yenilebilir Pilic I¢ Organlarinda Clostridium perfringens’in Saptanmas1 ve
Molekiiler Tiplendirilmesi

Bu ¢alismada, yenilebilir pili¢ i¢ organlarindan Clostridium perfringens izolasyonu ve
molekiiler tiplendirmesi amaglanmistir. Ankara’daki bir kanatli kesimhanesinden alinan
45 kalp-karaciger ve 45 taslik olmak {iizere toplam 90 Ornek materyal olarak
kullanilmistir.  Numuneler laboratuvara soguk zincir altinda getirilip, ayni giin iginde

teste alinmustir.

Kiiltiir teknigi ile numunelerden C. perfringens izole edilmis ve standart PCR
(cpa) ve multipleks PCR (cpa, etx, iA,cpe ve cpb2 genler) kullanarak molekiiler
karakterizasyon yapilmistir. C. perfringens test edilen 21 kalp-karaciger (% 46.7) ve 8
taslik (% 17.7) orneklerinden izole edilmistir. Toplam 29 izolatin (% 32.2) cpa geni
icerdigi belirlenmis ve sadece 2 taslik izolatinin (% 4.4) cpb2 genine sahip oldugu, diger

izolatlarin higbirinin cpb, etx, iA, cpe genlerini tasimadigi saptanmuistir.

Elde edilen bulgular sonucunda pili¢ yenilebilir i¢ organ orneklerinin 6nemli bir
bolimiiniin C. perfringens ile kontamine oldugu tespit edilmistir. Pili¢ irtinleri ve ig
organlarin giivenli {iretiminin saglanmasi i¢in, uygun hijyenik ve teknolojik kosullar

saglanmalidir.

Anahtar Sézciikler: Clostridium perfringens, molekiiler tiplendirme, multipleks PCR,

yenilebilir pilig i¢ 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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