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1. GIRIS

Insanlarin yasamlarim siirdiirmek ve sagliklarmi iyilestirmek igin yeterli
miktarda gilivenli ve besleyici gidaya erismeleri gerekmektedir. Bakteriler, viriisler,
parazitler, prionlar gibi infeksiyéz ve kimyasal maddeler gibi infeksiyoz olmayan
etkenler ile kontamine gidalar diyareden kansere kadar degisen 200'den fazla
hastaliga neden olmaktadir. Bu kapsamda Diinya Saglik Orgiitii (DSO, World Health
Organisation, WHQO) kontamine yiyecekler nedeniyle her yil yaklasik olarak 600
milyon kisinin (10 kisiden 1°inin) hastalandigim ve 420 000 kisinin o6ldiigiini
bildirmistir. Oliimle sonuglanan vakalarm % 401n1 bes yasmn altindaki cocuklar

olusturmaktadir (Anon, 2017).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Hastalik Kontrol ve Koruma Merkezi
(Centers for Disease Control and Prevention, CDC) verilerine gére ABD’de 1998-
2008 yillar1 arasinda 13 405 gida kaynakl hastalik salgini, 273 120 hastalik vakasi, 9
109 hospitalizasyon ve 200 6liim tespit edilmistir. Salginlardan 7 998’inin (% 60)
etiyolojisi; viriisler 3 633 (% 45), bakteriler 3 613 (% 45), kimyasal ve toksik ajanlar
685 (% 5) ve parazitler 67 (% 1) oldugu rapor edilmistir. Bu salginlarin % 89’unun
sekiz etkenden kaynaklandigi bildirilmistir. Bunlar; Noroviriis (% 39), Salmonella
(% 26), shiga toksin iireten Escherichia coli (STEC) (% 6), skombroid
toksin/histamin (% 5), C. perfringens (% 5), Staphylococcus enterotoksini (% 3),
ciguatoksin (% 3) ve Campylobacter jejuni (% 2)’dir. Yapilan degerlendirmeler,
olimle sonuglanan gida kaynakli infeksiyonlarin % 77’sinin bakteriyel kaynaklh

oldugunu gostermektedir (CDC, 2013).

C. perfringens, ABD’de gida kaynakli bakteriyel infeksiyonlar arasinda en
yaygin li¢ bakteriden biri olarak rapor edilmistir. ABD yerel ve bolgesel saglik
birimlerinin goniilli verileri ile gida kaynakli hastalik salginlart surveyans sistemi ve
CDC’nin 1998-2010 yillar1 arasinda dogruladigi 289 rapor edilmis C. perfringens

salgin verisi degerlendirilmistir. Bu salginlarda gida kaynakli C. pefringens



infeksiyonlart 15 208 kisinin hastalanmasina, 83 kisinin hospitalizasyonuna ve 8
kisinin 6liimiine neden olmustur. Salgin kaynaklari; restoranlar (% 43), hazir yemek
sunan isletmeler (% 19), sahis evleri (% 16), ceza evleri (% 11) ve diger yerler (%
10) olarak bildirilmistir. Bu infeksiyonlarin; sigir eti (66 salgin: % 46), kanatl eti (43
salgin: % 30) ve domuz eti (23 salgin: % 16) kaynakli oldugu tespit edilmistir.
Gidalar ciftlikten sofraya siiregelen gida iiretim zincirinin herhangibir asamasinda
kontamine olabilmektedir. Ancak, yapilan degerlendirmelerde; C. perfringens’in en
siklikla bildirilen gida infeksiyon etkenlerinden olma sebebinin ¢ig kirmizi et ve
kanatli etinin kesimhanelerde diski ile bulagsmasi ve gidalarin hazirlanmasi ve
muhafazasinda yeterince ve dogru sicaklik uygulamalarinin yapilmamasi oldugu

bildirilmistir (Grass ve ark., 2013).

C. perfringens Ingiltere’de gida kaynakli hastaliklar1 izlemek i¢in FSA (Food
Standards Agency, Gida Standartlar1 Ajansi) tarafindan secilen bes anahtar
patojenden biridir. Buna karsin hastalik ¢ogu zaman hafif ve kendini sinirlayan seyir

izledigi i¢in gogu vaka rapor edilememektedir (Anon, 2015).

C. perfringens, zorlu kosullarda spor formda olup ¢evrede, deniz
sedimentlerinde, insektlerde ve siklikla da insan ve hayvanlarin bagirsaklari ile
diskilarinda bulunmaktadir. C. perfringens; insanlarda gazli gangrene (klostridial
miyonekrozis, fatal yara infeksiyonu), gida zehirlenmesine, infantlarin nekrotik
enterokolitisine ve pig bel olarak da bilinen nekrotik enteritise neden olmaktadir.
Ayrica kuzu dizanterisi, koyun enterotoksemisi ve yumusak bobrek hastaligi ile
koyun ve sigirlarin diger enterotoksemik hastaliklar1 gibi bir¢ok hayvan hastaligina

yol agmaktadir (Shimizu ve ark., 2002).

11 Tarihce

Louis Pasteur 1861°de, ilk kesfedilen clostridia tiiri olarak Clostridium

butyricum’u tanimlamistir. Daha sonra 1892 yilinda Welch, Nuttall ve diger bilim



adamlar1 gangren6z bir yaradan Gram pozitif anaerob basil izole etmislerdir. Bu
organizma 6nce Bacillus aerogenes capsulatus olarak, daha sonra Bacillus
perfringens, Clostridium welchii ve giniimiizde ise C. perfringens olarak
isimlendirilmistir. C. perfringens’in gida infeksiyonu etkeni oldugu ilk kez 1895
yilinda Londra’da bir hastanede E. Klein isimli bir bilim adam tarafindan
bildirilmistir. E. Klein bulanti, karin agrisi ve Kimi zaman kanl ishal ile seyreden bu
infeksiyonda etken olarak Gram-pozitif, anaerob, spor forma doniisebilen hareketsiz,
mezofil, kenarlari koseli ve ¢ubuk (rod) seklinde bir mikroorganizmayi izole etmistir.
Dort yil sonra ayni hastanede calisan FW Andrews isimli bir bilim adami piringli
stitlii tath yedikten sonra hastaneye basvuran ishal vakalarindan yine C. perfringens’i
izole etmesine karsin birgok arastirmaci yaklasik 50 yil siiresince C. perfringens’in
gida yoluyla infeksiyona neden oldugu goriisiinii reddetmistir. McClun isimli bilim
adanu ise 1945°de, Indiana Universitesi dgrenci kafeteryasinda meydana gelen
salginlarin nedeni olarak tavuk etlerinde ¢ok sayida C. perfringens izole etmistir.
Yapilan arastirma sonucunda bu gida salginlarina neden olan tavuk etlerinin onceki
giin hazirlandigi ve gece boyunca ortam sicakliginda bekletildigi tespit edilmistir.
Infeksiyonun inkiibasyon siiresinin 8-20 saat oldugu ve 12-24 saat boyunca karmn
agrisi, ishal ve nadiren kusmaya neden oldugu, buna karsin atese neden olmadigi
bildirilmistir. Yillar sonra Hobbs ve ark. (1953) Londra’da meydana gelen C.
perfringens gida zehirlenmelerinden izole ettikleri suslarin spor formlarinin sicakliga
direngli olduklarini tespit etmislerdir. Infeksiyonlarda gogunlukla kontamine et ve et
iceren yemeklerin sorumlu oldugunu bildirmislerdir. Londra ve Kanada’da yapilan
aragtirmalarda ise C. perfringens’in gida kaynakli infeksiyona neden olabilmesi igin
cok sayida (10°° kob) canli vejetatif formunun gida yoluyla alinmasi gerektigi

saptanmistir (Shimizu ve ark., 2002; Smith, 1973).

C. perfringens, gida zehirlenmelerinin yani sira 6zellikle savas donemlerinde
gazli gangrene neden olan etken olarak da bildirilmistir. Birinci Diinya Savasi
sirasinda yiiz binlerce askerin yaral1 bolgelerinin C. perfringens ile komplikasyonu

sonucunda gazli gangrenden 6ldiigii tahmin edilmektedir (Shimizu ve ark., 2002).



1.2 Clostridium Genusu

Clostridium genusu, asit flreten bakteriler olarak bilinmekte olup
Clostridiaceae familyasinda yer almaktadir. Cogu tiir ¢ogunlukla ¢evrede ve en gok
da toprakta saprofit olarak bulunmaktadir. Tespit edilen 200°den fazla tiirden 152’si
isimlendirilmistir. Bunlardan 30 tanesi insanlarda infeksiyona sebep olmaktadir. C.
perfringens tiim izolatlarin % 20-40’1m1 olusturmaktadir. Clostridium tiirleri
arasindaki spesifikasyon; hiicresel morfoloji, spor lokasyonu (sentral, subterminal,
terminal), biyokimyasal reaksiyonlar, fermentasyon friinlerinde gaz-sivi
kromatografisi, lesitinaz (C. perfringens alfa toksin) ve lipaz (Clostridium
sporogenes, Clostridium novyi ve Clostridium botulinum) aktivitesi tespiti ile
yapilmaktadir (Hailegebreal, 2017; Jousimies-Somer ve ark., 2002). Son yillarda 16S
rRNA ve ribozomal protein sekanslar1 fenotipik 6zelliklere gére evrimsel yakinligin
daha iyi gostergeleri olarak bildirilmektedir. Bu nedenle Clostridium genusundan
yeni genuslar olusturulmustur: Peptoclostridium, Lachnoclostridium,
Ruminiclostridium, Erysipelatoclostridium, Gottschalkia ve Tyzzerella. Ornegin; C.
difficile; bazi literatiirlerde Peptoclostridium difficile olarak da adlandirilmaktadir
(Yutin ve Galperin, 2013).

Gida kaynakli Clostridium infeksiyonlarinda siklikla bildirilen tiirler C.
perfringens ve C. botulinum’dur. Bunlarin disinda; ¢evrede yaygin olarak bulunan C.
butyricum, C. tertium ve C. bifermentans nadiren de olsa gida infeksiyonlar: ile
iliskilendirilmistir. Ayrica, C. difficile de potansiyel gida infeksiyon etkeni olarak
bildirilmistir. Arastirmacilar, antibiyotik tedavisi sonrasinda yikimlanan bagirsak
florasi ile iligkilendirilen ve yalnizca insanlarda infeksiyon etkeni olarak bilinen C.
difficile’nin zoonoz bir etken oldugunu ve hayvanlarda da infeksiyona neden
oldugunu tespit etmislerdir. Son zamanlarda C. difficile ile iliskilendirilen gida
infeksiyonlarinin sayisimin arttigi  bildirilmistir. Ancak bulgular bolgelere gore
degiskenlik gostermektedir. Ornegin; Kuzey Amerika’da perakende et ve et
triinlerinde C. difficile kontaminasyon prevalanst % 4,6 ile % 50 arasinda
degismektedir. Avrupa iilkelerinde ise C. difficile pozitif 6rnekler % 0-3 gibi ¢cok
diisiik ytizdeler ile rapor edilmistir (Hailegebreal, 2017; Rupnik ve Songer, 2010).


https://en.wikipedia.org/wiki/Clostridiaceae

1.3. Clostridium perfringens’in Genel Ozellikleri

C. perfringens diger bir¢ok clostridia tiiriiniin aksine in vitro ortamda
cogalabilme ve 0zel ortamlarda spor forma doniisebilme Ozelligine sahiptir. C.
perfringens uygun besi yerlerinde; aseton, butanol, etanol, biitirik asit, asetik asit,
propiyonik asit, laktik asit, karbon dioksit ve hidrojen tiretmektedir. Karbonhidrat
iceren besiyerlerinde CO, ve H; olusturarak oksijensiz ortam saglamaktadir. C.
perfringens oksijenli ortamu tolere edebilme ve hizla gogalabilme O6zelligi ile
clostridia tiirlerinin genetiginin agiga c¢ikarilmasinda model organizma olarak

kullamilmustir (Shimizu, 2002; Young ve ark., 1989).

1.3.1. Hiicre Yapisi, Metabolizma ve Viriilens Ozellikler

C. perfringens; Gram pozitif, fakiiltatif anaerob (mikroaerofil, aerotolerant),
hareketsiz, subterminal formda spor olusturan, ¢ubuk (rod) seklinde; 0,6-2,5 um
genisliginde ve 1,3- 19 pum uzunlugunda bir bakteridir. Rodlarin uzunlugu biiyiime
ortamina bagl olarak degisebilmektedir. Ornegin; rodlar glukoz ile zenginlestirilmis
besiyerinde kisa, nisasta ile hazirlanan besiyerinde uzun olarak sekillenmektedir.
Spor formu oval ve subterminaldir. Diger Gram pozitif bakteriler gibi, C.
perfringens de stoplazmik lipit membran, teikoik asitler ve kapsiil polisakkaritlerini
iceren kalin bir peptidoglikan katmandan olusmaktadir (Petit ve ark., 1999; Shimizu,
2002).

Endosporun hiicre yapisi, bakterinin vejetatif sekline gore oldukca farkli olup
iceriden disariya dogru su kisimlar yer almaktadir: Oz veya spor protoplast: (hiicre
duvari, sitoplazmik membran ve niikleoitin bulundugu yapi1), kabuk veya korteks
(gevsek olarak ¢apraz baglanmis peptidoglikan yapi), spor ortiisii (spora 6zel protein
yap1), ekzosporium (ince proteinden yapilmis Ortli). Endosporlarda, vejatatif
hiicrelerde bulunmayan dipikolinik asit bulunmaktadir. Bakteriyel sporlarin kuru

madde agirhiginin % 5 ile 15’1 dipikolinik asit (piridin-2,6-dikarboksilik asit)



bileseninden olusmaktadir. Dipikolinik asit, endosporlarin sicaklik direncinden
sorumludur. Genel olarak sporlarin vejetatif hiicrelerden daha direngli olmasi; dig
kisminin gegirgen olmamasi, fazla miktarda dipikolinik asit ve kalsiyum igermesi, su
oraninin az olmasi, metabolizma ve enzim faaliyetlerinin ¢ok az olmasi ile
aciklanmaktadir. Dipikolinik asit endospora spesifik olup 6z bolgesinde Ca iyonlari
ile birlesmekte ve endospor kuru agirhiginin % 10’unu olusturmaktadir. Endosporun
0z bolgesinde sporlanma sirasinda olusan ve buraya ozel olan kiiciik, asit ile
eriyebilen spor proteinleri (small, acid-soluble spore proteins: SASPs) vardir.
SASPs’nin iki gorevi bulunmaktadir: Birinci gorevi; sporun 6z bolgesindeki DNA’ya
baglanarak DNA’y1 UV i1sinlari, kuruma ve 1s1 gibi zararl etkilerden korumak ve
ikinci gorevi ise endospordan vejetatif hiicre olusurken bu proteinleri karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanmak. C. perfringens’in sporlanma siiresi bulundugu

kosullara gore 8-15 saat arasinda degismektedir (Brown, 2000; Setlow, 2007).

C. perfringens, enerjiyi anaerobik solunum yaparak elde etmektedir.
Oksijensiz solunum sirasinda son elektron alicisi olarak nitrat1 kullanmaktadir. Bu
nedenle nitrat varliginda C. perfringens’in gelisme hizi artmaktadir. Nitrat, enerji
tiretiminde artis1 saglayan substrat diizeyinde fosforilasyon olusumu i¢in daha fazla
metabolit molekiilleri olusturmaktadir. C. perfringens, glikojen metabolizmasi ve
glikolizis devamliligmi saglamak icin gerekli olan tiim enzimlere sahiptir.
Genomunda kodlanan cesitli glikolitik enzimleri sayesinde seker bilesiklerini daha
basit formlara doniistirmektedir. Buna karsin C. perfringens aminoasit biyosentezi
icin  gerekli olan genlerin hepsine sahip degildir. Bu nedenle C.
perfringens, esansiyel —aminoasit kaynagi bulunmayan ortamda yasamin

stirdiirememektedir (Shimizu, 2002).

Sporulasyon baslangicin1 kontrol eden faktorlerin aktivasyonundan sonra C.
perfringens’in stoplazmasinda ¢ok miktarda protein yapida enterotoksin tiretimi
gerceklesmektedir. Sporulasyonu tamamlanan ana hiicrede toplam hiicre proteininin
% 30’dan fazlas1 enterotoksin oldugunda hiicre lize olarak toksinler agiga

cikmaktadir. Enterotoksin olusumu spor olusumuyla paralellik gdstermesine karsin,



ana hiicrenin lize olmasiyla yani yaklagik 10 saat sonra azalmaktadir (De Jong ve

ark., 2002).

C. perfringens’in vejetatif formlarinin optimum kosullarda jenerasyon
stiresinin 7 dakika gibi kisa bir siire oldugu rapor edilmistir. Bu 6zelligi onu bilinen

en hizli ¢ogalabilen bakteri yapmaktadir (Gupta, 1998; Labbe, 1989).

C. perfringens’in kromozomunun 3 031 430 baz ¢iftinden olustugu ve bunun
da % 28,6 sinin guanin-sitozin (GC) olarak hesaplandigi bildirilmistir. Bu veri, C.
perfringens’in diger Gram pozitif bakterilerle kiyaslandiginda nispeten diisik GC
icerigine sahip oldugunu gostermektedir. Kromozomu 10 rRNA ve 96 tRNA geni
icermektedir. Bu genom “niikleosit/niikleotit ve karbonhidrat, katyon/anyon,
aminoasit” tastyicilart kodlayan genleri igermektedir (Cizelge 1.1.). Replikasyon,
transkripsiyon siireci ile diizenlenmektedir. C. perfringens’in genomu, gaz tiretimini
saglayan tipik anaerobik fermentasyon enzimlerini icermesine karsin trikarboksilik
asit siklusu (TCA siklusu) veya solunum zinciri i¢in enzim bulundurmamaktadir

(Shimizu ve ark., 2002).

C. perfringens, sinerjistik etki olusturan ekstraselliiler enzimler ve toksinler
tireterek viriilens 0zellik gostermektedir. Diizenleyici RNA ve hiicre-hiicre iletisimini
saglayan iki bilesenli sistem bulunmaktadir. Bu sistemde, enerji metabolizmasi ve
viriilens genleri diizenleyerek patogenezi kontrol eden en 6nemli kaskat; VirS/VirR-
VR-RNA sinyal iletim dizisidir. VirS, aksesuar gen regiilatorii (agr) sistemi
tarafindan tretilen peptit ile iliskilendirilmektedir. Toksin genlerin ¢ogu VirS/VirR
iki bilesenli sistem ve bir yardimc1 gen regiilatorii (agr) quorum sensing (QS) sistemi
tarafindan diizenlenmektedir. VirS/VirR; ¢evreyi veya uyarilar1 algilayan membrana
bagli sensor olan histidin kinaz ve bir transkripsiyonel diizenleyici olan stoplazmik
tepki diizenleyicisinden olusmaktadir. Histidin kinaz, bir fosfat grubunu tepki/yanit
regiilatoriine aktararak regiilatorii aktive eder. Aktive edilmis yanit regiilatorii, birgok

genin ekspresyonunu diizenlemektedir (Ohtani ve Shimizu, 2015).



Cizelge 1.1. C. perfringens’in viriilensi ile iliskilendirilen genleri (Shimizu ve ark., 2002).

Aminoasit
Gen ismi Viriilens ozellligi boyu Benzer sekans kaynagi
CPEO0030 hlyA Hemolizin ile iligskilendirilen 421 Thermotoga maritima
protein
CPEO0036 plc Fosfolipaz C (alfa toksin) 398 C. perfringens
CPE0163 pfoA Perfringolizin O (0, teta toksin) 500 C. perfringens
CPEO0173 colA Kollajenaz (kappa toksin) 1104 C. perfringens
CPEO0191 nagH Hiyaluronidaz (mu toksin) 1628 C. perfringens
CPE0378 Miyozin, ¢apraz reaktif antijen 597 Streptococcus pyogenes
CPEO0437 hlyB Hemolizin 445 Streptococcus mutans
CPEO0452 entC Enterotoksin 625 Bacillus cereus
CPEO0553nanJ Ekzo alfa siyalidaz 1173 Clostridium septicum
CPE0606 entD Enterotoksin 635 B. cereus
CPEQ725 nanH Ekzo alfa siyalidaz 694 C. perfringens
CPEOQ737 Fibronektin ile baglanan protein 220 Listeria monocytogenes
CPE0846 a clostripain 524 Clostridium histolyticum
CPE0881 nagl Hiyaluronidaz (mu toksin) 1297 C. perfringens
CPE1231 Yiizey proteini 1129 Staphylococcus
saprophytics
CPE1234 nagJ Hiyaluronidaz (mu toksin) 1001 C. perfringens
CPE1258 entA Enterotoksin 955 B. cereus
CPE1279 nagK Hiyaluronidaz (mu toksin) 1163 C. perfringens
CPE1354 entB Enterotoksin 549 B. cereus
CPE1474 hlyC Hemolizin 215 Deinococcus
radiodurans
CPE1523 nagL Hiyaluronidaz (mu toksin) 1127 C. perfringens
CPE1818 hlyD Hemolizin 271 Bacillus halodurans
CPE1847 Fibronektin ile baglanan protein 575 Bacillus subtilis
CPE1915 hlyE Hemolizin I11 213 B. cereus
PCP17 cpb2 Beta 2 toksin 265 C. perfringens
PCP57 cna Kollajen adezin 1368 S. aureus

C. perfringens katalaz, indol ve siiperoksit dismutaz negatif, lesitinaz (alfa
toksin), ve kollajenaz pozitif, laktozu fermente edebilen, beta hemolitik, nitrati nitrite
indirgeme ve siilfit indirgeme 6zelligine sahiptir (Hailegebreal, 2017; Petit ve ark.,
1999).

C. perfringens dort major toksin olusturmaktadir. Alfa toksin (CPA, cpa gen);

tim C. perfringens tiplerinde bulunmakta ve kromozomal gen tarafindan
sentezlenmektedir. Diger li¢ major toksin; beta toksin (CPB, cpb gen), epsilon toksin
(ETX, etx gen), iota toksin (ITX, iap veibp gen) baz1 C. perfringens tiplerinde
bulunmakta ve plazmidal genler tarafindan sentezlenmektedir. C. perfringens’in

16’dan fazla mindr toksini bulunmaktadir. Mindr toksinlerin ¢ogu plazmidal genler



tarafindan sentezlenmektedir. Yalnizca PFO (perfringolizin O, 0; teta toksin)
kromozomal ve enterotoksin ise hem kromozomal hem de plazmidal genler

tarafindan sentezlenmektedir (Hassan ve ark., 2015; Uzal ve ark., 2014).

Bakterinin  virlilensi, ¢ok sayida toksin {iretebilme yeteneginden
kaynaklanmaktadir. C. perfringens tarafindan iiretilen toksinlerin ¢ogu 45 kb ve 140
kb arasinda degisen biiyiikliikteki plazmitler tarafindan kodlanmaktadir. Molekiiler
Koch postulat analizleri, enteritis veya enterotoksemi olusturan C. perfringens
dizilerinden ¢ogunun plazmit tarafindan kodlanan toksinlerin 6nemi iizerinedir.
Toksin plazmitleri, yaygin evrimsel orjin ile yakindan iliskilidir. Ozellikle C.
perfringens’in toksin plazmitlerinin ¢ogu ve bazi antibiyotik direng plazmitleri, tcp
(transfer of clostridial plasmids, klostridial plazmitleri aktaran) olarak adlandirilan
bolgede bulunmaktadir. Bu tcp bdlgesi toksin veya direng plazmitlerinin konjugatif
aktarimina biiyiik dl¢lide aracihk eden Tn916’y1 icermektedir. Ornegin; infekte
diziden normal bagirsak florasindaki C. perfringens’e toksin plazmidin konjugatif
transferi infeksiyonda ilerlemeye neden olabilmektedir. Konjugatif plazmitlerde
toksin genlerin varligi 6zellikle bu toksin genlerin hareket edebilmesine neden olan

sekanslarin insersiyonu (eklenmesi) ile iliskilendirilmektedir (Li ve ark., 2013).

C. perfringens’in  sentezledigi toksinler farkli viriilens ozellikler
gostermektedir. Alfa toksin; sitolitik, hemolitik, dermonekrotik ve letal etkiye
sahiptir. Beta toksin sitolitik, dermonekrotik ve letal etkileri yaninda bagirsak
mukozasinda hemorajik nekroza sebep olmaktadir. Epsilon toksin, dermonekrotik ve
letal etkinin yani sira bdobrek, karaciger ve merkezi sinir sisteminde Odem
olusturmaktadir. Iota toksin, dermonekrotik ve letal etkileriyle hiicre duvari
biitiinliigiinic bozmaktadir. Enterotoksin; sitotoksik, eritamatoz ve letal etki
gostererek bagirsak hiicrelerindeki iyon dengesini bozmaktadir (Cizelge 1.2.). C.
perfringens’in toksin ve hidrolitik enzimleri, diger gida patojenlerinin sentezledikleri
metabolitlerle homoloji gostermektedir. Alfa toksinin Clostridium novyi’nin
sentezledigi alfa toksin ile % 60,8, Clostridium bifermentans’in sentezledigi alfa
toksin ile % 50,8, Bacillus cereus’un sentezledigi fosfolipaz C ile % 26,5, Listeria

monocytogenes’in sentezledigi lesitinaz ile % 20,9, Bacillus thuringiensis’in



sentezledigi fosfolipaz C ile % 20,4 benzer oldugu tespit edilmistir (Brynestad ve
Granum, 2002; McClane, 2001; Petit ve ark., 1999).

Cizelge 1.2. C. perfringens toksinlerinin aktivitesi (Juneja ve ark.,2010; Petit ve ark., 1999;
Uzal ve ark., 2014’ ten modifiye edilmistir).

Letal Toksin Tipi Infeksiyon Tipi Toksin Aktivitesi
Alfa toksin A B C,DE Nekrotik, hemolitik, lesitinaz C,
Major sfingomiyelinaz
Toksinler |Beta toksin B,C Nekrotik, por olusturma
Epsilon toksin B,D Nekrotik (tripsin ile aktive olur), por
olusturma
fota toksin E Nekrotik (tripsin ile aktive olur), aktin-
spesifik ADP-ribosiltransferaz
Gama toksin *B, *C Letal
Delta (8) toksin *B, *C Hemolitik
Eta toksin *A Letal (gegerliligi sorgulanabilir)
Minor Teta (0) toksin (PFO) | *A,B,C, D, E Hemolitik (oksijen labil),
Toksinler por olusturma
Kappa toksin A CD,E Nekrotik, jelatinaz, kollajenaz
Lambda toksin B,D, E Proteinaz (Azocoll pargalayici,

jelatinaz)

Mu toksin *A, B, *C, *D, *E Hiyaluronidaz

Nu toksin *A B, C, *D, *E Deoksiriboniikleaz

Noraminidaz A B,CD,E N-asetil néraminik asit glikohidrolaz

Enterotoksin A B,CDE Enterotoksik, sitotoksik, plazma
membran ile kompleks olusturma

Beta 2 toksin A Por olusturma

TpeL (Toksin B Ras'a 6zel mono glikoziltransferaz

perfringens large)

Nekrotik enteritis A Nekrotik

toksin B-benzeri
(netB)

* Bazi C. perfringens suslarinda tespit edilmistir.

1.3.2. Gelisimini Etkileyen Faktorler

1.3.2.1. Besin Elementleri

C. perfringens gelismek ve ¢ogalmak i¢in 13-14 aminoasit, 5-6 vitamin ve

bir¢ok mineral maddeye ihtiya¢ duymaktadir. Besin elementlerini bulundugu dokuda
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kitlesel imha ile sonuglanan ¢ok sayida yikimlayicit enzim ve toksinleri sayesinde
elde etmektedir. Gelisimi i¢in gerekli olan tiim aminoasitleri sentezleyemediginden
proteince zengin ortamlarda siklikla izole edilmektedir. C. perfringens, basit
sekerlerin ¢ogunu, nisastay1, glikojen ve bazi aminoasitleri par¢calamaktadir (Shimizu

ve ark., 2002).

C. perfringens’in farkli suslarinin gelisimi i¢in ihtiya¢ duyduklari besin
elementleri degiskenlik gostermektedir. Buna karsin yasamlarini siirdiirmeleri i¢in
gerekli olan minimal ortam; alanin, arginin, aspartik asit, sistin, glutamik asit,
histidin, izol6sin, 16sin, metiyonin, fenilalanin, treonin, triptofan, tirozin ve valin,
amonyum Kkloriir, magnezyum kloriir, demir kloriir, sodyum-potasyum fosfat
tamponu, glukoz, adenin, biotin, kalsiyum pantotenat ve piridoksin i¢ermelidir. Tiim

bu bilesenler et ve karaciger gibi besinlerde bulunmaktadir (Fuchs ve Bonde, 1957).

1.3.2.2. pH

C. perfringens gelisimini 5,1- 9,7 araligindaki pH’de siirdiirebilmektedir.
Optimum pH 6-7 araliginda degismektedir. Sporlanma 5,1 ile 9,9 pH araliginda
gergeklesmektedir (Li ve McClane, 2006a).

1.3.2.3. Su aktivitesi (aw)

C. perfringens 0,94-0,97 araligindaki su aktivitesinde gelisim gostermektedir.
Bu araliktaki gelisimi; pH, sicaklik, oksidasyon rediiksiyon potansiyeli ve cesitli
besinlerin varligi ile iliskilendirilmektedir (ICMSF, 1996).
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1.3.2.4. Redoks Potansiyeli (Ep)

Clostridium perfringens +200 mV Ep’de liremeye baslamaktadir. Ancak, tuz
gibi baz1 maddeler arttifinda Ej artis1 da sinirlanmaktadir (Morris, 2000). Gidada Ej,
veya ay degisimleri simbiyotik etki olusturabilmektedir. C. perfringens yiiksek
sicakliklarda, 6rnegin; mezbahada yeni kesilmis hayvanlarin dokularindayken redoks
potansiyelini diisiirebilmektedir. Yaklasik 300 mV Epde gelisimleri inhibe
olmaktadir (Juneja ve ark., 2010).

1.3.2.5. Sicaklik

C. perfringens’in gelisimi i¢in optimum sicaklik 43-45 °C olup 15-50 °C
araliginda gelisimini siirdiirebilmektedir. Bu sicaklik araligi disinda gelismelerini
siirdirmeleri i¢in; uzamis lag ve jenerasyon siiresi ile anaerob kosullar
gerekmektedir. Ornegin; 52,3 °C’de gelismeleri yalmzca tam anaerobik ortamda
gerceklesmektedir. C. perfringens populasyonunun 10 °C’den daha diisiik
sicakliklarda ya oldugu gibi kaldig1 ya da azaldigi rapor edilmistir. Bu durum C.
perfiringens’in uygun sogutma kosullarinda gelisim saglayamadigim gostermektedir
(Juneja ve ark., 2010; Labbe ve Juneja, 2002; Shoemaker ve Pierson, 1976).

C. pefringens, et iretim sisteminde hizla c¢ogalabilmektedir. Ete inokule
edilen vejetatif C. perfringens’in 45 °C’de lag faz olmaksizin ¢ogalmaya basladigi
tespit edilmistir (Hall ve Angelotti 1965).

Pisirme islemi C. perfringens’in vejetatif formlarin1 dldiiriirken uykuda olan
yani inaktif spor formlarmin olusumunu stimiile etmektedir. Gidalar yavas
sogutulduklarinda pisirme sirasinda olusan spor formlar vejetatif hiicrelere doniiserek

hizla ¢ogalmaktadir (McClane, 2005; McClane 2007).
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Spor formlarin gelistigi sicakliklar minimum 12 °C, maksimum 50 °C ve
optimum 43- 47 °C’dir (ICMSF, 1996).

Domuz etinde C. perfringens’in vejetatif ve spor formlarimin D ve Z degerleri
tizerinde bir ¢alisma yapilmistir. D degeri vejetatif hiicrelerde; 65 °C’de 0,9 dakika,
55 °C’de 16,3 dakika, spor formlarda ise 100 °C’de 2,2 dakika, 90 °C’de 34,2 dakika
olarak belirlenmistir. Z degeri vejetatif hiicrelerde 7,8 °C, sporlarda ise
8,4 °C olarak tespit edilmistir (Byrne ve ark., 2006).

Sporlar yiiksek sicaklik direncine sahip olduklart igin gidalarda pisirme
stiresince canliliklarmi siirdiirmektedir. Sporlarin sicaklik direnci; dipikolinik asitin
ve metal iyonlarinin konsantrasyonu, spor g¢ekirdeginin biiytlikliigii ve protoplastin
sporoplasta orani ile iligkilendirilmektedir. Ayrica enterotoksin iireten A tipi C.
perfringens endosporlari, bu toksini {iretmeyenlere gore sicak ve soguga karsi daha
fazla direnclidir. CPE+ suslarin spor cekirdegindeki Mg*? ve Fe icerigi CPE-
olanlardan daha fazla tespit edilmistir. CPE+ suslardaki Mg™ konsantrasyonu
yaklasik iki kat fazla ve Fe*? konsantrasyonu ii¢ kat daha fazladir. Bu kapsamda C.
perfringens’in neden oldugu akut gida zehirlenmelerinde iki temel bakteriyel faktor
onem tasimaktadir. Tlki kontamine gidalarda yiiksek sicaklik direncine sahip olan C.
perfringens endosporlarinin olugsmasi, ikincisi ise bu sporlarin cpe igermesidir. CPE+
tirlerin D degeri 90 °C’de 19-120 dk, 95 °C’de 17-63 dk, CPE- tiirlerin 90 °C’de 5-
13 dk ve 95 °C’de 1-3 dk arasinda tespit edilmistir. Bir diger ¢calismada ise D degeri,
kromozomal cpe genine sahip izolatlarda 100 °C’de 30-124 dk ve plazmidal cpe
genine sahip olanlarda ise 1-2 dk arasinda tespit edilmistir (Orsburn ve ark., 2008;
Sarker ve ark., 2000).

1.3.2.6. Gaz- Atmosfer

C. perfringens oksijen varliginda iyi irecyememektedir. Pigmis etler iizerinde

vejetatif C. perfringens hiicrelerinin aerobik ve anaerobik kosullarda gelisimi
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iizerinde yapilan bir ¢aligmada etkenin anaerobik kosullarda ¢ok daha hizli iiredigi

tespit edilmistir (Juneja ve ark., 2010).

1.3.2.7. inhibitér ve Antimikrobiyel Maddeler

Gidalarin normal mikroflorasindaki psikrofiller, aerob mezofil bakteriler ve
enterokoklar C. perfringens’in gelisimini baskilamaktadir. Ayrica bakteriyosinler ve
NaNO; inhibitorik etki gostermektedir. Bu nedenle kiirlenmis et ve iirlinlerinden

kaynaklanan C. perfringens infeksiyonlari oldukg¢a az bildirilmektedir (Erol, 2007).

Aragtirmalar C. perfringens’in ¢esitli NaCl ilavesi yapilmig ortamlarda
gelisimini siirdiirdiigiinii gdstermektedir. Ornegin, baz1 suslar % 4 NaCl ile inhibe
olurken bazilar1 % 8 gibi yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda inhibe olmaktadir
(Juneja ve ark., 2010).

C. perfringens’in vejetatif hiicreleri ve spor germinasyonu, diger tiirlere gore
nitritin antimikrobiyel etkinliginden daha az etkilenmektedir. Sodyum nitrit ancak 12
000 ppm kullanildiginda C. perfringens’in gelisimini inhibe etmektedir. C.
perfringens sporlarinin germinasyonu % 0,01- % 0,02 sodyum nitrit ilavesi ile
yavaslatilmaktadir (Labbe ve Juneja, 2002). Sodyum nitrit ve tuz sinerjistik olarak C.
perfringens gelisimini inhibe etmektedir. Gida tirlinlerinin ¢esidi, pH’s1, NaCl ile
fosfatlar ve organik asit tuzlarmin miktari, nitrat/nitrit gibi anitmikrobiyel igerikleri
ve fonksiyonel bilesenleri C. perfringens’in gelisiminde degisikliklere neden
olabilmektedir (Juneja ve ark., 2010).

C. perfringens sporlarin1 inaktive eden sicaklik gidalarin organoleptik
ozelliklerini ve iirlin kalitesini olumsuz etkilemektedir. Pisirme islemi, gidalardaki
anaerobik ortamin artisina ve rekabet¢i floranin azalmasina veya yikimlanmasina
neden olmaktadir. Gidalarin pisirilmesi ile olusan 60-80 °C’deki sicakliklar sicaklik

sokundaki C. perfringens sporlarinin germinasyonunu aktive edebilmektedir. Bu
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kapsamda g¢esitli gida isleme siireglerinin C. perfringens vejetatif hiicreleri ile
sporlar1 tizerindeki etkilerini anlamak i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Novak ve Yuan
(2004), sigir eti yiizeylerindeki C. perfringens vejetatif hiicrelerine ve sporlarina
kars1 hafif sicaklik ile ozon uygulamasinin etkileri lizerinde ¢alisma yapmuslardir.
Ozon ile birlikte 45-75 °C’de pisirme sicakligi uygulamasinin sigir eti yilizeyinde
bulunan C. perfringens’in enterotoksin iireten tiirleri {izerindeki etkinligini artirdigini
tespit etmislerdir. Calismada ozon ile muameleyi takiben uygulanan sicakligin C.
perfringens vejetatif ve spor formlarinin say1 ve direnglerinde azalmaya neden

oldugu bildirilmistir.

1.3.2.8. Antibiyotik Duyarhhk

Gida kaynakli hastaliklarin halk sagligi yoniinden onem tasidig diger bir
konu gida patojenlerinin antibiyotiklere karsi gelistirdikleri direnctir. Et ve siit gibi
gidalarin iretim siirecinde hayvanlara profilaktik ve gelismeyi artirict amagh
antibiyotik kullanilmas1 antibiyotik diren¢ sorununun temel nedenlerindendir

(Teuber, 1999).

Antibiyotikler bakterilerin ilireme donemi Oncesinde, lireme doneminde ve
hizli gelismesi sirasinda etkili olmaktadir. Bazilarinin (penisilinler gibi) etkisi
yalnizca hizli gelisme doneminde agiga ¢ikmaktadir. Antibiyotikler bakteri sporlarini
etkilemezler. Bakteri sporlarindaki dipikolinik asit ve diger bazt maddeler ilaglarin

girisini engellemektedir (Kaya, 2002).

Anaerob Gram pozitif bakterilerde etki spektrumuna gore kullanilan bazi

antibiyotikler Cizelge 1.3.”de gosterilmistir.
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Cizelge 1.3. Anaerob bakterilerde etki spektrumuna gore kullanilan antibiyotikler (Kaya,
2002).

Etki ilaclar

spektrumu

Genis Kloramfenikol, kinolonlar, tetrasiklinler, imipenem, azlosilin, sefoksitin,
moksalaktam

Genisge Birinci ve ikinci nesil sefalosporinler, karbenisilin, sefoperazon, sefotaksim,
seftriakson, etkisi giiclendirilmis penisilinler, aminopenisilinler

Dar Benzilpenisilinler, linkozamidler, makrolidler, tiamulin, vankomisin, basitrasin,
izoksazolil penisilinler, nafsilin, metisilin, imidazol bilesikler

Birgok Clostridium spp., genellikle penisilin G, amoksisilin, tikarsilin,
piperasilin, sefazolin, sefoksitin, sefotetan, iiclincii kusak sefalosporin,
kloramfenikol, klindamisin, makrolidler, metronidazol, imipenem, meropenem,
tetrasiklin, tigesiklin, florokinolon, vankomisin, daptomisine genellikle yeterince
duyarli degildir. C. perfringens Kkinupristin-dalfopristin, rifampin, penisilin
kombinasyonlar1 ve beta-laktamaz inhibitorlerine genellikle duyarhidir. Kanada’da
yapilan bir ¢alismada sigir, tavuk, domuz ve hindi kokenli 275 C. perfringens
izolatinda antimikrobiyel duyarlilik belirlenmistir. Tavuk izolatlarinin % 64’iinde ve
hindi izolatlarmin % 60’mda basitrasin duyarliliginin azaldig bildirilmistir. Domuz
izolatlarinin % 28’inde klindamisin, % 31’inde eritromisin i¢in duyarlilik azalmasi
tespit edilmesine karsin sigir izolatlarinin % 10’unda klindamisin ve % 10’unda
florfenikol duyarliliginin azaldigi bildirilmistir. Tetrasiklin tiim tiirlerde azalmis
duyarlilik gostermektedir. Kanath hayvanlarda C. perfringens izolatlarinin tetrasiklin
direnci Isve¢’te % 76, Danimarka’da % 10, Norveg’de % 29 olarak tespit edilmistir.
Brezilya’da domuzlardan elde edilen C. pefringens izolatlariin ¢ogunda tetrasiklin
ve linkomisin direnci tespit edilmistir (Brook, 2013; Brook, 2018; Johansson ve ark.,
2004; Slavi¢ ve ark., 2011).

Clostridium tiirlerinin ¢ogu bir veya daha fazla beta laktamaza direng
gelistirmistir. Beta-laktamaz tireten Clostridium spp. genellikle klavulanik asidi
inhibe eden enzimleri iiretmektedir. Rifampin ve kloramfenikol C. perfringens igin
bakterisidal aktivitede yetersiz kalabilmektedir. Sefoksitin ise C. perfringens’e ¢cogu
diger sefalosporinlerden daha az etki gostermektedir. Ayrica diger clostridia tiirleri

de antimikrobiyellere direng gelistirmistir. C. ramosum ve C. innocuum penisiline (%
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16-57), sefoksitine (% 22-48), diger sefalosporinlere (% 20), klindamisine (% 5-50),
florokinolonlara ve metronidazole (% 11-12) direng gelistirmistir. C. clostridioforme
penisiline (% 26-90), sefalotine (% 17), sefoksitine (% 29-48), sefotetana (% 17-29),
seftriaksona (% 21), kloramfenikole (% 33), klindamisine (% 7-30) ve tetrasikline (%
55) direng gostermistir (Brook, 2018).

Aragtirmacilar PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, darbe atimli alan jel
elektroforezi) kullanilarak c¢ikartilmis C. perfringens’in fiziksel haritasi ile, C.
perfringens membraninda 6 penisilin baglayan protein (PBPs) tanimlamustir. Bir¢ok
aerobik bakteri gibi C. perfringens de stoplazmik membraninda ¢ok sayida PBPs’ye
sahiptir. Bu proteinlerin bazilari murein sentezinde, hiicre uzamasinda ve hiicre

sertliginin bakiminda 6nemli rol oynamaktadir (Murphy ve ark., 1981).

C. perfringens’in penisilin ile baglanan proteinlerinin afinitesi azalmsitir. C.
pefringens, transfer edilebilen bir plazmit araciligiyla tetrasiklin, kloramfenikol ve
eritromisin-klindamisin direnci gdstermistir. In vivo c¢alismalar Clostridium
infeksiyonlarinin tedavisinde penisilinden daha etkili ilaglar oldugunu gostermistir.
Klindamisin, metronidazol, rifampin ve tetrasiklin farelerde C. perfringens’in neden
oldugu patlamis gazli gangren tedavisinde penisilinden daha etkili
bulunmustur. Protein sentezi inhibitorleri (tetrasiklin, metronidazol, rifampin,
klindamisin ve kloramfenikol) hiicre duvarina etkiyen ajanlara gore (penisilin) toksin
sentezini daha iyi inhibe etmistir. Penisilin ile kiyaslandiginda klindamisin, rifampin
ve metronidazoliin kombine uygulanmasi daha hizli ve istiin bakterisidal etki

gostererek toksin tiretimini engellemektedir (Stevens ve ark., 1987).

1.4. Clostridium perfringens Toksinlerinin Ozellikleri ve Olusturdugu
Hastahklar

C. perfringens; alfa, beta, epsilon ve iota major toksinlerinin iiretimine gore

A, B, C, D ve E tipleri olarak simiflandirilan infeksiyonlar olusturmaktadir.
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Memelilerde C. perfringens major toksinleriyle iligskilendirilen hastaliklar Cizelge
1.4.’de gosterilmektedir (Rood ve Cole, 1991; Songer ve Miskimins, 2005).

Cizelge 1.4. C. perfringens’in neden oldugu hastaliklar (Rood ve Cole, 1991; Rumah ve ark.,
2013; Songer ve Miskimins, 2005).

Hastalik Major letal toksin Olusturdugu hastalik
tipi
A Alfa Gazli gangren (clostridial miyonekrozis)

Gida zehirlenmesi

Nekrotik enteritis (infantlarda)

Nekrotik enteritis (kanatli hayvanlarda)
Enterotoksemi (s1g1ir ve kuzularda)
Nekrotik enterokolit (domuz yavrularinda)
Colit (atlarda)

Hemorajik gastroenterit (kopeklerde)

B Alfa Insanlarda multiple sclerosis
Beta Yeni dogan kuzularda dizanteri
Epsilon Yetiskin kuzularda kronik enterit

Koyunlarda hemorajik enterotoksemi
Kegi ve taylarda enterotoksemi

C Alfa Nekrotik enteritis (hayvanlarda)
Beta Enteritis nekrotikans: pig bel (insanlarda)

D Alfa Koyunlarda enterotoksemi (yumusak bobrek hastaligi)
Epsilon

E Alfa Tavsanlarda enteritis
fota

Tip A, C ve D insanlar i¢in patojenik olup B, C, D, E ve bazen tip A
hayvanlar igin patojendir. C. perfringens kaynakli tipik gida zehirlenmesi
vakalarindan A ve C tipleri tarafindan iiretilen enterotoksin sorumludur (Juneja ve

ark., 2010).

C. perfringens genellikle gastrointestinal hastaliklara neden olmaktadir.
Toksinler bagirsakta iiretildikten sonra genel sirkiilasyona absorbe olabildiginden bu
infeksiyonlar genellikle enterotoksemi olarak tamimlanmaktadir. C. perfringens;
enterotoksin, beta 2, teta, kappa, mu gibi mindr toksinler de sentezlemektedir (Uzal
ve ark., 2010; Uzal ve ark., 2014).

C. perfringens’in temel letal toksini olan alfa toksin tiim izolatlar tarafindan

sentezlenen multifonksiyonel bir fosfolipaz enzimidir. Eritrosit, 16kosit, endotel ve
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kas hiicrelerinde membran fosfolipitlerinin hidrolizi sonucu parcalanma veya
sitotoksisiteye neden olmaktadir. Hemolitik, nekrotizan ve potansiyel dliimciil bir
toksindir. Beta toksin, evcil hayvanlarda merkezi sinir sistemi ve mukozal nekrozdan
sorumlu tutulan tripsine duyarhiligi yiiksek bir proteindir. Intestinal mukozanin
nekroze olmasini ve inflamasyonunu indiiklemektedir. Epsilon toksin, biyolojik
aktivitesi tam olarak anlasilamamis olsa da nekrotizan ve 6liimciil etkiye sahiptir.
fota toksin ise vaskiiler permeabiliteyi artirir ve dermonekrotik letal bir toksindir

(Songer, 1996).

Gazli gangrenin patogenezinde fosfolipaz C (a toksin) ve aktive edilmis bir
hemolizin olan tiyol (6 toksin veya perfringolizin O) enzimleri etki gostermektedir.
Ayrica kollajenaz (K-toxin), hiyaluronidaz (p toksin), DNaz (v toksin) ve
néraminidaz (siyalidaz) enzimlerinin de etkili oldugu goriillmektedir. Kuzularda
yumusak bobrek hastaligindan epsilon toksin sorumlu olmasina karsin kuzu
dizanterisi ve insanlarda olusan nekrotik enteritis hastaliginda beta toksin etkilidir. C.
perfringens’in neden oldugu gida zechirlenmelerinden ise sporlanma ile iliskili

proteinlerin olusturdugu enterotoksinler sorumludur (Rood ve Cole, 1991).

C. perfringens toksinlerinin genel 6zellikleri ile ilgili bilgiler Cizelge 1.5.’de
verilmektedir (Sakurai, 1995; Uzal ve ark., 2010).

Cizelge 1.5. C. perfringens toksinlerinin genel 6zellikleri (Sakurai, 1995; Uzal ve ark.,
2010).

CPA CPB ETX ITX PFO CPE CPB2
Molekiiler 42,52 kDa 35 kDa 34 kDa la: 47,5 kDa 54 kDa 35 kDa 28 kDa
agirhk Ib: 71,5 kDa
LDs (fare) 3pg 1,87 pg/ip; 100 ug la: 620 pug Rapor 50 pug 03 pg
30-50 pg/iv 1b: 940 pg edilmemis
Biyolojik Letal Dermonekrotik Letal Letal Letal Eritem Dermo
aktivite Nekrotik Odem Dermonekrotik Nekrotik Nekrotik Letal nekrotik
Hemolitik Enterotoksik Odem Enterotoksik [ Odem
Diiz kaslarda | Sitotoksik Diiz kaslarda Entero
kontraksiyon kontraksiyon toksik
Sitotoksik
Termostabilite Stabil 60°C’de inaktif Oda la. Stabil Bilinmiyor 60°C’de Bilinmiyor
-80°C’de aktif sicakhginda 1 Ib: Labil inaktif
haftadan fazla Oda
-20°C’de sicakhginda
aylarca <1 hafta
-80°C’de -20°C’de lay
yillarca Liyofilize
olarak
yillarca
Tripsinile Duyarl Duyarh Direngli Direngli Duyarh Direngli Duyarl
reaksiyon
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1.4.1. Alfa Toksin

C. perfringens’in tim suslari alfa toksini kodlayan cpa (plc) genini
bulundurmaktadir. Cpa; fosfolipaz C (lesitinaz), sfingomiyelinaz ve letal akitivite
ozelliklerine sahiptir. Cpa geni, bakteriyel kromozomda en stabil yer olan
replikasyonun merkezine yakin bolgede yer almaktadir. Cpa geninin kromozomal
bolgede bulunmasi plazmitten koken alan diger major toksin genlerle zitlik

olusturmaktadir (Canard ve Cole, 1989; Petit ve ark., 1999; Titball ve ark., 1999).

Cpa’nin in vitro transkripsiyonu VR-RNA olarak tanimlanan RNA
diizenleyici molekiil yoluyla ve VirS/VirR olarak adlandirilan iki diizenleyici sistem
bileseni ile saglanmaktadir. CPA protein iiretimi ve transkripsiyonu Agr quorum
sensing sistemi ile agiklanmaktadir. Ancak bu sistem hala agikliga

kavusturulamamistir (Uzal ve ark., 2010).

Alfa toksin, 43 kDa molekiiler agirliginda, 370 amino asitten olusan bir
proteindir. Alfa toksinin molekiiler yapisi iki temel bolgeden olusmaktadir. Amino-
terminal kisim, Zn iyonlarini1 igeren fosfolipaz C aktif bolgesini icermektedir.
Karboksi-terminal kisim ise oOkaryotlarda lipide baglanan paralok bdlgeyi ve
kalsiyum bagiml1 olarak fosfolipitleri baglamak i¢in uygun bolgeyi olusturmaktadir.
Toksik olmayan karboksiterminal kismin immunizasyonu, alfa toksin ve gazl
gangren olusumuna karsi koruma olusturmaktadir. Bu polipeptitten asi olarak

yararlanilabilmektedir (Sakurai, 1995; Titball ve ark., 1999).

Saflastirilmis alfa toksin; fosfatidilkolin ve sfingomiyeline karsi tercihen aktif
olan Zn (¢inko) igeren ve lesitinaz olarak da bilinen fosfolipaz C enzimidir. Alfa
toksin, lesitinaz aktivitesi ile Okaryotik hiicre membrani fosfolipitlerini hidrolize
ederek hemolitik Ozellik gostermektedir. Yapilan calismalar alfa toksinin gazli
gangren vakalarinda en iyi viriilens belirleyici oldugunu gostermektedir. Bu toksin
insanlarda enterokolitis regionalise neden olan Crohn’s hastaligi ve tavuklarda

nekrotik enteritis gibi ¢ok farkli hastaliklara neden olabilmektedir. Gazli gangren
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hastaliginin patojenitesinde alfa toksinin ii¢ biiylik rolii bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi infekte dokularin igine nétrofillerin ulagmasini engelleyebilme ozelligidir.
Ikincisi, infekte dokulara kan akimmi azaltan trombosit agregasyonuna ve
vazokonstriksiyona neden olabilmesidir. Sonuncusu ise toksinin hasarli dokuda
arasidonik asit ve protein kinaz C tarafindan aktive edilen konak hiicre
metabolizmasin1 G6limciil olarak modiile edebilmesidir (Titball ve ark., 1999).
Eritrositlerin membraninda ve birgok hayvan tiirliniin diger hiicrelerinde
zedelenmeye neden olmaktadir. Bu etkinin sonucu olarak fosfolipitlerin yapisi

bozulmakta ve hiicre lizisi olusmaktadir (Sakurai ve ark., 1993).

PFO ve CPA kombinasyonu C. perfringens’in makrofaj fagozomundan
¢ikmasii ve konak dokuda yasamini siirdiirebilmesini saglamaktadir (O'Brien ve
ark., 2004). Sublitik miktarlardaki CPA lokositlerin migrasyonunu bozmakta veya
zayiflatmakta ve lezyonlarin periferinde 16kositozis ile hiperadezyonu iceren farkli
mekanizmalarla agregasyonlarini desteklemektedir (Bryant ve Stevens, 1996).
Intravaskiiler agregasyonlar kiigiik damarlarda kan akimni engelleyerek doku
nekrozu ile anoksiye neden olmaktadir. Bu durum C. perfringens’in proliferasyonu
icin uygun ortam (anaerobik ortam) olugmasina yardimei olmaktadir (Hickey ve ark.,
2008).

Memeli hayvanlarin intestinal hastaliklarinda cpa’nin roli tartismali olup,
verilerin yetersiz oldugu tespit edilmistir. C. perfringens tip A’nin sar1 kuzu
hastaligina ve nadiren akut enterotoksemiye neden oldugu tespit edilmistir. Sar1 kuzu
hastaligi depresyon, anemi, ikterus ve hemoglobiniiri ile karakterizedir. Nekropsi
bulgulari; soluk, gevrek karaciger ve dalak, idrar kesesinde kirmizi idrar varlig
olarak tespit edilmistir (McGowan ve ark., 1958). C. perfringens tip A sigir, kegi, at
ve domuzlarda siklikla enteritis ve enterotoksemiden sorumlu tutulmaktadir (Uzal ve
ark., 2010). Infekte sigirlarin diskilarinda gok sayida bulunan cpa birgok saglikli
hayvanin da diskisinda bulunmaktadir. Hasta hayvanlarin diskisinda cpa geni

tespitinin diagnostik 6nemi yoktur (Uzal ve ark., 2010).
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Gazl gangren vakalarinda C. perfringens, yara igerisinden kas dokusuna girip
viicut dokusunda ¢ogalmak iizere ilerleyerek giiclii bir ekzotoksin olan alfa toksin
salgilamaktadir. Bu toksin yakin g¢evresindeki diger dokular1 da yikimlayarak gaz
{iretimine neden olmaktadir. Ozellikle aglik ve kitlik yasanan savas dénemlerinde,
antibiyotik ve cerrahi tedavisi yapilamayan C. perfringens ile infekte hastalarda
sistemik  toksemi, sok ve Olim vakalart meydana  gelmistir. C.
perfringens insanlardaki clostridial gazli gangren vakalarimin % 80- 90’indan

sorumlu tutulmaktadir (Shimizu ve ark., 2002).

1.4.2. Beta Toksin

Clostridium perfringens beta toksin cpb niikleotit sekansi tarafindan
kodlanmis olup B ve C tipi infeksiyonlara neden olmaktadir. C. perfringens beta
toksinini kodlayan aminoasit sekans1 S. aureus’un alfa, gama toksinleri ve 16kosidini
ile % 28 genetik benzerlik gostermektedir. C. perfringens’den saflastirilan beta
toksin monomerik ve multimerik formlarda tespit edilmistir. Monomerik gen
tirlinliniin molekiil agirligr 34 kDa, multimerik formunki ise 118 kDa’dir (Hunter ve

ark., 1993).

Insanlarda nekrotik enteritise neden olan C tipi infeksiyonlar ¢ogu zaman B
toksin ve bazen de delta ve teta toksinlerin de katilimiyla olugmaktadir. Nekrotik
enteritis C. perfringens tip C ile kontamine gidalarin tiikketimi ve bagirsakta

proteolitik enzimlerin diisik seviyede bulunmasi ile iliskilendirilmektedir

(McLauchlin ve Grant, 2007; Willis ve Smith, 1990).

C. perfringens’in yaklasik % 15 sekans homolojisine sahip olan beta 1 ve beta
2 olarak tanimlanmis iki adet beta toksini vardir. Beta 1 toksin, C. perfringens tip
C’nin (tip B’nin de olusturabildigi) neden oldugu nekrotik enteritis ile
iliskilendirilmektedir. Beta 2 toksin yine C. perfringens tip C (beta 1 toksin ile veya

olmaksizin) ve baz1 C. perfringens tip A suslari tarafindan olusturulmaktadir. Gazli
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gangrene neden olan tip A dizileri beta 2 toksin igeren genom sekansina sahiptir.
Hem beta 1, hem de beta 2 toksin sitotoksiktir ve deneysel bagirsak loop testinde

bagirsak mukozasinin hemorajik nekrozisine neden olmustur (Shimizu ve ark.,

2002).

Beta 2 toksin, plazmit kdkenli bir gen olup ilk defa Gibert ve ark. (1997)
tarafindan nekrotik enterokolitisli C tipi C. perfringens ile infekte domuzdan elde
edilen izolatta yapilan sekans galismalari sonrasinda klonlanmustir. C. perfringens
beta 2 toksin hayvanlarda enterik hastaliklara neden olmaktadir. Beta 2 toksin zayif
sitotoksik aktiviteye sahiptir. Bu nedenle hayvanlardaki klintk 6nemini anlamak
zordur. Enterik hastaligi olan veya olmayan ¢esitli hayvan tiirlerinden cpb2 pozitif
C. perfringens’in tespit edilmis olmasi dogada cpb2’nin olduk¢a yaygin oldugunu
gostermektedir. Bircok arastirmaci infekte ruminant, karnivor, kanatli hayvan ve
baliklarin yam sira saglikli hayvanlarda da cpb2 varligini tespit etmistir. Bu nedenle
cpb2 varhigr risk faktorii olarak dikkate alinmamaktadir. Ancak, sindirim kanalinda
tripsin aktivitesinin yetersiz olmasi, antibiyotik ve antiinflamatuar tedavi ve diyet ile
ilgili degisimler gibi predispoze faktorler cpb2 kaynakli enteritis veya enterotoksemi

olusumuna neden olabilmektedir (Schotte ve ark., 2004).

[ran’da enterik hastalig1 olan hayvanlardan elde edilen C. perfringens
izolatlarinin farkl: tiplerinde cpb2 tespiti igin single PCR ¢alismasi yapilmustir. C.
perfringens tip A, B, C ve D’nin sirasiyla % 54,5 (6/11), % 62 (13/21), % 42,8
(6/14), % 69,3 (9/13) cpb2 genine sahip oldugu tespit edilmistir. Bir diger ifadeyle
59 C. perfringens izolatinin 34’iiniin (% 56,7) cpb2 pozitif oldugu bildirilmistir
(Jabbari ve ark., 2012).

1.4.3. Epsilon Toksin

Epsilon toksin, B ve D tipi C. perfringens infeksiyonlarina neden olmaktadir.

Bu toksin oOkaryotik hiicrelerin plazma membrant yoluyla heptamerik b-por
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olusturmasiyla karakterizedir. Daha ¢ok koyunlar olmak iizere hayvanlarda 6liime
neden olan enterotoksemiden (koyunlarin yumusak bobrek hastaligl) sorumlu tutulan
oldukca patojen Ozellige sahip bir toksindir. Cesitli dokularda birikerek perivaskiiler
odeme neden olmaktadir. Ozellikle bobrek ile beyinde édem ve nekrotik lezyonlar
olusturmaktadir. Epsilon toksin, kan-beyin bariyerini gecebilme 0&zelligi ile
enterotoksemide olusan sinirsel uyarim semptomlarina neden olan glutamatin serbest
kalmasini stimiile etmektedir. Hiicresel diizeyde hizla sismeyi takiben nekroza neden
olmaktadir. Tiim bu giiclii toksin 6zelligine karsin merkezi sinir sistemi veya hedef
glutamaterjik noronlar1 etkileyen ilaglara arag olarak benzersiz bir o6zellik

gostermektedir (Popoff, 2011).

Epsilon toksin bilinen en gii¢lii toksinlerden biridir. Bu nedenle oldiiriici
etkisi botulinum norotoksinleriyle mukayese edilmistir. Farelerde intraperitonal
injeksiyon yoluyla yapilan ¢aligma sonucunda belirlenen letal doz botulinum
nérotoksin A icin 1,2 ng/kg! ve epsilon toksin i¢in 70 ng/kg’ olarak belirlenmistir

(Popoff, 2011).

Norolojik semptomlara neden olan epsilon toksinin olusturdugu B ve D tipi
C. perfringens infeksiyonlarmin dogal konakg¢isi ruminantlardir.  Toksin,
bagirsaklardan absorbe edildikten sonra kan dolasimina ge¢cmekte ve kan beyin
bariyerinin permeabilitesini artirarak MS benzeri semptomlara (gorsel disfonksiyon,
inkoordinasyon, spastik paraliz) neden olmaktadir. Bu da epsilon toksinin MS

tetikleyicisi olabilecegini gostermektedir (Popoff, 2011).

Rumah ve ark. (2013), klinik muayene ve manyetik rezonans goriintiileme ile
multiple sclerosis teshisi koyduklar1 gen¢ bir kizda epsilon toksin sentezleyen
bacillus izole etmislerdir. Yapilan PCR sonucunda geng¢ kizin alfa, beta ve epsilon
gen tarafindan kodlanan C. perfringens tip B ile infekte oldugu tespit edilmistir. Bu
bulgu insanlarda bildirilen ilk B tipi C. perfringens infeksiyonu olarak rapor
edilmistir. Kan beyin bariyerine tropizmi tespit edilen epsilon toksin

oligodendrositler ile miyeline baglanmaktadir. Calismada MS hastalarn ile
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gastrointestinal sisteminde C. perfringens toksin tiplerini tasima durumu kontrol
edilmistir. C. perfringens tip A saglikli insanlarda yaklasik olarak % 50, MS
hastalarinda ise % 23 olarak tespit edilmistir. MS'li insanlarda ETX ile olusan

immunreaktivitenin saglikli insanlardan 10 kat daha yaygin oldugu bildirilmistir.

1.4.4. iota Toksin

fota toksin, E tipi C. perfringens infeksiyonlarina neden olmaktadir.
Plazmidal gen tarafindan kodlanan major toksinlerden olup letal, dermonekrotik ve
sitotoksik aktivite gostermektedir. Ancak iota toksin inaktif formda sentezlenir ve
aktif forma gecebilmesi icin proteaz ile proteoliz olmast gerekmektedir.
Olgunlasmamis toksin proteininin bolinmesi VirS/VirR  sistemi tarafindan
diizenlenen proteazla gergeklestigi bildirilmistir (Gibert ve ark., 2000; Sakurai ve
ark., 2009).

Clostridium perfringens iota toksini, tek baslarina toksik etki gosteremeyen
enzim (la) ve baglama bilesenlerinden (Ib) olusmaktadir. Ib, hedef hiicreler
lizerindeki reseptore baglanmakta ve Ia NAD™ glikohidralaz (NADaz) ve ADP-
riboziltransferaz (ARTaz) aktivitesi ile sitozole transloke olarak hiicrenin Gliimiine

neden olmaktadir (Sakurai ve ark., 2009).

1.4.5. Enterotoksin

CPE, polipeptit yapida, 35 kDa’lik 319 aminoasitten olusmaktadir.
Sitotoksisite ve por olusumunda 6nemli olan N- terminal ve reseptor ile baglanmaya
aracilik eden C-terminal alanlardan meydana gelmektedir. Sporulasyon sirasinda

intraselliiler olarak sentezlendigi bilinmektedir (Labbe, 1989, Uzal ve ark., 2010).
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C. perfringens enterotoksini (CPE) memeli hiicrelerinin plazma membrani
permeabilitesini etkileyerek sitotoksisiteye neden olmaktadir. Plazma membraninda
protein reseptdrlerine baglanan CPE, 70 kDa membran proteini ve 50 kDa membran
proteini olarak biiylik bir kompleks olusturmaktadir. Bu yap1 sayesinde plazma
membrani iyon ve aminoasitler gibi kiiciik molekiillere kars1 gecirgen hale gelmekte

ve hiicresel kolloid ve osmotik dengenin bozulmastyla hiicre 6lmektedir (McClane,

1994).

Cpe geni tarafindan kodlanan CPE’nin neden oldugu hastaliklar igerisinde C.
perfringens tip A kaynakli olanlarin % 5’den daha az oldugu tespit edilmistir.
CPE’nin neden oldugu sporadik veya antibiyotikle iliskilendirilen infeksiyonlarda

hem plazmit hem de kromozomal genler etkili olmaktadir (McClane, 2007).

Cpe genini kromozom flizerinde tasityan suslarin sicak, soguk ve nitrat direnci
plazmit iizerinde tasiyanlara gore ¢ok daha fazladir. Bu durum gida
zehirlenmelerinde siklikla kromozomal cpe izolatlarinin tespit edilmesini agikliga
kavusturmaktadir. Vejetatif veya spor forma sahip C. perfringens izolatlarindan
kromozomal cpe geni tasiyanlar plazmidal cpe tasiyanlara gore diisiik ve yiiksek
sicakliklara yaklasik altrms kat daha direngli olup C. pefringens tip A gida
zehirlenmelerinden daha siklikla izole edilmektedir (Li ve McClane, 2006a; Li ve
McClane 2006b; Sarker ve ark., 2000).

Japonya ve Avrupa’da C. perfringens kaynakli gida zehirlenmelerinde
plazmit ile tasinan cpe izolatlarinin da oldugu rapor edilmistir. Japonya’da perakende
satilan ¢ig et triinlerinde diisiik sayida da olsa % 70 C. perfringens kontaminasyonu
tespit edilmis olup bunlarin % 4°i cpe pozitif izolatlardan olugmaktadir. Cpe pozitif
izolatlarin ise ¢ogunun, cpe genini plazmit tizerinde tasidigi tespit edilmistir (Miki ve
ark., 2008).

Insanlarda ishale neden olmus 223 cpe pozitif C. perfringens izolatinda

sicaklik direnci tizerinde bir galisma yapilmistir. C. perfringens dizilerinden cpe
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genini kromozomunda tagiyanlar (c-cpe), plazmitleri tizerinde tasiyanlara (p-cpe)
gore farkli sicaklik direnci gostermistir. C-cpe dizilerinin temsilcisi olan spor ve
vejetatif hiicrelerin her ikisi de sicaklik veya diger cevresel stres faktorlerine karsi
genel olarak daha yiiksek diren¢ gostermistir. Gida zehirlenmesinden kdken alan 6
izolatta ve sporadik ishal vakalarindan koken alan 2 izolatta plazmidal cpe geni
saptanmistir. P-cpe geni tasiyanlardan birinin spor formu yiiksek sicaklik direnci

gostermis iken 5 tanesinin spor formu sicakliga duyarlilik gostermistir (Grant, 2008).

Saglikli insanlar, cpe+ C. perfringens tip A’nin neden oldugu gida
zehirlenmelerinde 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. Heikinheimo ve ark. (2006),
Gliney Finlandiya’da gastrointestinal sistem semptomu olmayan saglikli 136 gida
isleyicisinden aldiklar1 diski 6rneklerini PCR ile analiz etmis ve cpe tasiyan C.

perfringens prevalansini % 18 olarak tespit etmislerdir.

Kromozomal ve plazmidal cpe tasiyan enterotoksijenik C. perfringens
genetiginin insan gastrointestinal hastaliklarinda ve ¢evredeki varliginin anlagilmasi
icin bircok ¢alisma yapilmistir. A tipi gida infeksiyonlarinda yiiksek sicaklik
direncine sahip kromozomal cpe geni disinda daha diisiik sicaklik direncine sahip
olan plazmidal cpe geni de etkili olmaktadir. P-cpe ve c-cpe izolatlarinin her ikisi de
perakende satilan gidalarda, saglikli insanlarin diskisinda ve kanalizasyon gibi
cevresel kaynaklarda bulunabilmektedir. Cevresel kaynaklardan izole edilen cpe
pozitif C. perfringens tip A dizilerinin ¢ogu plazmidal cpe geni tasimaktadir. P-cpe
geni tastyan suslar genellikle bagirsakta bulunurken, C-cpe sislar1 daha siklikla
gidalarda bulunmaktadir. Farkli direng 6zellikleri; horizontal gen transferi, vertikal
evrimsel adaptasyon veya g¢evresel se¢im sonucunda olusmus olabilmektedir
(Miyamoto ve ark., 2012; Xiao ve ark., 2015).

C. perfringens’in 15 farkli gidadan elde edilen izolatlarina ait sporlarinin
vakum paketli kiymalarda 12-25 °C’deki farkli muhafaza kosullarinda gelisimleri
degerlendirilmistir. Calisma c-cpe, p-cpe ve cpe negatif enterotoksijenik spor

formdaki C. perfringens izolatlar1 {izerinde yapilmistir. Vakum paketli pismis ve 12
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°C’de muhafaza edilen sigir kiymasina sporlar inokule edilmistir. C-cpe ve p-cpe
suslarinin cpe negatiflere gore daha yavas gelisim gosterdigi ve 25 °C’de yapilan

ayni islemde onemli bir farklilik olugsmadig tespit edilmistir (Xiao ve ark., 2015).

Plazmidal ve kromozomal kodlanan C. perfringens enterotoksininin D degeri
sirastyla vejetatif hiicrelerde 55 °C’de 5-9 dakika ve 12-16 dakika olup, yine sirasiyla
sporlar i¢in 100 °C’de 0,5-1,9 dakika ve 30-124 dakika olarak tespit edilmistir.
Perakende gidalarda enterotoksin gen igerenlerin ¢cogu kromozomal kodlanmistir ve
hepsinin sicaklik direnci fazladir. Gida ve gida bilesenlerinden elde edilen izolatlarda
artan 1s1 direnci intrinsik 6zellikler ile iliskilendirilmektedir (McLauchlin ve Grant,
2007).

1.5. Gida Kaynakl C. perfringens Infeksiyonlar

C. perfringens gida zehirlenmeleri, gida kaynakli hastaliklarin en siklikla
bildirilen nedenlerindendir (Labbe, 1989). Infeksiyon tipik olarak, uygun olmayan
sicaklik kosullarmda muhafaza edilen gidalardaki >10° canli vejetatif hiicrenin

sindirimi sonucu olusmaktadir (Labbe ve Juneja, 2002).

Vakalarin ¢ogu okul, huzurevi, hastane, restoran, otel, yurt, kantin ve
yemekhane gibi toplu yemek yapilan veya sunulan yerlerde goriilmektedir. Ozellikle
pisirme sonrasi yavag sogutulan veya yetersiz olarak tekrar isitilan gidalar sporlarin
vejetatif forma doniismesini saglayarak biiyiik risk tasimaktadir. Etken proteince
zengin olan ¢ig kirmizi et, kanatli eti ve balik olmak iizere bir¢cok gidada
bulunabilmektedir. C. perfringens’in gidalara gegisi basta fekal kontaminasyon
olmak iizere su, toz ve toprak aracilifiyla olmaktadir (Brynestad ve Granum, 2002;

Immerseel ve ark., 2004).

Gida kaynakl infeksiyonlarin olusmasi i¢in belirli sayida (10°-10° kob/g)

vejetatif formdaki C. perfringens’in gida ile alinmasi gerekmektedir. Midenin asit
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ortaminda canliligini koruyan etken ince bagirsaklarin alkali ortaminda sporlanarak
toksin liretmeye baslamaktadir. Sporlarin lize olmasi ile agiga ¢ikan toksinler 6-24
saat icerisinde gastroenterit ve nektorik enterite neden olmaktadir. Insanlarda gida
yoluyla infeksiyona yol acan C. perfringens tipleri A ve C’dir. Bunlardan A tipi, gida
infeksiyonlarinda en sik rastlamlan tiptir. A tipi C. perfringens infeksiyonlari
abdominal kramp ve diyare gibi minér gastrointestinal semptomlara neden
olmaktadir. Hastalik semptomlarini etkileyen en Onemli virlilens faktor C.
perfringens enterotoksinidir. Molekiiler epidemiyolojik arastirmalar sonucunda C.
perfringens’ler arasinda CPE bulunduranlarin orani % 0- 5 olarak tespit edilmistir. C
tipi C. perfringens infeksiyonlar1 nadiren tespit edilmesine karsin hastalik
semptomlar1 A tipine gore oldukga ciddi seyreder ve olusan nekrotik enterit 6liimle

sonu¢lanabilmektedir (Czeczulin ve ark., 1996; Erol, 2007).

Amerika ve Avrupa’da gida kaynakli infeksiyonlar arasinda C. perfringens’in
neden oldugu salgmlar ilk siralarda yer almaktadir. En siklikla bildirilen C.
perfringens infeksiyonlar1 A tipinden kaynaklanmasina karsin, infeksiyonun hafif
seyirli olmasi nedeniyle ¢ok sayida olgunun da rapor edilmedigi bildirilmektedir
(Beverly ve ark., 2004; Hughes ve ark., 2007).

A tipi C. perfringens infeksiyonlarina neden olan gidalar ¢ogunlukla 1s1l islem
gormiis et iceren ve biiyiilk miktarda hazirlanmig gidalardir. Gidalarda bulunan
rekabetci bakteriyel flora 1si1l islem sirasinda yikimlanirken C. perfringens sporlari
canliigimi korumaktadir. Bu sporlar gidalarin yavas sogutulmasi veya uygun
olmayan kosullarda muhafazasi sirasinda vejetatif forma doniiserek rekabetsiz
ortamda sayica ¢ogalmaktadir. Infeksyonun olusabilmesi icin gida ile milyonlarca

canli vejetatif C. perfringens’in alinmasi gerekmektedir (Erol, 2007; Gupta, 1998).

Gida yoluyla alinan ¢ok sayida vejetatif formdaki C. perfringens midenin
asidik kosullarinda spor forma doniismektedir. Ince bagirsakta spor formdaki C.
perfringens’in spor kesesinin otolizi sonucunda enterotoksinler serbest kalarak agiga

cikmaktadir. Enterotoksin, karin kramplari ve agrilar1 ile akut ishal gibi tipik
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semptomlara neden olmaktadir (Duncan ve ark., 1972). Hastaliktan etkilenen
bireylerde kusma ve yiiksek ates belirtilerine genellikle rastlanilmamaktadir. Tipik
inkiibasyon siiresi 8-24 saat olup akut belirtiler genellikle 24 saatten kisa
sirmektedir. Tam iyilesme genellikle 24-48  saatlik siire igerisinde
gergeklesmektedir. Saglikl bireylerde nadiren 6liime neden olabilmektedir (Labbe ve
Juneja, 2002).

C tipi C. perfringens tarafindan olusturulan nekrotik enteritis endiistrilesmis
ilkelerde olduk¢a nadir, az gelismis {ilkelerde ise sporadik vakalar olarak
bildirilmektedir. C tipi infeksiyonlarin inkiibasyon siiresi 5-6 saattir. Hastalik ani
baslangigli abdominal agri, kanli ishal ve kusma belirtileri ile seyretmektedir. Bu
durum kusma olmaksizin diyareye neden olan C. perfringens tip A’nin olusturdugu
hastalikla zitlik olusturmaktadir. Nekrotik enteritis sirasinda jejunum ve ince
bagirsagin diger boliimlerinde olusan nekrotik yangi tedavi edilmezse mortalite orani
>% 85’e ulagabilmektedir. Nekrotik enteritis, ilk kez 1946-1948’de II. Diinya Savasi
sonrasinda Kuzey Almanya’nin ¢esitli sehirlerinde epidemik infeksiyonlar olarak
ortaya ¢ikmustir. Bu hastalik bagirsagin morfolojik goriiniimii nedeniyle Darmbrand
“bagirsak yangini” olarak isimlendirilmistir. Literatiir verilerine goére daha oOnce
1918’de alt1 Rus savas esirinde ve bir Alman askerinde morfolojik olarak
tammlanmgtir. Infeksiyon et kitligi olan dénemde insanlarin yetersiz proteinle
beslenmesi sonucu ortaya ¢ikmistir. Papua Yeni Gine’de bu hastalik “pig-bel” olarak
isimlendirilmekte ve daha siklikla tespit edilmektedir. Burdaki popiilasyon
geleneksel olarak kutlanan solenlerde az miktarda et tilketmekte ve bunun sonucu
olarak kimotripsin sekresyonu diisik miktarda olmaktadir. Ayrica bu bolgede
karbonhidrat kaynagi olarak tatli patates siklikla tiiketilmektedir. Tatl1 patates yliksek
konsantrasyonda tripsin inhibitorii i¢erdigi i¢in bu hastaligin olusumu igin risk
faktorii olarak gorev yapmaktadir. Geleneksel olarak kutlanan bu festivallerde C.
perfringens ile kontamine az pismis domuz etinin tatli patates ile birlikte tiikketimi
infeksiyonun daha yaygin olarak goriilme sebebi olarak agiklanmaktadir. Tripsin ve
kimotripsin yoklugu sonucunda ince bagirsakta ve jejunumda C. perfringens f toksin
aktif olarak varligini stirdiirmektedir. Bir diger risk faktorii de es zamanl olarak

Ascaris lumbricoides (yuvarlak kurt) infeksiyonunun bulunmasidir. Bunun nedeni ise
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parazitin ¢ok giiclii tripsin inhibitorii salgilamasidir (Kreft ve ark., 2010; McLauchlin
ve Grant, 2007; Shandera ve ark., 1983; Walker, 1985; Willis ve Smith, 1990).

1.5.1. Rezervuarlar ve Epidemiyolojik Veriler

C. perfringens ¢evrede ubiquiter olarak; toprak, toz, su ve gidada ¢ig olarak
kullanilan baharat gibi malzemeler ile insan ve hayvanlarin bagirsak kanallarinda
bulunmaktadir. Ozellikle hayvan orjinli ve protein igerikli ¢ig gidalar siklikla C.

perfringens ile kontamine olmaktadir (Saito, 1990).

C. perfringens ¢ig ve az pismis gidalar ile sebzelerden izole edilmektedir.
Etlerde siklikla tespit edilmesinin nedeni mezbahada kesim sirasinda karkasin digki
ile kontamine olmasidir. C. perfringens sigir, kanatli ve domuzlarin diskilarindan
aliman oOrneklerde smrastyla % 36, % 80, % 2 oranlarinda tespit edilmistir

(Tschirdewahn ve ark., 1991).

Insan ve hayvanlarin bagirsak florasi disaridan gelen karmasik bakteri
populasyonuna sahiptir. Diskinin her graminda 10'°-10*! canli mikrobiyel flora
bulunmaktadir. Ornegin insanlarin bagirsak florasinda 190 tiir tespit edilmistir.
Insanlarda bagirsak kanalimn alt kisminda bulunan bakteriler gogunlukla
Lactobacillus spp., Bifidobacterium bifidum, Bacteroides spp., Enterobacteriaceae,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Clostridium spp. cinslerinden
olusmaktadir. Bu bakteriler insan bagirsaginda g¢ogunlukla mutualistik olarak
bulunmaktadir. Bagirsaktaki mikrobiyel etkilesimler, sindirim kanali floras1 ve konak
ekosisteminin korunarak diizenlenmesinden sorumludur (Ducluzeau ve Raibaud,

1989; Todar, 2015).

Birgok arastirmaci genel populasyonda hemolitik olmayan ve 1stya dayanikli
C. perfringens suslarinin insidensini % 2-6 olarak rapor etmislerdir. Saglikli hastane

personeli ile ailelerinin diskilarinda C. perfringens bulunma oran1 % 20-30 olarak

31



tespit edilmistir. Hastalarin 2 hafta sonra etkeni tasima yilizdesi % 50 veya % 88’den

fazla olarak bulunmaktadir (Hailegebreal, 2017).

Insan bagirsak florasindan elde edilen C. perfringens izolatlarinin % 95°’i CPE

negatif ve kalanlar CPE pozitif olarak tespit edilmistir (Orsburn ve ark., 2008).

C. perfringens tip C igin tespit edilen rezervuarlar ilgi ¢ekicidir. C.
perfringens tip C’nin insan ve hayvanlarin intestinal kanalinda obligat parazit oldugu
da diisiiniilmektedir. Papua Yeni Gine’de pig bel infeksiyonundan etkilenen kisilerin
diskilarinda C. perfringens tip C bulunmasina karsin g¢evre ile iliskili izolatlar
yalnizca C. perfringens tip A olarak rapor edilmistir. Immunfloresan analizler, et
pisirilen ocakta, toprakta ve etkilenmeyen kisilerin digkilarinda da yaygin olarak C.
perfringens tip C bulundugunu gostermistir. Bu hastaligin  olusumunda fazla
miktarda protein tiikketimi ile birlikte bagirsaktaki diisiik proteinaz etkinligi oldugu
bildirilmektedir (McLauchlin ve Grant, 2007).

Saglikli sigirlarin kas dokusunun steril oldugu kabul edilmektedir. Ancak
kesim swrasinda karkaslar gida patojenleri ile kontamine olabilmektedir. Bu
kontaminasyon; derinin g¢ikarilmasi sirasinda tiiyle, isleme sirasinda rumen ve/veya
intestinal igerikle, testere, bigak ve diger ekipmanlarla karkasin islenmesi sirasinda
personelin kontamine el ve giysileri ile temast veya suyun kontaminasyonu
sonucunda olusabilmektedir. Ayrica, karkastan meme dokusu ayrilirken mastitisli
meme ile temas eden bicak veya personel aracilifiyla da kontaminasyon
gergeklesebilmektedir. Kontaminasyon diizeyi kesimhanedeki hayvanlarin yiizeyinde
veya i¢indeki patojenlerin varligi, isleme tesisinin dizayni, hijyen ve sanitasyon

uygulamalari gibi ¢esitli durumlara baglidir (Troutt ve Osburn, 1997).

Clostridium perfringens, sigirlarin normal bagirsak florasinda bulunmaktadir.
Hayvanlarda yaralanma, parazit infeksiyonu, siirii yonetimi degisimleri ve diyet
stresi sonucunda bir saglik problemi haline doniisen etken toksin iiretmeye

baslamaktadir (Popoff ve Bouvet, 2009).
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C. perfringens’in saglikli sigir diskilarindaki prevalanst % 80 olarak tespit
edilmistir. Bu organizma yiiksek protein igerigine sahip olan sigirlarin bagirsak
kanalinda kolaylikla ¢ogalabilmektedir. ABD’de siit ve besi sigirciligi diyetlerinde
yaygin olarak silaj kullanilmaktadir. C. perfringens, silajda bulunan clostridial tiirler

arasinda onemli bir yere sahiptir (Troutt ve Osburn, 1997).

Thi ve ark. (2012), 128 diyareli ve 42 saglikli sigirda C. perfringens’in
molekiiler tiplendirilmesi ve prevalansinin epidemiyolojik surveyini tespit etmek i¢in
Vietnam’da c¢alisma yapmuslardir. Morfolojik ve biyokimyasal ozelliklerine gore
degerlendirilen diyareli sigir digkilarimin 75’inden (% 58.,5) ve saglikli sigir
diskilarinin 15’inden (% 35,7) C. perfringens izole edilmistir. Toksin tiplendirmek
tizere multipleks PCR yapilan ishalli sigirlarin digki izolatlarinin tamaminda cpe,
saglikli sigirlarin digk1 izolatlarimdan 1’inde (% 6,6) cpb2, 1’inde (% 6,6) ise cpe ve
cpb2 tespit edilmistir. Sonug olarak ishalli sigir izolatlarimin % 57,3°1 tip A, %
41,3’1 tip D ve % 1,371 tip C, saglikli sigirlarin diskr 6rneklerinden elde edilen C.

perfringens izolatlarinin ise tlimiiniin tip A oldugu bildirilmistir.

CDC verilerine gore ABD’deki C. perfringens gastrointestinal hastaliklarinda
yilda yaklasik olarak 248 bin kisinin etkilendigi, 41 hospitalizasyon ve 7 6lim
bildirildigi ve bu vakalarin tamaminda bulasma kaynaginin gidalar oldugu tespit
edilmistir (Mead ve ark., 1999).

ABD’de C. perfringens gida zehirlenmeleri ile ilgili >1500 vaka
degerlendirilmistir. Vakalarin ¢ogu yiyecek ve icecek servisi yapan biiyiik 6lcekli
kurumsal firmalar tarafindan kirmizi et veya kanatli etlerinin hizmet 6ncesi hatali
sicaklik zaman uygulamalar ile iliskilendirilmistir (Cizelge 1.6.). Bu vakalardan iki
tipik salgin ornegi su sekilde gerceklesmisir. Mental bir hastanede 170 kisiyi
etkileyen diyare salgininda ii¢ kisi Olmiistiir. Hastalar kuzu rosto tiiketmislerdir.
Rostolar pisirildikten sonra oda sicakliginda 20 saat muhafaza edilmis ve soguk
olarak servis edilmistir. Molekiiler analizlerde kuzu etiyle yapilan yemekten,

hastalarin digkilarindan ve post mortem 6rneklerden C. perfringens’in ayni tipi izole
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edilmistir. Salginda kuzu etinin yanlis sicaklikta muhafazasi yikimlanamayan
organizmanin gelisimi i¢in zaman kazandirmistir. Bir diger salginda halk evinde
verilen yemegi takiben 36 kiside diyare vakasi bildirilmistir. Gida 6rnekleri mevcut
olmamasina karsin alti adet biiyiik hindi eti tiketildigi tespit edilmistir. Hindi
etlerinin pigirildikten sonra 36 saat buzdolabinda muhafaza edildigi ve servis
edilmeden Once soslanarak tekrar 1sitildigi bildirilmistir. Bu vaka sogutma sisteminin
iyl kontrol edilmedigi ¢ok yogun gegen bir Christmas giliniinde meydana gelmistir.
Bu salginda et ve sos daha ¢ok sorumlu tutulmustur. Ozellikle kirmizi etin kalin rulo
olarak hazirlanmasi, pisirme ve sogutma sirasinda C. perfringens’in gelisimi igin

ideal kosullar1 olusturmustur (Brett ve Gilbert, 1997; McLauchlin ve Grant, 2007).

Ingiltere’de bir otelde meydana gelen ve 56 kisinin etkilendigi ishal
salgininda bir glin 6ncesinden hasglanmis somon balig1 etlerinin ertesi giin oda
sicakliginda muhafaza edildikten bir siire sonra soguk olarak servis edildigi tespit
edilmistir. Japonya’da yasli bakim evinde 1spanak ve soyali kizarmis peynir
tilketiminin ardindan 30 ishal vakasi bildirilmistir. Yapilan arastirmalarda bu
gidalarin pisirildikten sonra oda sicakliginda muhafaza edildigi ve ertesi giin tekrar
kisa bir 1sitma igsleminden sonra servis edildigi tespit edilmistir. Bir bagka salginda
okulda milk shake tliketiminin 2-10 saat ardindan 77 ishal sikayeti bildirilmistir.
Milk shakein pisirildikten sonra 20 saat oda sicaklifinda birakildigi ve daha sonra
tiketime sunuldugu tespit edilmistir. Salginda C. perfringens hem siitten hem de
diskidan izole edilmistir. Bu vakalarda fazla miktarda hazirlanan gida veya
iceceklerin yavas sogutulmasi sirasinda igerdigi mikroorganizmalarin g¢ogaldigi

saptanmistir (McLauchlin ve Grant, 2007).

Gida kaynakli C. perfringens infeksiyonlarinin yaygin olmasinin nedeni
geleneksel pisirme yontemlerinde etkenin spor formunun sicaklik direnci ile
canliligini siirdiirmeye devam etmesidir. Isil islem goérmiis gidalarin biiyiik pargalar
halinde sogutulmasi ve uzun siire oda sicakliginda veya uygun olmayan kosullarda
muhafaza edilmesi sporlarin hizla germine olmasina neden olmaktadir (Juneja ve
ark., 2010). Ozellikle gida iiriinlerini yavas sogutma (% 40,9) C. perfringens

infeksiyonlarinin en siklikla bildirilen nedenlerindendir (Angulo ve ark., 1998).
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Cizelge 1.6. ABD’de 1976 ve 1996 yillar1 arasinda bildirilen gida kaynakli C. perfringens
vakalarinin nedeni ve kaynagi (Brett ve Gilbert, 1997; McLauchlin ve Grant, 2007).

Toplam salgin sayis1 1 566
Salgindan etkilenen vaka sayist
<50 % 88,5
50-99 % 8,0
100-299 % 3,1
300-499 % 0,4
Salginlarin meydana geldigi yerler
Kurumlar (hastane, yasli bakim evleri, huzur evi, ceza evi, gemi vb) % 42
Kantinler (kres, okul, tiniversite vb) % 22
Isletmeler (restoran, hotel, diigiin vb) % 30
Sahis evi ve diger % 6
Sorumlu gidalar
Sigir eti % 37
Domuz eti % 11
Kuzu eti % 9
Diger etler % 16
Tawvuk eti % 12
Hindi eti % 10
Ordek eti % 1
Corba/ gravy (et suyundan yapilan sos) % 2
Diger % 3
Infeksiyon olusumuna katkida bulunan muhtemel etkenler
Yetersizlikler %9
Coziinme % 22
Pigirme % 62
Sogutma % 49
Tekrar 1s1tma % 69
Cok 6nceden hazirlama % 20
Cok biiyiik miktarda hazirlama %4
Arta kalan yiyeceklerin kullanilmasi % 3

ABD’deki C. perfringens vakalarmin ¢ogu kirmiz1 et, kanatli eti ve triinleri
ile iliskilendirilmektedir. Bu {iriinler organizmanin gelisimi i¢in gerekli olan ¢ok

say1ida amino asit ve vitaminleri bulundurmaktadir (Labbe ve Juneja, 2002). ABD’de
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1973 ve 1980 arasinda bildirilen 190 C. perfringens kaynakli enteritis salgininin %
26,8’inde ve 1977-1984°de bildirilen 115 salginin ise % 33,9’unda infeksiyon nedeni
olarak pismis sigir etleri sorumlu tutulmustur (Bean ve Griffin, 1990; Bryan, 1988).

Taormina ve ark. (2003), gida endiistrisi kaynaklarinda 445 tam kas Kitlesi ile
kiyma veya emilsifiye ¢ig domuz, sigir ve tavuk eti triinii ile C. perfringens
kontaminasyonunu tespit etmek i¢in calisma yapmislardir. Kiirlenmis tam kas kitlesi
orneklerinin % 1,6’sinda vejetatif C. perfringens bulunmasina karsin spor form tespit
edilememistir. Kiirlenmis kiyma veya emiilsifiye orneklerde % 48,7 vejetatif, % 5,3
ise spor formda C. perfingens tespit edilmistir. Bu ¢alismada belirtilen ¢ig tiriinlerde

C. perfringens spor form insidensinin olduk¢a diisiik oldugu tespit edilmistir.

Wen ve McClane (2004), ABD’de perakende gida satist yapilan yerlerde
muhafaza edilen ¢ig kirmizi et, balik ve kanatli eti kalemlerinde; tip A
infeksiyonlarina neden olan kromozomal cpe gen pozitif C. perfringens’i % 1,7
olarak tespit ederken, plazmidal cpe gen pozitif C. perfringens tespit edememislerdir.
Avustralya’da perakende satilan etler iizerinde yapilan bir calismada 94 sigir
kiymasinin higbirinde C. perfringens bulunamamistir. Buna karsin parga kuzu

etininin 92’sinden 1’inde C. perfringens tespit edilmistir (Phillips ve ark., 2008).

C. perfringens sporlar1 54 farkli baharat ¢esidinin % 80’inden izole edilmistir.
Et ve et drlnlerinde kontamine baharat kullammi halk saghigr tehlikesi

olusturabilmektedir (De Boer ve ark., 1985).

Li ve ark. (2007), ABD’de evlerin mutfak yiizeylerinde ve toz-topraklarinda
cpe pozitif C. perfringens prevalansini tespit etmek igin yaptiklart bir survey
calismasinda mutfak ylizeyleri ve tozun gida zehirlenmesine neden olan kromozomal
cpe ile tip A izolatlar1 i¢in 6nemli bir rezervuar olmadigini bildirmislerdir.

1.5.2. Tespit icin Kullanilan Yontemler
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C. perfringens’i tespit etmek i¢in pek ¢ok yoOntem mevcuttur. Bunlar;
metabolit tabanli biyokimyasal (fenotiplendirme/biyotiplendirme) analizler ve toksin
tespitinde kullanilan antijen tabanli immiinolojik metotlar ile niikleik asit tabanli
molekiiler tekniklerdir. Her yontemin clostridia iliskili benzer etkenlere karsi
duyarlilik ve ayirt edicilik, analiz kolayligi, sonu¢ elde etme zamani, reaktif, ekipman
ve malzeme giderleri gibi avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (Cizelge 1.7.).
ABD Gida ve Ilag Dairesi Merkezi, Gida Giivenligi ve Uygulamali Beslenme
((FDAJ/CFSAN; U.S. Food and Drug Administration Center for Food Safety and
Applied Nutrition) ve Analitik Bakteriyoloji Kilavuzu (BAM; Bacteriological
Analytical Manual) metotlar1 ile gidalardaki C. perfringens tanimlamasi ve sayimi
recete edilmistir. Bu metotlar mikroorganizmanin siilfiti (803'2) stlfide (S'Z)
indirgeme yetenegi ile TSC (Tryptose-Sulfite-Cycloserine; Triptoz Siilfit Sikloserin)
agar lzerinde olusturduklar1 siyah demir silfit (FeS; Demir II siilfit) c¢okeltisi
tretimine dayanmaktadir. Besiyerine yumurta sarisi emiilsiyonu ilavesi ile C.
perfringens kolonileri lesitinaz aktiviteleri sonucunda etraflarinda 2-4 mm opak
beyaz alan olusturmaktadir. Diger testler iron-milk (demir-siit) mediumda hizl
pthtilasma, laktoz jelatin mediumda jelatinin sivilagmasi ile asit ve gaz iiretimi ile
laktozun fermentasyonu, motilite-nitrat mediumda hareket gozlemlenmemesi ve
nitratin (NO;) nitrite (NO=) indirgenmesi ile yapilmaktadir (Harmon ve ark., 1971;
Rhodehamel ve Harmon, 1998).

C. perfringens; sirkiiler, yar1 saydam, kenarlar1 piiriizsiiz/diizgiin, 24 saat
inkiibasyondan sonra ¢ap1 1-2 mm biiyiikliikte koloniler olusturmaktadir. Koloniler
nadiren radiyal cizgiler ve centikli bir kdse olusturur. At kanli agarda, koloniler ¢ift
zonlu hemoliz gosterir. icteki berrak alan 0 toksine bagh ve distaki bulanik alan da o
toksine bagli olarak olugmaktadir. Aerobik ortamda gelisme gostermeyebilir. Ancak
uygun besi yerinde (kanli agar gibi) anaerobik kosullarda 35-37 °C’de 18-24 saat
inkiilbe edildiginde identifiye edilebilmektedir. Kimi zaman C. perfringens
identifikasyonu i¢in Nagler reaksiyonu kullanilmaktadir. Nagler media insan serumu
veya yumurta sarisi emiilsiyonu icermektedir. C. perfringens kolonilerinin
etrafindaki yogun beyaz yanar doner goriiniim, spesifik antiserum tarafindan inhibe

edilen o toksinin varligin1 gostermektedir. Nagler petrilerinin yarisi antiserum ile
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muamele edildikten sonra siipheli kolonilerle dik olarak kesisecek sekilde antitoksine
dogru ¢izgilenmesi beklenmektedir. Pozitif reaksiyon, antitoksin ile muamele edilen
Nagler petrisi bolgesinde lesitinaz inhibisyonunun goriilmesiyle tanimlanmaktadir.
Iyi kalitede antiserum bulmadaki zorluklar ve alternatif metotlarn bulunmasi
nedeniyle Nagler reaksiyonu giinlimiizde nadiren kullanilmaktadir (McLauchlin ve

Grant, 2007).

C. perfringens’in hem klinik hem de gida laboratuvarlarinda identifikasyonu
i¢in Ingiliz ve Avrupa Standart Metotlari’na gdre nitrat motilite ve laktoz jelatin
media kullanilmaktadir. C. perfringens, laktoz jelatin agarda laktozu fermente eder
(icerdigi renk indikatorii fenol red, asidifikasyon sonucunda sariya doner) ve jelatin
(kollajen) besi yeri 5 °C’de 1 saat sogutuldugunda jelatin sivilasir. Nitrat motilite
besiyerinde C. perfringens hareketsizdir ve nitrat1 nitrite indirger (McLauchlin ve
Grant, 2007).

C. perfringens toksin tiplendirme metotlar1 1930’larda gelistirilmistir. Bu
metotlar farelerde uygulanan nétralizasyon testlerinde spesifik antitoksinlerin
(antiserum) kullantmini igermektedir. Fareler bilinen antitoksinlerle birlesen bagirsak
sivist igeriginde sadece bu toksinlerin nétralizasyonu yoluyla korunabilmekte ve
hayatta kalabilmektedir. Fare notralizasyon testinin rutin uygulamalarda kullanimi
zaman alici, pahali ve zahmetli olmaktadir. Buna karsin bu testler giiniimiizde
nadiren kullanilmaktadir. Etik sorunlar nedeniyle hayvanlarin kullanimi azalmis ve
dolayisiyla antitoksin kaynagi bulmak zorlasmistir. Bu nedenle giinlimiizde PCR ve
hibridizasyon gibi DNA tabanli teknikler daha siklikla kullanilmaktadir (McLauchlin
ve Grant, 2007).

Gidalardan veya diski 6rneklerinden C. perfringens’in tespiti i¢in ¢ok sayida
PCR metodu bulunmaktadir. Bu yontemlerde selektif agarda siipheli C. perfringens
izolatlarindan DNA o6rnekleri elde edildikten sonra 6rnegin alfa toksin gen bdlgesini
kodlayan spesifik primer ciftlerinin kullanilarak amplifiye edilmesi saglanmaktadir.

Tek gen PCR analizine ilave olarak birden fazla gen hedefini tespit etmek igin
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multipleks PCR gelistirilmistir. Multipleks PCR’1n kullanim avantaji cpa, cpb, etx,
iap, cpe ve cpb2 gibi ¢ok sayida geni karsilastirarak ayni anda tespit edebilmektir
(Baum ve ark., 2004).

Kantitatif real-time PCR analizi, gida ve diski &rneklerinden elde edlien C.
perfringens izolatlarinda spesifik gen hedef bolgesi igin DNA amplifikasyon
stirecinde florasanl niikleotit baz etiketleme ve PCR kombinasyonu yoluyla daha
hizli (birkag saat iginde) tespit ve sayim saglamaktadir. Real-time PCR analizinin
analitik duyarlilik limiti ileal 6rneklerde 100 C. perfringens kob/g, ancak cecal
orneklerde tanimlanmayan PCR inhibitorleri nedeniyle 10 000 C. perfringens kob/g
olarak rapor edilmistir (Wise ve Siragusa, 2005).

Gida kaynakli CPE’nin epidemiyolojik tespitinde DNA tabanli bir¢ok
teknoloji kullanilmaktadir. Baez ve Juneja (1995), ¢ig sigir etinden enterotoksijenik
C. perfringens saymmi i¢in C. perfringens tip A enterotoksin gene 6zgii digoksijenin
etiketli DNA ile filtre koloni hibridizasyon analizi kullanmistir. Alkalin fosfataza
konjuge olmus antidigoksijenin antikoru ile et Orneklerinde C. pefringens
hiicrelerinin  fikse edilmis DNA’sin1 igeren filtre membrandan hibridizasyon
sonrasinda nitromavi tatrazolyum kloriir ve 5-bromo-4-kloro-3-indol fosfat
substratlar1 kullanilarak olusan mavi ¢okelti ile gorsellestirme gergeklestirilmistir. ki
giin siiren analiz sonucunda 10° kob/g bakteri igeren heterojen bakteriyel florada 10
kob/g duyarlilik tespit edilmistir (Baez ve Juneja, 1995). Baharat ve otlardan elde
edilen 380 ornek, dot-blot teknigi ile C. perfringens ve enterotoksijenite yoniinden
analiz edilmistir. Dot blot yonteminde DNA izole edilip konsantre edildikten
sonra denatiire edilmistir. Bu agsamadan sonra siispansiyon naylon filtreye emdirilmis
ve 1sitilarak tespit edilmistir. Tanimlanmak istenen cpe gen bolgesine eslenik olan ve
belirleyici olarak kullanilan tek iplikli spesifik niikleik asit pargasi digoksijenin
isaretli DNA prob ile birleserek hibridizasyon tamamlanmistir. Bu yontemle
dogrulanmis olan 188 C. perfringens izolatinin % 4,25’inin cpe geni igerdigi tespit
edilmistir (Rodriguez ve ark., 1998). Ayrica diski orneklerinden cpe pozitif C.

perfringens’in kolaylastirilmis izolasyonu ve sayimi igin benzer bir metot olan
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hidrofobik 1zgara mambran filtre koloni hibridizasyon yontemi de kullanilmaktadir

(Heikinheimo ve ark., 2004).

Ekzotoksinlerin protein karakteri, antikorlar tarafindan nétralize edilmesi ve
cesitli immiinolojik metotlarla tespit edilmesini saglamaktadir. C. perfringens’in
serotiplendirmesinde spesifik antiserumlar ile lam agliitinasyon da kullanilmaktadir

(Gupta, 1998).

C. perfringens alfa toksin i¢in elektrokimyasal tespit kullanilarak duyarl ¢ift
yonli ELISA gelistirilmistir. Tespit limiti, mikrotitre plakalar1 ve polidispers
polimerik mikroboncuklarin kullanimina dayanarak sirasiyla 13 ve 67,1 ng/mL

olarak bildirilmistir (Cardosi ve ark., 2005).

C. perfringens tip D epsilon toksin tespiti i¢in poliklonal yakalama enzim
bagli immunosorbent analizi (PC-ELISA), monoklonal yakalama ELISA (MC-
ELISA) ve zit immunelektroforezi (CIEP; counterimmunoelectrophoresis) de igeren
bir dizi immunolojik test degerlendirilmistir. Koyun ve kegilerin viicut sivisi ve
bagirsak igeriginde epsilon toksini tespit etme yetenegine iliskin olarak yapilan
calismada belirtilen yontemler arasinda PC-ELISA en duyarli yontem olarak tespit
edilmistir. Fare notralizasyon testi de standart olarak kullanilmaktadir. Duyarlilik
sonuglarimin aksine spesifiklik sonuglar1 PC-ELISA (% 31,57), MC- ELISA (%
57,89) ve CIEP (% 84,21) olarak tespit edilmistir (Uzal ve ark., 2003).

C. perfringens epsilon toksin kaynakli enterotoksemi tanisi igin Klinik ve
patolojik verilerin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Tip D epsilon toksinin
tespiti i¢in dort katmanli sandvi¢ ELISA gelistirilmistir. Saf epsilon toksin igin
duyarlilik limiti 6,25 ng/mL olarak belirlenmistir (E1 Idrissi, 1989).

C. perfringens’i molekiiler tiplendirmede; ribotiplendirme, plazmit profili
cikarma, PFGE, rastgele c¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD, Random Amplified
Polymorphic DNA), biiyiitillen fragman uzunlugu polimorfizmi (AFLP, Amplified
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Fragment Length Polymorphism) ve 6zellikle son yillarda MALDI-TOF-MS (Matrix
assisted time-of-flight mass spectrometry) teknikleri de kullanilmaktadir (Schalch ve
ark., 1999; Ziegler, 2013).

PFGE de C. perfringens izolatlarin1 tiplendirmek igin kullanilmaktadir.
Elektrik alaninin yoniindeki degisim ve genomik DNA’nin 6nceden programlanmis
elektroforetik go¢ sirasindaki akimi ¢ok biiyiik (>10 Mb) DNA boliimlerinin
ayrilmasim1 saglamaktadir. DNA agaroz jel elektroforez icin standart restriksiyon
(kisitlama) enzim kalibinin aksine DNA bantlama kalibinda ayrimi artirmak igin
DNA’y1 daha az siklikla kesen (6-8 bp) restriksiyon enzimi kullanilmistir. PFGE
kullanilarak analiz edilen C. perfringens izolatlarinin % 8’1 subtiplendirmede yetersiz
tespit edilmistir. Bunun nedeni, C. perfringens dizilerindeki gii¢lii niikleazlarin

varligi olarak agiklanmistir (Maslanka ve ark., 1999).

C. perfringens PFGE sonuglarint simirlayan ekstraselliiler DNaz {iretimine
iliskin sorunlar1 ¢ozmek icin AFLP analizleri alternatif olabilmektedir. AFLP
analizinde bir izolatin tiim DNA’s1 restriksiyon enzimi ile sindirilmekte ve
sonrasinda PCR ile fragmentlerin subsetlerinin amplifikasyonuna olanak saglayan
adaptorler baglanmaktadir. AFLP analizinde veri toplamaya otomatize edilmis
bilgisayar ve karsilastirmalar i¢in veritabani aramasina olanak saglayan florasan

etiketli primerler kullanilarak parmak izi iiretimi yapilmaktadir (Vos ve ark., 1995).

AFLP metodu komplementer restriksiyon enzimlerinin kompleks karisimina
ihtiyag duymamaktadir. Hayvansal kaynakli C. perfringens dizileri i¢in Hind III gibi
tek restriksiyon enzimi kullanilarak hizli, ekonomik ve iyi ayrim saglayan sonuglar
elde edilmektedir. AFLP metodu C. perfringens alfa, beta, epsilon, iota, enterotoksin
ve beta 2 toksinlerin PCR amplifikasyonuna olanak saglamaktadir. Bu teknigin bir
dezavantaji ayni hayvanda birden fazla C. perfringens biyotipinin olmasi ve
bakteriyofajlar, plazmitler, insersiyon sekanslar1 ve transpozon gibi hareketli genetik
elementlere atfedilen ayn1 AFLP profilinde farkli biyotiplerin olmasidir (Shinya ve
ark., 2006).
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Ribotiplendirme farkli dizilerin tanimlanmasi igin arag¢ olarak ribozomal
DNA sekanslarmin yliksek diizeyde korunan dogasini kullanan bir metottur.
Ribotiplendirme gida kaynakli zehirlenme vakalarindan elde edilen C. perfringens
izolatlarinin genetik iliskisini belirlemek i¢in kullanilmistir. Bu kapsamda yapilan bir
calismada 34 C. perfringens izolatina iligkin 12 farkli ribotip modeli kesfedilmistir
(Schalch ve ark., 1997).

DNA sekanslarinin multipleks PCR amplifikasyonu ile C. perfringens iA,
cpa, cpe, etxD, cpb 1, cpb 2 toksin genlerinin microarray ile tespiti saglanmaktadir.
Floresan etiketli DNA izolatinin hibridizasyonu ile komplementeri olan tek zincirli
DNA bilgisayar chip veya mikroskop slaytlarmda C. perfringens genlerinin es

zamanli goriintiilenmesi saglanmaktadir. Bu teknik kullanilarak 17 C. perfringens

susunun 16’s1 dogru olarak tiplendirilmisir (Al-Khaldi ve ark., 2004).

Cizelge 1.7. C. perfringens tespitinde kullanilan yontemlerin karsilagtiriimasi.

Metot Tespit limiti Degerlendirme Referans

Fare notralizasyon 6 MLDso/mL Etik degil ve masrafli Uzal ve ark. (2003)
4 katmanli ELISA 6,25 ng/mL toksin Proteoliz El Idrissi (1989)
Poliklonal yakalama | 0,075 MLDsy/mL Yanlis pozitiflik Uzal ve ark. (2003)
ELISA

Monoklonal 0,75 MLDgo/mL Duyarlilik disiik Uzal ve ark. (2003)
yakalama ELISA

Ters 200 MLDsp/mL Yanlis negatiflik Uzal ve ark. (2003)

immunelektroforez

Koloni hibridizasyon | 10 kob/g gida 48 saatte tespit Baez ve Juneja
(1995)
Hidrofobik 1zgara 10 kob/g gida Cpe pozitif izolasyonu Heikinheimo ve ark.
membran filtrasyon (2004)
Real-time PCR 50 fg genomik DNA Tanimlanamayan PCR Wise wve Siragusa
inhibitorleri (2005)
Multipleks PCR Zenginlestirme kiltir | Yanlis pozitif Baum ve ark. (2004)
PFGE Zenginlestirilmis Problemli niikleazlar Maslanka ve ark.
orneklerden DNA (1999)
hazirlanmasi
Ribotiplendirme Zenginlestirilmis Ekipmanlar ve mevcut Schalch  ve ark.
orneklerden DNA veritabanlar1 pahali (1997)
hazirlanmasi
Oligontikleotit Zenginlestirilmig Bir ¢ip tizerinde tek Al-Khaldi ve ark.
microarray orneklerden DNA sarmalli DNA'ya (2004)
hazirlanmasi hibridize floresan etiketli
DNA problari
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C. perfringens bagirsak florasimin bir pargast oldugu i¢in salginlarda klonal
iliskilerin arastirilmast ve bu mikroorganizmanin molekiiler epidemiyolojisinin
calisilmast i¢in molekiiler tiplendirme Onemlidir. Serotiplendirme, plazmit
izolasyonu, sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforez, PFGE ve
ribotiplendirme gibi bir¢ok molekiiler yontem C. perfringens dizilerinin ayriminda
basariyla kullamilmaktadir (Schalch ve ark., 1999).

C. perfringens’in igme sularindaki analizi Avrupa ve Ingiltere’de yapilmasi
gereken bir parametredir. Igme sularindaki bu analiz membran filtrasyon ve TSC
agarda izolasyonu takiben asit fosfataz ile test ederek izolatlarin dogrulanmasi ile
yapilmaktadir. Bu islem toplamda 48 saat siirmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda
sulardan C. perfringens’in sayimi icin Ingiltere referans ve ISO 14189 yontemlerinde
kullanilan TSC agar medium ile asit fosfataz iiretimini test etmek icin membran filtre
transfer teknigi kullanilarak yontemde degisiklik yapilmustir. Yeni triptoz sikloserin
agar medium C. perfringens’in 18-24 saat i¢inde izolasyonunu ve dogrulanmasini
saglamakta olup sodyum metabisilfitten ari olmasma karsin geri kazanimi

gelistirmek i¢in sodyum piriivat i¢eren bir besiyeridir (Watkins ve Sartory, 2015).

Clostridial infeksiyon etkenlerini ve infeksiyona neden olan gida kaynagini
tespit etmek icin hizli ve dogru yontemlerin kullanilmasi 6nemlidir. Klinik 6rnekler
ve gidalarda C. perfringens tespiti i¢in konvensiyonel laboratuvar metotlart uzun
stireli, kompleks, hayvanlarin kullannminmi igerebilir ve her zaman bilgilendirici
olmayabilmektedir. Real-time PCR C. perfringens toksin genlerinin hizli tespit
edilmesi i¢in gelistirilmistir. Real-time PCR, izolatlarin patojenitesi hakkinda bilgi
saglamak, salgin insidens ve arastirmalarini gelistirmek, tani yontemlerini
gelistirmek i¢in kiiltiir teknikleri ile birlikte kullanilmaktadir. Klostridyal gida
patojenleri i¢in real-time PCR testleri gida iireticileri i¢in daha hizli ve etkin olarak
degerlendirilmesi gereken, gida {iriinlerinin glivenligini saglayan ve gidalarin

izlenmesini gelistiren daha hizli ve degerli bir yontemdir (Rodriguez-Lazaro, 2013).
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Enterotoksin, immun analizler ve PCR ile tespit edilmektedir. ilk kullanilan
metotlar; jel diflizyon ve lateks agliitinasyon testleridir. Daha sonra RPLA (reverse
passive latex agliitinasyon) ve ELISA testleri kullanilmistir. Vero hiicreleri, RPLA
ve ELISA’nin goreceli duyarlihig 40, 4 ve 4 ng/g diskida rapor edilmistir. RPLA
bazi spesifik olmayan reaksiyonlar ve sonuglarin okunmasinda subjektif
degerlendirmeler gerektirdiginden dezavantaja sahiptir. Enterotoksin tespitinde

immun analizler ve PCR benzer duyarliliga sahiptir (McLauchlin ve Grant, 2007).

1.5.3. Ekonomik Kayiplar

Gida kaynakli hastaliklara neden olan 31 patojen 2010 yilinda kiiresel boyutta
33 milyon kisinin hastalanmasina neden olmustur. Bu infeksiyonlardan etkilenen
insanlarin % 40’1 bes yasin altindaki ¢ocuklardir. Cocuk ve eriskin 6liimlerinin en sik
bildirildigi bolgeler Afrika, giineydogu Asya ve dogu Akdeniz bolgeleridir
(Hailegebreal, 2017).

Kesin rakamin hesaplanmast zor olmasina kargm tibbi masraflar, gida
sirketlerinin kayiplari, is giici kaybr gibi kalemler ele alindiginda her C. perfringens
vakasi i¢in ABD ve Kanada’da yaklagik olarak 200 $ harcanmaktadir (Todd, 1989).
C. perfringens 1993-1997 yillar1 arasinda gida kaynakli infeksiyonlara ait toplam
salgin maliyetlerinin % 2,1’ini olusturmustur (CDC, 2000). Gida kaynakli C.
perfringens infeksiyonlarinin ¢ogu hafif seyretmekte ve rapor edilmemektedir. Buna
karsin C. perfringens kaynakli gida zehirlenmelerinden etkilenen 965 958 kisinin
ABD igin maliyeti yaklasik 342 milyon $ olarak bildirilmistir (Anon, 2014).

Ingiltere populasyonundaki infeksiyonlarin biiyiik boliimii gidalardan kéken
almaktadir. Yaklasik olarak bir milyon kisinin etkilendigi Ingiltere’deki gida
kaynakli infeksiyonlar iilkeye 1,5 milyar £’a mal olmaktadir (Anon, 2015b).
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Bir hayvan patojeni olarak ele alindiginda C. perfringens, kiiresel tarim
sisteminde her yil yaklasik olarak 2 milyar dolar ekonomik kayiba neden olmaktadir.
Buna ek olarak, tim diinyada hayvanlari C. perfringens kaynakli enterit ve

enterotoksemilerden korumak i¢in as1 uygulamalar1 masraflart da s6z konusudur

(Uzal ve ark., 2014).

1.5.4. Korunma ve Kontrol

C. perfringens her yerde bulunabildiginden ¢evreden elimine etmek miimkiin
degildir. C. perfringens’in sporlanma 06zelligi ile genis tireme sicakligl spektrumu,
gidalarda yasama ve ¢ogalmasini desteklemektedir. Bu nedenle et ve tavuk gibi besin
degeri yiiksek gidalarda C. perfringens kontaminasyonunu engellemek veya pisirme,
sogutma stratejilerini iyl uygulayarak bakterinin gidada sayica c¢ogalmasini
engellemek gerekmektedir. Gida kaynakli C. perfringens infeksiyonlariin dnlenmesi
icin gidalarin pisirilmesini takiben yiiksek sicaklikta muhafaza edilmesi veya hizla
sogutulmasi gerekmektedir. Gida ile temas: olan personelin saglik kontrollerinin
diizenli olarak yapilmasi gerekmektedir. Hijyen uygulamalar ile calisilan alanin
dekontamine edilerek ekipman, yiizey ve giysilerin temiz olmasi saglanmalidir
(Hailegebreal, 2017).

Uriinlerdeki clostridial sporlar1 kontrol altinda tutmak igin gida endiistrisinde
gecerli olan gilincel stratejiler, rutin siilfit indirgeyen clostridialarin sayica

hesaplanmasi ve spor inaktivasyonunu gerektirmektedir (Xiao ve ark., 2015).

Spor formlar1 kontrol altina almak igin kullanilan en yaygin yontem sicaklik
uygulamasidir. En yaygin kullanilan dezenfektan klorin olmasina karsin yalnizca
yavas sporisidal etki gostermektedir ve organik maddelerle inaktive edilebilmektedir.
Organik klorinler, kirlilik durumunda ajanlarini salarak daha etkili olabilmektedir.
UV 1sinlama havada, suda ve ylizeyler iizerinde mikroorganizmalar1 yikimladig i¢in

gida endiistrisinde artan kullanima sahip olup giigli UV lambalar ile spor formlar
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onemli Olglide azaltilabilmektedir. Ayrica ¢oklu lamba dizileri ile tirin ve paketlerin

yiizeyleri sterilize edilebilmektedir (Brown, 2000).

C. perfringens gida zehirlenmelerinin kontrolii gidalarin sogutma, depolama
ve yeniden 1sitma siirecinde sicaklik ve zaman parametrelerinin yeterli performansta
uygulanmasi ile saglanmaktadir. Ozellikle 15-55 °C riskli sicaklik araligindaki
gidalar bakterinin gelisimini minimize etmek i¢in 90 dk i¢inde sogutulmalidir.
Pisirilmemis gidalar vejetatif C. perfringens hiicrelerini 6ldiirmek igin tiikketilmeden
once > 70 °C’ye hizla 1sitilmalidir. Toplu yemek hizmeti sunulan yerlerde corba, et
sosu vb. artan yemekler ¢ok sayida sporun gelisimini destekledigi icin tekrarlanan
1sitma islemleri yapilmamalidir. Toplu yemek sunulan yerlerde genel mutfak hijyeni
kurallar1 kapsaminda yiizeylerin, giysilerin, alet ve ekipmanin temizlenmesi ve gida

bilesenlerinden toz ve toprak bulagsmasi 6nlenmelidir.

C. perfringens’den kaynaklanan infeksiyonlara karst etkin kontrol
stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in, bu mikroorganizmanin nasil ve hangi agsamalarda
gida zincirine girdigini ve toksin genlerinin varligini ve tiplerini belirlemek 6nem
tasimaktadir. Bu kapsamda, sigir karkaslarinda C. perfringens’in varliginin ve toksin
genlerinin  DNA bazli teknikler ile saptanarak molekiiler tiplendirilmesi ve
antibiyotik duyarlilik profillerinin tespiti gida giivenligi ve halk saglhigi agisindan

onem arz eden veriler saglamaktadir.

Bu tezin amaci asagida maddeler halinde belirtilmektedir:

i) Kesimhanelerden alinan sigir karkas svap orneklerinde C. perfringens’in
klasik kiiltiir yontemi ile izolasyon ve identifikasyonu.

ii) Izolatlarin alfa (cpa) genlerinin real-time PCR ile tespit edilerek
dogrulanmasi.

iii) Izolatlarn beta (cpb), beta 2 (cpb2), epsilon (etx), iota (iA) ve enterotoksin
(cpe) genleri yoniinden multipleks PCR ile molekiiler tiplendirilmesi.

iv) C. perfringens suslarinin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Numune ve Ornekleme i¢cin Kullanilan Gerecler

Bu ¢alisma, 4 Aralik 2011 ile 2 Ekim 2012 tarihleri arasinda Ankara’daki bir
mezbahadan alinan 120 karkasa ait svap ornekleri ile gerceklestirilmistir. Mezbahada
ornekleme yapilan karkaslar bir siire 6nce ithalatla getirilen sigirlardan koken

almaktadir.

Karkaslar, svap (Citoswab, UK) ile orneklenmistir. Bu amagla kuru ve
icerisinde 10 mL transport medium (peptonlu su) bulunan islatilmis steril svaplar

kullanilmastir.

2.1.2. Klasik Kiiltiir Yontemi ile Izolasyon ve Identifikasyon icin Kullanilan

Gerecler

2.1.2.1. Thioglycollate Medium

Tiyoglikolat besi yeri (Oxoid, CM 0173) anaerob, mikroaerofil ve aerob
bakteriler i¢in genel amagli olarak kullanilan bir besiyeridir. Indirgen bir madde olan
tiyoglikolat, besi yerindeki ¢oziinmiis oksijeni baglar ve ortami anaerob hale getirir.
Sodyum tiyoglikolat diisiik redoks potansiyelini korur, civali bilesiklerin

antibakteriyel etkinligini ndtralize eder.
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Bilesimi
Tripton
Glukoz

Maya ekstrakti
Sodyum kloriir

L sistin

Sodyum tiyoglikolat

Resazurin
Agar
pH

g/L
15
9,5

5

25
0,5
0,5
0,001
0,75

7,1£0.2 @25 ° C

Erlen igerisine 29,75 g tiyoglikolat medium konulduktan sonra iizerine 1 litre

distile su ilave edildi. Isiticili manyetik karistiricr ile karistirildiktan sonra besiyeri

slispansiyonu tamamen erimesi igin sicak su banyosuna konuldu. Daha sonra

besiyeri, sterilizasyon i¢in 121 °C’de 15 dakika otoklavlandi. Oda sicakliginda pH

7,1£0,2’ye ayarlandi.

2.1.2.2. Perfringens TSC Selective Supplement

Perfringens TSC Selective Supplement (Oxoid, SR 88) refakat¢i floray1

inhibe ederek C. perfringens izolasyonu i¢in segicilik saglar.

Vial icerigi

D-sikloserin

500 mL besiyeri igin

1 vial
200 mg

1 L besiyerti i¢in

2 vial
400 mg

Bir vial Perfringens Selective Supplement igerisine 2 mL steril distile su ilave

edilerek vortekslendi. Oda sicakligina gelen her 1 litre besiyerine 2 vial Perfringens

Selective Supplement besiyerine ilave edilerek karistirildi.
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2.1.2.3.Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) Agar

TSC agar (Oxoid, CM 587) bilesimindeki sodyum metabisiilfit ve ferrik
amonyum sitrat, C. pefringens’in siilfit indirgemesinin indikatorii olarak kolonilerin

siyah goriinmesini saglar.

Bilesimi g/L

Triptoz 15

Soya pepton 5

Maya ekstrakti 5

Sodyum metabisiilfit 1

Ferrik amonyum sitrat 1

Agar 19

pH 7,6+ 0.2 @ 25 °C

TSC agardan 23 g tartilarak erlene konuldu. Uzerine 500 mL distile su ilave
edilerek manyetik karistirict ile karistirildi. Daha sonra besiyeri pH degeri 7,6 +
0,2’ye ayarland1 ve ¢ozlinmesi i¢in sicak su banyosuna konuldu. Besiyeri otoklavda
121 °C’de 10 dakika steril edildikten sonra 50 °C’ye sogutuldu. Daha sonra 1 vial
Perfringens Supplement 2 mL steril distile su ile sulandirildiktan sonra besiyerine
ilave edilerek homojen olarak karigsmasi saglandi. Supplement ilave edilen TSC agar
steril kosullar altinda 6nceden hazirlanmis olan petrilere yaklasik 12-13 mL dokiildii.

Agar oda sicakliginda donana kadar bekletildikten sonra +4 °C’de muhafaza edildi.

2.1.2.4. Koyun Kanl Agar

Hemolitik mikroorganizmalarin hemoliz ¢esitlerini incelemek i¢in kullanilan

bu besiyeri Columbia Blood Agar (Oxoid, CM0331) olarak da bilinir.
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Bilesimi g/L

Pepton 23

Nisasta 1

Sodyum kloriir 5

Agar 10

pH 7,3+0,2 @25 °C

Besiyerinden 39 g tartilir ve lizerine 1 L distile su ilave edilir. Tamamen
¢Oziinmesi i¢in su banyosunda eritilen besiyeri otoklavda 121 °C'de 15 dakika steril
edilir ve 50 °C'ye sogutulduktan sonra % 5 steril defibrine koyun kan1 eklenerek elde

edilir. Tezde bu besi yeri hazirlanmis olarak temin edilmistir.

2.1.2.5. Cooked Meat Medium

Cooked Meat Medium’da (Oxoid, CM 81) Clostridia tiirleri sakkarolitik (eti
parcalayamadan asit ve gaz olusumu, hidrojen siilfit iiretebilme) ve proteolitik

aktivite (eti pargalayarak kotii kokulu siilflir bilesikleri olusturma) gosterir.

Bilesimi g/L

Kalp kasi 454

Pepton 10

“Lab-Lemco’ tozu 10

Sodyum kloriir 5

Glukoz 2

pH 7,2+0,2 @ 25 °C

Kapakli tiip igerisine yaklagik 1 g hazir besi yeri konularak {izerine 10 mL
distile su ilave edildi. 15 dakika et partikiillerini 1slanana kadar beklendi. Besiyeri

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.
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2.1.2.6. Gram Boyama Gerecleri

Bakterilerin Gram pozitif veya negatif tiplerini ve morfolojik 6zelliklerini

tespit etmek i¢in kullanildi.

2.1.2.6.1. Kristal Viyole

Gram kristal viyole soliisyonu (Merck, 109218) kullanildi. Bazik 6zellikteki
kristal moru hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerin mor renge
boyanmasini saglar. Ancak yalnizca Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda
bulunan teikoik asidin olusturdugu kalin peptidoglikan yapt (magnezyum
riboniikleat, lipid ve karbonhidratlar) ile zor ayrilabilen bilesikler olusturur. Bu

sayede Gram pozitif bakteriler mor olarak tespit edilir.

2.1.2.6.2. iyodin Soliisyonu

Lugol'un iyodini soliisyonu (Merck, 624M) kullanildi. Kristal viyole ardindan
lugol ile muamele edilen Gram pozitif bakterilerin boyandigi mor renk kalict hale

gelir.

2.1.2.6.3. Alkol

Etil alkol (Merck, 100971.2500) % 96 saflikta Gram boyama isleminde
dekolarizasyon i¢in kullamldi. Kristal viyole ve lugol sonrasinda Gram pozitif

bakterilerin mor rengi alkol ile giderilirken Gram negatif bakterilerinki disar1 salinr.
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2.1.2.6.4. Safranin

Safranin (Merck, 94635) kirmizi renktedir. Alkol ile rengini birakan Gram

negatif bakterilerin yeniden boyanmasi i¢in kullanildi.

2.1.2.6.5. immersiyon Yag1

Immersiyon yag (Merck, 104699.0100) preparatlari 100x immersiyon

objektifinde degerlendirme asamasinda daha iyi goriintii saglamak i¢in kullanildi.

2.1.2.6.6. Isik Mikroskop

Gram boyama tamamlandiktan sonra preparat 15tk mikroskobu (Nikon,

Alphaphot, Japonya) ile 10x, 40x ve 100x objektifler ile degerlendirildi.

2.1.2.7. Laktoz Jelatin Medium

Laktoz, enerji ve C kaynagidir. Jelatin; kemik, tendon vb. hayvansal
dokulardan elde edilen protein yapisinda agar gibi katilastirict 6zelligi olan bir
maddedir. Jelatin, mikroorganizmalarin proteolitik aktivitelerini ortaya ¢gikarmak igin
kullanilir. Laktoz jelatin medium; mikroorganizmalarin laktozu fermentasyonu
sonucu asit ve gaz olusturma, jelatinin jelatinaz aktivitesiyle sivilasma 6zelliklerini

incelemek i¢in kullanilir.
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Bilesimi

Pepton kazein 159

Maya ekstrakti 109

Laktoz 10¢

Na;HPO, 5¢g

Jelatin 120 ¢

Fenol red (% 1) 5mL

Distile su 1000 mL

pH 7,5+0,2 @ 25 °C

Jelatin hari¢ diger bilesenler 1 L distile suda ¢oziindiiriilerek karigtmin pH’s1
7,5+ 0,2’ye ayarlandi. Daha sonra su banyosuna konuldu ve sicakligi artan karigim
icine jelatin yavasca ilave edilerek jelatinin erimesi saglandi. Homojen hale gelen bu
karisim, kapakli deney tiiplerine 10’ar mL konularak otoklavda 121 °C’de 15 dakika

steril edildi.

2.1.2.8. Nitrat Motilite Medium

Nitrat Motilite Medium (Fluka 14305) tlipte hazirlanan yari-kat1 bir agardir.
Hareketli bakteriler; agar bulaniklik olusturarak ekim ¢izgisinin disina ¢ikar,
hareketsiz olanlar ekim c¢izgisinde iirer. Besiyerine nitrat reaktifi ve ¢inko tozu ilave

edildiginde bakterinin nitrat1 nitrite veya amonyaga indirgeme 6zelligi tespit edilir.

Bilesimi g/L
Agar

Disodyum hidrojen fosfat
Galaktoz

Jelatin pepton (pankreatik)
Et ekstrakt

o1 w o1 O N W

Potasyum nitrat
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Hazir besiyerinden 23,5 g tartilarak 1 L distile suda ¢oziindiiriildi. Karisim
iizerine 5 mL gliserin ilave edilip pH degeri ayarlandi ve sicak su banyosunda
eritildi. Daha sonra kapakli deney tiiplerine 11 mL paylastirilarak otoklavda 121
°C’de 15 dakika steril edildi.

2.1.2.9. Griess llosvay Ayraglari

Avyraglar taze olarak esit hacimde hazirlanmalidir. Griess [losvay A (% 0,5°1ik

alfa naftilamin) ve Griess llosvay B (% 0,8’lik stilfanilik asit) karisgmindan olusur.

2.1.2.9.1. Griess Ilosvay Soliisyonu A
Bilesimi
a-naftilamin (Merck; 8.22291.0100) 0,50/L
Asetik asit (5 M)  (Merck; 1.00366.2500) 100 mL

Bu soliisyonu hazirlamak i¢in a-naftilaminden 0,5 g tartilarak 5 M’lik 100

mL asetik asitte ¢oziindiirtildi.

2.1.2.9.2. Griess Ilosvay Soliisyonu B

Bu soliisyonu hazirlamak i¢in siilfanilik asitten 0,8 g tartilarak 5 M’lik 100

mL asetik asitte ¢Oziindiirildii.

Bilesimi
Siilfanilik asit (Merck; 1.00686.0250) 0,8 g/L
Asetik asit (5 M) (Merck; 1.00366.2500) 100 mL
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2.1.2.9.3. Cinko Tozu

Cinko tozu (Merck, 1.08774.1000) nitrat rediiksiyon testinde Griess Ilosvay
sollisyonlar1 ile reaksiyon gergeklesmedigi durumlarda nitrat varligini tespit etmek

icin kullanildi.

2.1.2.10. Asit Fosfataz Ayiraci

Asit fosfataz ayracit hazirlamak igin; 1 naftil fosfat sodyum tuzu (Merck;
8.22291.0100), fast blue salt B (Merck;1.03191.0025) ve sodyum sitrat buffer

soliisyonlar1 hazirlandi.

Bilesimi
1 Naftil fosfat sodyum tuzu 0,2 g/L
Fast blue salt B 4 g/L

Fast blue salt ve naftil fosfat sodyum tartild1 ve 10 mL, 0,2 M sodyum sitrat
buffer i¢erisinde ¢oziindiiriilerek pH degeri 4,5°¢ ayarlandi. 1 saat 4 °C’de bekletildi.
Hazirlanan soliisyon 0,20 pm’lik miliporlardan (Sartorius Minisart, Goettingen,

Germany) gegirilerek steril edildi. Buzdolabinda bir ay kadar muhafaza edildi.

Sodyum sitrat buffer soliisyonu hazirlamak igin; trinatrium sitrat x2H,O
(Merck; 1.06448.0500) 9,882 g tartildi ve 20 mL NaOH’de (1 mol/L) (Merck,
1.06462.1000) ¢oziindiiriildii. Daha sonra distile suyla 100 mL’ye tamamlandi. Daha
sonra 2:1 oraninda 1 M HCIl (Merck, 1.00314) ile karistirildi. Buzdolabinda bir ay

kadar muhafaza edildi.
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2.1.2.11. Hidrojen Peroksit Soliisyonu

Aerob ve fakiiltatif anaerob bakterilerin ¢ogu aerobik solunum sonrasinda
hidrojen peroksit (H20;) olusturur. Hidrojen peroksit bakteride toksik etkiye neden
olarak katalaz enzimini aktive eder. Katalaz, hidrojen peroksiti su ve oksijen olarak
ayristirir ve bu toksik etkiyi ortadan kaldirir. Bakterilerin katalaz enzimi varligini
tespit etmek icin % 3 veya daha fazla derisimde hidrojen peroksit (H20,)

hazirlanmalidir.

Hazir % 30’luk hidrojen peroksitten (Merck; 1.08597.1) 3 mL alind1 ve 27
mL distile su ile karistirilarak katalaz testinde kullanmak iizere % 3’lik HO,

sollisyonu hazirlandi.

2.1.2.12. Brain Heart Infusion Broth

Brain Heart Infusion Broth (Oxoid, CM 1135), bakterilerin hizla ¢ogalmasini

saglayan genel besiyerlerindendir.

Bilesimi g/L

Beyin inflizyonu 12,5

Sigir kalp inflizyonu )

Proteoz pepton 10

Glukoz 2

Sodyum klorit 5

Disodyum fosfat 2,5

Potasyum nitrat 5

pH 7,4 +0,2 @ 25 °C
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Besiyerinden 37 g tartilarak 1 L distile suda ¢oziindiiriildii ve tiiplere 10 mL
miktarda dagitildi. Tiipler otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi. Oda
sicakliginda pH 7,4 £0,2’ye ayarlandi.

2.1.2.13. Reverse CAMP Test Susu

Kanli agarda yapilan Reverse-CAMP testinde olusan hemolizin
degerlendirilmesi i¢in referans mikroorganizma olarak Halk Sagligi Kurumu’ndan

alinan Streptococcus agalactiae (Ref. No.: 55118 Inst. Pasteur) susu kullanildi.

2.1.2.14. Jar, Anaerojen Kit ve indikatorii ile Parafin

Fakiiltatif anaerob bir bakteri olan C. perfringens’in gelisimi igin, jar
icerisinde 2,5-3,5 litrelik anaerob ortam saglayan AnaeroGen (Oxoid AN 025A- AN
035A) Kkitler ve indikatorii (Oxoid, BR0055) kullanildi. Ayrica C. perfringens
izolatlarinin Cooked Meat Medium ve Brain Heart Inflizyon Broth’da anaerob
ortamda muhafaza edilmesi i¢in kati halde alinan parafin otoklavlandiktan sonra sivi

haldeyken tiiplerin tizerine ilave edilerek kullanildu.

2.1.2.15. Gliserol

Gliserol (Merck, 104092) DNA ekstraktini -80 °C’de uzun siire muhafaza
edebilmek i¢in kullanildi.
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2.1.3. PCR i¢in Kullanilan Gerecler

2.1.3.1. Santrifiij ve Su Banyosu

Santrifiij (Eppendorf, Centrifuge 5417R, Hamburg, Germany) DNA

ekstraksiyonu i¢in kullanildi.

Su banyosu (Memmert WB/OB 7-45, WBU 45, Schwabach, Almanya),

besiyeri hazirlama gibi rutin islerin disinda DNA ekstraksiyonu i¢in de kullanildi.

2.1.3.2. Nanodrop Spektrofotometre

Nanodrop spektrofotometre (Thermo, ND-1000, Delaware, USA), DNA
safligim1 ve konsantrasyonunu tespit etmek icin kullanildi. Ayrica antibiyotik

duyarlilik testi oncesinde bakteri yogunlugunu tespit etmek i¢in de kullanildi.

2.1.3.3. Real-time PCR Cihazi ve Ekipmanlari

Real-time PCR i¢in Light Cycler 2.0 cihaz1 (Light Cycler 2.0, Roche,
Switzerland) kullanildi. LightCycler Carousel Tabanli Sistem asagidaki ekipmanlari

icermektedir:

- LightCycler carousel tabanli sistem (LightCycler 2)

- LightCycler kapiller tiipler

- 2 mL’lik cam reaksiyon tiiplerini i¢ine alan rotor (¢ark) barindiran standart
tezgah tlistli mikrosantrifiij

- Standart mikrosantrifiij rotorunda kapillerlerin santrifiij cihazina

adaptasyonunu saglayan santrifiij adaptorii
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- Niikleaz icermeyen pipet ucu

- Master mix ve diliisyonlar1 hazirlamak i¢in steril reaksiyon (Eppendorf)
tiipti

LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green I, LightCycler Carousel
tabanli bir sistemle kombine edildiginde hot start PCR uygulamalar1 i¢in ideal
sonuglar elde edilmektedir. Bu sekilde DNA sekans tanimlamasi ve kuantifikasyonu

cok hassas olarak tespit edilmektedir.

LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green I, temel olarak bir miktar
DNA veya hedef cDNA’nin tespiti ve amplifikasyonu i¢in kullanilmaktadir. Tez i¢in

gerekli analizlere baslamadan 6nce deneme testi yapildi.

Deneme Testi Siiresi

Prosediir Zaman
Opsiyonel: Hedef DNA diliisyonu 5 dk
PCR Diizenlemesi 15 dk

LightCycler Carousel Tabanli Sistemin Caligmasi 45 dk
(Erime Egrisi Analizi dahil)

Toplam analiz siiresi 65 dk

LightCycler faststart DNA master sybr green 1’i kullanan bu sistem 4

asamadan olusmaktadir.

1- Preinkiibasyon: FastStart DNA polimerazin aktive olmasi ve DNA’nin
denatlirasyonu

2- Amplifikasyon: Hedef DNA amplifikasyonu

3- Erime Egrisi Analizi: PCR {iriinlerinin tanimlanmasi veya amplikon analizi

4- Sogutma: Rotor ve termal bolmenin sogumasi
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Asagida Cizelge 2.1.’de bu islemler i¢in programlanmasi gereken PCR

parametreleri ve dikkat edilmesi gereken durumlar verilmektedir.

Cizelge 2.1. Real time PCR parametreleri.

Analiz Modu Siklus Boliim Hedef Sicakhk 1 | Bekleme Siiresi Edinme
Modu

Preinkiibasyon

Yok 1 | 95°C | 10dk* Yok

Amplifikasyon

Quantifikasyon 45 Denatiirasyon | 95 °C 10s Yok
Baglanma Primere bagl 0-10s° Yok
Uzama 72°C?3 = (amplikon (bp)/25) s ° Tek

Erime Egrisi

Erime Egrisi 1 Denatiirasyon | 95 °C 0s Yok
Baglanma 65 °C 15s Yok
Uzama 95°C 0s Devamli

Artis h1zi=0.1 °C
Sogutma
Yok |1 | 40°C | 30s | Yok

! Aksi bir diizenleme yapilmadig siirece cihazin sicaklik degisim degeri 20 °C/s

% Primer erime sicakligi primerin niikleotit igerigine gore degismektedir. T = 2 °C (A+T)+4 °C (G+C). ilk deneyde hedef
sicakligi, primer Ty sini hesaplanan sicakligin 5 °C altina ayarlamr.

® Primer baglanma sicakh diisiikse (55 °C) sicaklik artig oram 2- 5 °C arasinda bir degere ayarlanr.

* Preinkiibasyon sicaklig 10 dk olarak tavsiye edilse de kimi uygulamalarda 5 dk kadar degistirildiginde enzimin
performansinda herhangi bir degisim olmamustir. Bazi durumlarda erken sikluslarda yiiksek polimeraz aktivitesi gerekmektedir.
Bunun sonucu olarak preinkiibasyon siiresi 15 dk’ya uzayabilir.

® Tipik primerler igin baglanma siiresi 0-10 s olarak segilmelidir. Primer baglanmasinin spesifitesini artirmak icin inkiibasyon
stiresini <5 s olarak segilmelidir.

® Daha ok hassasiyet istenen durumlarda hedef quantifikasyon deneyi i¢in baglanma siiresini uzun tutmak avantaj saglayabilir.

Master miksin hazirlanmasi asagidaki gibidir.

- 1b (yesil): Reaksiyon Karigimi: Light Cycler Fast Start Reaksiyon Karisimi
SYBR Green I agi1ld1

- la (renksiz): Enzim: 1a santrifiij edildi.

- la’dan 10 pL alinarak 1 b’ye aktarildi. Pipetasyon ile homojenize edildi
(vortekslenmemelidir).

- Yeni olusan karisim buzda vaya soguk blokta muhafaza edildi.

- Standart reaksiyon 20 uL olacak sekilde hazirlandi.

PCR miksin hazirlanmasi asagidaki gibidir.
- Standart reaksiyon 20 pL olacak sekilde hazirlandi.
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- Soguk blok iizerinde daha 6nceden sogutulmus olan santriflij adaptorlerine
kapiller tiipler yerlestirilir.

- PCR primerleri 10X konsantrasyon olarak hazirlandi.

- Her primerden 0,5 uM konsantrasyon olmasi i¢in 10X konsantrasyondaki

soliisyon her primerden 5 uM igermelidir.

2.1.3.4. Thermocycler

Thermocycler (Biometra Personel Cycler, Goettingen, Germany) multipleks

PCR analizi i¢in kullanild.

2.1.3.5. Tag DNA Polimeraz

Taq DNA polimeraz yaklasik 85 °C sicak kaynak sularinda yagsayan Thermus
aquaticus bakterisinden izole edilen ve optimum g¢alisma sicakligi 70-80 °C olan bir
enzimdir. Bir iinite; standart deneme kosullarinda 10 nmol dNTP’yi 72° C’de 30
dk’da asit ¢oktiiriilebilir forma doniistiirecek sekilde kullanmay1 tanimlar. Tag DNA
polimeraz 5 U/ uL olacak sekilde hazirlandi.

Bilesimi
Taq DNA polimeraz (Promega M3005, Madison, ABD) 500 U

2.1.3.6. PCR Buffer

PCR Buffer (Promega, M8901) stok soliisyonu 10 X konsantrasyonda temin

edilmistir.
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2.1.3.7. MgCl,

dNTP’lerin baglanmasi i¢in gerekli olan karisimi saglayan MgCl,, DNA

polimeraz aktivitesini, primer ve hedef DNA etkilesimini artirmaktadir.

MgCl, (Promega, A3511) 25 mM konsantrasyonda temin edilmistir.

2.1.3.8.dNTPs

Deoksiniikleotit trifosfatlarin (dNTPs, Promega, Madison, ABD) stok

soliisyonlar1 100 mM konsantrasyonda temin edilmistir.

dATP (Promega, U1205) 100 mM
dCTP (Promega, U1225) 100 mM
dGTP (Promega, U1215) 100 mM
dTTP (Promega, U1235) 100 mM

Yanlis baglanma hatalarim1 6nlemek i¢in tim dNTP’ler aym miktarda

kullanilmis ve son konsantrasyonda 10 mM olacak miktarda kullanilmistir.

2.1.3.9. Primer Ciftleri

Bu tezde, Meer ve Songer (1997) tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan
farkli toksin gen bolgelerine 6zgili olan primer ¢iftleri kullanilmistir. Primer ¢iftleri

Dr. Zeydanli, Ankara araciligiyla yurtdisindan temin edilmistir (Cizelge 2.2.).
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Cizelge 2.2. Primer giftleri.

Gen Primer | Primer dizisi (5°- 3”) Bﬁ%’éirl;)lﬁk Marka, Ulke
CPAF | GCTAATGTTACTGCCGTTGA IDT 30040033, USA
cpa 324
CPAR | CCTCTGATACATCGTGTAAG IDT 30040031, USA
CPBF | GCGAATATGCTGAATCATCTA Alpha DNA 452974, USA
cpb 196
CPBR | GCAGGAACATTAGTATATCTTC Alpha DNA 452975, USA
CPBF | AGATTTTAAATATGATCCTAACC Alpha DNA 452976, USA
cpb2 567
cpaRr | CAATACCCTTCACCAAATACTC Alpha DNA 452977, USA
ETXF | GCGGTGATATCCATCTATTC Alpha DNA 452978, USA
etx 655
ETXR | CCACTTACTTGTCCTACTAAC Alpha DNA 452979, USA
IAF | ACTACTCTCAGACAAGACAG Alpha DNA 452980, USA
iA 446
IAR | CTTTCCTTCTATTACTATACG Alpha DNA 452981, USA
CPEF | GGAGATGGTTGGATATTAGG Alpha DNA 452992, USA
cpe 233
CPER | GGACCAGCAGTTGTAGATA Alpha DNA 452993, USA

2.1.3.10. Pozitif Kontrol Suslar

Pozitif kontrol igin C. perfringens ATCC 13124 (cpa geni), C. perfringens

ATCC 3626 (etx ve cpb genleri igin), C. perfringens NCTC 8239 (cpa ve cpe genleri

icin) ve C. perfringens CCUG 44727 (iA geni i¢in) suslart kullanilmustir.
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2.1.3.11. Negatif Kontrol

Negatif kontrol igin steril ultra saf su kullanilmistir.

2.1.3.12. Mineral Yag

Mineral yag (Merck, MS5904) PCR tiiplerine reaksiyon bilesenleri
konulduktan hemen sonra inert yiizey kaplama maddesi olarak PCR reaksiyon

tiipiinde evaporasyonu minimize etmek i¢in kullanilmustir.

2.1.3.13. Tris-Borik Asit-EDTA Buffer

Tris-borik asit-EDTA (TBE) soliisyonu, agaroz jelde niikleik asitlerin
elektroforezi igin elektroforez tankinin igine konulan elektrolit sivisi ve jel hazirlama
tamponu olarak kullanilmaktadir. TBE Buffer (Merck, T7527) 10 X konsantrasyonda

stok soliisyon olarak bulunmaktadir.

Bilesimi

Tris 107,81 g/L (0,89 M)
Borik asit 55,03 g/L (0,89 M)
EDTA-Na,2H,0 7.44 g/L (0,02 M)
pH 8,3+0,2 @ 25 °C

Karisim hazirlanip pH ayarlandiktan sonra 10X TBE buffer stok soliisyondan
10 mL alinip 90 mL distile su ilave edilerek 1X TBE soliisyonu hazirlanmistir.
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2.1.3.14. Etidyum Bromit

Etidyum bromit % 1 (AppliChem A1152 GmbH, Darmstadt, Almanya) stok
sollisyonu, agaroz jel elektroforezinde niikleik asitleri boyamak i¢in kullanildi.
Etidyum bromit, DNA baz ¢iftlerinin arasina yerleserek ultraviyole 1sik ile koruyucu
bir ekranin arkasindan agaraoz jele bakildiginda kirmizi-turuncu floresans igima ile
DNA tespitini saglamaktadir. Etidyum bromit % 1 stok soliisyonu 1: 9 oraninda

seyreltilerek % 0,1 konsantrasyonda kullanildi.

Bilesimi

Etidyum bromit 10 mg/mL

2.1.3.15. Agaroz Jel ve Tablasi

Agaroz jel (SeaKem LE agarose, Cambrex Bio Science Rockland, ABD) %
1,5’lik konsantrasyonda kullanmak i¢in agar (Oxoid, LP0011) ve 1X TBE kullanildi.

Bilesimi
Agar 09¢g
1IXTBE 60 mL

Erlen igerisine hazirlanan karisim 95 °C su banyosunda ¢oziindiirtilerek
homojenize edildi ve yaklasik 50 °C’ye sogutuldu. Karisima 60 uL etidyum bromit
cklendi. Bu karigim, jelde goz odalar1 olusturmak igin taraklari yerlestirilmis olan jel
tablasina dokiildii ve agarin donmasi beklendi. Agar donduktan sonra taraklar

cikartilarak elektroforez kiivetine (MINICELL EC 370 M) yerlestirildi.
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2.1.3.16. Bromphenol Blue Loading Dye

Bromphenol Blue Loading Dye (AppliChem, A2331, Darmstad, Almanya),

elektroforez sirasinda DN A migrasyonunun gorsel takibini saglamak i¢in kullanildi.

2.1.3.17. DNA Marker

DNA ladder/marker (Corning, Axygen, 95043-578, NY, USA), jel
elektroforezde 100 ile 1500 baz ciftindeki ¢ift sarmalli DNA boyutunu belirlemek
icin kullanildi.

Bilesimi

DNA Ladder 100 bp

2.1.3.18. Elektroforez Gii¢ Kaynagi

Elektroforez analizlerinde algak gerilim gii¢ kaynagi (Biometra, Power Pack
P25) kullanildi.

2.1.3.19. UV Transilluminator

UV Transilluminatér (Syngene, Ingenius, Cambridge, UK), boyanmis PCR

irlinlerine ait gen bantlarin1 UV 151k altinda goriintiilemek i¢in kullanilda.
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2.1.4. Antibiyotik Duyarhhk icin Kullanilan Gerecler

2.1.4.1. Mueller-Hinton Agar

Mueller-Hinton agar (Oxoid, CM337) uluslararasi standart prosediirlere gore

kullanilan antimikrobiyel duyarlilik testlerinin yapildig1 besiyeridir.

Bilesimi g/L

Sigir inflizyonu 300

Kazein hidrolizati 17,5

Nisasta 15

Agar 17

pH 7,3+£0,1 @25 °C

Hazir besiyeri toz karisimindan 38 g tartilarak iizerine 1 L distile su ilave
edildi ve ¢6ziinmesi i¢in su banyosunda isitildi. Sterilize etmek i¢in 121 °C’de 15

dakika otoklavlandi. Dokme sicakligina geldiginde petrilere dagitildi.

2.1.4.2. Antibiyotik Diskler

Antibiyotik duyarlilig: belirlemek i¢in; tetrasiklin (Oxoid, CT 54B, 30 pg),
kloramfenikol (Oxoid, CT 13B, 30 pg), gentamisin (Oxoid, CT 794B, 120 pg),
ampisilin (Oxoid, CT 3B, 10 pg), trimetoprim (Oxoid, 76B, 5 pg), nalidiksik asit
(Oxo0id, CT 31B, 30 pg), siprofloksasin (Oxoid, CT 425B, 5 png), siilfonamid
bilesikleri (Oxoid, CT 59B, 300 pg), penisilin G (Oxoid, CT 43B, 10 ng) ve
vankomisin (Oxoid, CT58B, 30 pg) antibiyotik diskleri ve bunlar1 degerlendirmede

cetvel kullanmld.
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2.2.Yontem

2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Karkaslar, Smart ve ark. (1979) yaptiklari ¢alismalar temel alinarak svap
(Citoswab, UK) ile drneklenmistir. Bu amagla kuru ve igerisinde 10 mL transport
medium (peptonlu su) bulunan 1slatilmis iki gesit steril svap kullanilmistir. Ornekler
kesim igleminden hemen sonra karkaslarin boyun, bel ve but bolgesinden, 100’er
cm®lik alam kapsayacak sekilde; once 1slak sonra kuru svap yardimiyla alinmistir
(Sekil 2.1.). Karkas 6rnekleme svaplari, soguk zincir altinda laboratuvara getirilerek

hemen analize alinmustir.

2.2.2. Clostridium perfringens’in Kiiltiir Teknigi ile izolasyon ve Identifikasyonu

C. perfringens’in klasik kiiltir metoduyla izolasyon ve identifikasyonu

Schalch ve ark. (1996)’1n ¢calismalarinda kullandiklar1 yontem ile yapildi.

2.2.2.1. Zenginlestirme ve izolasyon

C. perfringens izolasyonu i¢in, érnekler alinmadan 6nceki giin Thioglycollate
Medium (Oxoid, CM 1739) hazirlanarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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BUT (10 x 10 cm)

BEL (10 x 10 cm)

BOYUN (10 x 10 cm)

Sekil 2.1. Sigir karkasinda svap orneklerinin alindig1 bolgeler; boyun (10 x 10 cm), bel (10 x
10 cm) ve but (10 x 10 cm).
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Thioglycollate Medium’a kullanilmadan hemen once Perfringens Selective
Supplement (Oxoid, SR 88) ilave edilerek secici zenginlestirme besiyeri olan

Perfringens Enrichment Medium (PEM) hazirlanmistir.

Karkaslarin boyun, bel ve but bdlgesinden 1slak ve kuru olmak {izere alinan
toplam 6 svap bek alevi yaninda steril makas yardimiyla kirilarak steril numune
poseti igerisine aktarilmistir. Svaplarin aktarildigi bu numune posetinin icerisine 10
mL PEM ilave edilmis ve agzi ip yardimiyla baglanmistir. Anaerob ortamin
stirekliligini saglamak i¢in numuneler jar igerisine yerlestirildikten sonra iizerlerine
anaerojen (Oxoid AN 35) ilave edilmistir. Kapag1 kapatilan jar i¢indeki drnekler 46
°C’de 20 saat inkiibe edilmistir.

Steril posetlerde zenginlestirilen svap orneklerinden ¢izme plak yontemiyle
Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC) (Oxoid, CM 587) agara ekim yapilmis ve
anaerob kosullarda (Oxoid, AN 25) yine 46 °C’de 20 saat inkiibe edilmistir. TSC
agarda lireyen 2-4 mm ¢apinda siyah renkli etrafinda zon olusturan C. perfringens
stipheli kolonilerden 3 veya 5 koloni alinarak yeniden TSC agara ekim yapilmis ve

anaerob kosullarda 46 °C’de 20 saat inkiibe edilmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. TSC agarda C. perfringens siipheli koloniler.

Izole edilen siipheli kolonilerde C. perfringens identifikasyonu igin; Gram
boyama, katalaz (% 3’lik H,0,), reverse-CAMP ve asit fosfataz, laktoz

fermentasyonu, jelatinaz iiretimi, nitrat indirgeme ve hareketlilik testleri yapilmistir.
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2.2.2.2. Gram Boyama

TSC agarda izole edilen tipik ve atipik siyah kolonilerin her biri i¢in koloniler
taze iken Gram boyama yapildi. Koloniler steril 6ze ile lam iizerine alinip steril
distile su ile siispanse edilip lama yayildiktan sonra kurumasi i¢in bekletildi. Daha
sonra bunzen beki alevi ilizerinden birka¢ kez gecirilerek tespit edildi. Lam
soguduktan sonra lamin tizeri pastor pipeti yardimiyla kristal viyole ile kaplanarak
boyandi ve 30 saniye beklendi. Boya tamamen arindirilincaya kadar distile su ile
nazikce yikandi. Lam yine pastor pipeti yardimiyla iyodin soliisyonu ile kaplandi ve
30 saniye beklendi. Ardindan distile su ile nazik¢e yikandi. Lam egik tutularak %
96’lik etil alkol ile yikandi. Renk agildiginda alkol ile muamele islemi sonlandirildi
ve yine distile su ile nazikg¢e yikandi. Ardindan lam safranin ile kaplanarak 30 saniye
beklendi ve yine distile su ile yikandi. Lam kuruduktan sonra mikroskopta
incelenerek bakterinin morfolojik ve Gram 6zelligi tespit edildi. Koyu mor menekse

renkli bakteriler Gram pozitif olarak degerlendirildi.

2.2.2.3. Katalaz Testi

TSC agarda izole edilen C. perfringens siipheli koloniler 6zeyle alinarak
temiz bir lam lizerinde, bir damla distile su ile siispanse edildi. Uzerine % 3’liikk H,0,
damlatilip karistirildi. Karisim iginde oksijenin agiga cikmasiyla olusan hava
kabarciklart testin pozitif oldugunu gosterdi. C. perfringens katalaz negatif oldugu

icin lamda kabarcik olusturmayan koloniler tespit edildi.

2.2.2.4. Reverse CAMP ve Asit Fosfataz Testi

CAMP faktor treten S hemolitik S. agalactia ve alfa toksin iireten C.
perfringens arasinda sinerjistik hemolitik bir reaksiyon oldugu tespit edilmistir.

Reverse CAMP testi (RCT) olarak tanimlanan bu fenomen C. perfringens’i % 97
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dogrulukla identifiye etmektedir. Reverse CAMP testinde {i¢ ¢esit reaksiyon vardir.
C. perfringens izolatlar1t RCT +, C. perfringens ve bazen diger clostridialar +/- ve

diger clostridialar - sonu¢ vermektedir (Hansen ve Elliott, 1980).

Test % 5 koyun kani igeren hazir besiyeri Columbia Blood agar (Oxoid, CM
0331) ile yapildi. S. agalactia, kanl agar1 ortadan ikiye bolecek sekilde ekildi. C.
perfringens, S. agalactia ile dik a¢1 olusturacak ve aralarinda 1-2 mm mesafe olacak
sekilde, birbirlerine paralel ekim yapildi. Daha sonra kanli agar 37° C’de 18-24 saat
anaerobik ortamda inkiibe edildi. S. agalactia ve C. perfringens’in kesistigi bolgeyi
isaret edecek sekilde olusan “ok bas1t” veya “papyon” benzeri goriinim reverse

CAMP testinin pozitif oldugunu gostermektedir.

Reverse-CAMP testinin yapildigi kanli agarda iireyen C. perfringens siipheli

kolonilerin tlizerine fosfataz ayiracindan damlatildi. Birka¢ dakika igerisinde

kahverengimsi mor renk olustugunda asit fosfataz pozitif olarak degerlendirildi

(Sekil 2.3.).

10 2012

Sekil 2.3. C. perfringens siipheli koloniler ile yapilan Reverse CAMP ve asit fosfataz testi.

2.2.2.5. Laktoz Jelatin Testi

C. perfringens’in laktoz fermentasyonunu ve jelatinaz enzimi varligim tespit

etmek icin yapilan bir testtir. Siipheli koloniler pembe renkli laktoz jelatin besiyeri
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iceren tliplere igne uclu 6ze ile dik olarak inokule edilerek 35-37 °C’de 24 saat

aerobik ortamda inkiibe edildi. Laktoz fermentasyonu; besiyerinin renginin sariya

doniiserek gaz kabarciklar1 olusturmasi ile tespit edildi (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. C. perfringens siipheli kolonilerde laktoz fermentasyonu testi.

Jelatinaz aktivitesini degerlendirmek i¢in ayni tiipler +4 °C buzdolabinda 1-2
saat bekletildi. Buzdolabinda inkiibe edilmeden once kati halde bulunan jelatinin
kivami1 kontrol edildi. Jelatinaz pozitif kolonileri iceren tiiplerdeki jelatinin

parcalanarak sivi hale gectigi tespit edildi (Sekil 2.5.).

Sekil 2.5. C. perfringens siipheli kolonilerde jelatinaz aktivitesi testi.

2.2.2.6. Nitrat Motilite Testi

TSC agardan alinan siipheli koloniler igne uglu 6ze ile, Nitrat Motilite
Medium bulunan tiiplere dik olarak inokule edilerek 35-37°C’de 24 saat aerobik

ortamda inkiibe edildi. Yalnizca inokule edilen hat boyunca iireme goriildiigiinde
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hareket negatif olarak degerlendirildi. Besiyerinde inokule edilen hattin etrafina

diffiiz ederek gelisme goiirldiigiinde hareket pozitif olarak degerlendirildi.

Bakteriler nitratlari nitritlere veya daha ileri yikim ile amonyak, nitrojen gazi
ve hidroksilamin gibi maddelere doniistiirebilmektedir. Nitrat rediiksiyonu
organizmanin oksijeni nitratlardan temin etmek zorunda kaldigini (anaerob solunum)
gostermektedir. Nitrat rediiksiyonu testi i¢in; nitrat motilite medium besiyerine 0,2
mL Griess Ilosvay A (siilfanilik asit) ve ve 0,2 mL Griess Ilosvay B (a-naftilamin)
reaktifleri damlatildi. Besiyeri ile reaktiflerin temas ettigi alanda kirmiz1 diazonyum

bilesiginin olusumu ile nitrat rediiksiyonu tespit edildi.

Kirmizi renk olusmadiginda ya nitrat indirgenmemistir ya da bu reaktiflerin
gosteremeyecegi ileri son liriinler meydana gelmis, yani nitrat tam indirgenmistir. Bu
durumu anlamak i¢in tiipe ¢inko tozu eklendi. Cinko tozu ilave edildiginde nitrat
nitrite indirgenerek kirmizi renk olustu. Nitrat rediiksiyonu negatif olarak
degerlendirildi. Cinko tozu eklendiginde, kirmiz1 renk olugsmadiginda ortamda nitrat

kalmadig1 bakteri tarafindan yikimlandigi tespit edildi. Bu durumda test nitrat ve

nitrit rediiksiyonu i¢in pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 2.6. C. perfringens siipheli kolonilerde motilite ve nitrat rediiksiyonu testi.

Biyokimyasal testler sonucunda elde edilen suslar molekiiler tiplendirme
yapilmak tizere Cooked Meat Medium (Oxoid CM 81) besiyerinde anaerob
kosullarda oda sicakliginda muhafazaya alinmistir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Cooked Meat Medium besiyerinde anaerobik sus muhafazas.

2.2.3. PCR ile Toksin Genlerin Tespiti

2.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu ve Miktar Tayini

Cooked Meat Medium (CMM) icerisinde muhafaza edilen izolatlarda DNA
ekstraksiyonu kaynatma yontemi ile yapilmistir. Bu amagla CMM’de 46 °C’de 24
saat anaerob kosullarda inkiibe edilen izolatlardan 1’er mL mikrosantrifiij tiiplerine
(Eppendorf, Hamburg, Germany) alinarak 12 000 g de 3 dakika 4 °C’de santrifiij
(Eppendorf, Centrifuge 5417R, Hamburg, Almanya) edilmistir. Daha sonra DNA’nin
saflagtirilmasini saglamak i¢in mikrosantrifiij tliplerin {izerindeki siipernatant atilarak
peletlerin izerine 200 pL steril distile su ilave edilmistir. Bu siispansiyon, bakteri
hiicrelerinin lize olmasi i¢in su banyosunda (Memmert WB/OB 7-45, WBU 45,
Schwabach, Almanya) 95 °C’de 20 dakika 1sitilmig ve agiga ¢ikan DNA’nin pelet
kisimdan ayrilmasi i¢in yine 12 000 g de 3 dakika santrifiij edilmistir (Sekil 2.8.).
Elde edilen DNA ekstraktlart PCR asamasina kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir
(Erol ve ark., 2008).
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Sekil 2.8. DNA ekstraksiyon asamasinda kullanilan santrifiij ve su banyosu.

DNA ekstraksiyonu sonrasinda DNA miktar ve safligini tespit etmek i¢in bir

kore (bos Ornek: ultra saf su) karst 260 nm dalga boyunda Nanodrop
spektrofotometre (Thermo, ND-1000, Delaware, USA) ile tespit edildi. Proteinler

280 nm dalga boyunda absorbe edildigi i¢in, kontaminant protein varlig1 260 nm ve

280 nm dalga boyunda elde edilen sonuglarin oranlanmasiyla tespit edildi.

saflig1 yaklasik olarak 1,8 olarak belirlendi (Cizelge 2.3.).

Cizelge 2.3. DNA safliginin nanodrop spektrofotometre ile tespiti.

40
36
32
28

Absorbans
| L e N
A OO NMO O BN

o

260

220

230

220 230 260 280 340
Dalga boyu (nm)

DNA

76



2.2.3.2. Real-time PCR ile cpa Geninin Tespiti

Izolatlarin real-time PCR ile cpa geni ydniinden dogrulanmasi i¢in Meer ve
Songer’in (1997) belirledigi cpa geni primerleri (5’-
GCTAATGTTACTGCCGTTGA 3° ve 5’-CCTCTGATACATCGTGTAAG 3°)
kullanilmustir.

Bu amagcla 20 pL’lik kapiller tiip igerisine 18 pL reaksiyon soliisyonu (10 pL
probe master mix, 2,4 uL. MgCl, (3mM), 3,6 pL ultra saf su, 1 pL F primer ve 1 uL R
primer soliisyonu) ile 2 pL. DNA ekstrakti konuldu. Negatif kontrol amaciyla DNA
yerine 2 pL ultra saf su kullanildi. Kapiller tiipler uygun metal adaptdrleri ile 2 000
rpm’de 15 saniye santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5417R) edildi. Santrifiij sonrasinda
kapiller tiipler carousel igerisine alinarak real-time PCR islemi igin cihaza (Light
Cycler 2.0, Roche, Switzerland) yerlestirildi. Cihazda C. pefringens cpa gen tespitine
yonelik yapilacak prosediir kaydedildi. Bu asamada sicaklik-zaman parametreleri
firmanin Onerisi dogrultusunda denatiirasyon igin bir defa 95 °C’de 10 dakika, PCR
asamasi i¢in 45 defa tekrar edecek olan 95 °C’de 10 saniye, 55 °C’de 10 saniye, 72
°C’de 20 saniye, cooling asamasi i¢in 40 °C’de 30 saniye olarak tanimlanmistir. PCR
asamas1 basladiktan sonra farkli sikluslarda olusan pikler ile floresan artisina bagl

olarak olusan amplifikasyon egrisi ile cpa geni tespit edilmistir (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4. Real-time PCR ie cpa geni amplifikasyon egrisi tespiti.
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Real-time PCR erime egrisi analizinde amplikonlarin yaklasik 79 °C’de erime
gostermesi ile cpa genine ait oldugu dogrulandi (Cizelge 2.5.). Analizlere ait

sonuclar LightCycler 4.1 isletim sistemi ile degerlendirildi.

Cizelge 2.5. Real-time PCR sonucu izolatlarin erime egrisi analizi.

Melting Peaks
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Cpa gen varhigi tespit edilen izolatlar agaroz jel elektroforezde yeniden

gortintiilenmistir (Sekil 2.9.).

Sekil 2.9. Cpa gen bantlarinin agaroz jel elektroforezde goriintiilenmesi (M: 100 bp DNA
marker, 1: Pozitif kontrol (C. perfringens ATCC 13124), 2: Negatif kontrol 3-8: cpa pozitif
C. perfringens izolatlar1).
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2.2.3.3. Multipleks PCR ile Toksin Genlerinin Tespiti

Real-time PCR ile cpa geni tespit edilen izolatlar diger toksin genleri
yoniinden Meer ve Songer’in (1997) kullandigi primer dizilimleri olan cpb (5°-
GCGAATATGCTGAATCATCTA 3’ ve 5’- GCAGGAACATTAGTATATCTTC
37, cpb2 (5- AGATTTTAAATATGATCCTAACC 3 ve 5’-
CAATACCCTTCACCAAATACTC 3°), etx (5’-GCGGTGATATCCATCTATTC 3’
ve 5’- CCACTTACTTGTCCTACTAAC 3%), ia (5°-
ACTACTCTCAGACAAGACAG 3’ ve 5’- CTTTCCTTCTATTACTATACG 3’) ve
cpe (5’-GGAGATGGTTGGATATTAGG 3’ ve 5’-GGACCAGCAGTTGTAGATA
3’) toksin gen sekanslarina gore multipleks PCR yapilmustir.

PCR protokoliinde kullanilacak master miks toplam hacim 50 pL’de; 1x
Reaction buffer (Promega, M8901), 1,5 mmol L™ MgCl, (Promega, M8901), 0,12
mmol L* dNTPs (Promega, Madison, USA), 0,34 pmol L cpe primer (Dr.
Zeydanli, Ankara), 0,36 pmol L™ cpb primer (Dr. Zeydanli, Ankara), 0,36 pmol L™
cpb2 primer (Dr. Zeydanl, Ankara), 0,44 pmol L™ etx primer (Dr. Zeydanli,
Ankara), 0,5 pmol L™ cpa primer (Dr. Zeydanh, Ankara), 0,52 pmol L™ iA primer
(Dr. Zeydanl, Ankara), 5 tinite Taq DNA polimeraz (Dr. Zeydanli, Ankara) ve 10 pL.
template DNA igerecek sekilde hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak C. perfringens
ATCC 13124 (cpa geni), C. perfringens ATCC 3626 (etx ve cpb genleri igin), C.
perfringens NCTC 8239 (cpa ve cpe genleri igin) ve C. perfringens CCUG 44727 (iA
geni i¢in) suslart kullanilmistir. Negatif kontrol igin ise steril distile su ile
hazirlanmig master miks kullanilmistir. Tiim PCR tiiplerinin {izerine mineral yag

ilave edilerek reaksiyon karigiminin evaporasyonu engellenmistir (Meer ve Songer,
1997).

Amplifikasyon islemi, thermocycler (Biometra Personel Cycler, Goettingen,
Germany, Sekil 2.9) kullanilarak her siklusta denatiirasyon i¢in 94 °C’de 1 dakika,
primerlerin baglanmasi i¢in 55 °C’de 1 dakika, uzama asamasi i¢in 72 °C’de 1

dakika olmak iizere toplam 35 siklus sonrasinda tamamlanmstir (Erol ve ark., 2008).
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Amplikonlar jel elektroforez yontemi ile degerlendirilmistir. Bu amagla 0,1 pg mL™
etidyum bromit igeren % 1,5’lik agaroz jel (SeaKem, Rockland ME, USA)
hazirlanmistir. Elektroforez tanki igerisine yerlestirilen agaroz jelin iizerine 1X tris
borik asit EDTA (Biorad, Miinchen, Germany) soliisyonu ilave edilmistir. Gen
bantlarin1 degerlendirebilmek amaciyla ilk kuyucuga 100 baz cifti (bp) ile ilerleyen
marker (Corning, Axygen 100 bp DNA ladder, NY, USA) yiiklenmistir. Kalan
kuyucuklara ise +4 °C’de muhafaza edilen amplikonlardan 10’ar pL alinmis ve steril
bir tabla tizerinde 2 uL brom fenol mavisi (AppliChem, A2331, Darmstad, Almanya)
ile pipete edilerek jelin diger gozlerine yiiklenmistir. Jelin igine yerlestirilen
amplikonlarin elektroforezi i¢in 1 saat siire ile 1000 mA ve 100 V akim uygulayan
alcak gerilim gii¢ kaynag1 (Biometra, Power Pack P25, Sekil 2.10) kullanilmistir. Bu
islem sonunda UV transilluminator goriintiilleme sistemi (Syngene, Ingenius,

Cambridge, UK) ile gen bantlarinin dokiimentasyonu yapilmustir.

Sekil 2.9. Thermocycler.

C. perfringens toksin genlerinin elektroforez islemi sonrasindaki jel
goriintiisti Sekil 2.11°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.10. Gii¢ kaynagi ile elektroforez iglemi.

196 bp € X
> 233 bp

324 bp ¢ S —

——— > 446 bp

Sekil 2.11. Multipleks PCR sonucu C. perfringens toksin genlerinin agaroz jel
elektroforezde olusan goriintiileri (M: 100 bp DNA marker, 1: C. perfringens ATCC 3626
(etx ve cpb), 2: C. perfringens NCTC 8239 (cpe), 3: C. perfringens CCUG 44727 (iA geni
igin), 4: C. perfringens ATCC 13124 (cpa), 5: cpb2 pozitif numune, 6 ve 7: cpa pozitif
numune.
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2.2.4. Antibiyotik Duyarhhk

C. perfringens izolatlarimin antibiyotik duyarhiliklari disk difiizyon yontemi
ile belirlenmistir. Bu islem i¢in CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
tarafindan bildirilen yontem esas alinmistir. Cooked Meat Medium’da anaerob
kosullarda muhafaza edilen izolatlar Brain Heart Infusion broth (BHI) (Oxoid, CM
225) igerisine inokule edilmistir. BHI broh, {lizeri parafinle kapatilarak 16-18 saat 37
°C’de inkiibe edilmistir. Bakteri yogunlugu BaSO, siispansiyonu kullanilarak 0,5
McFarland’a ayarlanmis ve nanodropspektrofotometre ile 625 nm dalga boyunda
absorbans (optik dansite) 0,08-0,10 olacak sekilde kontrol edilmistir.

Daha sonra BHI’dan steril svaplar yardimiyla Mueller-Hinton agara (Oxoid,
CM 337) teknigine uygun siiriilerek ekim yapilmistir. Bu amagla izolatlar1 barindiran
BHI’dan svap alinip plak her defasinda 60 derece dondiiriilerek petrinin her yerine
stiriilerek inokulasyon tamamlanmistir. Antibiyotik emdirilmis diskler plaga
yerlestirilmeden Once inokule edilen bakteri siispansiyonunun absorbe olmasi i¢in 5-
10 dakika beklenmistir. Daha sonra, merkezleri arasinda 24 mm uzaklik ve her plaga
en fazla 10 tane olacak sekilde tetrasiklin (Oxoid, CT 54B, 30 pg), kloramfenikol
(Oxoid, CT 13B, 30 pg), gentamisin (Oxoid, CT 794B, 120 pg), ampisilin (Oxoid,
CT 3B, 10 pg), trimetoprim (Oxoid, 76B, 5 ng), nalidiksik asit (Oxoid, CT 31B, 30
ng), siprofloksasin (Oxoid, CT 425B, 5 pg), siilfonamid bilesikleri (Oxoid, CT 59B,
300 pg), penisilin G (Oxoid, CT 43B, 10 pg) ve vankomisin (Oxoid, CT58B, 30 ng)
diskleri agar tizerine yerlestirilmis, 16 ile 18 saat anaerobik ortamda inkiibasyondan

sonra etraflarinda olusan zonlar cetvel ile dlgiilerek degerlendirilmistir (CLSI, 2003;

Prescott, 2002; Watkins ve ark., 1997).

Sekil 2.12. Mueller Hinton agarda disk diflizyon antibiyotik duyarlilik degerlendirme.
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3. BULGULAR

Orneklenen 120 sigir karkasnin 63’iinden (% 52,5) C. perfringens izole ve
identifiye edilmistir. Klasik yontemle 183 izolat elde edilmistir. Bu suglar C.
perfringens’i tanimlayan cpa gen varligi yoniinden real-time PCR ile analiz edilmis
ve 127 izolatta cpa tespit edilmistir. Multipleks PCR’da 127 izolatin yalnizca 1
tanesinde (% 0,78) cpa ve cpb2 geni tespit edilmis olup diger toksin genlerin
bulunmadig1 saptanmustir. Sigir karkaslarinda C. perfringens % 52,5 ve beta 2 toksin
geni % 0,83 olarak tespit edilmistir (Sekil 3.1.).

Si1gir karkas swap, n=120

H cpa
H cpb2
= Negatif

cpb2: 1
% 0,83

Sekil 3.1. Sigir karkaslarinda C. perfringens ve toksin gen varligi.

Izolatlarin antibiyotik direng profilleri disk difiizyon ydntemi ile tespit

edilmistir. Sonuglar Cizelge 3.1. ve Sekil 3.2.’de gdsterilmistir.

Karkas orneklerinin 62’sinde Penisilin (P) disk zonu yaklasik olarak 26-36
mm c¢apinda, 60’inda Ampisilin (Amp) disk zonu 26-44 mm c¢apinda, 63’linde
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Vankomisin (Va) disk zonu 18-28 mm ¢apinda tespit edilmis ve ¢ogu izolatin bu
antibiyotiklere duyarli oldugu bulunmustur.

Cizelge 3.1. Sigir karkaslarinda C. perfringens’in antibiyotik duyarliligi

Antibiyotik Hiicre duvari inhibisyonu Niikleik asit Protein sentezi inhibisyonu Antimetabolik
etki sentezi etki
mekanizmasi inhibisyonu
Antibiyotik P Amp Va Na Cip Te C Cn S3
diskleri (10pg) | (A0pg) | B0pg) | B0pg) | (Spg | BGOpg) | (B0pg) | (120 pg) (300 pg)
S 62 60 63 53 49 32 62 22 16
(%98) | (%95) |(%100) | (%84) | (%78) | (% 51) (% 98) (% 35) (% 25)
1 10 14 20 1 32
(%16) | (%22)| (%32) (% 2) (% 51)
R 1 3 1 9 47
(%2 | (%5) - - - (% 17) - (% 14) (% 75)
Pozitif 6rnek sayisi sayis1 n=63
*S= Duyarli, *I= Orta derecede direngli, *R= Direngli

P: Penisilin, Amp: Ampisilin, Va: Vankomisin, Na: Nalidiksik asit, Cip: Siprofloksasin
Te: Tetrasiklin, C: Kloramfenikol, Cn: Gentamisin, S3: Stilfonamid

Sekil 3.2. Sigir karkaslarinda C. perfringens’in antibiyotik duyarlilig

SigirSwap; n=63
%98
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P Amp. Va  Na Cip Te
c
(10 g} (10pg) (304e) (20 pe) Sue) (304 (305 (2 Z%n“g) " o;sug)

ms ul ER

Orneklerden 1°i Penisiline, 3 tanesi de Ampisiline direngli olarak tespit
edilmistir. Nalidiksik asit (Na) disk zonu 53 6rnekte 20-28 mm c¢apinda okunarak bu

orneklerin duyarli oldugu, 10 6rnekte 14-18 mm c¢apinda okunarak orta-derecede
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direncli oldugu bulunmustur. Siprofloksasin (Cip) disk zonu 49 6rnekte 22-28 mm
capmda okunmus ve duyarli, 14 6rnekte 18-20 mm ¢apinda okunarak orta-derecede
direngli bulunmustur. Tetrasiklin (Te) disk zonu 32 6rnekte 20-38 mm capinda tespit
edilerek duyarli, 20 6rnekte 16-18 mm ¢apinda tespit edilerek orta-derecede direngli,
11 oOrnekte 8-14 mm g¢apinda tespit edilerek direngli oldugu bulunmustur.
Kloramfenikol (C) disk zonu 62 6rnekte 22-32 mm ¢apinda tespit edilerek yalmzca 1
ornegin kloramfenikole orta derece duyarli oldugu tespit edilmistir. Gentamisin (Cn)
disk zonu 22 drnekte 16-20 mm ¢apinda tespit edilerek duyarli, 32 6rnekte yaklagik
14 mm capinda tespit edilerek orta-derece direncli, 9 6rnekte 10-12 mm c¢apinda
tespit edilerek direngli oldugu bulunmustur. Siilfonamid (S3) disk zonu 16 6rnek i¢in
18-34 mm capinda tespit edilerek 6rneklerin duyarli, 47 6rnek icin 8-12 mm ¢apinda

tespit edilerek 6rneklerin direngli oldugu bulunmustur..
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4. TARTISMA

Sigir karkaslarinda C. perfringens kontaminasyon diizeyini belirlemek
amaciyla Ankara’da bir mezbahada gergeklesen bu cgaligmada kesim asamasindan
hemen sonra 120 sigir karkasinin bel, but ve boyun bdlgelerinden svap ile 6rnekleme
yapilmustir. Klasik kiiltiir teknigi ile 183 izolat elde edilmistir. Real time PCR ile 127
izolatin cpa geni saptanmis ve C. perfringens olarak tamimlanmistir. Multipleks
PCR’da yalmzca 1 izolatta cpa ve cpb2 (127:1, % 0,78 ) geni tespit edilmistir. Bu
kapsamda 120 sigir karkas 6rneginin 63’tinde (% 52,5) ve toplam 127 izolatta C.

perfringens identifiye edilmistir.

Ulkemizde siir karkaslarinda C. perfringens tespitine iliskin herhangi bir
calisma bulunmamasina karsin yurt disinda simirh sayida ve daha diisiik oranlarda
veriler bulunmaktadir. Smart ve ark. (1979) sigir, domuz ve koyun karkaslarinda C.
perfringens insidensini sirastyla % 29, % 66, % 35 olarak tespit etmistir. Begurn
(1984), Pakistan’da et satis1 yapan marketlerde rastgele segtigi 300 sigir ve 300
koyun karkasinin i¢ ve dis ylizeylerinden steril forseps ve makas ile aldiklari
orneklerde C. perfringens insidensini sigirlarda % 13,3 ve koyunlarda % 21,6 olarak
tespit etmistir. Begurn C. perfringens izolatlarinin tamamini karkas dis ylizeyinden
aldig1 orneklerde tespit ettigini bildirmis olup mezbahalarda kesim siras1 ve sonrasi
hijyen eksikligine dikkat c¢ekmistir. Sheridan ve ark. (1996) sigir karkaslarinin
yilizeyinden yaptiklar1 6rneklemelerde 45,1 kob/cm? C. perfringens tespit etmistir.
Chae ve ark. (2006) sigir karkaslarindan aldiklar1 925 6rnegin 30’unda (% 3,2) C.
perfringens izole etmislerdir. Hosseinzadeh ve ark. (2018) mezbahada 100 sigir ve
100 koyun karkasinda svap metoduyla sirastyla 90 ve 70 siipheli koloni elde etmistir.
PCR ile siipheli izolatlar1 sigirda % 40 ve koyunda % 35,7 C. perfringens olarak
tespit etmistir. Veriler arasindaki degiskenligin kesmimhane hijyenik kosullar1 ve

analiz metot farkliligindan olugsmus olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Tiirkiye’de perakende satilan ¢ig ve tiiketime hazir etlerde C. perfringens’in
prevalansina yonelik mezbahada elde edilen verilerle uyum saglayan bir¢ok rapor
bulunmaktadir. Sancak ve ark. (1993) Van’da kasap ve marketlerden aldiklar1 200
kiyma Orneginin % 42’sinin C. perfringens ile kontamine oldugunu bildirmistir.
Ankara’da Cakmak (2001) sigir eti drneklerinin % 65’inde, Tekinsen ve ark. (2001)
¢ig kiyma Orneklerinin % 35’inde C. perfringens saptamislardir. Tekirdag’da
Kayisoglu ve ark. (2003) doner satilan 5 farkli fast food satis yerinde toplamda 60
¢ig ve pismis doner etinde yaptiklari calismada C. perfringens kontaminasyonunu ¢ig
doner etinde % 80, pismis tavuk doner etinde % 60 ve pismis sigir doner etinde % 40
olarak tespit etmislerdir. Sarigiizel ve Erol (2005) hindi kiymasi 6rneklerinin %
58’inde, Cakmak ve ark. (2006) tavuk kiymasi 6rneklerinin % 70’inde C. perfringens
tespit etmislerdir. Kamber ve ark. (2007) Kars’ta market ve kasaplardan topladiklar
96 sigir kiymasi 6rneginin 31’inde (% 32) Clostridium spp. ve bunlarin 17’sinde (%
18) C. perfringens tespit etmislerdir. Giiran ve Oksiiztepe (2013), 200 ¢ig tavuk
etinin 154 (% 77)’tniin C. perfringens ile kontamine oldugunu tespit etmislerdir.
Yine Giiran ve ark. (2014) 50 sigir eti 6rneginin 48 (% 96)’inin ve 50 koyun eti
orneginin 44 (% 88)’lniin C. perfringens ile yiikksek oranda kontamine oldugunu
bildirmiglerdir. Pamuk ve Celikeloglu (2014) Afyon’da kasap ve satis yerlerinden
alman 50 si@ir kiymasit orneginin 34’iiniin (% 68), 50 tavuk kiymasi 6rneginin
27’sinin (% 54) C. perfringens ile kontamine oldugunu bildirmistir. Aras ve Hadimli
(2015) Konya’da kasap ve marketlerden alinan 100 sigir, 100 tavuk ve 100 hindi eti
orneginde C. perfringens’i sirasiyla % 40, % 31 ve % 24 olarak saptamislardir.
Hanifehnezhad ve ark. (2015) Ankara’da 90 yenilebilir broiler sakatatinda C.
perfringens insidenisini % 32,2 olarak rapor etmistir. Orneklemeye esas olan 45
kalp-karacigerde 21 (% 46,7) ve 45 tashkta 8 (% 17,7) C. perfringens

kontaminasyonu tespit edilmistir.

Yurt disinda et ve triinlerine iliskin yiiksek oranda C. perfringens tespit
edilen veriler bulunmaktadir. Hall ve Angelotti (1965) et ve et iirlinlerini igeren 262
ornekten 113 (% 43,1)’linde C. perfringens tespit etmislerdir. Yapilan galisma
sonucunda sigir eti orneklerinin % 70, koyun eti orneklerinin % 52, tavuk eti

orneklerinin % 58 oraninda C. pefringens ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Ali
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ve Fung, (1991) ABD’de 118 sigir kiymasi 6rneginin 64’tinde (% 54), 55 hindi
kiymast 6rneginin 40’inda (% 73) C. perfringens tespit etmislerdir. Cin’in Beijing
sehrinde 31 sigir etinin % 65’inde ve 28 koyun etinin tamaminda (% 100) C.
perfringens kontaminasyonu bildirilmistir (Guang-Hua ve Xiao-Ling, 1994). Miki ve
ark. (2008) 5 farkli hayvan tiiriine ait toplam 200 numuneyi C. perfringens yoniinden
analiz etmislerdir. Alinan 35 sigir ve 3 koyun eti 6rneginin sirasiyla 19 (% 54,3) ve
I’inin (% 33,3) cpa pozitif oldugu saptanmistir. Nowell ve ark. (2010) Kanada’da
perakende satilan 64 taze tavuk etinin 42’sinde (% 66), 24 dondurulmus tavuk etinin

16’sinda (% 67) C. perfringens tespit etmistir.

Bu verilere karsin daha diisiik oranda bildirilen raporlar da bulunmaktadir.
Miwa ve ark. (1998) perakende satilan 50 sigir eti Orneginin 8 (% 16)’inde C.
perfringens saptamiglardir. Yine Stagnitta ve ark. (2002) 515 et igeren ornekte (315
taze sosis, 100 hamburger ve 100 kiyma) 126 (% 24,5) C. perfringens izole
etmislerdir. Lin ve Labbe (2003), 131 perakende gida 6rneginin 40’inda (% 31) C.
perfringens bulundugunu, Wen ve McClane 2004 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada
satisa sunulan 24 koyun eti 6rneginden 9 (% 38)’unun, 83 sigir eti 6rneginden 17 (%
21)’sinin, 108 sigir kiyma 6rneginden 25 (% 23)’inin, 147 tavuk eti 6rneginden 56
(% 38)’sinin, 68 hindi eti 6rneginden 19’unun (% 28) C. perfringens ile kontamine
oldugunu rapor etmislerdir. Kouassi ve ark. (2014) sokakta satisa sunulan 395 pismis
sigir eti ve bobreklerinde % 5 C. perfringens tespit etmistir. Khan ve ark. (2015)
Pakistan’da koyun eti, sigir eti ve tavuk eti (n:100) igeren toplam 300 ¢ig et
orneginde C. perfringens prevalansimt ELISA metodu ile toplamda % 12 oraninda

olmak iizere tavukta % 6, koyun etinde % 5 ve s18ir etinde % 1 olarak tespit etmistir.

Bu tez calismasinda 127 cpa genine sahip izolatin yalnizca birinde (% 0,78)
beta 2 geni saptanmustir. Beta 2 geni saglikli sigirlarin bagirsak florasinda
bulunabilmekle birlikte klinik ©neminin olmadig: bildirilmektedir. Ulkemizde
yapilan calismalarda da beta 2 geni tespit edilmistir. Giiran ve Oksiiztepe (2013), ¢ig
tavuk etlerinden elde ettikleri 558 susun 12 (% 2,1)’sini cpa ve cpb2 pozitif (tip A-
cpb2) ve birini (% 0,1) ayn1 zamanda cpe pozitif (tip A-cpe) olarak saptamistir. Yine
Giiran ve ark. (2014) 262 sigir ve koyun eti izolatinda % 77,4 cpa geni (tip A), % 7,6
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cpa ve cpb2 genleri (tip A-cpb2) ve % 2,2’sinde cpa ve cpe toksin genlerini (tip A-
cpe) tespit etmislerdir. Ayrica, 262 C. perfringens izolatindan 4'i (% 1,5) tip B, 10'u
(% 3,8) tip C ve 19'u (% 7,2) tip D olarak saptanmistir. Aras ve Hadimli (2015) sigir
eti pozitif orneklerde % 12,5 cpa ve cpb2, % 2,5 cpe geni tespit etmistir.
Hanifehnezhad ve ark. (2015) broiler sakatatinda tiim izolatlarm cpa pozitif ve
tasliktan elde edilen 2 izolatin cpb2 pozitif oldugunu bildirmistir. Nowell ve ark.
(2010), tavuk etinden elde edilen 183 izolatin % 21’inde netB geni, % 2,1’inde cpb?2
geni tespit etmistir. Hosseinzadeh ve ark. (2018) sigir ve koyun karkas izolatlarinda

cpe ve net B geni % 2,7 olarak saptanmaistir.

Afshari ve ark. (2015a), 200 kiyma (koyun ve sigir eti karigimi) 6rneginin 25
(% 12,5)’inin C. perfringens ile kontamine oldugunu bildirmistir. Multipleks PCR ile
bunlarin 18’ini yalnizca cpa geni (tip A), 4’iinii cpa ve beta 2 geni (tip A- cpf2+)
olarak tespit etmistir. Diger 3 6rnegin biri tip B (cpa+cpb+etx+ ve cpb2+), biri tip D
(cpatetx+) ve biri tip E (iA) olarak raporlandirilmistir. Afshari ve ark. bu ¢alismalar
ile kiyma etlerinde ilk kez c¢pp2+ B tipi C. perfringens izole ettiklerini
bildirmislerdir. Yine Afshari ve ark. (2015b) 200 broiler karkasin 31’inde (% 15,5)
C. perfringens tespit etmistir. Bu 31 izolatin 9’u tip A olup bunlarin 4’{i yalnmizca
cpa+, 5’1 heterojen tip A olarak cpb2 geni de tasimaktadir. Diger 22 izolat tip C

olarak tanimlanmustir.

Bos ve ark. (2005), gida zehirlenmeleri ile iliskilendirilen C. perfringens
enterotoksininin % 1-5 arasinda degisen oranda bulundugunu bildirmislerdir. Bu tez
calismasinda mezbahadaki sigir karkaslarinda enterotoksin geni tespit edilememistir.
Bu sonuca paralel olarak Lin ve Labbe (2003) C. perfringens izolatlarinin hi¢birinde
cpe olmadigmi rapor etmislerdir. Yine Yang ve ark. (2010) 20 sigir eti 6rneginin
4’tinde (% 20) cpa geni oldugunu ancak higbirinde cpe geni bulunmadigim
saptamiglardir. Buna karsin Miwa ve ark. (1998) sigir etinden elde ettigi C.
perfringens izolatlarinin % 2’sinin enterotoksijenik oldugunu ortaya koymuslardir.
Stagnitta ve ark. (2002) et ve et igeren Orneklerde izolatlarin % 7,1’ini

enterotoksijenik olarak tespit etmis ve 126 C. perfringens izolatinin 123 tini tip A
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(% 97,2), 2’sini tip C (% 1,6), birini tip E (% 0,8) olarak saptamustir.
Enterotoksijenik suslarin hepsi tip A olarak simiflandirilmistir. Miki ve ark. (2008)
sigir eti C. perfringens izolatlarinda % 5,7 cpe tespit etmesine karsin koyun eti
izolatlarinda cpe’ye rastlamadigini bildirmistir. Ghoneim ve Hamza (2017),
perakende satilan et orneklerinde cpe tasiyan C. perfringens’i % 2,6 olarak tespit
etmistir. Hosseinzadeh ve ark. (2018) mezbahadan elde ettigi izolatlarda cpe ve net B
genini % 2,7 olarak saptamistir. Yibar ve ark. (2018) 306 adet islenmemis, pisirime
ve tiiketime hazir et ve et bazl iiriinden elde edilen siipheli 81 izolatin 42’sini (%
51,9) cpa geni ve 22’sini (% 27,2) cpe geni pozitif olarak saptamistir. CPE toksin
diizeyi en yiiksek olan iiriin tiketime hazir pismis kokore¢ olarak bildirilmistir.
Younis ve ark. (2018), Misir’da kasap ve marketlerden topladiklart 105 kiyma
orneginin 98 (% 93,3)’ini klasik metotla C. perfringens olarak tespit etmistir. Pozitif
orneklerin yalnizca 33 (% 33,7)’linlin beyaz gine piglere uygulanan dermonekrotik
test ile toksijenik oldugu ve bunlarin tiimiiniin RT-PCR ile cpa ve cpe pozitif A tipi
C. perfringens oldugu bildirilmistir. Singh ve ark. (2005) toplam 211 et Ornegi
(bufalo ve kegi 70, kanatli 71 adet)’nde C. perfringens kegi etinde % 91,4, kanathida
% 70,4 ve bufalo etinde % 65,7 olarak tespit etmistir. Toplamda elde edilen 116
izolat PCR ile enterotoksin gen yoniinden analiz edildiginde bufaloda % 9,3, kegide
% 32,4, kanatlida % 15,5 olarak tespit edilmistir.

Bursa’da Klasik kiiltiir metoduyla elde edilen C. perfringens siipheli koloniler
API 20 A ile % 5,6 (306:17), real time PCR ile % 13,7 (306:42) C. perfringens
olarak tamimlanmistir (Yibar ve ark. 2018). Gorildigi tizere API testlerinin

sensitivitesi PCR metotlarina gore oldukga diistiktiir.

C. perfringens tespitinde kullanilan klasik metotlar, ELISA, API 20A gibi
testler DNA esasli metotlara gore daha goreceli ve tespit orani daha diisiik
olabilmektedir. Bu nedenle izolatlarin dogrulanmasinda birden fazla yOntemin

kombine edilmesi giivenilir sonuglar saglamaktadir (Juneja ve ark., 2010).
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Literatiir verilerine goére C. perfringens hayvan ve insan bagirsak
iceriklerinden yaygin olarak izole edilmektedir. Bu kapsamda mezbahalar, kirmizi
etin C. perfringens ile primer kontaminasyon alani olarak onem arz etmektedir.
Ozellikle kesimden sonra i¢ organlar1 ¢ikarma islemi sirasinda bagirsakta meydana
gelen yirtilmalar, bicak veya personel ile meydana gelen ¢apraz kontaminasyonlar
sigirlarin karkaslarim1 kontamine etmektedir. Yapilan galismalar ruminant bagirsak
iceriginde yiliksek oranda C. perfringens bulundugunu desteklemektedir. Saito
(1990), 51 sigir digki 6rneginin 25’inde (% 49), Miwa ve ark. (1997) 50 sigir
bagirsak iceriginin 38’inde (% 76) C. perfringens saptamistir. Miserez ve ark. (1998)
mezbahada kesim sirasinda koyun ve kecilerden aldiklar1 18 saglikli hayvan bagirsak
iceriginin 13 (% 72,2)’iinde C. perfringens bulundugunu tespit etmislerdir. PCR ile
yaptiklar1 analiz sonucunda da 13 6rnegin (% 100) cpa pozitif oldugunu, 2 6rnegin
(% 15) etx geni tasidigini bildirmislerdir. Yine 307 siit inegine ait disk1 6rneklerinden
241 C. perfringens izolat1 elde edilmistir. Real time PCR yontemi ile bu izolatlarda
% 28,2 cpa, % 2,5 cpb, % 2,5 ia, % 1,6 etx, % 68 cpb2 ve % 4,5 cpe toksin genleri
tespit edilmistir (Gurjar ve ark., 2008).

Bu tez ¢alismasinda sigir karkas izolatlarinda yiiksek oranda siilfonomide ve
daha az oranda tetrasiklin ve gentamisine diren¢ tespit edilmistir. Gida iiretimi
amaciyla yetistirilen hayvanlarda kullamlan antibiyotikler bir¢cok patojen
mikroorganizmanin diren¢ gelistirmesine neden olmaktadir (Teuber, 1999).
Tetrasikline karsi direng C. perfringens i¢in bilinen en 6nemli direng fenotipidir
(Lyras ve Rood, 1996).

C. perfringens igin en sik kullanilan antimikrobiyel ajanlar metronidazol ve
penisilin G’dir. izolatlarm % 20’sinde norfloksasin/nalidiksik asit direnci C.
perfringens igin yaygin fenotip olarak tespit edilmistir. Bu kapsamda periyodik
antimikrobiyel duyarlilik testleri yapilarak direnis trendlerinde cografi veya zamansal
degisimleri surveyans ile tespit etmek onemlidir (Kouassi ve ark., 2014). Khan ve
ark. (2015) toksin iireten izolatlarin kloramfenikol, siprofloksasin, metronidazol ve

seftriakson i¢in duyarli oldugunu tespit etmistir. Ayrica amoksisiline % 83, ampisilin
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ve vankomisine % 33, penisilin ve eritromisine % 17 direng gdsteren izolatlar oldugu
da bildirilmistir. Younis ve ark. (2018), C. perfringens izolatlar: ile 16 antibiyotik
icin yaptig1 antibiyogram caligmasinda streptomisin, seftazidim, kolistin siilfat,
sefalotin, ampisilin ve gentamisine direng gostermistir. Siprofloksasin, ofloksasin ve
nitrofurantoine % 100 duyarlilik ve tetrasiklin ve siilfatriad ile orta derecede

duyarlilik tespit edilmistir.

Antibiyotiklerin  gelismeyi artirici  olarak  kullanilmasi  hayvanlarin
bagirsaklarinda bulunan C. perfringens’in diren¢ kazanmasina sebep olmustur. C.
perfringens’in  farkli antibiyotiklere karst olusturdugu diren¢ profillerinin
belirlenmesi epidemiyolojik agidan Onemlidir. Antibiyotik direngle ilgili olarak
Tansuphasiri ve ark.’in (2005) insan ve domuz diskisi, ¢cevre ve c¢esitli gidalardan
elde ettikleri 269 C. perfringens izolat1 ile yaptiklari ¢alismada, C. perfringens’in
tetrasikline karst % 56,2, imipeneme karst % 24,9, metronidazole kars1 % 9,5,
penisilin G’ye karst % 9, vankomisine karst % 4,5, kloramfenikole karst % 3 ve
seftriaksona karst % 1 direng gosterdigini rapor etmislerdir. Cevreden elde edilen
izolatlarin % 72,7’si, insan diskisindan elde edilen izolatlarin % 44,9’unun ve
gidalardan elde edilen izolatlarin ise % 28’inin tetrasikline karst direng gosterdigi
belirlenmistir. Slavi¢ ve ark. (2011) 40 sigira ait digki1 veya bagirsak iceriklerinden
elde ettikleri C. perfringens izolatlarinin tetrasikline % 57,5 oraninda direngli

oldugunu tespit etmistir.

Tiirkiye’de et ve et iirlinleri Giretimine iliskin yasal diizenlemeler bulunmasina
karsin, kacak kesimler, uygun hijyenik ve teknolojik donanima sahip olmayan
mezbahalar gibi nedenlerle kirmiz1 et ve et Uriinlerinin liretiminde istenilen hijyenik
kaliteye ulasilamamaktadir (Erol, 2000). Bu c¢alisma ile Tirkiye’deki sigir
karkaslariin yiiksek oranda heniiz mezbaha asamasinda iken C. perfringens ile

kontamine oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Klasik kiiltiir yontemi ve molekiiler yontemlerden elde edilen veriler
dogrultusunda toplam 120 sigir karkasmin 63’4 (% 52,5) Clostridium perfringens
olarak tespit edilmistir. Klasik yontemde 183 izolat elde edilmis ve real-time PCR ile
127 izolat cpa geni ile C. perfringens olarak tanimlanmustir. Multipleks PCR ile cpa
pozitif izolatlar diger genler yoniinden analiz edilmistir. Elde edilen 127 sigir karkas
svap izolatindan 1’inde (1/127) cpa ve cpb2 (% 0,78) geni tespit edilmistir. C.
perfringens suslarinin  antibiyotik diren¢ profili degerlendirildiginde, sigir
izolatlarimin yiiksek oranda kloramfenikole direng gosterdigi belirlenmistir. Bunun

disinda siilfonamid ve tetrasiklin antibiyotiklerine direng 6ne ¢ikmustir.

Anaerob bakterilerin duyarhiligindaki varyasyonlar, bolgesel
antimikrobiyellerin kullanimi, klonal populasyon, infeksiyon yeri ve cografik
dagilimdaki farkliliklar sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bolgesel, ulusal ve kiiresel
olarak siklikla bildirilen patojenler i¢in antimikrobiyel ajanlarin duyarliliginin
izlenmesi ¢esitli silirveyans programlari ile silirdiiriilmektedir. Tim diinyada
antimikrobiyel direncin artis egilimi nedeniyle klinik ¢o6ziimleri desteklemek,
infeksiyon kontrol girisimleri ve antimikrobiyel direnci iceren stratejiler i¢in bolgesel

diizeyde ortaya yeni ¢ikan ilag direnglerinin izlenmesi gerekmektedir.

C. perfringens gida zehirlenmeleri olduk¢a yaygin ve masraflidir. Gidalardan
bu mikroorganizmanin tam anlamiyla eradikasyonunun miimkiin olmamasinin
nedeni direnci yiiksek olan spor formlardir. Mikroorganizma gelisimini
sinirlandirmak i¢in oksijen, aw, pH, kiirleme tuzlari, organik asitler ve dogal

inhibitorlerin kullanilmasi kontrol énlemlerinin alinmasinda avantaj saglayacaktir.

Gida giivenligi ve kalite kontrol programlari hem iiriin degerini garanti altina
almak hem de tiiketici infeksiyon riskini en aza indirmek icin gida iiretim zinciri

boyunca artarak uygulanmaktadir. Son yillarda gelistirilen real-time PCR sistemi
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hizli, glivenilir ve kantitatif sonu¢ verebilmesi sayesinde gida analizlerinde en 6nemli
yontemlerden biri olmustur. LightCycler real-time PCR sisteminde amplikonun
spesifitesini ortaya koymak igin yapilan erime sicakligi (temperature of melting)
analizi kisa bir siirede ger¢eklesmektedir. Ayrica aym anda 32 Orne8i test
edebilmektedir. Amplikon tespiti ayn1 sistem igerisinde amplikonu tasiyan kapillerler
cikartilmadan gergeklestiginden g¢evresel kontaminasyon riski tagimamaktadir. Bu
nedenle konvansiyonel PCR ve jel elektroforezi ile karsilastirildiginda zaman
bakimindan biiyiik avantaja sahiptir. Mikrobiyolojik analizlerde hiz, yiiksek analitik
duyarlilik ve secicilik ile konvensiyonel kiiltiir yontemine gore birgcok avantaji
bulunmaktadir. Buna karsin gidalarin izlenmesi ve kontroliinde pahali ekipman ve
reaktiflerin kullanimi, kalifiye personel ihtiyaci ile bazi standart protokollerin eksik

olmasi nedeniyle pratik uygulamalarda siklikla kullanilamamaktadir.

C. perfringens tip A kaynakli gida zehirlenmeleri hem ABD’de hem de
AB’de bakteriyel gida zehirlenmelerinin en 6nemli nedenlerinden biridir. klostridyal
patojenler ve toksinleri tespit etmek infeksiyon ile buna neden olan gida kaynagini
tespit etmek icin hizli ve dogru yontemlerin kullanilmasi énemlidir. Béylece uygun
olan kontrol ve dnleme miidahaleleri uygulanabilir. Klinik 6rnekler ve gidalarda C.
perfringens tespiti i¢in konvensiyonel laboratuvar metotlari uzun siireli, kompleks,
deney hayvanlarinin kullanimini igerebilir ve her zaman bilgilendirici olmayabilir.
Real-time izolatlarin patojenitesi hakkinda bilgi saglamak, salgin insidens ve
aragtirmalarini gelistirmek, tan1 yontemlerini gelistirmek igin kiltiir teknikleri ile
birlikte kullanilmaktadir. Klostridyal gida patojenleri i¢in real-time PCR testleri gida
ireticileri i¢in daha hizli ve etkin olarak degerlendirilmesi gereken, gida {iriinlerinin
giivenligini saglayan ve gidalarin izlenmesini gelistiren hizli bir yontemdir. Real-
time testlerinin gilivenilirligi bakteri ve patojenden niikleik asit ekstraksiyonu ile

amplifikasyon prosediiriiniin dogruluguna baglidur.

Bu tez ile Tiirkiye’de sigir karkaslarinda C. perfringens’in viriilens genleri ilk
defa cesitli PCR yontemleri ve cihazlari ile tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar C.
perfringens’in insan tiiketimi i¢in hazirlanan et ve et iirlinlerine bulagsmasina yonelik

yapilacak caligmalar ve toksin tiplendirilmesinde kullanilacak yontemler
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dogrultusunda kaynak olusturabilecektir. Ozellikle real-time PCR yontemi ile hizli
(45-60 dk) ve spesifik sonuglar elde edilmesi ile bu verilerin birgok farkli analizde
kullanilabilecek olmast C. perfringens ile ilgili ¢alismalarda bu yontemin
kullanilabilirligini arttirabilecektir. 1zolatlarin toksin profillerinin belirlenmesi gida
infeksiyonlarinda onemli verilerin ortaya konmasi agisindan ve C. perfringens’in
molekiiler karakterizasyonu agisindan 6nemlidir. Ayni toksin genine sahip izolat hem
mezbaha hem de gida iizerinde tespit edildiginde bulasmanin kaynagina yonelik bilgi
sisteminin olusturulmasinda yardimeci olabilecek ve dnemli epidemiyolojik veriler
elde edilecektir. Bu kapsamda elde edilen verilerle Tiirkiye’de daha once
bildirilmeyen sigir karkaslarinda C. perfringens’in prevalansi tespit edilmis ve
mevcut literatiirlere temel olusturabilecek bilimsel veri elde edilmistir. Ayrica C.
perfringens’in epidemiyolojik yonden 6nem tasiyan molekiiler karakterizasyonu ve
onemli bir halk sagligi sorunu olan antibiyotik duyarlilik durumu konusunda bilimsel

veriler elde edilmistir.

Ciftlikten sofraya gida zinciri boyunca gida giivenligi risklerine cevap vermek
ve bunlar1 yonetmek icin yeterli gida sistemlerini ve altyapilarini insa ederek izleme
ve tespiti siirdiirmek gereklidir. Daha iyi iletisim ve ortak eylem i¢in halk sagligi,

hayvan saglig1, tarim ve diger sektorler arasinda ¢ok yonlii igbirligi saglanmalidir.
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OZET

Kesimhanelerdeki Sigir Karkaslarinda Clostridium perfringens’in Varhgi ve
Molekiiler Tiplendirilmesi

Clostridium perfringens, Clostridiaceae ailesinin Clostridium genusunda yer
alan Gram pozitif, cubuk seklinde, sporlu, fakiiltatif anaerob, hareketsiz ve ubiquiter
patojen bir bakteridir. Etkenin patojenitesi insanlar ile evcil ve yabani hayvanlarin
bagirsaklarinda trettigi toksinlerden ileri gelmektedir. C. perfringens’in trettigi
toksinler; major (alfa (a), beta (B), epsilon (¢) ve iota (1) toksin) ile mindr
(enterotoksin (cpe) ve beta 2 (52) toksin vb.) olarak iki farkli sinifa ayrilmaktadir.
Alfa toksin biitiin tipler tarafindan sentezlendiginden etkenin dogrulanmasi amaciyla
da kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Ankara civarindaki bir mezbahadan sigirlarda C.
perfringens varlig1 ve toksin tiplendirmesi amaciyla 120 karkas svap 6rnegi toplandi.
Klasik kiiltiir yontemiyle mikrobiyolojik ve biyokimyasal analizler sonrasinda
identifiye edilen izolatlar real-time PCR yontemi ile C. perfringens a toksin geni
(cpa) varhigi ile dogrulandi. Izolatlardan cpa geni igerenler multipleks PCR yéntemi
ile diger toksin genleri (cpb, cpb2, etx, iA, cpe) varligi yoniinden analiz edildi. Daha
sonra bu izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 belirlendi.

Analizler sonucunda 120 sigir karkasindan 63’i (% 52,5) cpa genine sahip
olup C. perfringens olarak tespit edilmistir. Multipleks PCR ile 127 izolatin yalnizca
birinde (% 0,78) beta2 geni saptanmustir. Ayrica sigir karkaslarinda tespit edilen C.
perfringens i¢in siilfonamid ve tetrasiklin antibiyotik direnci 6ne ¢ikmuistir.

Anahtar Sézciikler: Antibiyotik, Clostridium perfringens, Karkas, PCR, Sigir.
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SUMMARY

Occurence and Molecular Typing of Clostridium perfringens on Cattle Carcasses
at Slaughterhouses Level

Clostridium perfringens is a Gram positive, rod-shaped, spore-forming,
facultative anaerobe, non-motile and ubiquiter pathogen bacterium which belongs to
the genus Clostridium of family Clostridiaceae. It can produce some toxins in
human, wild and domestic animals intestines and this toxins are considered as
pathogenic factor of this bacterium. The toxins are classified to two categories.
Major toxins and minor toxins are produced by different Clostridium perfringens
types. Alpha (o), beta (), epsilon (¢) and iota (z) toxins are classified as major lethal
toxins and cpe (Clostridium perfringens enterotoxin) and beta 2 (52) like toxins are
classified as minor lethal toxins. Alpha () toxin can be produced by every type of
Clostridium perfringens, therefore this toxin can be also used as confirmation of
agent. In this study, 120 swap samples were collected each cattle carcasses. The
samples processed with classical method and then for identification isolates were
analysed with biochemical tests. Positive isolates were confirmed with cpa gene
using real-time PCR protocol. After confirmation, isolates were analysed for other
toxin (cpb, cpb2, etx, iA, cpe) genes with multiplex PCR.

As a result of the analysis, cpa gene containing isolates were detected from
63 (52,5 %) of 120 cattle carcasses. 127 isolates were analysed by multiplex PCR for
their other toxin genes and only 1 (0,78 %) cattle carcass swap isolates contained
cpb2 toxin gene. In addition sulphonomid and tetracyclin resistance is strongly
noticable for the C. perfringens detected in cattle carcass swaps.

Keywords: Antibiotic, Carcass, Cattle, Clostridium perfringens, PCR.
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