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1. OZET

Bu calisma tavuk parca etlerinde (but, gogiis, kanat, baget) C. perfringens
varliginin kiiltiir yontemi ile arastirilmasi, elde edilen izolatlarm multipleks PCR
yontemi ile cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 toksin genlerinin tespiti ve farkl
dondurma ve muhafaza sicakliklarinin tavuk kanatlarindaki C. perfringens’in
yasami iizerine etkisinin incelenmesi amaciyla yapildi.

Elazig ilinde ¢esitli market, sarkiiteri ve kasaplarda satisa sunulan taze
tavuk but (n: 50), gdgiis (n: 50), kanat (n: 50) ve baget (n: 50) olmak iizere toplam
200 ornek materyal olarak kullanildi. Analiz bulgular1 sonucunda 50 kanat
orneginin 47 (% 94)’sinin, 50 but 6rneginin 40 (% 80)’1nn, 50 baget Grneginin 34
(% 66)’niin ve 50 gogiis 6rneginin 33 (% 66)’lniin C. perfringens ile kontamine
oldugu ve bu orneklerden elde edilen 568 siipheli izolatin 558’inin mikroskobik
muayene ve biyokimyasal testler sonucunda C. perfringens oldugu saptandi. 558
C. perfringens izolatindan elde edilen DNA Orneklerinin multipleks PCR ile 545
(% 97.6)’inin cpa, 12 (% 2.1)’sinin hem cpa hem de cpb2 ve 1 (% 0.1)’inin hem
cpa hem de cpe toksin genlerini icerdigi tespit edildi. Ayrica izolatlarin higbirinin
cpb, etx veya iA toksin genlerinden herhangi birini bulundurmadigi ve bu sonuglar
ile 558 C. perfringens izolatinin 545’inin tip A, 12’sinin cpb2 (+) tip A ve 1’inin
cpe (+) tip A oldugu belirlendi.

C. perfringens’in farkli dondurma sicakliklarnda yasam kabiliyetinin
arastirilmasi icin piyasada satisa sunulan deri ve kemiklerinden ayrilmamis
yaklagik 80 g agirligindaki tavuk kanatlar1 kullanildi. Calisma 3 tekrarli olacak
sekilde tasarland1 ve her tekrar i¢in 24 adet olmak {izere toplam 72 tavuk kanadi
kullanildi. Tavuk kanatlarinin -12 + 1 ‘C’de dondurma ve muhafazasi (I. grup),

-18 £ 1 'C’de dondurma ve muhafazasi (II. grup), -40 £ 1 ‘C’de 1 giin dondurma



ve -18 £ 1 ‘C’de muhafazasinin (IIl. grup) C. perfringens sayisi bakimindan
muhafaza siiresince 1. grupta II. ve IIL. grup ile arasindaki farkin istatiksel olarak
onemli oldugu saptand1 (P <0.05). 0. giinden muhafazanin sonuna kadar (112.
giin) II. ve III. gruplar arasindaki fark dnemsizken (P >0.05), I. grupta 0. giinden
muhafazanin sonuna kadar giinler arasinda farkin istatiksel acidan 6nemli oldugu
belirlendi (P <0.05). Muhafaza sonunda (112. giin) C. perfringens dlizeyi
L. grupta; tespit edilebilir seviyenin (<1.0 log;o kob/cm?) altinda, II. grupta; 4.23
log;o kob/em? ve II1. grupta; 4.30 log;o kob/cm” olarak saptandi.

Sonug olarak tavuk parca etlerinin ¢ok énemli bir kisminin C. perfringens
ile kontamine oldugu tespit edildi. Bundan dolay1 tavuk etlerinin kesim
isleminden satisa sunulmasia kadar olan asamalarda hijyenik kosullara azami
diizeyde dikkat edilmeli ve HACCP gibi gida gilivenligi sistemlerinin
uygulanmasinda gereken hassasiyetin gosterilmesine 6nem verilmelidir.

Ayrica, tavuk kanatlarmin farkli sicakliklarda dondurularak uzun siire
muhafaza edilmesinin C. perfringens’in yasami lizerine 6nemli etkilerinin oldugu
saptand1. Dondurarak muhafaza sicakligi olan -18 °C ve altindaki degerlerin tavuk
kanatlarindaki C. perfringens’in vejetatif formlar1 lizerine muhafaza siiresince
beklenilen etkiyi gostermedigi dolayisiyla bu sicakliklarda muhafaza edilen tavuk
kanatlarinin potansiyel bir tehlike olusturabilecegi belirlendi. C. perfringens
sayisinin -12 ‘C’deki muhafaza siiresince azaldig1 ve 112. giinde tespit edilebilir
limitin altinda belirlenmesinin 6nemli oldugu, ancak bu sicaklik degerinin tirliniin
raf Omrii acisindan yaratacagi olumsuzluklarin dikkate almmasi gerektigi
kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Tavuk parca etleri, C. perfringens, toksin genleri,

multipleks PCR, dondurulmus muhafaza



2. ABSTRACT

DETECTION OF CLOSTRIDIUM PERFRINGENS TOXIN GENES BY
MULTIPLEX PCR METHOD IN CHICKEN MEAT PARTS AND
EFFECTS OF DIFFERENT FREEZING TEMPERATURES ON
SURVIVAL OF CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

This study was carried out (i) to investigate the presence of C. perfringens
in chicken meat parts (breast, wing, drumstick and leg) by culture methods (ii) to
detect the cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 toxin genes of isolates obtained from the
chicken meat parts by multiplex PCR and (ii1) to investigate the effects of

different freezing temperatures on the survival of C. perfringens in chicken wings.

A total of 200 samples, the fresh chicken breasts (n: 50), wings (n: 50),
drumsticks (n:50) and legs (n: 50) were collected from various retail points
including supermarkets, delicatessen stores and butchers in Elazig city. Results
indicated that 47 of 50 wing samples (94 %), 40 of 50 leg samples (80 %), 34 of
50 drumstick samples (66 %) and 33 of 50 breast samples (66 %) were found
contaminated with C. perfringens, and 558 out of 568 presumptive-positive
isolates obtained from these samples were identified as C. perfringens based on
the microscopic examination and biochemical tests. It was detected that 545
(97.6 %) of DNA products extracted from these 558 C. perfringens strains carried
cpa toxin gene, 12 (2.1 %) of them carried both cpa and cpb?2 toxin gene, one
(0.1 %) of them carried both cpa and cpe toxin genes, according to the multiplex
PCR results. In additon, it was determined that none of the isolates carried cpb,
etx or iA4 toxin genes. As a conclusion, 545, 12 and 1 of 558 C. perfringens

isolates were type A, cpb2 (+) type A and cpe (+) type A, respectively.



Another purpose of the research was to investigate the survival ability of
C. perfringens at different freezing temperatures. For this purpose, a total 24
chicken wings (c.a 80 g) were used for each repetition and the study was
composed from 3 repetitions with a total of 72 wings. In the first group (frozen
and stored at -12 + 1 "C), the numbers of the pathogen decreased significantly (P
<0.05) compared to the second group (frozen and stored at -18 + 1 ‘C) and the
third group (frozen at -40 "C following stored at -18 + 1 ‘C), during 112 day
storage. No significant difference between the 2" and 3" group was detected
during the storage (P >0.05). Within the first group, significant differences
between the days of the storage were found (P <0.05). At the end of the storage
(112th day), C. perfringens level dropped below the detectable level (<1.0 logo
cfu/cm?) in 1% group, and decreased to 4.23 and 4.30 log; cfu/cm’ in nd group

and 3" group, respectively.

The results of the study indicate that the majority of the chicken meat parts
are contaminated with C. perfringens. Consequently, the hygienic conditions from

farm to fork should be ensured by implementing HACCP.

In addition, it was determined that for a long time storage of the chicken
wings at different freezing and storage temperatures have a significant effect on
the survival of C. perfringens. It can be speculated that chicken meat frozen and
stored at -18 ‘C and below may still pose public health risk because of the
treatment did not show the expected reduction on the survival of vegetative
C. perfringens cells. However, freezing and storing the chicken meats at -12 °C
decreased the survival ability of vegetative C. perfringens and caused to drop

below the detectable level of the pathogen at the end of the storage. It is



concluded that the number of C. perfringens at -12 "C decreased during the
storage period and dropped below detetion limit by the 112 day. However, the
potential negative effects on the shelf life of the product at this storage

temperature should be taken into consideration.

Keywords: Chicken meat parts, C. perfringens, toxin genes, multiplex

PCR, frozen storage



3. GIRIS

Diinyada ve Tirkiye’de hayvansal gida iiretiminde kanatli eti iiretim
paymin son yillarda artis géstermesi diinya niifusunun hizla artmasma, kanatlh
hayvanlarin kisa siirede kesim agirhigina ulasmalarma, fiyatlarinin ekonomik
olmalarina baglanabilir (1). Kanath eti; kanath hayvanlarin karkaslarindan elde
edilen insan tiiketimi i¢in uygun tiim parcalar1 kapsamaktadir. Kanatl etleri i¢inde
tavuk eti en ¢ok bilineni ve tiiketilenidir.

Kanath etleri diger kasaplik hayvan etleriyle kiyaslandiginda protein
icerigi bakimindan daha {istiin durumdadir. Sigir eti % 20.9, koyun eti % 19.5,
dana eti % 20 oraninda protein ihtiva ederken bu oran derisiz tavuk etinde
% 21.3°dir. Kanath etlerinin i¢erdigi protein, tiim esansiyel aminoasitleri yeterli
ve dengeli oranda igerdigi i¢in yiiksek kalitelidir ve sindirilebilme orami da
yiiksektir. Ayrica diyette ihtiya¢ duyulan potasyum, magnezyum, kalsiyum, fosfor
ve demir gibi birgok minerali igerir (2).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) istatistikleri Diinya’da
kanatli eti iiretiminin 2000 yilinda 58.9 milyon ton iken bu rakamm 2009 yilinda
80.2 milyon tona ulastigini gostermektedir (3). Tiirkiye’de ise 1995 yilinda toplam
kanatl eti tiretimi 417.539 ton ve kisi basi tiiketim 6.62 kg/y1l iken bu rakam 2009
yilinda 1.323.625 ton ve 17.104 kg/yil’a ulasmistir (Tablo 1) (3, 4). Diinya
genelinde kanathi eti liretimi igerisinde en biiyiikk pay1 % 85 diizeyinde tavuk,
% 7.5 hindi, % 4.2 6rdek, % 2.8 kaz ve % 0.5 ile diger kanatl (bildircin, keklik,

siiliin, v.b) etleri alir (5).



Tablo 1. Tirkiye’de kanatli eti liretimi ve tiikketimi

Diger
Tavuk eti Hindi eti kanath Toplam Desisim Kisi basina
Yil uretimi uretimi eti uretim i%/@) tiikketim
(ton) (ton) iiretimi (ton) ’ (kg/yil)
(ton)*
19957  313.154 2.646 101.739 417.539 34.11 6.62
1996~  415.155 3.223 135.162 553.540 32.57 8.64
1997 493.271 2.678 120.640 616.589 11.39 9.47
1998  497.720 9.577 114.853 622.150 0.90 9.37
1999  557.666 18.270 80.142 656.078 5.45 9.77
2000  662.096 23.265 67.021 752.382 14.68 11.05
2001 592.567 38.991 41.813 673.371 -10.50 9.60
2002 620.581 24.582 60.043 705.206 4.73 10.01
2003 768.012 34.078 51.255 853.345 21.01 11.94
2004 940.889 46.248 58.295 1.045.432 22.51 14.44
2005 978.400 53.530 52.850 1.084.780 3.76 14.53
2006  945.779 45.750 40.250 1.031.779 -4.89 13.81
2007 - - - 1.099.920 15.220
2008 - - - 1.123.132 15.017
2009 - - - 1.323.625 17.104

K&y tavugu, ordek, kaz, yumurtaci tavuk
" BESD-BIR
™" Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1

Tavuk eti, tam karkas, but, gogilis ve kanat ile bunlardan elde edilen
iirtinler seklinde yaygin olarak tiiketilmektedir (6). Tiirkiye’de satis miktarlariin
iirlinlere gore dagilimmna yonelik herhangi bir veri bulunmamakla beraber parca
tavuk talebinde bir artis oldugu ve egilimin bu yonde gelistigi bildirilmektedir (7).

Benzer sekilde Mulder ve Schlundt (8), gelismis iilkelerde tiiketicinin biitiin



karkas yerine pismis ve/veya marine edilmis {riinlere egilimin oldugunu
bildirmislerdir.

Gida trtinler1 ile birlikte hayvansal kaynakli gidalarin da kiiresellesmesi
gida kaynakli patojenlerin diinyanin bir bodlgesinden baska bir bdlgesine
yayllmasmi kolaylastirmakta ve bunun paralelinde gida kaynakli hastaliklarin
ortaya c¢ikisint hizlandirmaktadir. Gida kaynakli hastalik nedenleri arasinda
patojen bakteri, virus, parazit ve fungus gibi mikroorganizmalarm 6nemli bir yeri
vardrr. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan gida kaynakl hastaliklar; patojen
mikroorganizmalar veya bunlarin toksinleri ile kontamine olan gida veya sularin
tiiketilmesi sonucunda olusan hastalik durumu olarak tanimlanmakta ve 2005
yilinda diinya genelinde 1.5 milyon insanin ishalle iligkili hastaliklardan dolay1
oldiigiinii bildirmektedir (9).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’ nde yillik ortalama 9.4 milyon gida
kaynakli hastalik vakasinin meydana geldigi, bunun 5.5 milyonunun (% 59) viral,
3.6 milyonunun (% 39) bakteriyal ve 0.2 milyonunun (% 2) paraziter kaynakli
oldugu tahmin edilmektedir. Gida kaynakli hastaliklara neden olan patojenler
arasinda sirasiyla noroviriis (5.5 milyon, % 58), non-tifoidal Salmonella spp.
(1.1 milyon, % 11), C. perfringens (1.0 milyon, % 10) ve Campylobacter spp.
(0.8 milyon, % 9) yer alir. Her yil bu hastaliklardan dolay1 ortalama 55.961
kisinin hastaneye yattigi, 1.351 kisinin ise 61diigii ve bu oliimlerin % 64’liniin
bakteriyal, % 25’inin paraziter, % 12’sinin viral kaynakli oldugu bildirilmektedir
(10).

Insan beslenmesinde énemli bir yer tutan tavuk eti, mikroorganizmalarin

iiremesi i¢in uygun bir ortam saglar. Kanath etlerinde mikrobiyal bulasma



yumurtadan baglayarak ciftlikten sofraya kadar olan her asamada
olusabilmektedir. Tavuk kesimhanelerinde ise 6zellikle tiiy 1slatma, i¢ organlarin
cikarilmast ve daldirma tipi sogutma sirasinda meydana gelmektedir (11).
Kanathilarin  bagirsak igeriginde, deri ve tiiylerinde yiiksek oranda
mikroorganizma bulunmasi (12, 13), kanath kesimhanelerinde birim zamanda ¢ok
sayida kesimin yapilmasi ve bir¢ok kontaminasyon noktasimin (tily 1slatma, tiiy
yolma, i¢ organlarin c¢ikarimasi ve sofutma) bulunmasindan dolay1 ¢apraz
kontaminasyon kac¢milmazdir. Epidemiyolojik veriler, gida kaynakli hastaliklarin
olusmasida kanatli et ve iirlinlerinin hala en 6nemli primer nedenler arasinda
oldugunu gostermektedir (14-16). Bu kapsamda kanatli etleri arasinda iiretimi en
cok yapilan tavuk etlerinde C. perfringens gibi patojenlerin ¢iftlikten ¢atala kadar
olan siirecte tespit edilmesi ve gerekli koruyucu tedbirlerin almmasi gida

giivenligi ve tiiketici saglig1 agisindan 6nemini korumaktadir.

3.1. C. perfringens’in Biyolojisi ve Genel Ozellikleri

3.1.1. Tarihge

C. perfringens yeryiiziinde en genis yayilima sahip patojen bakterilerden
biri olarak bilinmektedir. 1991 yilinda Alpler’deki buzullarin erimesi sonucu
ortaya ¢ikan mumyanin (Tyrolean Iceman) kalin barsaginda yapilan incelemelerde
C. perfringens’e ait DNA fragmentlerinin tespit edilmesi bu bakterinin hem
dogada hem de insanlarda yaklasik 5300 yildir var oldugunu gostermektedir (17).
Amerikali Dr. Welch ve calisma arkadaslar1 tarafindan 1892 yilinda Bacillus
aerogenes capsulatus olarak bildirilen etken icin Bacillus welchii, Bacillus
enteritidis sporogenes, Bacillus perfringens, Bacterium welchii veya Clostridium

welchii isimleri kullanilmistir ve glinlimiiz literatiiriinde C. perfringens olarak



kullanilmaktadir (18-21). Ozellikle 1. Diinya Savasi sirasinda yarali askerlerde
gazli gangrenin olugmasinda dnemli bir rol oynayan etken ylizbinlerce askerin
oliimiine neden olmustur (22). ilk kez 1950’lerde serotiplendirilmesine baslanan

C. perfringens’e ait 57 serotip tammmlanmistir (23).

3.1.2. Clostridium Genusu ve Filogenetik Siniflandirma

Clostridium genusu 150 den fazla tiirii icinde bulunduran en genis bakteri
cinslerinden biridir. Clostridium genusunun Onemli bir kismi biyoteknolojik
oneme sahip (biyo-yakit, dnemli enzimlerin sentezi vb.) olup ancak kiigiik bir
kismi patojen karakterdedir. Clostridial etkenler tarafindan iiretilen bazi toksinler
tibbi ve kozmetik uygulamalarda son yillarda genis bir kullanim alan1 bulmustur.
Bundan dolay1 Clostridium’lar hem endiistriyel hem de medikal kullanim
acisindan degerlendirildiginde yararli mikroorganizmalar1 da biinyesinde

bulundurur (24).

Tablo 2. C. perfringens taksonomisi (25)

Boliim (phylum) : Firmicutes
Sinif(class) : Clostridia
Takim (order) : Clostridiales
Aile (family) : Clostridiaceae
Cins (genus) : Clostridium
Tiir (species) : C. perfringens

Bu genusun iiyeleri genellikle Gram (+) ve anaerobik Ozellik gosterir.
Clostridium’lar 16 S rRNA gen sekans analizlerine gore filogenetik agidan 19

farkli clostridial tiir kiimesinde (cluster) ve diisiik oranda G+C igeren Gram (+)
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bolim (phylum) i¢inde bulunur (Tablo 2). C. perfringens cogu patojenik
clostridial tiiriin de yer aldig1 (Clostrdium difficile hari¢) Clostridium genusunun
merkezi olarak bilinen cluster I i¢inde Ia alt kiimesinde (subcluster) Clostridium

botulinum ile birlikte yer alir (Sekil 1) (25).

— ——— Clostridum ciffcie’ |
—1 Eubacterium acdaminophilum
l Clostidium uunanse’
Clostricium calluiplyticum
Clostndium cellos
Clostndium leptum’
— Eubactenum multforme
' Eubactanum buday
—J _rﬂl'us!dd'un barafii’
o = Clostridium parfringens’
— Clostricium chauvoes ™
= Clostrcium sepicum’
|_— Clostndium butyncum _
Clostridium saccharobutylicum
~ ——— Ciastidium botulinum, type E
¢ Clostndium haemolyticum
Clostricium botuinum, type ¢ | Cluster |
o St = Clipsiricium botulinum, type D
Clostridium novyi

| Clostrcium acetodutylicum
‘|_5mﬁum sardinignse’
Clostidium botubnum, typa G

| . - Clostricium fatani'

Clostrigium botulinum’, type A
B —[ Clostndium botulinum, type F
Clostnchum bolulinum, type B

Clostdium histolyticum’
, [ Clostrichum indols'
Clostrickur colnum
= Clostridium spircforme’
Clostrigium ramosum

Sekil 1. C. perfringens’in filogenetik kiimesi (25)
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3.1.3. C. perfringens’in Simflandirilmasi

C. perfringens Gram (+), katalaz (-), hareketsiz, endospor olusturan,
sporlar1 subterminal ve oval olan bir mikroorganizmadir. Clostridium genusunun
tiptk bir {liyesi olan ve gelisimi i¢in anaerobik kosullara ihtiya¢c duyan
C. perfringens diger clostridiumlarin aksine aerotolerant bir 6zellik gosterir (25).

C. perfringens tarafindan sentezlenen insan ve hayvanlarda hastalik
olusturabilme potansiyeline sahip en az 14 farkli toksin tanimlanmistir.
C. perfringens; bir veya daha fazla ekzotoksin (alfa, beta, epsilon ve iota)
iiretebilme yetenegine gore bes tipte (A’den E’ye kadar) incelenir (Tablo 3).
C. perfringens enterotoksini (CPE) ve beta toksin 2 (P,) major toksin olarak
tanimlanmamakla beraber 6nemli clostridial enteritis formlarinin virtilens faktorii

olarak bilinir (26, 27).

Tablo 3. C. perfringens’in toksinlerine gore tiplendirilmesi (26)

Tip Toksinler
Alfa Beta Epsilon lota
A + - - -
B + + + -
C + + - -
D + - + -
E + ; ] +

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) yontemi kullanilarak genom
haritas1 tamamlanan ilk Gram (+) bakteri olan C. perfringens genomu 3.0 ile 3.7

megabase (Mb) arasindadir. Su ana kadar tamamlanan ti¢ farkli C. perfringens
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susuna ait genom sekans sonuglari, suslar arasinda degisik derecelerde genomik
cesitliligin varhigmi ortaya koymustur (28, 29). C. perfringens’in farkli ¢evre
kosullarma adaptasyonununda oOnemli bir yere sahip olan bu farkliliklar
(metabolik kabiliyet, hiicre dis1 kapsiil, toksin ve diger enzimler gibi) suslara

farkli viriilens 6zellikleri kazandirmaktadir (30).

3.1.4. C. perfringens Gelisimini Etkileyen Faktorler

Mikroorganizmalar sicaklik, pH, su aktivitesi (ay), oksidasyon/rediiksiyon
potansiyeli (Eh) gibi faktorlere bagli olarak gidalarda gelisip ¢ogalabilmektedirler.
Diger bircok patojen bakteride oldugu gibi C. perfringens de bu kosullarin
optimal oldugu durumlarda hastalik olusturabilecek sayiya ulasabilir.
C. perfringens, gelismesi i¢in birgok aminoasite (pridoksal, adenin, biotin,
pantotenik asit vb.), vitamin ve minerale ihtiya¢ duyar (31). Bundan dolay: et,
tavuk eti, balikk ve bunlarin iriinlerinin i¢inde bulundugu proteinden zengin
gidalar bu bakteri icin favori ortamlardir (32).

Mikroorganizmalar arasinda jenerasyon hizi en yiiksek olan bu patojenin
43-47 °C arasindaki sicakliklarda s1ivi buyyon ve ette jenerasyon zamani 6.3 ile 6.6
dakika arasinda degisir (33, 34). C. perfringens’in jenarasyon zamani optimum
sicakliklarda pigmis et iirtinlerinde 20 dakikadan daha azdir. Jenerasyon zamani,
suglar arasinda farklilik gostermekle birlikte ayni susun farkli besi ortamlarinda
iretilmesiyle de degisiklik gosterebilmektedir. Willardsen ve ark. (35), pismis
sigir kiymasinda C. perfringens 8238 susunun 41 ‘C’deki jenerasyon zamaninin
7.3 dakika oldugunu bildirmistir.

Mezofilik karakter de olan C. perfringens 15-50°C arasmdaki sicakliklarda

gelisebilirken 6 ‘C ile 52.3°C olarak bilinen ekstrem gelisme sicakliklarinda
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etkenin 6’C’nin altindaki sicakliklarda canhiligini uzun siire koruyamadigi
belirtilmektedir (33, 36, 37). Matematiksel tahminlere gore maksimum ve
minimum gelisme sicakliklar1 sirasiyla 51°C (% 95 giiven araligr: 50.92-51.13°C)
ile 10.1'C (% 95 giliven araligi: 6.2-16.5°C)’dir (38). Literatiir verileri ile
desteklenen minimal gelisme sicakligi i¢in genis giiven araligi 15 "C’de her zaman
gelismenin olmayabilecegini gostermektedir (39-43).

Distik sicakliklarin C. perfringens tzerine etkisi ile 1ilgili yapilan
caligmalarda buzdolabi (0-10°C) kosullarinda genellikle gelismenin olmadigi ve
15 °C ya da altindaki sicakliklarda vejetatif C. perfringens sayisinda zamanla
sayisal bir azalmanin goriildiigli belirtilmektedir (44, 45). Traci ve Duncan (46),
eksponensiyal fazdaki C. perfringens vejetatif hiicrelerinin ani bir sogutma (4°C)
ile baslangi¢ hiicre sayisinin % 96 azaldigini ve bu sicaklikta 90 dakika siire ile
bekletmenin, kalan saymnim da % 95’inin 6lmesine neden oldugunu bildirmistir.

C. perfringens diger clostridiumlarin aksine siki bir anaerobik 6zellik
gostermez. Pearson ve Walker (47), C. perfringens’in +320 mV’da gelisebildigini
ve pH 7.0’de Eh degerinin maksimum +350 mV oldugunu bildirmistir. Eh degeri
yeterli diisiiklikte (+320 ile -460 mV) oldugu durumlarda C. perfringens’in
gelisiminin uyarildig1 belirtilmektedir (33, 47). Bulundugu ortamda cevresel
kosullar1 modifiye edebilme yetenegine sahip etken ferrodoksin gibi iirettigi
indirgeyici molekiiller sayesinde logaritmik faz sirasinda ¢ogalma siirecini devam
ettirir. Ancak istasyoner fazda ortam bilesenlerinin daha hizli okside olmasindan
dolay1 bakterinin metabolik aktivitesinde azalmalar meydana gelir ve buna bagl

hiicresel aktivitide yavaslama goriiliir.
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Cig et veya et suyu gibi bir¢ok gida, C. perfringens’in gelisimine izin
verecek diizeyde diisiik redoks potansiyeline sahiptir. Pisirme islemi, redoks
potansiyelinin diismesini tesvik eden 6nemli bir unsurdur. 25°C’den 62°C’ye kadar
pisirilen “rolled beef strip”’ lerde Eh degerinin +312 mV’den +123 mV’ye, ¢ig
sigir kiymasinin ayni 1silarda pisirilmesi durumunda Eh degerinin +112 mV’den
-6 mV’ye, otoklavlanma islemi ile 0 mV’den -45 mV’ye kadar diistiigii ve
sicakliga bagli Eh degerindeki bu dismenin sicaklik arttikga oksijen
¢Oziinlirliigiinlin azalmasindan kaynaklandigi seklinde ifade edilmektedir (48).

C. perfringens pH 5 ile 9 arasinda gelisebilmekte ve ihtiyag duydugu
optimal deger et ve tavuk etinin de pH degerleri arasinda olan 6 veya 7°dir.
Etkenin gelisimi pH 5.0’in altinda ve 9’{in iistiinde azalir (31).

C. perfringens diisik a, degerlerine direngli olmayan bir
mikroorganizmadir ve optimal a,, degeri 0.95’tir. Ortamdaki suda ¢dziinen madde
tiirli ve miktarina bagl olarak vejetatif C. perfringens icin en diisiik a,, degeri 0.93
ile 0.97 arasinda degisir. Bundan dolay1r en diisiik a, degeri; sicaklik, pH ve
cozelti gibi faktorlere baghdir. Ancak NaCl, KCl, siikroz veya glikoz eklenerek a,,
degerinin 0.95-0.97 arasinda ayarlandig1 durumlar da C. perfringens gelisiminin
baskilandig1 belirtilmektedir (49).

Gidalarm normal mikroflorasinda bulunabilen psikrofiller, aerob mezofil
bakteriler ve enterokok gibi mikroorganizmalar yarismaci 6zelligi yetersiz olan
C. perfringens’in gelisimini baskilar (33). Ortamdaki bakteriyosinler de C.
perfringens lzerine kuvvetli inhibitorik etki gosterebilmektedir. 200 ppm

(% 0.02) diizeyinde sodyum nitrit (NaNQOy) ile 300 ppm (% 0.03) sodyum kloriir
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(NaCl) yalniz veya kombine kullanilmasmin C. perfringens iizerine etkili oldugu
ve hicbir gelisme gostermedigi belirtilmektedir (49).

Uygun bir yasam ortammm bulunmadigi durumlarda (sicaklik, su
aktivitesi, radyasyon ve kimyasallarin varligi vb.) sporlanan bir bakteri bu formda
yiizlerce yil yasamini devam ettirebilir. Metabolik agidan aktif olmayan bakteri
sporlar1 g¢evresel kosullarin elverigli oldugu durumlarda tekrar vejetatif forma
doniisiirler. Sporlarin vejetatif forma donligmelerine “jerminasyon” adi verilir ve
bu siire¢ yaklasik 15 dakika da gergeklesir. Jerminasyon geri doniislimsiiz
(irreversible) bir siirectir.

C. perfringens sporlart oval ve subterminal olup, 1stya ve kurumaya
dayanikhdir (Sekil 2). C. perfringens’in sporlanmasi i¢in a,, >0.96, sicakligin
27-50 °C arasinda ve pH degerinin 6.0-8.0 arasinda olmasi1 gerekir. Bundan dolay1
sporlanma kosullarinin saglanmasi i¢in gerekli sartlar vejetatif hiicrelere gore daha
sinirhidir. Uygun kosullarda sporlanma yaklasik 3 saat icinde gerceklesir. Optimal
sporlanma sicakligi 35-40°C arasmda olup C. perfringens sporlarmimn isiya
duyarliliklar: suslarin genetik 6zellikleri ile ¢evresel faktorlere baghdir (33). Isiya
direngli sporlarda Dogoc degeri 15-145 dakika iken 1stya duyarl sporlarda bu deger
3-5 dakika kadardir (33). Yine sporlar susa bagh degiskenlik gostererek, 100
‘C’de 0.31-38 dakika arasinda yikimlanirlar (50, 51). Peptonlu su igindeki
C. perfringens sporlari 80 ‘C’de 10 dakikada % 60.7°si veya 100 ‘C’de 10
dakikalik 1s1 iglemi ile % 8’1 canli kalabilmektedir (52). Gough ve Alford (53),
C. perfringens sporlarmin 200 ppm sodyum nitrit iceren kiirleme salamura
solisyonlarinda 3°C’de 48 giine kadar varligmi devam ettirebildigini

bildirmislerdir.
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A: vejetatif hiicreler B: sporlanma C: serbest sporlar

Sekil 2. C. perfringens’in faz kontrast mikroskobik goriintiisii.

3.2. Dondurma Isleminin Tavuk Etlerine ve C. perfringens’in Yasam
Uzerine Etkisi

3.2.1. Dondurma isleminin Tavuk Etleri Uzerine Etkisi

Bir gida maddesinin donma noktasi altina diistiriilmesi i¢in yapilan isleme
“dondurma” denir. Donma sirasinda gidadaki su buza doniisiir. Gidalarda suyun
buza doniisiimii suda ¢0zlinebilen protein ve karbonhidrat gibi maddelerin
konsantrasyonuna baglidir. Et, -1.5 "C’de donmaya baslar ve etteki suyun yaklasik
yarist -2.5 "C’de donmus olur (54). Genel olarak etin 0-(-5) ‘C arasinda % 74’1,
-10°C’de % 83’ii ve -20°C’de % 88’¢ kadar ulagan kismi donmaktadir (55).
-40°C’de ise etin tamammin donmus oldugu kabul edilmekle beraber yaklagik
% 10 diizeyinde donmamig suyun bulundugu belirtilmektedir (55, 56).

Donmus muhafaza, kanath etlerinin daha uzun siire muhafaza edilmesinde
ideal bir yontem olarak kabul edilmektedir. -10°C’nin altndaki sicakliklarda
mufazaya “dondurarak muhafaza” denir ve giiniimiizde yaygin olarak kullanilan
dondurarak muhafaza sicakligi -18°C’dir (57). Dondurma ile -10°C ve altindaki

sicaklik degerlerinde mikroorganizmal aktivite baskilanirken biyokimyasal ve
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enzimatik aktiviteler diisiik diizeyde de olsa devam eder. Dondurarak muhafaza
isleminde dondurma ve derin dondurma (deepfreezing) terimleri yaygin bir
bi¢imde kullanilmaktadir. Uriiniin -10°C ve -12°C sicakliklarda bulunmasina
“dondurulmus iiriin”, -18°C ve altindaki sicaklik derecelerinde bulunmasina ise
“derin dondurma” denir (57).

Endiistriyel anlamda dondurma terimi ile ¢ogunlukla kirmizi et ile kanath
eti gibi Urilinlerin -2°C’den -18°C’ye kadar olan sicakliklarda muhafazasi ve
dagitilmas1 anlasilir. Ultra dondurma (ultrafreezing) ise -18°'C ve altindaki
sicakliklarda muhafaza etme veya iirlin i¢cin donma hizinin yeterli oldugu
anlaminda kullanilir. Bu tip yOntemlerle dondurma islemi konvansiyonel
dondurma islemine gore daha hizli yapilir. Dondurma hizinin 0.3 cm/dakika ve
kristal olusum agsamasmi 30 dakikada gegerek iirliniin 90 dakikadan daha az bir
siirede tamamen donmasi ise “cok hizli dondurma” olarak tanimlanir (58).

Hava dolasimli (air-blast tunnels) dondurmada sicaklik -35°C ile -45 "C
arasinda ve hava hizi en az 2.5 m/sn kadar olup bu kosullar gidalarin hizli
dondurulmasma neden olur. Yavas dondurma kosullarinda maksimum kristal
olusum zonu olarak bilinen -0.5°C ile -3.8°C sicaklik degerlerinin yavas
gecilmesinden dolay1 biiyiik buz kristalleri olusurken bu zonun hizli gegilmesi
daha kii¢iik buz kristallerin olusumuna neden olarak daha az et suyunun ve
damlaciklarinin meydana gelmesini saglar. Ayrica yavas sogutmaya baglh
olumsuz yondeki organoleptik degisiklikler tiiketici tercihlerini etkileyebildigi
icin kanath etlerinin dondurulduktan sonra -17.73°C ya da daha disiik

derecelerdeki ortamlarda muhafaza edilmesi 6nerilmektedir (58).
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3.2.2. Dondurma isleminin C. perfringens’in Yasanm Uzerine EtKisi

Dondurma islemi gidalarda bakteriyal gelisimin kontrol altina alinmasinda
kullanilan 6nemli bir muhafaza yontemidir. Ancak gidalarin dondurulmasi veya
dondurularak muhafaza edilmesi steril olmalar1 anlamina gelmemektedir (59). Et
florasinda bulunan bakterilerin yasam kabiliyeti dondurma diizeyi ile yakindan
iligkili olup yavas dondurma, hizli dondurmaya goére bakteriler {istiine daha letal
bir etkiye sahiptir (59). Yavas dondurma sirasnda (6rnegin 1°C/dakika’lik
azalma) bir¢ok mikroorganizma gidada bulunan donmamis su fraksiyonlarina
hareket ederek bakteri hiicrelerinde su kaybinin artmasina ve bakterilerin uzun bir
siire ozmotik strese maruz kalmasia neden olur (55). Ozmotik stres ise hiicre i¢i
pH ve iyon dengesinde degisime neden olarak enzimlerin inaktivasyonu ile diger
protein yapilarinda denatiirasyona ve bunlarin sonucunda da metabolizmal
aktivitenin durmasiyla sonlanir. Ayrica bu durum bakterileri hiicre ve hiicre
transport sistemlerinde onarilabilen zararlara ve oksidatif strese daha duyarli hale
getirir (56).

Cok yiiksek dondurma hizi (dakikada 10°C’lik bir azalma) hiicre i¢i buz
kristallerinin olusumunu tetikleyerek bakteri hiicrelerinde mekanik bir
yaralanmaya neden olur (55). Ancak gida islemede bu seviyedeki dondurma
hizina ulagilmasi ¢ok zordur. Donma hizindan bagimsiz bir sekilde ekstraselliiler
buz olusumuna bagli mekanik hasarin meydana geldigi fakat bu yolla bakteriyal
inhibisyonun oldukg¢a sinirli oldugu belirtilmektedir (55, 56). Dondurma sirasinda
gliserol veya gliserin gibi kriyojenik maddelerin varligi bakterilerin canli

kalmalarni desteklerken, laktik asit gibi etin yapisinda bulunan maddeler 6zellikle
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yavag  dondurma  swasmnda  bakterilerde @ dondurma  yaralanmalarini
arttirabilmektedir (60).

Bakterilerin dondurma swrasinda hangi gelisme fazinda oldugu yasam
kabiliyetleri agisindan 6nemli olup aktif iireme fazdaki bakterilerin durgunluk
fazindaki bakterilere gére dondurmaya kars1 daha duyarl oldugu belirtilmektedir
(60). Ayrica bakteri tiirlerinin  dondurulmus {riindeki varlhigi baslangig
populasyonlarina baghdir (55). Genel olarak dondurma islemi swrasinda
bakterilerde meydana gelen degisimler Tablo 4’de belirtilmistir. Dondurma ve
coziindiirmeye baglh olarak bakterilerde olusan hasar1 agiklamak i¢in one siiriilen

cesitli faktorler ise Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 4. Dondurma sirasinda bakterilerde meydana gelen degisimler (60, 61)

a) Kismi bir 6liim

b) Dondurma muhafazasinin -10 ‘C’nin tistiinde oldugu durumlarda subletal
yaralanma ve ¢oziindiirmeye bagl tekrar gelisim

¢) -10 "C’nin altindaki sicakliklarda olusan subletal etkiye bagli yaralananlarda

Olme egilimi

Tablo 5. Dondurma ve ¢dziindiirmeye bagli bakterilerde olusan hasarin nedenleri (60, 61)

1. Ekstraselliiler buz olusumu

2. Intraselliiler buz olusumu

3. Ekstraselliiler ¢6zlinebilen maddelerin konsantrasyonu
4. Intraselliiler ¢dziinebilen maddelerin konsantrasyonu

5. Diistik sicaklik
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Mikroorganizmalarin dondurma ve ¢oziindiirme sirasinda yasam
kabiliyetinin, sogutma hizi, muhafaza sicakligi, dondurma matriksinin bilesimi,
mikroorganizmanin besin durumu gibi temel faktorler géz 6niinde bulundurularak
degerlendirilmesi 6nerilmektedir (61).

C. perfringens’in vejetatif formu donmaya kars1 duyarli olmakla beraber
sporlar1 daha direnglidir. Vejetatif C. perfringens hiicrelerinin donmaya karsi
duyarhliklar1 iizerine yapilan arastirmalarda dondurma matriksinin (freezing
matrix) etkenin canli kalmasmnda veya Olmesinde Onemli oldugu ortaya
konmustur. Trakulchang ve Kraft (62), farkli et dirlinlerine inokiile ettikleri
vejetatif C. perfringens hiicrelerini -29°'C’de 42 giin muhafaza ettikleri
calismalarinda vejetatif hiicrelerin hizla azaldigi ve muhafazanin 1. giiniinde
vejetatif hiicrelerin % 38-75’nin, 42. giinde ise % 89.5’inin 6ldiiglini tespit
etmiglerdir. Ayn1 ¢alismada Ellner’s medium’unda 42. giinde vejetatif hiicrelerin
% 99.5’inin 61diigh bildirilmistir. Harmon ve Kautter (63), -20 ‘C’de beklettikleri
gida orneklerinde vejetatif C. perfringens sayisinin 17. glinde yalnizca % 0.1’inin
canli kalabildigini bildirmislerdir. Juneja ve ark. (64), cpe (+) C. perfringens
suglar1 (NCTC 8238, NCTC 8239) ile kontamine edilen pigsmis hindi kirymalarmnin
4 °C’de 6 giin boyunca muhafazasinda herhangi bir azalmanin olmadigini, Strong
ve Canada (65), C. perfringens hiicrelerinin % 90’nindan fazlasinin -17.7 ‘C’de 30
giin dondurarak muhafazada inaktive oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan diger
arastirmalarda -17.7 "C’de 48 saat, -23 ‘C’de 14 giin ya da -20 ‘C’de 17 giin
bekletilen gida iirtinlerinde C. perfringens’in yasam oranmm % 0.1 ile % 6

arasinda degistigi saptanmistir (66, 67).
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Li ve McClane (68), kromozomal ve plazmidal kaynakli cpe (+)
C. perfringens tip A izolatlarina ait vejetatif ve spor formlarmm 4 'C ve -20
‘C’deki sicakliklarda yasam kabiliyetini incelemislerdir. Vejetatif NCTC 10239
(kromozomal kaynakli cpe) susu i¢in 4 'C (D4) ve -20 ‘C (D.)’deki D degerinin
sirastyla 11 giin ve 1.5 giin, vejetatif 458 susunun (plazmidal kaynakli cpe) D4 ve
Do degerini sirasiyla 1.8 giin ile 0.6 giin olarak saptamislardir. NCTC 10239
susuna ait spor formunun 4 “C ve -20 ‘C’de 6 ay bekletilmesinde sirasiyla 0.32 ve
0.42 log, 458 izolatinda ise ayn1 sicaklik ve siirede sirasiyla 1.34 ve 1.64 log’luk
bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Kromozomal ve plazmidal kaynakli cpe (+)
C. perfringens suslarinin yiiksek veya diisiik sicakliklara karsi direnci ile ilgili

yapilan arastirmalar Tablo 6’da 6zetlenmistir (69).

3.3. C. perfringens’in Viriilens Faktorleri

C. perfringens insanlarda orta siddetli gida zehirlenmelerinden yasami
tehdit edebilecek miyonekrozislere kadar degisen derecelerde cesitli patolojik
bozukluklara bagli hastalik durumlarindan sorumludur. C. perfringens tarafindan
iiretilen ve onemli virlilens faktorler arasinda yer alan en az 14 potansiyel toksin
veya enzim (a, B, v, 0, €, 0, 1, K, A, i, v, ndraminidaz, CPE ve ;) tanimlanmigtir
(Tablo 7). Bunlar arasindan o, B, & 0 major toksin, CPE ve [, ise mindr
toksinlerdendir (25, 26).

C. perfringens tip A 1izolatlar1 arasinda yer alan cpe plazmidinin
konjugasyon ile horizontal transferinin ger¢eklesebilmesi etkenin viriilensi
acisindan onemlidir. Bunun yani sira NCTC 8239 gibi kromozomal kaynakli cpe

(+) suslarinda transpozonlarin bulunmasi cpe’nin hareketli olmasina neden olur ve
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bu da C. perfringens tip A’nin viriilensine katki saglayan 6nemli bir 6zellik olarak
kabul edilir (25).

C. perfringens virilens gen ekspresyonlarmin diizenlenmesinde diger
Gram (+) patojenlerde oldugu gibi farkli yollar izleyebilmektedir. Bunlar
arasindan en bilineni C. perfringens’in a, 0, B2 ve k toksin ekspresyonlarini
VirR/VirS olarak adlandirilan iki bilesikli bir regiilator sistem araciligiyla
diizenlenmesi olup bu sistemin VR/RNA ile iligkili olabilecegi ifade edilmektedir
(70, 71). Tirler arasi iletisimde rol oynayan /uxS geninin Al-2 (auto inducer-2)
sinyalinin C. perfringens’in VirR/VirS regiilasyon sistemini uyardigi ve a, 0 ve «
toksinlerin sentezini arttirdig1 belirtilmektedir (70, 72).

Sporlanma sirasinda CPE ekspresyonunda sporlanma ile iligkili gen
ekspresyonlarinin diizenlenmesinde rol oynayan spesifik sigma (o) faktorlerinin
bulunmasi C. perfringens’in bazi regiilator mekanizmalar kullanarak viriilens gen
ekspresyonlarini nispeten alisilmadik sekilde diizenleyebildigini gostermektedir

(25).
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Tablo 6. Kromozomal ve plazmidal kaynakli cpe (+) C. perfringens suslarmin yiiksek ve diisiik sicakliklara kars1 direnci (69)

Kromozomal cpe (+) Plazmidal cpe (+)

Ozellik Kaynak
suslar suslar
Zaman (dak): vejetatif hiicrelerde 1 log’luk azalma i¢in gerekli sicaklik (55 °C) 13.1 6.7 Sarker ve ark., 2000
Zaman (dak): sporlarda 1 log’luk azalma i¢in gerekli sicaklik (100 °C) 60.0 1.0 Sarker ve ark., 2000
o 9sus<1.5 5sus>35.0
95 °C’de 30 dak. 1s1 uygulamasimn spor sayisinda meydana getirdigi azalma (log) Grant ve ark., 2008
2 sus 1.5-5.0 Isus<1.5
o o ) Li ve McClane,
Zaman (giin): vejetatif hiicrelerde 1 log’luk azalma igin gerekli sicaklik (4 °C) ~13 ~2 2006
o o ) Li ve McClane,
Zaman (giin): vejetatif hiicrelerde 1 log’luk azalma igin gerekli sicaklik (4 °C) ~2 ~1 2006
) o Li ve McClane,
4 °C’de 6 ay bekletmenin spor sayisinda meydana getirdigi azalma (log) 0.3 ~1.3 2006
] o Li ve McClane,
-20 °C’de 6 ay bekletmenin spor sayisinda meydana getirdigi azalma (log) ~0.4 ~1.6 2006
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3.3.1. C. perfringens Toksinleri

3.3.1.1. Alfa (o) Toksin

Biiyiik bir kismi C. perfringens’in A tipi tarafindan iiretilen o toksin diger
C. perfringens tipleri tarafindan da sentezlenebilmektedir. Alfa toksin lesitinaz ve
sfingomyelinaz aktiviteli ¢inko igeren bir fosfolipaz C enzimidir (73). Alfa toksin
kromozomda bulunan ve tek bir kopyasi olan cpa (plc) geni tarafindan kodlanir
(74). 43 kDa molekiiler agirhiginda olan toksin 1941 yilinda MacFarlane ve
Knight tarafindan ilk kez fosfolipaz C enzimi olarak tanimlanmistir (75). Alfa
toksin, sitolitik aktiviteye sahip C-terminal ucu ile fosfolipaz aktiviye sahip N-
terminal ucu olmak {izere 2 ana kisimdan olusur. Alfa toksin trombosit ve
l6kositlerde yikimlanmalara neden olan, hemolitik 6zellikte, kapiller gecirgenligi
arttiran ve optimal aktivite kosullar1 i¢cin kalsiyum ile magnezyum gibi 2 degerli
katyonlara ihtiya¢ duyan bir toksindir (76).

Yapilan fare model calismalarinda gazli gangrene neden olan alfa toksinin
C. perfringens toksinleri arasinda bulunan perfringolysin O toksini ile birlikte
sinerjistik bir etki gosterdigi belirlenmistir (77). Mutant alfa toksin kullanilarak
yapilan bir arastirmada tavuk nekrotik enteritisinin 6nemli viriilens faktorii olarak
bilinen alfa toksinin (78, 79) hastaligin patogenezi i¢in gerekli olmadig: tespit

edilmistir (80).

3.3.1.2. Beta (B) toksin

C. perfringens B ve C tipleri tarafindan tiretilen beta toksin 336 aminoasitli
tek polipeptid zincirden olusan, yaklasik 34.9 kDa molekiiler agirlia sahiptir
(76,81). Toksin tiretimi i¢cin optimal pH yaklasik 7 olup bu deger ince bagirsak

pH’sma yakindir. Fareler de letal dozu (DLsg) 1.87 pg’dir (49). Plazmit {izerinde
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bulunan cpb geni tarafindan kodlanan [ toksinin izoelektrik noktast 5.4-5.5
kadardir (82). 50 "C’nin iizerindeki sicaklik degerlerinde veya tripsine maruz
brrakildiginda toksin inaktive olur ve bu uygulamalarin devam etmesi durumunda
toksin 13 kDa ve 15 kDa agirliginda iki fragmente hidrolize olur (82). Koyun,
kuzu ve kus gibi bir¢ok havyan tiirtinde enterotoksemi ve nekrotik enteritisin
onemli viriilens faktorii olan beta toksin insanlarda “enteritis nekrotikans” olarak
bilinen gida kaynakli zehirlenmelerin de nedenidir (76, 83). Tath patatesin
kontamine gidalar ile tiiketilmesinin hastaligmm goriilme sikligini arttirdigi, bu
durumun da tath patates icerisinde bulunan tripsin inhibitdrlerinin toksinin
parcalanmasini engellemesinden kaynaklandigi bildirilmistir (83). Hastalik erken
tedavi edilmedigi durumlarda 6liimlerle sonuglanabilmektedir. Ancak dliimciil bir
hastalik olarak bilinen insan nekrotik enteritisi erken tedavi edildiginde hayat

kurtarici olabilmektedir.

3.3.1.3. Epsilon (¢)Toksin

Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Koruma Merkezi (CDC)
listesinde B (biyoterdrist ajan) kategorisinde olan toksin, botulinal ve tetanoz
toksininden sonra bilinen en gii¢lii clostridial toksindir (76). Biiyiik bir plazmit
iizerinde bulunan efx geni tarafindan kodlanan epsilon toksin yaklasik 32.7 kDa
molekiiler agirliga sahip inaktif bir protoksin olarak tretilir (28, 85). Bagirsak
lumeninde bulunan tripsin ve kimotripsin kombinasyonu epsilon toksinin
toksititesini indiikleyerek en az 1000 kat daha artmasma neden olur.
C. perfringens B ve D tipleri tarafindan sentezlenen toksin, sigir, koyun, ke¢i ve
kuzularda hastalik olusturur (86). C. perfringens tip B yeni dogan kuzu

dizanterisine, tip D ise cogunlukla koyunlarda enterotoksemilere neden olur.
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Tablo 7. C. perfringens enzim ve toksinlerinin biyolojik aktivite 6zellikleri ile toksin genleri (84)

Genetik
Toksin/enzim  Gen Etki sekli Biyolojik aktivitesi
lokalizasyonu
cpa veya . - o . .
o . Kromozom Fosfolipaz C/ sfingomiyelinaz Sitolitik, hemolitik, dermonekrotik, letal
plc
B1 cpbl Plazmit Hiicre membrane gegirgenliginde degisiklik? Sitolitik, dermonekrotik, letal
Hiicre membrane gecirgenliginde degisiklik? Intestinal mukozada hemorojik nekrozis
) . . o Sitolitik, letal
B2 cpb2 Plazmit Hiicre membrane gegirgenliginde degisiklik? . . . .
Intestinal mukozada hemorojik nekrozis
. ] o o Cesitli organlarda 6dem: Karaciger, bobrek, merkezi sinir sistemi
E etx Plazmit Hiicre membrane gecirgenliginde degisiklik . .
dermonekrotik, letal etki
1(Ia) iap Plazmit Aktinin ADP-ribozilasyonu Aktin hiicre iskeleti yapisinda bozulma,
1(Ib) ibp Plazmit la’ya Hiicre bariyer yapisinda bozulma, dermonekrotik, letal
Enterotoksin  cpe Kromozom Hiicre membrane gecirgenliginde degisiklik Sitotoksik, eritematoz, letal
Enterotoksin  cpe Plazmit Diyare
0 ? ? Hemolizin Ilave viriilens faktor
Hemolizin, . .
0 (PfoA) pfoA Kromozom ) Ilave viriilens faktor
kolesterole spesifik
K cold Kromozom Kollajinaz, jelatinaz Ilave viriilens faktor
Iy lam Plazmit Proteaz Ilave viriilens faktor
1 nagH Kromozom Hiyaluronidaz Ilave viriilens faktor
v ? ? DNAase [lave viriilens faktor
Noraminidaz nanH,] Kromozom Noraminidaz Ilave viriilens faktor
Ureaz urea-C Plazmit Ureaz Ilave viriilens faktor
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3.3.1.4. iota (1) Toksin

fota toksin C. perfringens tip E’nin major toksini olup letal ve
dermonekrotik &zelliktedir. Iota toksin; Clostridium spiroforme, Clostridium
botulinum C2 toksin ve Clostridium difficile ADP-ribosiltransferaz’in dahil
oldugu clostridial binary toksin grubunun bir tiyesidir (87).
Iota toksin ayn1 plazmitte bulunan iki farkli gen tarafindan kodlanan iki bagimsiz
polipeptitten olusur (C. perfringens lota-Toksin: Yap1 ve Fonksiyon). Bunlar;
yaklasik 47.5 kDa molekiiler agirligindaki iota toksin a (Ia) ile molekiiler agirlig1
71.5 kDa olan toksinin hiicreye baglanmasinda ve hiicre i¢ine girmesinde rol
oynayan iota toksin b (Ib)’dir (88, 89). C. perfringens tip E hayvanlarda 6zellikle

de ¢iftlik hayvanlarinda diyarelere neden olmaktadir (76).

3.3.1.5. C. perfringens B, Toksini (CPB2)

Gilbert ve ark. (90) tarafindan ilk kez tanimlanan CPB2 toksini plazmit
iizerinde bulunan cpb?2 geni tarafindan kodlanir. Molekiil agirlig1 28 kDa olan (3,
toksin C. perfringens tip C izolatlarindan saflastirilarak elde edilen 34.9 kDa
agirhigindaki B toksininden farklidir ve bu farklilik kismen B toksinin proteolitik
duyarhiligina baglanmaktadir (91).

B> toksin sekansinin B toksin veya bilinen diger C. perfringens toksinleri
ile herhangi bir homoloji gostermedigi ancak B toksin ile benzer bir biyolojik
aktivitede olan P, toksinin, fare bagirsak hiicreleri iizerine sitotoksik etkili ve
oldiirticii oldugu bildirilmektedir (91).

B> toksin iireten C. perfringens tlrleri domuzlarda nekrotik enteritis,
atlarda ise enterokolitis gibi hastaliklara neden olmaktadir. insanlarda antibiyotik

iliskili diyare (AAD) ve sporadik diyare (SD) vakalarindan elde edilen bazi
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plazmidal kaynakli cpe (+) C. perfringens izolatlarinin cpb2 geni tasidigi ve
bunun CPE toksinine yardimci toksin olarak gorev yaptigi, boylece enterotoksinin

patojenik etkinliginde rol aldig1 diistiniilmektedir (69).

3.3.1.6. C. perfringens Enterotoksini (CPE)

Insanlarda C. perfringens tip A gida kaynakhi gastroenteritle seyreden
zehirlenmelerin nedeni C. perfringens enterotoksin (CPE)’dir. CPE’nin enterik
patojenitesinin belirlenmesi {lizerine yapilan bir ¢alismada goniilliilere toksinin
oral yolla verilmesi sonrasi ishal ve abdominal kramplarmn goriildiigii bildirilmistir
(92). CPE, 319 aminoasitten olusan polipeptid yapida, 3.5 kDA agirliginda ve
izoelektrik noktasi 4.3 olan sadece C. botulinum protein kompleksi ile homolog
oldugu bildirilen bir enterotoksindir (93, 94). Enterotoksin aminoasitlerinin
% 43’1 hidrofobik karakterde ve polipeptid zincir boyunca dagilmis durumdadir
(95). Enterotoksinin % 80’1 P-yapisinda olup geriye kalan % 20’si ise rastgele
sarmal yapidadir. “C” ve “N” olmak iizere iki ana parcadan olusan CPE
proteininin C terminal ucu bagirsaklardaki protein reseptorlerine baglanma
bolgesini icerir. Bu reseptorler bir¢cok hiicrenin baglanma bolgelerinde yerlesmis
olan 22 kDa’lik claudin proteinleridir (96, 97). Bu parcanin sitotoksik ozellikte
olmadig: ifade edilmektedir (49). N-terminal ucun ilk 44 aminoasit ve C-terminal
ucun 3 aminoasitlik kismimin ¢ikarilmasiyla herhangi bir aktivasyon kaybinin
gozlenmedigi bildirilmektedir (94). CPE’nin ilk 25-34 aminoasitlik kismi ise
bagirsaklarda tripsinasyon ozelligi taswr (98). CPE’de 44-171 aminoasitler
arasinda kalan bdlgenin sitotoksite ve i¢ine yerlesme Ozelligi gosterdigi

bildirilmektedir (99).
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Farkli izolatlar tarafindan iiretilen CPE’ler karsilastirildiginda sekans
goriiniimlerinin yiiksek diizeyde korunmus oldugu goriilmektedir. Istya duyarli
protein yapisindaki toksin ekstrem ph degerlerine kars1 duyarli olup 60 ‘C’de 10
dakikada biyolojik aktivitesini kaybetmektedir. Ancak tripsin, kimotripsin veya
papain gibi bazi proteolitik uygulamalara karsi1 direnglidir. Sinirli tripsinizasyon
veya kimotripsinizasyon isleminin enterotoksin aktivitesini 2-3 kat arttirdigi ve bu
intestinal proteazlarin gida zehirlenmesi sirasinda CPE’nin aktivasyonunda rol
oynadig1 bilinmektedir (100). Toksinin serolojik aktivitesinin 55 "C’de 38
dakikada, 57 ‘C’de 37 dakikada ve 60 ‘C’de 4 dakikada 1 desimal azalmaya neden
oldugu belirtilmektedir (101). CPE’nin -20 ‘C’de 20 giin veya 37 ‘C’de 7 giin
muhafaza edildiginde serolojik aktivitesini korudugu, ancak biyolojik etkisini
kaybettigi saptanmistir (33).

C. perfringens’de genetik diizeyde sporlanmanin baslamasi sporlanma
transkripsiyon faktorii olarak bilinen spo0A tarafindan kontrol edilir (102, 103).
Sporlanma ile direk iligkili olan CPE biyosentezi sporlanmanin uyarilmasi ile
baslar ve en az 6-8 saat icinde miktar1 giderek artis gosterir. Bagirsak lumenindeki
sporlanma siireci tamamlandiginda ana (mature) spor hiicresi lize olur ve olgun
spor ile birlikte CPE toksini de serbest kalir (Sekil 3). Yapilan bir aragtirmada
cpe (+) C. perfringens tip A susunda sporlanma transkripsiyon faktori
(spo0A)’niin bloke edilmesinin hem sporlanmanin hem de CPE iiretimini 6nledigi
bunun da sporlanma ile CPE {iretimi arasindaki iliskinin 6nemli bir kanit1 oldugu

ifade edilmektedir (103).
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Sekil 3. C. perfringens’in bagirsak liimeninde sporlanmasi ve toksin tiretimi

3.3.1.7. C. perfringens Genomu ve cpe Geni

Gilintimiize kadar C. perfringens 13, ATCC 13124 ve SM101 olmak iizere
C. perfringens tip A’ya ait li¢ farkli patojen susun genom sekanslari tamamlanmis
olup hayvanlarda hastalik olusturan toksijenik suslarin (B, C, D ve E) gen
sekanslarmin belirlenmesine devam edilmektedir (30, 102). Tamamlanan genom

analizleri C. perfringens tiirline ait lic farkli sus arasinda degisik derecelerde
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farkliliklarin oldugunu bu durumunda suslarin viriilens 6zelliklerinde degisiklige
ve farkli hastalik fenotiplerin olugsmasina neden oldugu yoniindedir (30).

Bir toprak izolat1 olan C. perfringens 13 susuna ait genom sekansi
analizleri bu susun enterotoksin negatif tip A oldugu ve diger suslara gore
transformasyon yeteneginin kolay olmasi gangren ile iliskili arastirmalarda yaygin
bir sekilde kullanilmasina neden olmustur (104, 105). Ancak sporlanma
besiyerinde zayif sporlanan, hayvan gangren modellerinde orta diizeyde viriilens
gosteren ve daha kiigiik bir genoma sahip olan susun diger gangren izolatlar1 ile
karsilastirildiginda bu 6zellikleri bakimindan atipik bir karakterde, 2.660 protein
kodlayan bdlgeye ve diisiik G+C (% 28.6) igerigine sahip olup genom biiylkligi
3.031.430 bp (base pair = baz cifti) ve yaklagik 2700 ORF kodlanir (102, 106,
107, 108).

Gazli gangrenli bir hastadan izole edilen ATCC 13124 susunun yiiksek
miktarda gangren ile iligkili toksin trettigi tespit edilmistir (109). ATCC 13124
sus genomu tekli dairesel bir kromozoma sahip, 3.256.682 bp biiyiikliigiinde ve
toplam 3040 putative protein kodlayan diziye (CDSs) sahip olup 8 rRNA operon
kodlanir (30).

Enterotoksin lireten (CPE) gida kaynakli zehirlenme susu olan C.
perfringens NCTC 8798’in transforme derivativi olan SMI101 susunun
(electroporatable derivative) 2.897.392 bp biiylkligiinde tekli dairesel bir
kromozomu vardir. Ayni sus 38.092 bp biiytlikliiglinde epizomal bakteriyofaja (C.
perfringens dSM101) ve 12.397 bp (pSMI101A) ile 12.026 bp (pSM101A)
boyutunda iki plazmide sahiptir. Ayrica bu susta 2.584 putative protein kodlayan

dizi (CDSs) tanimlanmis olup 10 rRNA operonu kodlanir (30).
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C. perfringens enterotoksininin tek bir cpe geni tarafindan kodlandigi cpe
(+) C. perfringens suslarinda cpe geninin homolog oldugu ancak bazi suslarda cpe
promotor bdlgesinde 45 bp’lik insersiyonlarm bulundugu ancak bunun diger
mikroorganizmalarla 6nemli bir DNA sekans homolojisi gostermedigi
bildirilmistir (110, 111). CPE iliskili hastalik durumlar1 yalnizca C. perfringens
tip A kaynakli olarak bilinmesiyle birlikte cpe geni herhangi bir C. perfringens
tipinde (A-E) de bulunabilmektedir. C. perfringens tip E izolatlarinda yapilan
arastirmalarda bu izolatlarin cpe genini tasimasina ragmen amino asitleri kodlayan
ve proteinleri olusturan kodonlar (tripletler) serisi olarak bilinen agik okuma alani
(open reading frame, ORF) veya cpe sekanslarindaki ribozom baglanma
bolgelerindeki mutasyonlarm CPE’yi iiretebilme yetenegini kaybetmesine neden
oldugu ifade edilmistir (112).

C. perfringens tip A suslarinda cpe geni kromozom da veya biiyiik bir
plazmit {izerinde bulunabilmektedir (110). Kromozomal cpe igeren izolatlarin hem
vejetatif hem de spor formlarinin 1siya direngli olduklar1 bu durumun pismis et ve
et Uriinlerinden kaynaklanan A tipi gida infeksiyonlarinda en 6nemli rolii oynadigi
bildirilmektedir (113).

Kromozomal cpe ile ilgili yapilan arastirmalarda cpe’nin, bir hiicrenin
genomunda farkli yerlere, transpozisyon olarak adlandirilan bir siiregle hareket
edebilen 6.3 kilobase (kb) agirligindaki Tn5565 transpozon iizerinde yer aldigi,
transpozonun ¢ikarilmasiyla enterotoksin iiretimininin durdugu belirlenmistir (25,
114). DNA transpozonlar1 ikiye ayrilir ve bunlardan biri olan birlesik
tranpozonlarin (6rnegin bakterilerdeki Tn5, 9, 10, 903 ve 1681) iki ucunda

biribirine ¢ok benzer ama ters yonlii (evrik) diziler, “insersiyon dizileri” (insertion
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sequence; 1S) bulunur. Transpozisyon ic¢in gerekli olan tranpozaz ve entegraz
enzim genlerini kodlayan IS dizileri olduk¢a uzundurlar. Southern blot ¢alismalari
ile kromozom {iizerinde yer alan cpe’nin IS 1470 (A.B) ve IS 1469 insersiyon

sekanslar ile baglantili oldugu belirlenmistir (74, 110, 115).

A
—dem 151969 —{cpe {11151 |—

B

—J|dem | 1151469 | | cpe — 151470-1ike | —
C
—{ 151970 |—{ 151469 || cpe 157470 | —

Sekil 4. cpe (+) C. perfringens tip A izolatlarinda cpe geninin genetik
lokalizasyonu ve insersiyon sekanslar1 (IS) ile iliskisi. A, plazmit kaynakli cpe tip
[S1151-cpe; B, plazmit kaynakli cpe tip [S1470-like-cpe; C, kromozomal tip

[S71470-cpe

Molekiiler arastrmalar; gida kaynakli zehirlenmelerden, gida kaynakli
olmayan (antibiyotige bagli ve sporadik) diyare ve hayvanlardan elde edilen
C. perfringens tip A izolatlarinda cpe geninin yaklasik 100 kb agirliginda biiyiik
bir plazmidin iizerinde yer aldigmi gostermektedir (116, 117). Plazmit kaynakl
cpe (+) C. perfringens tip A izolatlarinda da cpe IS elementleriyle yakin iliskilidir
(118). Bazi plazmidal cpe’lerin, cpe’nin altinda bulunan IS/470 ile homolog
dizilere sahip oldugu ve ayni pozisyonda yer alan bu dizilerin, kromozomal
cpe’de bulunan 1S7470°e gore defektif oOzellikte ve zit yonli oldugu
belirtilmektedir (118). Diger plazmit kaynakli cpe suslar1 ise cpe’nin alt kistmida

IS7757°1 bulundururlar (119). Kromozomal cpe’den farkli olarak plazmidal
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cpe’nin istlinde 1.2 kb’lik diziye sahip IS/469 bulunur ve IS/469’un da tistiinde

sitozin metilaz (dcm)’1 kodlayan ORF’ye sahiptir (119).

3.3.1.8. Biyolojik Silah Olarak C. perfringens

C. perfringens epsilon toksin CDC tarafindan potansiyel biyolojik silah
veya biyoterdrizm ajani olarak kabul edilmektedir (30). CDC’nin kategori B
listesinde yer alan toksinin farelerdeki % 50 letal dozu (LDsp) 100 ng/kg kadardir

(120).

3.4. C. perfringens’in insanlarda Olusturdugu Hastaliklar

C. perfringens insanlarda Oliimlerle sonuglanabilen farkli hastalik
durumlarma neden olmaktadir. Insanlarda gida kaynakli hastaliklara
C. perfringens tip Ave C suslar1 neden olmakla beraber 6zellikle kromozomal cpe
(+) C. perfringens tip A’lar hastaligin etiyolojisinde dnemli bir rol oynar. Ancak
gida maddelerinden de tespit edilebilen ve insanlarda antibiyotik ilgkili diyare
(AAD) ve sporadik diyare (SD)’lere neden olan plazmidal cpe (+) C. perfringens

tip A’lar da gida kaynakli hastaliklara yol acabilmektedir (68).

3.4.1. C. perfringens tip A’nin Sebep Oldugu Gida Zehirlenmesi

C. perfringens tip A sanayilesmis lilkelerde gida kaynakli zehirlenmelerin
en yaygin nedenleri arasmdadir (121, 122). 2000’li yillarin baglarina kadar
C. perfringens tip A gida kaynakl zehirlenmelerin yalnizca kromozomal cpe (+)
olan suslar1 tarafindan olustugu bildirilmistir (84). Ancak Finlandiya ve
Almanya’da yapilan salgimn arastirmalar1 zehirlenme vakalarina ait izolatlarda
plazmidal kaynakli cpe (+) suslarin bulunabilecegini gostermesi bu durumu

tersine ¢evirmistir ve arastirmacilarin plazmidal kaynakli cpe (+) C. perfringens
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izolatlarma yogunlagsmasin1 neden olmustur (69). Japonya ve Avrupa’da
plazmidal kaynakli cpe (+) C. perfringens tip A varhiginin perakende olarak satisa
sunulan gidalarda ve zehirlenen insan izolatlarinda tespit edilmesi plazmidal
kaynakli cpe (+) izolatlarinin gida zehirlenmelerindeki roliiniin desteklenmesi
acisindan 6nemini arttrmustir (123, 124, 125).

C. perfringens tip A gida zehirlenmeleri genellikle toplu yemek pisiren
yerlerde yiiksek sayida insanmn etkilendigi salgmlar seklinde ortaya g¢ikar (126).
Okul, hastane, kantin, yemekhane vb. gibi ¢cok fazla kisiye sunulmak iizere biiyiik
miktarlarda hazirlanan veya biiyiik parcalar halinde pisirilen et ve kanatl etleri bu
tip bir zehirlenmenin olusumuna 6nemli bir kaynak teskil etmektedir (33). cpe (+)
C. perfringens tip A ile kontamine olan gida maddelerinin 10-54 °C arasinda
tutulmas1 veya servis edilmesi bu mikroorganizmanin gelismesi i¢in uygun bir
ortam olusturur ve zehirlenmelerin ortaya ¢ikmasinda ciddi bir katki sunar (127).
Yiiksek miktarlarda alinan vejetatif hiicre mide bariyerinin gectikten sonra
bagirsaklarda sporlanma swrasinda CPE toksinini iireterek bagirsak lumenine
birakir. Semptomlar 8-12 saat i¢inde abdominal kramplar ve diyare seklinde
goriiliir. Genellikle semptomlarin 24 saat i¢inde ortadan kalktigi zehirlenme
durumlarinda risk grubunda bulunan yasli bireylerde bazen Oliimlerle

sonuglanabilmektedir (105).

3.4.2. Antibiyotik fliskili Diyare ve Sporadik Diyare

Gida kaynakli olmayan plazmidal cpe (+) C. perfringens tip A’lar
tarafindan olusturulan antibiyotik kullanimiyla iliskili hastalik durumudur. Bu tip
ve Ozellikteki izolatlar insanlarda antibiyotik iliskili diyarelere (AAD) ve sporadik

diyarelere (SD) neden olurlar (25). Antibiyotik iliskili diyareler (AAD); penisilin,
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trimethoprim ya da sefalosporin gibi antibiyotiklerin alinmasindan sonra
gelisirken sporadik diyareler ise herhangi bir antibiyotigin kullanimi sonrasi
olusabilmektedir (128). Olusan hastalik birkac hafta veya aylarca siirebilen sulu
ve/veya kanl diyare seklindeki semptomlar ile seyreder (129).

Plazmidal cpe (+) C. perfringens tip A normal bagirsak florasinda bulunan
cpe (-) C. perfringens tip A tiirlerine konjugasyon yolu ile plazmidal cpe’yi
aktararak normal bagirsak florasina adapte olabilirler. AAD ve SD vakalarindan
elde edilen izolatlarin plazmidal cpe (+) C. perfringens oldugu ve bu izolatlarin
bir kisminin 3, toksinini kodlayan cpb2 gen bolgesini i¢erdigi, bununda hastaligin

patogenezisine katki saglayabilecegi belirtilmektedir (130).

3.4.3. Ani Bebek Oliimii Sendromu

Etiyolojik nedenleri kalitsal, gelisimsel veya cevresel faktorler gibi birden
fazla faktore bagl olarak gelisen ani bebek 6liimii sendromu yiiksek oranda bebek
Oliimlerine neden olan hastaliklar arasindadir. C. perfringens enterotoksini (CPE)
gibi bakteriyal toksinler ani bebek Oliimii sendromunun etiyolojisinde rol
oynayabilmektedir. CPE iireten C. perfringens tip A tiirlerinin bebek
bagirsaklarinda yaygm bulundugu ve bu toksinin bagirsaklarda tiretimi ve
sistemik emiliminin ani bebek 6limii sendromuna bagli hizli dliimlerin ortaya
¢tkmasmda 6nemli oldugu vurgulanmaktadir (69).

Ani bebek oliimii sendromu ile CPE iireten C. perfringens tip A arasindaki
baglant1 bilinmesine ragmen ani bebek 6liimii sendromu ile cpe suslarinin iligkisi
ile ilgili pek c¢alisma bulunmamaktadir. Finlandiya’da yapilan bir arastirmada
% 24 oraninda ani bebek 6liimii sendromuna bagl 6len bebeklerin bagirsaklarinda

plazmidal cpe (+) C. perfringens tip A tespit edildigi bildirilmistir (69). Ayni
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arastirmada saglikli bebeklerin digkilarinda herhangi bir cpe (+) C. perfringens
izolatina rastlanmadigi, bunun da plazmidal cpe (+) C. perfringens tip A’nin
hastaligin etiyolojisindeki roliiniin agiklanmasina 6nemli bir katki sagladigi

belirtilmistir.

3.4.4. C. perfringens tip C’nin Sebep Oldugu Gida Zehirlenmesi

C. perfringens tip C tarafindan sentezlenen beta () toksin, “enteritis
nekrotikans” veya “pigbel” olarak adlandirilan ¢cogunlukla 6liimciil olan bir gida
zehirlenmesine neden olur. Gelismekte olan bazi ilkeler de goriilmekle birlikte II.
Diinya Savasi sonunda Almanya’da zehirlenmelere neden oldugu bildirilmistir
(33). Yeni Gine’de geleneksel domuz eti yeme festivali sonras1 geng ve yetiskin
insanlarda goriilen bu hastalik pigbel olarak da adlandirilir. Normalde proteolitik
enzimler veya pisirme ile inaktif hale gelen toksin bu kosullarin engellendigi veya
yetersiz kaldig1 durumlarda hastalik olusturur. Bu hastalik cogunlukla B toksin
iretiminden kaynaklanmakta olup & toksin ve 0 toksinin de katki da bulundugu
bildirilmektedir (98). S6z konusu toksinler C. perfringens tip C’nin vejetatif
forma gecmesi ile birlikte salgilanir. Zehirlenmenin olugmasinda yetersiz hijyen,
disiik diizeyli proteinli gidalarmm alinmasi sonucu ince bagirsakda proteolitik
enzimlerin diisiik yogunlukta bulunmasi (tripsin gibi pankreatik enzimlerin
miktarmi diisiirerek) veya tripsin inhibitorii salgilayan askaris enfestasyonlar1 gibi
birden fazla faktor rol oynar. Toksin bagirsak villuslarinin yikimlanmasina neden
olur ve hemorajik nekroza bagl ani baglayan siddetli abdominal sanc1, kanli ishal,

kusma ve bazen 24 saat i¢inde Sliimlerle seyreder (131).
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3.5. C. perfringens’in Epidemiyolojisi

3.5.1. C. perfringens’in insidansi

C. perfringens diinyada Onemli bakteriyal nedenli gida kaynakl
zehirlenmeler arasinda yer alir ve bir¢ok salgin restaurant gibi toplu yemek
tiiketiminin yapildig1 yerlerde olusur.

Etkene bagli gida zehirlenme salgmlarmin basinda 1siya direngli
C. perfringens sporlar yer alir (20). Ancak 1siya duyarl sporlarinda gidalarin
pisirilmesi sirasinda canli kalabildigi ve gida zehirlenmelerine neden olabilecegi
belirtilmektedir (132,133,134). Gida kaynakl1 zehirlenmelere neden olan gidalarda
C. perfringens’in sayilabilir diizeyi ortalama 10° kob/g (10’-10° kob/g) olup
C. perfringens’den kaynaklanan gida zehirlenmesinin en sik goriilen semptomu
diyaredir (135,136,137). C. perfringens zehirlenmelerinden ¢ogunlukla 65 (% 70)
yas ve ustlindeki kisiler etkilenirken 15-64 yas arasinda bu oran % 20 kadardir.

C. perfringens 1990 yilinda bir hapishanede “taco” olarak adlandirilan
meksika yemeginin tiiketilmesi sonras1 700 kisinin zehirlenmesi ile sonuglanan
onemli bir salgmla dikkati ¢cekmistir (138). ABD’de 1983-1997 yillar1 arasinda
121 salgina baglt 9316 vakada toplam 13 kisinin 61digi, 1993 yilinda “Saint
Patric’s Giinii” (Saint Patrick'i onurlandirmak igin kutlanan bir Irlanda bayramr)
kutlamalar1 sirasinda 1s1l islem uygulanmis sigir konservelerinin tiiketilmesine
bagh toplam 242 kisinin zehirlendigi bildirilmistir (139, 140). Ayrica CDC
istatistikleri 1998’den 2002’ye kadar olan siire i¢cinde 4 6liimle sonuglanan 6.742
C. perfringens kaynakli zehirlenme vakasmin meydana geldigini bildirmistir
(141). Dogrulanan salginlar bakimmdan C. perfringens; Salmonella ve

Staphylococcus aureus’tan sonra t¢iincii, vakalar agisindan ise ikinci sirada yer
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almaktadir. Bununla birlikte vakalarin dnemli bir kisminin rapor edilmedigi goz
oniinde bulunduruldugunda ger¢ek vaka sayisinin tahmin edilenden daha yiiksek
oldugu sdylenebilir. Yalnizca Amerika’da her yil tahminen 250.000-625.000
arasinda C. perfringens tip A gida kaynakli zehirlenmenin meydana geldigi ve
bunun yaklasik maliyetinin 123 milyon dolar oldugu belirtilmektedir (142).

C. perfringens’in orta siddette, kendini simnirlayan bir hastaliga yol agmasi
ve iilkeler arasindaki izleme programlarmin farklilik gdstermesi bildirilen vaka
sayisinin beklenenden daha diisiik olmasma, bunun da etkenin hem iilkeler
bazinda hem de diinyada gergek insidans diizeyinin bilinmesini engelleyen bir
faktor oldugu goéz oOniinde bulundurulmalidir (142). Ornegin, Ingiltere ve
Galler’de bildirimi zorunlu bir hastalik olan C. perfringens’e bagh 1983-1993
tarthleri arasinda ortalama her yil 53 salgin (1156 vaka) rapor edilirken ABD’de
neredeyse bunun 5 kati olmasina ragmen bildirimi zorunlu bir hastalik olarak

kabul edilmemektedir (142).

3.5.2. Cevre, Insan ve Gidalarda Varhg

Ubiquiter 6zellikte olan C. perfringens’in sporlu bir mikorganizma olmas1
cevresel kosullarin uygun olmadigi durumlarda dahi varhigin1i  devam
ettirebilmesine imkan verir. Etkenin bir¢ok hayvan tiirii ile insan bagirsak
florasinin bir parcas1 olmasi dagilimi acgisindan Onemlidir. C. perfringens
yoniinden favori gidalar 6zellikle protein bakimindan zengin kirmizi et ve {iriinler1
ile kanath eti ve uriinleridir. Ancak etken deniz {iriinlerinde, baharatlarda, siit ve
siit Uriinleri, dehidre gidalar (g¢orba) ile salatalarda da bulunabilmektedir (143).
Ayrica sucuk, sosis, salam gibi kiirlenmis veya 1s1l islem gormiis baharath et

iirlinleri de bu etkeni igerebilmektedir (144, 145).
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3.5.2.1. Cevrede Varhg

Toprak florasinin bir pargasit olan C. perfringens tip A hemen hemen
incelenen her gram toprak drneginin tamamma yakmimnda ve yaklasik 10° kob/g
diizeyinde bulunmakta (146). C. perfringens B, C, D ve E tipleri obligat 6zellikte
olup cogunlukla evcil hayvanlarda bulunmakla birlikte bu tip C. perfringens’lerin
rekabetci yeteneklerinin az olmasindan dolay:1 toprakta bulunmalar1 kiiciik bir
olasiliktir. Ayrica etken deniz sedimentlerinin bir pargasi olmamakla birlikte
diisik miktarlarda dahi olsa tespit edilebilmekte ve bu durum muhtemel fekal
kaynakli kirliligin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (146). Japonya’'nin
Aichi kentindeki deniz ve nehir sularinda yapilan bir ¢calismada 15 deniz suyu
orneginin 14 (% 93)’tinde ve 5 nehir suyu Orneginin tamaminda (% 100)
C. perfringens saptanmistir (147).

Aschfalk and Muller (148), Norve¢’in kuzey kiyis1 boyunca inceledikleri
Atlantik morina baligina ait 97 diski 6rneginin 37 (% 38.9)’sinde C. perfringens
varligina, PCR ile cpa, cpb, etx, id, cpb2, cpe genleri yoniinden inceledikleri
izolatlarin tamaminm tip A ve cpa genine sahip oldugu, yalnizca ikisinde cpb?2
genini tespit ettiklerini bildirmislerdir. Arastwrmacilar cpb2 gen varliginin
bulunmasint  domuz ¢iftliklerine ait kanalizasyon sistemlerinin  suya
karigmasindan dolay1 kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

McKillop (149), hastane mutfak tozu 6rneklerinde C. perfringens varligmi
tespit etmek i¢in yaptiklar1 arastirmalarinda etkenin % 90’lar diizeyinde

bulunabilecegini bildirmistir.
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Hobbs ve ark. (150), gidalarin hazirlandig1 farkli alanlarda bulunan et
sineklerinde C. perfringens’i izole ettiklerini bunun da C. perfringens igin

sineklerin potansiyel bir vektor olabilecegini bildirmislerdir.

3.5.2.2. insanlarda Varh@

Hayvan ve insanlarin normal bagirsak florasmmin bir parcasi olan
C. perfringens hemen hemen incelenen her hayvan barsaginda bulunmakla
beraber miktar1 tiir icinde veya tiirler arasinda degisiklik gosterebilmektedir.
Saglikli insanlarda C. perfringens dlizeyi diger anaerop mikroorganizmalara gore
diisiik olmakla birlikte incelenen insan bagirsak Orneklerinin  tamamina
yakinindan izole edilebilmektedir (151). Bebeklerde ise C. perfringens diizeyi
ancak 6 aylik olduklarinda eriskin insan seviyesine ulasir. C. perfringens sayisi
insan digkilarinda genis bir varyasyon gosterir. Saglikli bir insanda her gram
diskida 10°-10° spor iken C. perfringens’e bagli zehirlenme durumlarinda bu say1
10°-10® spora kadar ulasabilmektedir (151).

Tayvan’da yapilan bir arastirmada herhangi bir gastrointestinal sistem
hastalik belirtisi gostermeyen 50 kisiden alinan diski 6rneginin 30 (% 60)’unda
C. perfringens tespit edildigi ve spor sayismin 5x10' ile 2.5x10°* kob/g arasinda
degistigi, yalnizca ii¢ C. perfringens izolatmin cpe (+) oldugu bildirilmektedir
(152).

Heikinheimo ve ark. (153), gida isletmesinde c¢alisan 136 saglikli
personelin diskisindan % 18 oraninda tespit ettikleri cpe (+) C. perfringens’lerin
% 3.7’sinin plazmidal IS/151-cpe, % 2.9 plazmidal IS/470 benzeri cpe, % 0.7
kromozomal [S7470-cpe ve % 1.5 ise bilinmeyen cpe genotipi oldugunu

bildirmislerdir.
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Sparks ve ark. (117), Kuzey Amerika’da antibiyotik iliskili diyare ve gida
zehirlenmesi sonucu hastalanan kisilere ait diskilardan izole ettigi 34 cpe (+) C.
perfringens’in antibiyotik iligkili diyare ile ilgili olan izolatlarin tamaminin
plazmidal cpe, gida zehirlenmeleri iliskili izolatlarin ise kromozomal cpe’ye sahip

oldugunu bildirmislerdir.

3.5.2.3. Kirmizi Etlerde Varhg:

Ozellikle kesim asamasindaki hijyenik kosullarin yeterli olmayisina baglh
olarak digki veya bagirsak igeriginin neden oldugu kontaminasyonlarda kirmizi et
ve {lrlinlerinin 6nemli boliimii yliksek diizeyde C. perfringens ile kontamine
olabilmektedir. Miwa ve ark. (154), sigir, domuz ve tavuk bagirsak igeriklerinde
yaptiklar1 bir ¢alismada 50 sigir 6rneginin 38’inden (% 76.0), 50 domuz 6rneginin
22’sinden (% 44.0) ve 50 tavuk 6rneginin 40’mdan (% 80.0) C. perfringens izole
etmiglerdir. Miki ve ark. (155), Japonya’da satisa sunulan 35 adet sigir etinin
% 54.3 (19)’ iinde ve 22 sigwr kiymasmimn % 86.4 (19)’inde C. perfringens
saptamislardir.

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada, Ankara ilinin degisik semtlerindeki
market ve kasaplardan toplanan 80 sigir kiymasmin 52 (% 65.0)’sinin 0.30-
1.5x10' EMS/g arasinda C. perfringens ile kontamine oldugu saptanmustr (156).

Ingiltere Gida Standartlar1 Ajansi (Food Standarts Agency) sigir, kuzu ve
domuz etinde yiizey kontaminasyon diizeyinin belirlenmesi amaciyla Mart 2006-
Haziran 2007 tarihleri arasinda yaptiklar1 analizlerde toplam 3.249 sigir eti ylizey
orneginin 489 (% 15.1)’unda, 1.693 domuz eti yiizey 6rneginin 61 (% 3.34)’inde

ve 1.056 kuzu eti yiizey 6rneginin 55 (% 5.20)’ inde C. perfringens tespit edildigi
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ve drneklerin higbirinin 10* kob/et drnegini gegmedigi yalnizca birinin 10° ile 10*

kob/et arasinda oldugunu bildirmistir (157).

3.5.2.4. islem Gormiis ve Kiirlenmis Et Uriinlerinde Varhg

Salam, sosis gibi iglenmis et iriinlerinde C. perfringens izolasyonu
islenmemis etlere gore cogunlukla daha yiliksek olabilmektedir. Bunun nedeni
islenmis et iirlinlerinde kullanilan baharat gibi gida katki maddeleri ile isleme
siirecine bagli muhtemel ¢apraz kontaminasyonlarin meydana gelmesi ve bunun
sonucunda mikroorganizmalar ile daha fazla kontamine olabilmesinden
kaynaklanmaktadir.

Bauer ve ark. (158), siiper marketlerde satisa sunulan 18 domuz sosisinin 7
(% 38.9)’sinde, Taormina ve ark. (159), 152 kiirlenmis veya onceden dilimlenmis
emiilsifiye et ornekginin 74 (% 48.7)’liinde vejetatif C. perfringens tespit ederken
152 6rnegin sadece 8 (% 5.2)’inde 2 log;o kob/g diizeyinde C. perfringens sporu
tespit etmislerdir.

Atwa ve Abou EI-Roos (160), Misir’da satisa sunulan sigir etinden
yapilmis 25 sosisin 17 (% 68)’sinin, 25 et koftenin 13 (% 52)’liniin ve 25 sigir
hamburger etinin 15 (% 60)’inin C. perfringens ile farkli diizeylerde kontamine
oldugunu ve bunlardan elde edilen 6 izolatin fare testlerine gore enterotoksin

(CPE) iiretebilme yeteneginde oldugunu belirlemislerdir.

3.5.2.5. Kanath Eti ve Uriinlerinde Varhg
Degisik arastirmacilar tarafindan yapilan caligmalarda kanath eti ve
iirtinlerinin C. perfringens ile 6nemli diizeyde kontamine olabilecegi belirtilmistir.

Nasr ve ark. (161), Misir’da bakkal ve biiyiik marketlerde topladig: 113 tavuk eti
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ve irlininin 31 (% 27.4)’inde, Saito (147), 68 tavuk eti Orneginin 16
(% 24)’sinda, Fukushima ve ark. (162), 120 tavuk etinin 13 (% 10.8)’tinde C.
perfringens saptamistir.

ABD Tarim Bakanligi Gida Giivenligi ve Kontrolii Servisi (USDA/FSIS)
tarafindan yapilan bir arastrmada, Ocak-Mart 1995 ve Eylil-Kasim 1995
tarthlarini kapsayan soguk aylarda hindi kiymalarinda yapilan 6rneklemelerde 296
ornegin 82 (% 28.1)’sinde C. perfringens izole edildigi bildirilmistir (163).

Guang-Hua ve Xia-Ling (164) yaptiklar1 bir arastirmada, Pekin’de
tilkketime sunulan 16 pili¢ karkasmin 14 (% 88)’iinde ve 10 kizartilmis tavuk
orneginin 2 (% 20)’sinde C. perfringens’i izole etmislerdir.

ABD’nin Massachusetts eyaletinde yapilan bir calismada marketlerde
satisa sunulan kanathh etlerinden alinan Orneklerde % 26 oraninda C.
perfringens’in izole edildigi ve hindi etlerininin 42.7 EMS/g diizeyinde C.
perfringens ile kontamine oldugu bildirilmistir (165). ABD’nin Pittsburgh
kentinde kasap ve marketlerde satisa sunulan hindi etlerinin % 28’inde ve tavuk

etlerinin % 38’inde C. perfringens saptanmistir (166).

3.5.2.6. Gidalarda C. perfringens Toksin Gen Varhgi

Erol ve ark. (167), hindi eti 6rneklerinden izole ettikleri 22 C. perfringens
izolatini cpa, cpb, cpb?2, etx, iA ve cpe toksin genleri yoniinden multipleks PCR ile
incelemislerdir. izolatlarda cpa disinda diger toksin genlerinin bulunmadigini
bildirmislerdir.

Miki ve ark. (155), Japonya’da satisa sunulan 142 et 6rneginin % 71’inin
C. perfringens ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Et Orneklerinden elde

edilen toplam 212 C. perfringens izolatinin tamaminin tip A ve cpa pozitif,
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% 2’sinin ise cpe (+) oldugu, cpe (+) olan izolatlarda cpe’nin plazmit lizerinde
bulundugu tespit etmislerdir.

Arjantin’de yapilan bir arastirmada, 515 et 6rneginden (315 taze sosis, 100
hamburger ve 100 kiyma) elde edilen 126 C. perfringens izolatmin 123
(% 97.2)lniin tip A, 2 (% 1.6)’smin tip C, 1 (% 0.79)’inin tip E, 9 (% 7.1)unun
enterotoksijenik tip A oldugu saptanmistir (168).

Lin ve Labbe (165), ABD’de satisa sunulan 131 gida Orneginin 40
(% 30.5)’mda C. perfringens tespit ettikleri caligmalarinda 40 izolatin cpe ve cpa
genleri yoniinden pozitif oldugunu bildirmistir (165).

Singh, Bhilegaonkar ve Agarwal (169), 70 buffalo, 70 ke¢i ve 71 kanath
eti olmak iizere farkli hayvan tiirlerine ait toplam 211 et 6rneginin sirasiyla 46
(% 65.7), 64 (% 91.4) ve 50 (% 70.4)’sinin C. perfringens ile kontamine oldugunu
ve 32 buffalo, 37 keci ve 45 kanath etinde tespit edilen toplam 114 izolatin cpe
gen varlig1 yoniinden 364 bp’lik primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR analizlerine

gore % 9.3, % 32.4 ve % 15.5 oraninda pozitif oldugunu bildirmislerdir.

3.6. C. perfringens’in Tespiti

3.6.1. Kiiltiir Yontemi ile Tespiti ve Identifikasyonu

C. perfringens’in gida kaynakli zehirlenmelere neden olabilmesi i¢in gida
icerisinde yliksek sayida bulunma zorunlulugu zehirlenme vakalarinda siipheli
gida veya diski materyallerine zenginlestirme (enrichment) isleminin
uygulanmasimni gereksiz hale getirmektedir. Bundan dolay1 C. perfringens’e bagl
salginlarda yiiksek etken sayisi 1yi bir indikator olmakla birlikte kantitatif sayim
epidemiyolojik bir degerlendirme i¢in yeterli degildir. Digkida enterotoksin varligi

veya siipheli gida ve diski materyallerinde cpe (+) C. perfringens tip A tespitinin
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toplam C. perfringens sayismin tespitinden daha degerli olacagi goéz Oniinde
bulundurulmalidir. C. perfringens sayismin diisiik oldugu siipheli materyallerde
Rapid Perfringens Medium (RPM), Perfringens Enrichment Medium (PEM) gibi
zenginlestirme sivi besiyerlerinden yararlanilir (170, 171). Bu besiyerleri ayni
zamanda en muhtemel say1 (EMS) yontemine gore yapilacak analizler i¢inde ideal
ortam saglar. Etkenin soguga ve dondurma islemine karsi duyarliliindan dolay1
analizi yapilacak materyallerin uzun siire bu tip ortamlarda bekletilmesi uygun
degildir. Sayet ornekler boyle ortamlarda bekletilecek ise gliserol ile muamaele
edilmesi Onerilir (172).

C. perfringens’in gida, c¢evre ve insan Orneklerinden izolasyon ve
identifikasyonu amaciyla bir¢ok kiiltlir ortami kullanilabilmektedir. Gida veya
diskidan C. perfringens’in direk sayimi igin kati besiyerine gére ekim yOntemi
gerceklestirilir.  Siilfit indirgeyen clostridialarin  tespitinde kullanilan kat1
besiyerleri stlfiti siilfide indirgeyerek siyah koloniler olarak goriinen demir siilfit
presipitatlarin olusmasma gore tasarlanmistir (171). Bu siyah renkli koloniler
yalnizca Clostridium’lara 6zel olmayip Salmonellae, Proteus, Escherichia
freundii, Citrobacter spp., Erwinia, Flavobacterium ve Achromobacter gibi
bakteriler tarafindan da olusturulabilmektedir (173). Ancak C. perfringens i¢in
kullanilan besiyerlerine ilave edilen antibiyotikler diger siilfit indirgeyen ve
indirgemeyen  anaerobik  mikroorganizmalarin  gelisimini  baskilayarak
C. perfringens’in gelisimini destekler. Bundan dolay1 bir¢ok besiyeri siyah koloni
olusturabilme ve secicilik 6zelligine gore degerlendirilerek kullanilmaktadir.
Kullanilan besiyerlerinin ¢ogu benzer igerige sahip olup farkli antibiyotik tipleri

(sulfadiazine, polymyxin, kanamycin veya cycloserine vb.) ilave edilerek
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kullanilir (171). Ancak yapilan arastrmalar bu besiyerlerinin C. perfringens
disinda  diger silfit indirgeyen  mikroorganizmalarm  da  gelisimini
destekleyebilecek nitelikte oldugunu gostermektedir. Bundan dolayr bu tip
besiyerlerinde iireyen siyah kolonilerin C. perfringens yoniinden dogrulanmasi
gerekir.

Gilintimiizde C. perfringens tespiti ve sayimi i¢in en yaygm kullanilan
metotlar; Association of Official Analytical Chemists (AOAC), Uluslararasi
Standartlar Orgiitii (International Organization for Standardization; ISO), ABD
Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration; FDA/BAM) veya
Iskandinav Gida Analizleri Komitesi (Nordic Committee on Food Analysis;
NMKL) tarafindan énerilen yontemlerdir (174-177). Bu standartlardan Iskandinav
Gida Analizleri Komitesi (NMKL) C. perfringens tespiti icin TSC agarda iireyen
sipheli kolonilere Gram boyama, kanli agarda hemoliz olusturma, laktozu
fermente etme ve hareket testlerinin uygulanmasimi 6nermektedir (177). Ticari bir
biyokimsal test kiti olan API sistemi ile C. perfringens’in identifikasyonu hizl,
glivenilir ve pratik bir sekilde gercgeklestirilebilmektedir (26). C. perfringens
tarafindan {iretilen toksinlerin geleneksel metotlarla tespitinde spesifik
antiserumlar ile siipheli toksinin nétralizasyonu veya toksin-antiserum karisiminin
enjeksiyon ile laboratuvar hayvanlarma verilmesiyle gerceklestirilmektedir.
Bunlarin disinda C. perfringens toksinlerinin tespitinde ELISA veya RPLA gibi

serolojik testlerden de faydalanilabilmektedir (137, 168).
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3.6.2. C. perfringens’in Molekiiler Yontemlerle Tespiti

3.6.2.1. PCR ile Tespiti

PCR, DNA’nin bir boliimiiniin in vitro kosullarda ¢ogaltilmasini saglayan
bir yontemdir. PCR ile klinik, gida veya g¢evre materyallerinden elde edilen
C. perfringens izolatlarinin kesin tespiti hizli ve giivenilir bir sekilde
yapilabilmektedir (178). Bir izolatin C. perfringens olup olmadiginin belirlenmesi
tim C. perfringens (A-E) tiplerinde ortak gen olan cpa varhigmma gore
yapilmaktadir. Ancak ubiquiter 6zellikte olan C. perfringens’in yalniz cpa gen
varligina gore degerlendirilmesi yeterli degildir ve diger toksin genleri (cpa, cpb,
etx, iA, cpe ve cpb2) yoniinden incelenmesi gereklidir. Bu amagla giliniimiizde
C. perfringens toksin genlerine (cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2) 6zgi bircok PCR
protokolii bulunmaktadir.

Fach ve Popoft (179), gida ve biyolojik materyallerde enterotoksijenik
C. perfringens tiirlerinin tespiti amaciyla gelistirdikleri dubleks PCR protokoliinde
cpa gen bolgesi icin 283 bp, cpe gen bolgesi icin ise 426 bp’lik bir bolgeyi
cogaltmiglardir. Ayni calismada, gida kaynakli salginlardan izole edilen 24
C. perfringens izolatinin tamaminda cpa, 7’sinde ise cpe genini saptamislardir.

Et orneklerinde cpe (+) C. perfringens tespiti icin en muhtemel say1
yontemi (EMS) ile nested PCR yontemini kombine ederek analiz eden Miwa ve
ark. (154) kat1 besiyerindeki mikroorganizma sayisi (kob/g) ile metot arasinda
yakin bir iligkinin oldugunu tespit etmislerdir. Ayn1 arastirmada analiz edilen 50
tavuk eti ve 50 kirmizi etin swrasiyla % 12 ve % 2 cpe (+) C. perfringens ile

kontamine oldugunu tespit edilmistir.
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Meer ve Songer (180), C. perfringens’in toksin genlerine gore
tiplendirilmesi i¢in birden fazla primer ¢iftinin kullanilarak tek reaksiyonda birgok
hedef bolgenin ayni anda ¢ogaltilmasi iglemi olarak bilinen bir multipleks PCR
protokolii gelistirmistir. Bu protokole gore cpa, cpb, etx, id, ve cpe genlerine
spesifik primerleri kullanarak tek bir reaksiyonda C. perfringens’i A’dan E’ye
kadar tiplendirdiklerini bildirmislerdir.

Daha sonra C. perfringens cpb2 geni icin tasarlanan primerlerin
eklenmesiyle etkenin multipleks PCR yOntemi ile laboratuvar tespitini ve toksin
tiplendirilmesi kolaylastirmistir (181). Garmory ve ark. (181), tay, kuzu ve domuz
yavrular1 gibi farkli hayvan tiirlerinden elde ettikleri C. perfringens izolatlarmi
farkli primerler kullanarak alfa, beta, epsilon ve iota toksin genleri ile cpb2 ve cpe
genlerinin tespitini amaglayan arastirmalarinda multipleks PCR protokolii ile
basarili bir sekilde elde edilen izolatlar1 tiplendirdiklerini bildirmislerdir.

Augustynowicz ve ark. (182), Polonya’da izole ettikleri C. perfringens
tiirlerinin genotipik profillerinin belirlenmesi amaciyla kullandiklar1 multipleks
PCR protokoliinde alfa, beta, epsilon ve iota toksinleri i¢in yeni primerler dizayn
etmiglerdir. Protokoliin duyarlhilig1 saf kiiltiirden elde edilen DNA i¢in 200 fg
(femtogram,10™ g), toksinin fenotipik ve genotipik profilinin % 94 oraninda
benzer oldugunu bildirmislerdir.

Baums ve ark. (183), kaynatma yOntemine goOre ekstrakte ettikleri
C. perfringens izolatlarina ait DNA’larmn, cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 genlerinin
belirlenmesi amaciyla multipleks PCR i¢in kullanilabilecegini ve etkin, hizli bir

yontem oldugunu bildirmislerdir.

50



Heikinheimo ve Korkeala (184), broiler tavuklarda C. perfringens’i cpa,
cpb, etx, iA, ve cpe toksin genleri yoniinden incelemek i¢in kullandiklari
multipleks PCR yonteminde 118 izolatin tamaminda cpa pozitif iken higbirinde
cpb, etx, i4 ya da cpe genlerini tespit edememislerdir.

Schoepe ve ark. (185) et drneklerinde enterotoksijenik C. perfringens’in
multipleks PCR ile belirlenmesi amaciyla gelistirdikleri protokolde cpe geni i¢in
329 bp ve 421 bp olmak iizere iki farkl primer cifti ile cpa geni i¢in 775 bp
uzunlugunda primer ¢iftini internal kontrol olarak kullanmislardir. Protokoliin
zenginlestirme islemi uygulanmayan et 6rneklerinde tespit limitinin 3x10° kob/g

diizeyinde oldugunu ifade etmislerdir.

3.6.2.2. Real Time PCR ve Mikroarray Teknolojileri

PCR ¢ogaltimmi goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan
isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili
olarak arttig1 bir cogaltma yontemi olan real time PCR giinlimiizde patojenlerin
tespitinde, gen ekspresyonu, mutasyon analizi, miktarsal gen analizi gibi ¢ok
farkli amaglar i¢in kullanilabilmektedir.

C. perfringens toksin tiplerinin tanimlanmasi i¢in gelistirilen real-time
multipleks PCR yontemi ile kromozom kaynakli alfa toksin ve plazmit kaynakli
toksin genlerin kopya sayisinin miktar1 belirlenebilmektedir. C. perfringens’in
diagnostik a¢idan daha hizli tespiti amaciyla Albini ve ark. (186), {i¢c real time
fluorojenik boya kullanarak (TagMan®) C. perfringens alfa, beta, beta2, epsilon,
entero ve iota toksin genlerini hizli, dogru ve gergek zamanli olarak real time
multipleks PCR yontemi ile tespit ettiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar

calismalarinda prob boyasi olarak FAM/TAMRA, Cy-5/ BHQ-2 ve VIC/TAMRA
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kombinasyonu, internal pozitif kontrol olarak da kromozom kaynakli alfa toksin
genini kullanmiglardir.

Gurjar ve ark. (187), C. perfringens alfa (cpa), beta (cpb), iota (i4), epsilon
(etx), beta2 (cpb2) ve enterotoksin (cpe) genlerini ¢ift isaretli fliioresan
hibridizasyon probu (TagMan®) ile real-time multipleks PCR yontemini
kullanarak basaril1 bir sekilde belirlediklerini ve alt1 toksin genine gore yontemin
tespit smirmin 5-70 pg DNA kadar oldugunu bildirmislerdir.

Mikroarray yontemi, binlerce spesifik DNA ve RNA sekansini es zamanli
olarak ve 1-2 santimetrekarelik kiiclik bir cam ya da silika lam {izerinde
incelemeye yarar. Cok hizli bir analiz yontemi olmasma karsin bir takim
dezavantajlar1 vardwr. Kullanilan malzemelerin pahalli ve 06zel donanim
gerektirmekte ayrica uzmanlik isteyen bir teknolojidir. Giiniimiizde yeni
gelismekte olan mikroarray’in arastrma ve tamisal amagli kullanimi gittikge
yayginlagmaktadir (188).

Al-Khaldi ve ark. (189), 17 C. perfringens izolatinin toksin tiplendirilmesi
amaciyla kullandiklar1 coklu mikroarray yonteminde, bu izolatlarm 16’sm1 cpa ve
cpe genleri yoniinden pozitif bulmuslardir. Arastirmacilar C. perfringens’in toksin

tiplendirilmesinde bu yontemin spesifik ve duyarl oldugunu bildirmislerdir.

3.6.2.3. C. perfringens’in Genotipik Tiplendirilmesinde Kullamilan
Yontemler

Mikrobiyal epidemiyolojik c¢alismalarda izolatlar arasindaki yakinlik
derecesini belirlemek 6nemli bir temel amagtir. Tek bir tiire ait izolatlarin yakilik
derecelerinin  belirlenmesi amaciyla takip edilen prosese alttiplendirme

(subtyping) denir ve ¢ogunlukla tiplendirme (typing) olarak ifade edilmektedir.
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Degisik kaynaklardan veya ayni kaynaktan degisik zamanlarda elde edilen ayni
tiirden izolatlar1 karsilastirarak farkli kaynaklardan koken alan genomik olarak
iligkisiz izolatlarin birbirinden ayrilmasmi veya ortak bir atadan koken alan
izolatlar arasindaki iliskinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla kullanilan yontemlerdir.
Niikleik aside dayali molekiiler tiplendirmeler giiniimiizde en ¢ok kabul goren
metot olup DNA parmak izi (DNA fingerprinting), DNA’ya bagh tiplendirme
(DNA-based typing), genomik parmak izi (genomic fingerprinting),
genotiplendirme (genotyping) veya DNA tiplendirilmesi (DNA typing) gibi
degisik ifadelerle adlandirilmaktadir. Cogu bakteriyal epidemiyolojik calismada
bu yonteme dayali bir yol izlenmektedir.

C. perfringens tip A tarafindan olusturulan gida kaynakli salginlarda
etkenin muhtemel kaynaklarinin tespiti, hastaligin kontrol altina alinmasi ile
hastaligin onlenmesi agisindan hayati bir 6neme sahiptir. Fenotipik iliskiye bagli
tiplendirme metotlarinin, etkenin benzer biyokimyasal 6zellikleri ve toksin tipinin
tespit edilememesi gibi nedenlerden dolay1 yetersiz kalmasi gliniimiizde yerini
daha hassas ve giivenilir olan genetik tiplendirme metotlarina birakmistir.
Epidemiyolojik  calismalar i¢in  salginlarda ve siipheli  materyallerde
C. perfringens ayrimi i¢in bircok molekiiler teknik kullanilmaktadir. Pulsed-Field
Gel Electrophoresis (PFGE), Restricted Fragment Length Polymorphism (RFLP),
ribotiplendirme ve plazmit profil analizi gibi yontemler amplifiye olmayan
prosediirler icinde yer alirken, PCR, Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP) ise amplifikasyon gerektiren yontemler arasindadir (190).

Prob hibridizasyon yOntemleri kullanilmadan genomik restriksiyon

fragmentlerinin basit bir sekilde gdsterilmesi esasina dayanan PFGE genomik

53



DNA’nin ¢ok biiyiik molekiiler uzunluklara sahip pargalarmin separasyonuna
imkan saglar. PFGE yontemi, Onceden restriksiyon enzimleri ile kesilen
C. perfringens izolatlarma ait genomik DNA’larin jel elektroforez sisteminde
yiirtitiilerek her izolat i¢cin olusan farkli parmak izi desenlerinin (5 fragmentten 15
fragmente kadar ve 10 kb’den 1000 kb’ye ulasan biiyiikliikkte) degerlendirilmesi
esasina dayanir (190).

Malanska ve ark. (191), Smal restriksiyon enzimini kullanarak
C. perfringens’t PFGE yontemine gore genotiplendirdikleri ¢aligmalarinda 40-
1.100 kb biiyiikliigiinde ve olduke¢a 1yi dagilmis 11-13 kaliteli bant goriintiisii elde
ettiklerini bu bakimdan Smal restriksiyon enziminin ayrim giicliniin tatmin edici
diizeyde oldugunu bildirmislerdir. Yazarlar ayni1 ¢alismada yedi salgin ile kontrol
susundan olusan toplam 62 izolatin 17’sinin farkl pattern olusturdugunu, kendine
0zgii patternlarin epidemiyolojik acidan iligkisiz, ayni salgindan etkilenen farkli
bireylerin ise benzer ancak identik olmayan desenler (patternlar) olusturdugunu
saptamislardir. Lukinmaa ve ark. (192), Finlandiya’da 1984-1999 yillar1 arasinda
meydana gelen 7 gida kaynakli C. perfringens salginindan elde edilen 47 izolat1
Smal ve Apal restriksiyon enzimlerini kullanarak PFGE yontemine gore basarili
bir sekilde genotiplendirdiklerini bildirmislerdir.

Bir¢ok bakteride oldugu gibi yapisinda plazmitleri bulunduran
C. perfringens’in genetik tiplendirilmesinde plazmit profil analizinden
yararlanilabilmektedir. Yontem; C. perfringens izolatindan plazmit DNA’sinin
ekstrakte edilmesi, restriksiyon enzimleri ile kesilmesi elektroforez ile
goriintiilenmesi ve sonra elektroforezde ylriitiilerek goriintiilenmesi esasina

dayanir. Eisgruber ve ark. (193), C. perfringens kaynakl ii¢c gida zehirlenme
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vakasindan elde edilen gida ve klinik izolatlarin plazmit profillerin identik
oldugunu bildirmislerdir. Schalch ve ark. (194), plazmit profil analizi, PFGE ve
ribotiplendirme yontemlerini karsilastirmak amaciyla 10 gida salgmi (34 gida ve
disk1 i1zolat1) ile 121 et ve gidadan olmak iizere toplam 155 C. perfringens
izolatinin genotiplendirilmesinde {i¢ yonteminde uygun oldugunu belirtmislerdir.
Ancak ayn1 arastirmacilar ribotiplendirme ile PFGE nin yorumlanmasinin plazmit
profil analizine gore daha kolay oldugunu bildirmislerdir.

RFLP’nin bir tiirevi olan ribotiplendirme, restriksiyon enzimleri ile kesilen
C. perfringens’e ait kromozom DNA’sinin ribozomal DNA (rDNA) problari
kullanilarak restriksiyon fragment pattern’larin daha kolay ve daha tutarh tespit
edilmesidir. Scalch ve ark. (195), yedi yillik bir siireyi kapsayan 10 gida
zehirlenme vakasi1 ve salgmma ait 34 C. perfringens izolatinn EcoRI ile
muamelesinde 12 ribopattern belirlemislerdir. Ayni arastirmacilar sekiz gida
zehirlenme vakasi ve salgininda hem gidadan hem de diski izolatlarindan elde
edilen ribotiplerin tamaminin identik oldugunu bildirmislerdir.

Kilic, Schalch ve Stolle (196), ticari olarak iiretilen kiymadan izole edilen
111 C. perfringens izolatmin ribotiplendirildigi ¢alismalarinda 107 farkh
ribopattern belirlemislerdir. Ayn1 ¢caligmada ayrim giicii indeksinin 0.99 oldugu ve
sadece iki izolatm identik ribopattern olusturdugu bildirilmistir.

Yapilan baska bir calismada; Almanya’da bir bakim evinde kiyma haline
getirilmis kalp etinin tiiketilmesine bagh 21 kisinin etkilendigi ve 2 kisinin 61digt
salgindan elde edilen 17 C. perfringens izolat1 Smal enzimi kullanilarak PFGE

yonetimine gore tiplendirilmistir (197). Muhtemel DNase aktivitisinden dolay1
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izolatlarm PFGE yontemi ile tiplendirilemedigi ancak ribotiplendirme yontemi ile
izolatlarin dort fakli grup icinde tiplendirildigi bildirilmistir.

AFLP; genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilerek bolge
spesifik adaptorlerin baglanmas1 sonrast PCR’da restriksiyon fragmentlerinin
amplifikasyonu ve amplifiye edilen fragmentlerin jel -elektroforezinde
goriintiilenmesidir. McLauchlin ve ark. (198), inceledikleri yedi salgmna ait 35
C. perfringens klinik ve gida izolatinin genotiplendirilmesinde AFLP’nin hizli,
duyarli, tekrarlanabilirligi yiiksek ve ayrim giicliniin 1yi oldugunu ifade
etmislerdir.

Sawires ve  Songer  (199), C.  perfringens  izolatlarinin
genotiplendirilmesinde Multiple-Locus Variable Number Tandem Repeat
(MLVNTR) yontemini kullanmislardir. Arastirmacilar kullandiklar: bes lokusun
dordiinii protein kodlayan gen bdlgesinden olusturmuslardir. Kollajen benzeri
proteini (collagen like protein) kodlayan gen bolgesine ait lokus i¢cin 507 bp,
hyalurinidaz tiretimini kodlayan nagK gen bdlgesine ait lokus i¢in yaklasik 262
bp, ORF icinde yer alan parB lokusu i¢in 433 bp, ferr6z iyon transport protein B
geni lokusu icin 481 bp, beta alt iinitesinde riboflavin sentezleyen lokus icin
yaklagik 200 bp’lik primerler kullanarak tekrarlayan lokuslarin haritalanmasi
islemini gergeklestirmislerdir. Toplam 112 C. perfringens izolatin MLV A
genotiplendirme sistemine gore degerlendirildigi bu ¢alismada bes VNTR lokusu
icin ayrim giicii indeks sayisinin 0.995 oldugu bildirilmistir (199).

Chalmers ve ark. (200), 11 farkli hayvan tiirlinden izole edilen ve
epidemiyolojik bakimdan iliskisiz 54 C. perfringens izolat1 ile 6nceden PFGE ile

tiplendirilmis 27 C. perfringens izolatina MLVT yontemini uygulamislardir.
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Kromozomal DNA’nin kodlanmayan bélgelerindeki alt1 lokus i¢in alt1 primer ¢ifti
kullanilan yontemde 54 epidemiyolojik agidan iliskisiz izolatm 35’inde farkhi
MLVA tipi belirlenmistir. PFGE ile daha 6nceden tiplendirilen 1 izolat disinda
diger PFGE tiplerinin MLVT sonuglar1 ayni oldugu bildirilmistir. Niikleazlarin
varligit ve DNA degradasyonuna bagli nedenlerden dolay1 tiplendirilemeyen
izolatlarm PFGE ile benzer ayrim giiciine sahip olan MLVT ile basarili bir sekilde
tiplendirilebilecegi vurgulanmistir.

3.7. Koruma-Kontrol

Ubiquiter 6zellikte olan C. perfringens’in gida zincirine bircok asamada
girebilmesinden dolay1 ¢iflikten sofraya gida giivenligi kapsaminda gerekli tiim
kosullarin saglanmasi diger patojenlerde oldugu gibi bu patojen i¢cinde hayati bir
oneme sahiptir. C. perfringens kaynakli gida zehirlenmelerinin kontroliinde en
onemli noktayr gidalarin hizli bir sekilde sogutulmasi ve gidalarin isitilmasi
sirasinda gidanin tamaminda etkin bir 1sitma isleminin uygulanmasi olusturur.
Pisirme islemi vejetatif C. perfringens’leri yikimlarken sporlarint yikimlayamaz
ve yikimlanabilmesi i¢in konserve gidalar i¢in uygulanan sterilizasyon 1sisina es
deger bir 1s1 gereklidir. Bundan dolay1r gida maddelerinin uygun bir sekilde
sogutulma islemi sporlarin jerminasyonu ve daha sonra hizla cogalmasini
onlemek igin kritik bir 6neme sahiptir. Ozellikle gidalarda tehlike zonu olarak
bilinen 4-60 "C arasinda sogutma isleminin hizla yapilmasina dikkat edilmelidir
(201). Sayet yeterli bir sogutma islemi gerceklestirilememis ise {iriin tiiketilmeden
once 70 ‘C ve tustiinde bir sicaklikta tekrar isitilarak yiiksek miktarlara ulasan
vejetatit C. perfringens’lerin yikimlanmast saglanmalidir. Yeniden 1sitma
isleminde uygulanacak sicaklik C. perfringens sayisim1 en aza (>10 hiicre)

indirecek diizeyde olmasina dikkat edilmelidir (202).
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USDA/FSIS tarafindan et ve tavuk driinleri performans standartlari
rehberinde (letalite ve stabilizasyon ig¢in) islenmis et ve tavuk {riinlerinin 54.5
‘C’den 26.6 'C’ye 1.5 saat i¢inde ve 26.6 'C’den 4.4 ‘C’ye 5 saat, kiirlenmis
tirtinlerde ise 54.5 "C’den 26.6 "C’ye 5 saat ve 26.6 'C’den 4.4 'C’ye 10 saat iginde
sogutma siirecinin tamamlanmasi gerektigi belirtilmistir (203, 204).

ABD Gida ve Ilag Dairesi Perakende Koruma Béliimii (Division of Retail
Food Protection) tiim gidalar i¢in 60 ‘C’den 21 ‘C’ye 2 saat ve 21 ‘C’den 5 'C’ye 4
saat olacak sekilde sogutma isleminin yapilmasini 6nermektedir. Servise hazir
gidalarda C. perfringens gelisimini engellemek amaciyla sicak gidalarin 57 “C’nin
iistliindeki 1silarda bekletilmesi tavsiye edilmektedir (205).

Koruyucu maddeler gida iiriinlerinin daha uzun muhafaza edilmesi ve gida
giivenliginin saglanmas1 acisindan gilinlimiizde yaygm bir kullanim alani
bulmustur. C. perfringens gelisimini engelleyen sodyum nitrit, sodyum klorit,
potasyum siilfat ve sodium stilfat bu maddelerdendir. SLEB olarak adlandirilan
stikroz laurate (GRAS statiisiinde, stabilizer  ve emiilsifier),
ethylenediaminetetraacetate (selatif) ve butylated hydroxyl anisole (fenolik
antioksidan) C. perfringens’in hem vejetatif hem de spor formlar1 {izerine
inhibisyon etkisi vardir (206, 207). USDA; Et ve et {irtinleri ile kanatl tirtinlerinde
GRAS (Generally recognized as safe) statiisiinde olan sitrat ve laktat gibi
antimikrobiyal maddelerin C. perfringens’in kontroliinde kullanilabilecegini
onermektedir (208, 209).

Gidalarda C. perfringens’in gelisimini inhibe etmenin baska bir yolu da
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius subs. salivarius, Lactococcus
diacetilactis ve Enterococcus faecalis gibi diger mikroorganizmalarin

kullanilmasidir (210-213).
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Cok sayida tiiketilebilir bitki C. perfringens’in gidalarda gelisimini
engellemek amaciyla kullanilabilmektedir. Allium sativum (sarmisak), Capsicum
annuum (Sili biberi), Lycopersicon esculentum (domates) ve Zingiber officinale
(zencefil) ekstraklar1 bunlar arasindadir. Glinlimiizde hem dogal hem de kuvvetli
inhibitorik etkiye sahip olmalarindan dolay1 Cassia obtusifolia (sickle) tohumlari,
Cinnamomum cassia (cinnamon) sapi, Coptis japonica (Japanese goldthread),
Corydalis turschaninvii ve Astragalus membranaceus kokleri gibi tibbi bitkiler
C. perfringens kontroliinde kullanilmaktadir (214).

C. perfringens’in vejetatif formu i¢in irradyasyon tekniginin etkili bir
yontem oldugu farkli gida madellerinde farkli 1s1 ve ortam kosullarina gore
C. perfringens’in D degerinin 0.342 kGy’den 0.826 kGy’e kadar degistigi
bildirilmektedir (215). Uluslararas1 saglik ve giivenlik otoriteleri tim gida
maddelerinde uygulanmasi1 gereken maksimum dozun 10 kGy kadar olmasi
gerektigini belirtmektedirler. Bu da C. perfringens agisindan disiintildiigiinde

yaklasik 12-29 log’luk bir diisiise neden olacagi anlamina gelir.
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AMAC

Bircok tilkede ve Tiirkiye’de bildirimi zorunlu gida kaynakli hastaliklar
icerisinde yer almayan, iiremesi i¢in 0zel kosullara ihtiyag duyulan
C. perfringens bakterisinin izolasyonundan molekiiler toksin tiplendirmesine
kadar olan siiregte gida giivenligi ve halk saglig1 acisindan tespit edilmesi etkenin
gilincel prevalanst ve potansiyel etkilerinin belirlenmesi agisindan onemli bir
katma deger saglayacaktir. C. perfringens’in farkli sicaklik ve gida matrikslerinde
yasam kabiliyetinin ve davraniglarinin degisen ve gelisen bilimsel birikim ve
teknolojik gerceklikler paralelinde incelenerek degerlendirilmesi gida muhafaza
tekniklerinin daha etkin bir sekilde kullanimina ciddi katkilar saglayacaktir. Bu
kapsamda, uygun olmayan kesim, muhafaza ve tasima kosullar1 ile capraz
kontaminasyon gibi nedenlere bagli kontamine olabilen tavuk parga etlerinde
C. perfringens varliginin geleneksel izolasyon ve identifikasyon yontemlerine
gore belirlenmesi ve C. perfringens olarak tespit edilen izolatlarin multipleks PCR
metoduna gore cpa, cpb, cpb2, etx, iA ve cpe toksin genleri yoniinden molekiiler
tiplendirilmesi bu ¢aligmanin birinci amacini olusturmaktadir.

Tavuk kanatlar1 kesim prosesi ve anatomik Ozellikleri geregi
C. perfringens gibi gida kaynakli patojenler ile daha fazla kontaminasyona maruz
kalarak gida giivenligi ve halk saglig1 agisindan risk olusturabilmektedir. Gida
muhafaza yontemleri arasinda 6nemli bir yer tutan dondurarak muhafaza metodu
glinlimiizde yaygm bir sekilde kullanilmakta ve vazgecilmezleri arasinda yer
almaktadir. Diisiik sicakliklara karsi duyarliligmmin yiiksek olmasi ile bilinen
C. perfringens’in farkli dondurma sicakliklarinda tavuk kanatlarindaki yasam

kabiliyetinin arastirilmasi bu ¢alismanin diger bir amacini olusturmaktadir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Gerec

Tavuk parca etlerinde (baget, gogiis, kanat, but) C. perfringens’in kiiltiir
yontemi ile tanimlanmas1 ve multipleks PCR yontemi ile toksin genlerine gore
tiplendirilmesi i¢cin Mayis 2011-Agustos 2011 tarihleri arasinda Elazig ilinde
cesitli market, sarkiiteri ve kasaplarda satisa sunulan taze tavuk but (n: 50), gogiis
(n: 50), kanat (n: 50) ve baget (n: 50) olmak iizere toplam 200 6rnek materyal
olarak kullanildi. Ornekler aseptik kosullarda steril numune alma posetleri
icerisine alinarak en kisa siirede ortam sicaklifinda laboratuvara getirildi ve
hemen analizlerine baslandi.

Farkli dondurma sicakliklarinin C. perfringens’in yasam kabiliyeti tizerine
etkisinin belirlenmesi i¢in piyasada satisa sunulan deri ve kemiklerinden
ayrilmamis yaklasik 80 g agwrlhigindaki tavuk kanatlar1 kullanildi. Calisma 3
tekrarl olacak sekilde tasarlandi ve her tekrar icin 24 adet olmak {izere toplam 72

tavuk kanadi kullanild.

4.2. Yontem

4.2.1. Tavuk Parca Etlerinde C. perfringens’in Kiiltiir Yontemi ile
Tamimlanmasi ve Elde Edilen izolatlarin Multipleks PCR Yéntemi ile Toksin
Genlerinin Belirlenmesi

Tavuk parca etlerinde C. perfringens varliginm kiltiir yontemi ile tespiti
ve elde edilen C. perfringens izolatlarinin toksin genleri yOniinden

degerlendirilerek tiplendirilmesi olmak tizere iki farkli asamada gerceklestirildi.
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4.2.1.1. Tavuk Parca Etlerinde C. perfringens’in Kiiltiir Yontemi ile
izolasyonu ve Identifikasyonu

Taze tavuk parca kisimlarinda C. perfringens izolasyonu Baumgart J.
(216), identifikasyonu ise Nordic Committee on Food Analysis (NMKL) (177)
tarafindan Onerildigi sekilde gerceklestirildi. Taze but, gogiis, kanat ve baget
orneklerinden 25’er gram alinarak 225 ml Perfringens Enrichment Medium
[PEM; Fluid Thioglycollate Medium + D-cycloserine] ile karistiricida (Stomacher
400, France) 2 dakika homojenize edilerek anaerobik kosullarda 46 + 1.0 ‘C’de
20-24 saat zenginlestirme islemi uygulandi. Zenginlestirme sonrasi bir 6ze dolusu
almarak D-cycloserine (200mg/500ml) ilaveli TSC agara gegildi ve 46 +1.0 ‘C’de
20-24 saat anaerobik kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, TSC
agarda iireyen siyah renkli C. perfringens siipheli 3-5 koloni identifikasyon i¢in
kanl agara gegilerek 37 'C + 1’de 24 + 3 saat anaerobik kosullarda inkiibe edildi.
Kanli agarda 1-6 mm capinda hemoliz olusturan kolonilere Gram boyama, hareket
ve laktoz fermentasyonu testleri uygulandi (Tablo 8).

Test sonuglarina gore C. perfringens olarak tanimlanan izolatlar toksin
genlerinin tespiti i¢in kullanilincaya kadar % 40 gliserol igeren Cooked Meat

Medium (CMM)’da -80 ‘C’de bekletildi.
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Tablo 8. C. perfringens’in identifikasyonunda NMKL tarafindan 6nerilen kriterler (177)

Testler Test Sonucu
Gram Boyama Gram (+)
Hemoliz +
Hareket -
Laktoz Fermentasyonu +

4.2.1.2. Kiiltiir Yontemi ile izole Edilen C. perfringens Izolatlarinin

Multipleks PCR Yontemi ile Toksin Genlerinin Belirlenmesi

4.2.1.2.1. Referans Suslar

Bu arastirmada toksin genlerinin tespiti i¢in pozitif kontrol olarak C.
perfringens ATCC 13124, NCTC 13110 (ATCC 3626), NCTC 8239 ve CCUG
44727 suslar1 kullanild1 (Tablo 9) (184,187). Belirtilen suslar Dicle Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Boliimii’nden temin edildi.

Tablo 9. Multipleks PCR’da pozitif kontrol amaciyla kullanilan C. perfringens referans

suslarmin toksin gen igerigi

Toksin geni
C. perfringens susu

cpa cpe cpb etx cpb2 iA
ATCC 13124 + - - - - -
NCTC 8239 + + - - - -
NCTC 13110 + - + + + -
CCUG 44727 + + - - - +
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4.2.1.2.2. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu Cetinkaya ve ark. (217) tarafindan Onerilen yontem
modifiye edilerek gerceklestirildi. Kriyovialler i¢inde -80 ‘C’de muhafaza edilen
izolatlar oda 1sisinda ¢ozdiiriildiikten sonra Cooked Meat Medium (CMM)’da
anaerobik kosullarda 37 "C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 300 ul
sivt kiiltiir 1.5 ml’lik bir eppendorf tiipiine aktarildiktan sonra her tiipe 300 pl
TNES buffer (20 mM Tris-pH: 8.0, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, % 0.2 SDS) ve
5 ul Proteinase K (20 mg/ml) eklenerek 56 ‘C’de 2 saat bekletildi. Siispansiyon,
10 dakika kaynatildiktan sonra 600 pl fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1)
ilave edilerek dikkatli bir sekilde elle 2 dakika ters diiz edilip sallandi. On dakika
13000 rpm’de santrifiij edilerek olusan iki katmandan alt faza hi¢ dokunulmadan
iist faz bagka bir eppendorf tiipe alindi. Alinan miktarm 2,5 kat1 kadar % 96’lik
etanol ve 1/10’u kadar 3M sodyum asetat eklenerek -20 ‘C’de bir gece
coktiirmeye birakildi. On dakika 13000 rpm’de santrifuj edilen slispansiyondan
elde edilen pelet sirasiyla % 96 ve % 70’lik 300 pl etanol ile iki defa yikandi ve
her yikamadan sonra 5 dakika santrifiij edildi. Santrifij sonunda alkol
uzaklastirildi ve pelet kurumaya birakildi. Kuruyan pelet {izerine 100 pl steril

distile su eklenerek multipleks PCR’da hedef DNA olarak kullanild1.

4.2.1.2.3. Multipleks PCR Asamasi

Reaksiyonda primer olarak biiyiikliigii 196 ile 655 bp arasinda degisen
parcalar1 amplifiye eden spesifik primerler kullanildi (Tablo 10).

Toplam 50 pl’lik hacimde hazirlanan PCR reaksiyon igerigi; 6 ul 10 x
PCR buffer, 8 ul MgCl,, 9 ul NTP karisimi, 1.0 U Tag DNA Polymerase enzimi,

I’er pl olacak sekilde 40 pmol’liikk cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2 primerleri ile 5 pl
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hedet DNA ve 6 ul distile sudan olustu (Tablo 11). PCR karisimini igeren PCR
tiipleri thermal cycler (ThermoHybaid, England) cihazina yerlestirildi.

PCR amplifikasyonu; 94 ‘C’de 2 dakika 6n denatiirasyon asamasini
takiben, toplam 30 PCR siklusu 94 ‘C’de 1 dakika denaturasyon, 55 ‘C’de 1
dakika hibridizasyon, 72 "C’de 1 dakika uzama ve 1 PCR siklusu 72 ‘C’de 5

dakika son uzama olacak sekilde DNA sentezi ger¢eklestirildi (Tablo 12).

Tablo 10. C. perfringens’in toksin genlerinin belirlenmesinde kullanilan primerlerin

dizilimi

Gen  Oligoniikleotid sekansi (5'-3") Uzunluk (bp) Kaynak

epa GCTAATGTTACTGCCGTTGA 304 180
CCTCTGATACATCGTGTAAG

epb GCGAATATGCTGAATCATCTA 196 180
GCAGGAACATTAGTATATCTTC

ot GCGGTGATATCCATCTATTC 655 180
CCACTTACTTGTCCTACTAAC

i ACTACTCTCAGACAAGACAG 446 180
CTTTCCTTCTATTACTATACG

cpe GGAGATGGTTGGATATTAGG 13 180
GGACCAGCAGTTGTAGATA
AGATTTTAAATATGATCCTAACC

cpb2 567 181

CAATACCCTTCACCAAATACTC
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Tablo 11. Multipleks PCR reaksiyon protokolii

Reaksiyon icerigi

Kullanilan miktar

Distile su oul
PCR buffer (10x konsantrasyonda) 6 ul
MgCl, (25mM) 8 ul
dNTPs (10 mM) 9ol

Her bir toksin gen bdlgesi i¢in ayn1 miktar ve konsantrasyon da;

Primer F (40 pmol/ pl) 1 ul(x6)
Primer R (40 pmol/ pl) 1 ul(x6)
Taq polimeraz enzimi (1.0 U) 1 ul
Ornek DNA 5ul
Toplam hacim 50 pl

Tablo 12. Multipleks PCR siklus protokolii

Sicakhik Zaman Siklus
94 ‘C’de 2 dk. 1 siklus
94 ‘C’de 1 dk.

55 ‘C’de 1 dk. 30 siklus
72 ‘C’de 2 dk.

72 ‘C’de 5 dk. 1 siklus
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4.2.1.2.4. PCR Uriinlerinin Gériintiilenmesi

Amplifiye edilen PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde 90 voltluk akimda
elektroforez igslemine tabi tutulduktan sonra 300 ml distile su i¢ine ilave edilen
ethidium bromid (0.5 pg/ml) ile 30 dakika siireyle boyand1 ve sonuglar 312 nm’lik
dalga boyunda UV transilimiinator (Spectroline, Model TC-312 E/F) ile
gbzlemlendi. Olusan bantlarin molekiiler agirligini saptamak amaciyla 100 bp’lik
DNA ladder (MBI, Fermentas SM 0321)’ dan yararlanildi. Tim PCR
uygulamalarinda pozitif kontrol olarak C. perfringens referans suslar1 (ATCC
13124, NCTC 13110, NCTC 8239 ve CCUG 44727) ile negatif kontrol olarak
distile su kullanild1.

Yukarida belirtildigi sekilde (multipleks PCR asamasi, PCR sikluslari,
elektroforez ile yiirlitme ve UV transiliimiinatdrde goriintiileme) pozitif kontroller
ile optimize edilen multipleks PCR protokolii tavuk parga etlerinden elde edilen

C. perfringens izolatlariin toksin genlerinin belirlenmesinde kullanild1 (Sekil 5).

4.2.1.2.5. Istatistiksel Analiz

Kiiltiir sonuclar1 degerlendirilerek tavuk parga etlerinde C. perfringens’in
bulunma oranlar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak 6nemliligini ortaya
koymak amaciyla SPSS 11.0 (SPSS Inc. Chicago, USA) paket programi ile
Pearson y2 testi uygulandi. P <0.05 bulunan degerler istatistiksel agidan 6nemli

kabul edildi.
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TSC agarda dreven
sivah renkli koloniler

l

Kanls agarda gift
zonlu hemoliz

Laktoz Harekettesti Mikrozkobik gériintii
fermentasyonu Gram (+) basziller

Multipleks PCR ile Toksin Genotiplendirme

J 40l

C. perfringens Toksin Geni

o ope oph et ophl M
ATCC131M + : . : 3
NCTC 8239 + 2 .
NCTC 13110 + + + + :
CCUGTT + +

Toksin genlerime gire tiplendirme TV alunda goramtilerne PCE ve

Elektroforez

Sekil 5. C. perfringens’in tavuk parca etlerinden kiiltiir yontemi ile

izolasyonu, identifikasyonu ve toksin genlerinin Multipleks PCR ile belirlenmesi
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4.3. Farkh Dondurma Sicakhklarinda C. perfringens’in Yasam

Kabiliyetinin Arastirilmasi

4.3.1. Referans Sus
Bu calismada referans sus olarak Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Boliimii’nden temin edilen C. perfringens’e ait cpe

(+) NCTC 8239 (Hobbs serotype 3) susu kullanildi.

4.3.1.2. inokiiliimun Hazirlanmasi

Inokiiliim, Juneja ve ark. (218) tarafindan dnerilen 75°C’de 20 dakika 1s1
soku ve sonra 37°C’de 6 saat inkiibasyon islem basamagi atlanarak, modifiye
edilerek hazirlandi. CMM i¢inde bekletilen stok kiiltiirden 1 ml alinip 9 ml’lik
taze hazirlanmis Fluid Thioglycollate Medium (FTM) tiiplerine inokiile edilerek
anaerobik kosullarda 37 “C’de 18 saat inkiibe edildi. Daha sonra bu kiiltiirden 1 ml
almarak 9 ml FTM tiipiine aktarildi ve 37'C’de 6 saat daha inkiibe edildi. Oda
sicakligimda 10 dakika 7700 x g’de santrifiij islemi uygulandi ve iistte kalan
siipernatant uzaklastirilarak pelet steril % 0.1 peptonlu su (w/v) ile yikand1 ve bu
islem iki kez tekrar edildi. Elde edilen pelet 100 ml steril % 0.1 peptonlu su
icerisinde siispanse edildikten sonra tavuk kanatlarinin kontaminasyonu ig¢in

kullanildz.

4.3.1.3. Kanat Orneklerinin Kontaminasyonu

Kanat yiizeyindeki hedef kontaminasyon seviyesi 10° kob/cm® olacak
sekilde 10° kob/ml vejetatif C. perfringens susunu igeren kontaminasyon
soliisyonu steril cam baget yardimi ile kanat yilizeyine siiriildii. Etkenin kanat

ylizeyine yapigsmasini saglamak icin yaklasik 5 dk. askida bekletildi.
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4.3.2. Dondurma ve Muhafaza Asamasi

Kontamine edilen kanat oOrnekleri farkli sicakliklarda dondurmanin
etkisine gore li¢ gruba ayrildi. I. grup igin -12 + 1 "C’de dondurma ve muhafaza,
II. grup igin -18 + 1 ‘C’de dondurma ve muhafaza, III. grup i¢in -40 + 1 'C
arasinda 1 giin dondurma ve -18 = 1 ‘C’de muhafaza islemi uyguland1 (Sekil 6).
-40 + 1 ‘C’de dondurma islemi Elazig ilinde faaliyet gdsteren Oz Ugur
Tavukguluk A.S’nin dondurma tinitesinde yapildi. -12 + 1°C ve -18 + 1'C’lerde

dondurma ve muhafaza i¢in Anabilim Dali’nda bulunan derin dondurucular

i~
o o . ©
—— k“"‘—-.__ -
i
\‘ ——
L. Grup II1. Grup
II. Grup oy
-12=1 "C "de 24 40 £1 "C'de
saat dondurma ve =181 'C "de 24 saat
_12+1 "C "de 24 saat dondurma dondurma ve
muhafaza ve -18=1 "C "de
-1821 *C "de muhafaza
muhafaza
kullanildi.

Sekil 6. cpe (+) Clostridium perfringens ile kontamine edilen tavuk

kanatlar1

4.3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi ve Mikrobiyolojik Analizler
Tavuk kanatlarinda kontaminasyon diizeyini belirlemek amaciyla

mikrobiyolojik analizler yapildi. Dondurulmus 6rnekler FSIS tarafindan 6nerildigi
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sekilde buzdolab1 sicakliginda ¢oziindiirme isleminden sonra mikrobiyel sayima
gecildi (219,220). Aseptik kosullarda 4 x 2 cm’ olacak sekilde ayarlanmis steril
levhalar ile toplam 8 cm®’lik kanat derisi ensizyon yontemi ile almarak 40 ml
% 0.1’lik peptonlu su ile 1 dak. karistiricida (Stomacher 400, France) homojenize
edildi. Homojenizattan 1ml alinarak 1/10’luk diizende 1/10%"ya kadar seyreltildi.
TSC agarda plaklara cift seri ekim ile anaerobik kosullarda 18-24 saat 37 ‘C’de
inkiibe edildi. Muhafazaya bagli tavuk kanatlarinda C. perfringens’in sayisindaki
degisimleri belirlemek i¢in 0., 1., 7., 14., 28., 56., 98. ve 112. giinlerde

mikrobiyolojik analiz yapildi.

4.3.2.2. C. perfringens Sayisinin (kob/cm?®) Hesaplanmasi
C. perfringens sayisi asagidaki formiil kullanilarak kob/cm” ¢evrildi.
Log;okob/cm® = log;o [kob/ml x sulandirma miktari/toplam yiizey alan (cm®)]

Log;okob/em® = log;o [kob/ml x 40/8]

4.3.2.3. Istatistiksel Analiz

Incelenen degerler bakimindan gruplar arasindaki ve grup i¢i donemler
arasindaki farkliligin 6nem derecesini saptamak amaciyla istatistiksel analizler
yapildi. Veriler varyans analizine (ANOV A) tabi tutuldu. Ortalamalar Fisher’in en
kiiciik kareler farki (Fisher’s Least Significant Difference-LSD) metoduna gore
ayristirildi. Istatistiksel dnem derecesi a = 0.05 olarak kabul edildi. Verilerin
analizleri Statistical Analysis System (SAS) paket programi kullanilarak yapildi

(221).
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5. BULGULAR
5.1. Tavuk Parca Etlerinde C. perfringens’in Kiiltiir Yontemiyle
Tanmimlanmas1 ve Toksin Genlerinin Multipleks PCR Yontemi ile

Belirlenmesi

5.1.1. Tavuk Parca Etlerinde C. perfringens’in Kiiltiir Yontemi ile
Tanimlanmasi

Bu calismada, Elaz1g ilindeki ¢esitli market, sarkiiteri ve kasaplarda satisa
sunulan taze tavuk but (n: 50), gogiis (n: 50), kanat (n: 50) ve baget (n: 50) olmak
iizere toplam 200 tavuk parca 6rnegi PEM’de zenginlestirme islemi uygulandiktan
sonra TSC agar besiyerine gecildi. Bu besiyerinde {ireyen siyah renkli koloniler
C. perfringens siipheli olarak kabul edildi ve tesadiifi se¢ilen 3-5 adet koloniye
identifikasyon i¢in mikroskobik muayene ve biyokimyasal testler uygulandi.
Analiz bulgular1 sonucunda toplam 200 tavuk parga etinin 154 (% 77)’ilinde siyah
renkli C. perfringens siipheli kolonilerin gelistigi ve elde edilen 568 siipheli
izolattan 558 (% 98.2)’inin mikroskobik muayene ve biyokimyasal testler
sonucunda C. perfringens oldugu saptandi (Tablo 13, Tablo 14, Sekil 7, Sekil 8).
C. perfringens prevalansinin kanat-gogiis ile kanat-baget arasinda istatiksel agidan

onemli oldugu tespit edildi (P <0.05).
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Tablo 13. Tavuk parca etlerinde C. perfringens prevalansi

Numune C. perfringens Pozitif Ornek Sayis1 ve Yiizdesi

N () * %
But 50 404" 80
Gogiis 50 334 66
Kanat 50 47" 94
Baget 50 344 68
Toplam 200 154 77

" Pearson Ki-Kare
A,B: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklilik 6nemlidir (P <0.005).

Tablo 14. Tavuk parga etlerine gore C. perfringens izolatlarinin dagilimi

Toplam izolat Pozitif izolat Negatif izolat o
Numune Yo
Sayis1 (n) Sayisi Sayisi
But 153 152 1 99.4
Gogiis 103 100 3 97.0
Kanat 174 169 5 97.1
Baget 138 137 1 99.3
Toplam 568 558 10 98.2
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Kanat
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Sekil 7. Tavuk parca etlerine gore C. perfringens’in dagilimi

200
a 175
=
2 150
=
g 125
<)
= 75
=
<5 50
2,
U 25
0 e
Kanat But Baget Gogls
| W Pozitif izolat sayisi 169 152 137 100

Sekil 8. Tavuk parca etlerine gore C. perfringens izolat sayilarmin dagilimi
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5.1.2. C. perfringens’in Toksin Genlerinin Multipleks PCR ile
Belirlenmesi

Calismada, kiiltiir yontemi ile belirlenen toplam 558 C. perfringens
izolatindan ekstrakte elde edilen DNA 6rneklerinde multipleks PCR reaksiyonu
sonras1 yapilan agaroz jel elektroforezinde cpa icin 324 bp, cpb igin 196 bp, efx
icin 655 bp, i4 i¢cin 446 bp, cpe i¢cin 233 bp ve cpb2 i¢in 567 bp biiyiikligiinde
bantlarin olusumu beklendi. Multipleks PCR islemi sonucunda 545 izolatin
tamaminin cpa, 12 (% 2.1)’sinin hem cpa hem de cpb2 ve 1 (% 0.1)’inin hem cpa
hem de cpe toksin genlerini icerdigi tespit edildi (Sekil 9). Ayrica izolatlarin
hi¢birinin cpb, etx veya i4 toksin genlerinden herhangi birini bulundurmadigi
saptandi (Tablo 15). Bu sonuclar ile 558 C. perfringens izolatinin 545
(% 97.6)’inin tip A, 12 (% 2.1)’sinin ¢pb2 (+) tip A ve 1 (% 0.1)’inin cpe (+) tip
A oldugu belirlendi (Tablo 16). Tavuk parca etlerinden multipleks PCR ile tespit
edilen bazi cpa, cpb2 ve cpe genleri ile pozitif kontrol olarak kullanilan referans

suslarin elektroforez jel goriintiileri Sekil 10, 11 ve 12°de verilmistir.

Tablo 15. Tavuk parca etlerinden elde edilen C. perfringens izolatlarinda toksin gen

varhiginin dagilimi

Toksin Geni Kanat Parca Etleri Pozitif Toksin Gen Sayisi

But Gogiis Kanat Baget

cpa 149 (+) 98 (+) 163 (+) 135(+) 558
cpe - - 1(+) - 1
cpb2 3(+) 2(+) 5(+4) 1(+) 12
cpb - - - - -
elx - - - - -
iA - - - - -
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Tablo 16. Tavuk parca etlerinde C. perfringens izolatlarmin toksin gen varligmna gore

tiplendirilmesi

Ornek Kontamine C. perfringens

Numune =
Sayisi Ornek Sayisi Tip A Tip A-cpb2  Tip A-cpe

But 50 40 (% 80)  149(%98) 3 (%2) -
Baget 50 34 (% 68) 98 (% 98) 2 (%2) -
Kanat 50 47 (% 94) 163 (%96.4) 5(%2.9)  1(%0.5)
Gogiis 50 33(%66)  135(%98.5) 2 (% 1.5 -

Toplam 200 154 (% 77) 545 (%97.6) 12(%2.1) 1(%0.1)

bt
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=
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-
[=H
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e
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=
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§
%‘
13
i
0

cpa geni M cpa geni

~ M cpe geni
cpb2 geni Gogus

M cpb2 geni

Sekil 9. Tavuk parga etlerinden elde edilen C. perfringens izolatlarinda toksin gen

dagilimi
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Sekil 10. Calismada kullanilan pozitif kontrollerin ethidium bromid ile
boyanmis agaroz jel goriintimii

M- DNA ladder (100 bp)

1- Multipleks PCR: c¢pb, cpe, cpa, iA, cpb2, etx toksin genleri pozitif
2- ATCC 13124: cpa geni pozitif

3- NCTC 8239: cpe ve cpa geni pozitif

4- NCTC 13110: ¢pb, cpa, cpb?2 ve etx geni pozitif

5- CCUG 44727: cpa ve iA geni pozitif

6- Negatif kontrol
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Sekil 11. cpa ve cpb2 geni pozitif bazi C. perfringens izolatlarmin
ethidium bromid ile boyanmis agaroz jel goriiniimii

M- DNA ladder (100 bp)

1- Multipleks PCR: c¢pb, cpe, cpa, iA, cpb2, etx toksin genleri pozitif
2- NCTC 13110: ¢pb, cpa, cpb2 ve etx genleri pozitif

3- 12: cpa ve cpb2 geni pozitif bazi C. perfringens tavuk eti izolatlar
13- Negatif kontrol
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655 bp —p
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446 bp —»

324 bp —»
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196 bp —»

Sekil 12. cpa ve cpe geni pozitif C. perfringens izolatinin ethidium bromid
ile boyanmis agaroz jel goriiniimii

M- DNA ladder (100 bp)

1- Multipleks PCR: ¢pb, cpe, cpa, iA, cpb2, etx toksin genleri pozitif
2- NCTC 8239: cpe ve cpa genleri pozitif

3- ¢pa ve cpe geni pozitif C. perfringens tavuk eti izolati

4- Negatif kontrol
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5.2. Farkh Dondurma Sicakhklarimin C. perfringens’in Yasam
Uzerine Etkisi

Tavuk kanatlarinda -12 = 1 ‘C’de dondurma ve muhafaza, -18 + 1 ‘C’de
dondurma ve muhafaza, -40 = 1 ‘C’de 1 giin dondurma ve -18 £ 1 ‘C’de
muhafazanin C. perfringens’in yasami iizerine etkisi incelendi. C. perfringens
sayis1 bakimindan 1. grup ile II. ve III. gruplar arasindaki farkin istatiksel olarak
onemli oldugu bulundu (P <0.05) (Tablo 17, Sekil 13). 0. giinden muhafazanin
sonuna kadar (112. giin) II. ve III. gruplar arasinda fark 6nemsizken (P >0.05), I.
grupta 0. giinden muhafazanin sonuna kadar giinler arasinda farkin istatiksel
acidan 6nemli oldugu (P <0.05) saptand:.

Tavuk kanatlarinda 0. giinde C. perfringens ile kontaminasyon diizeyinin
ortalama 6.35 log;o kob/cm’ oldugu bunu takiben 1. giinde; L. grupta 0.81 logo
kob/cn’, II. grupta 1.03 log;o kob/cm® ve III. grupta 1.18 log;o kob/em®’lik bir
diisiis saptandi.

Muhafaza siiresine bagli olarak C. perfringens sayisindaki en fazla diisiis
muhafazanin 56. giiniinde 1.85 log;o kob/cm’ ile I. grupta saptandi. Muhafazanin
28. gilintinde II. grupta C. perfringens sayisinda herhangi bir degisim saptanmaz
iken diger 2 grup arasinda en diisitk azalma, 28. giinde 0.02 log;o kob/cm’ ile III.
grup ve 14. giinde 0.24 log;o kob/cm*’lik bir azalma ile I. grup oldugu belirlendi.

Muhafaza sonunda (112. giin) C. perfringens diizeyi; 1. grupta; tespit
edilebilir diizeyin altinda, II. grupta; 4.23 log;o kob/cm® ve IIL. grupta; 4.30 logo

kob/cm? olarak tespit edildi.
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Tablo 17. Farkli dondurma sicakliklarmin tavuk kanatlarinda C. perfringens’in yasamu iizerine etkisi (log;o kob/cm® n=72)

GUNLER
GRUPLAR
0.giin 1.giin 7.giin 14.giin 28.giin 56.giin 98.giin 112.giin
Lgrup  6.35%+0.13 5.544+0.03 4.31%"+0.04 4.07%"£0.10  3.60*°£0.05  1.75+0.09  1.58%+0.05 <1
ILgrup  6.35%%0.13 5.32%9+0.04 4.40"°™£0.03 4.37°°™+0.03 4.32°™+0.01 4.325™+£0.02 4.24%°™+0.03 4.23*"+0.03

MLgrup  6.35+0.13  5.17'+0.11  4.50°™+0.07 4.43"+0.04 4.41°"£0.04  4.38°™+0.02 4.35°"+0.03 4.30"™+0.01

ABC; Ayni siitunda yer alan ortalamalardan farkl iist simgeyi tasiyanlar istatiksel bakimdan dnemlidir (P <0.05).
klmnpr; Ayni satirda yer alan ortalamalardan farkl iist simgeyi tagiyanlar istatiksel bakimdan énemlidir (P <0.05).
I. Grup; -12+1 'C’de dondurma ve muhafaza

II. Grup; -18+1 ‘C’de dondurma ve muhafaza

II1. Grup; -40+1 "C’de 1 giin dondurma ve -18 "C’de muhafaza
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Sekil 13. Farkli dondurma sicakliklarinin C. perfringens’in yasami iizerine etkisi
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6. TARTISMA

6.1. Tavuk Parca Etlerinde C. perfringens’in Kiiltiir Yontemi ile
Tanimlanmasi

Insanlarda C. perfringens’e bagh gida kaynakli hastaliklarm ortaya
cikmasinda proteinden zengin hayvansal kaynakli gidalar biiylik o6nem
tagimaktadir. Etken Ozellikle ¢ig et ve bu etlerden hazirlanmis ¢ig veya yetersiz
pisirilmis et liriinlerinde yaygin olarak bulunmaktadir.

Bu calismada ¢esitli market, sarkiiteri ve kasaplarda satiga sunulan toplam
200 tavuk parca etinde (50 adet tavuk but, 50 adet tavuk gdgiis, 50 adet tavuk
kanat ve 50 adet tavuk baget) klasik kiiltiir teknigi kullanilarak C. perfringens
varliginin belirlenmesi ve C. perfringens olarak belirlenen izolatlarim multipleks
PCR ile toksin genlerine gore tiplendirilmesi yapildi. Bu amagla almman toplam
200 ornegin 154 (% 77)’linlin C. perfringens ile kontamine oldugu saptandi. Bu
calismadaki bulgulara benzer olarak Hindistan’da market ve kesimhanelerden
toplanan tavuk etlerinin % 70.4’niin (169), Pekin’de tiiketime sunulan tavuk
karkaslarmin % 88’inin (164), Misir’da bakkal ve siipermarketlerde satisa sunulan
19 tavuk butunun 11 (% 57.9)’inin C. perfringens ile kontamine oldugu tespit
edilmistir (161). Arastirma sonucunda tavuk parga et 6rneklerinden izole edilen C.
perfringens prevalansmin yiikksek olmasinda, etkenin ubiquiter Ozellikte
olmasinin, kanath kesimhane kosullar1 ve etkenin saglikli veya hasta tavuklarin
digkisinda bulunabilmesinin etkili oldugu ifade edilebilir. Etkenin saglikli
hayvanlardan izolasyonu i¢in yapilan ¢alismalarda Gotze (222), 100 adet broyler
diskisinin 41 (% 41)’inde, Miwa ve ark. (154), 50 adet broyler digskisnin 40

(% 80)’1nda, Tschirdewahn ve ark. (223), tavuk disk1 6rneklerinin % 80’ininde C.
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perfringens’i tespit etmislerdir. Ozellikle tavuk kesimhanelerinde birgok
kontaminasyon noktasinin (tily 1slatma, tily yolma, i¢ organlarin ¢ikarilmasi,
sogutma, pargalama ve ambalajlama) varligi, barsak igeriginde etkenin diisiik
oranlarda bulunmasi durumunda dahi ¢apraz kontaminasyon agisindan 6nemli
oldugunu gostermektedir. Kesimhane ve et igletmelerinin sanitasyon ve hijyenik
kosullarinin yeterli diizeyde olmadigi, bicaklarmn, tezgahlarin, isleme makinalari
gibi alet ve ekipmanlar ile ¢alisan personelin ¢apraz kontaminasyonlara neden
oldugu bildirilmistir (224-226). Heikinheimo ve ark. (153), yaptiklar1 bir
arastrmada herhangi bir gastrointestinal sistem hastaligi belirtisi gostermeyen
saglikli 137 gida calisanina ait digki Orneginin 25 (% 18.4)’inde cpe (+)
C. perfringens’i saptamislardir. Bu durum gida calisanlarinin etken acisindan gida
maddelerinin iiretiminden servisine kadar olan agamalarda muhtemel bir kaynak
olusturabilecegini gostermektedir.

Miki ve ark. (155), Fluid Thioglycollate Medium (FTM) ile en muhtemel
sayt (EMS) yontemini kullandiklar1 ¢aligmalarinda Japonya’nin Wakayama
sehrinde satisa sunulan 33 tavuk etinin 32 (% 97)’sinde ve 22 tavuk kiymasinin 22
(% 100)’sinde, Cakmak ve ark. (227), Tirkiye’nin Ankara ilinde kanath
kesimhanelerinden topladiklar1 40 donmus tavuk kiymasinin FTM ile EMS
yontemine gore 28 (% 70)’inin degisik diizeylerde C. perfringens ile kontamine
oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada tavuk parca etlerinde C. perfringens
varli§it FTM’de zenginlestirme islemi uygulandiktan sonra tespit edilmistir.
FTM’nin kullanilmas1 ortamin se¢iciligini arttirarak bazi fakiiltatif veya anaerobik
mikroorganizmalarin baskilanmasmi ve ayni zamanda hasar gormiis C.

perfringens’lerin gelisimi i¢in uygun bir ortam olusturarak tavuk parga etlerinde
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muhtemel diisiik sayidaki C. perfringens’in tespit edilebilir oranimi arttirdigi
disiiniilmektedir. Calismada C. perfringens prevalansmin (% 77) yiiksek
bulunmasi ve elde edilen siipheli 568 izolatin 6nemli bir cogunlugunun (% 98.2)
C. perfringens olarak belirlenmis olmasi bu diisiinceyi destekler niteliktedir. Ayni
sekilde ABD’de yapilan bir ¢calismada satisa sunulan toplam 887 et ve et iirlinii ile
baliktan olusan gida maddelerinin 278 (% 31.2)’inde 0 ile 23 EMS/g arasinda C.
perfringens tespit edildigi ve kullanilan FTM’nin C. perfringens geri kazanimini
yaklagik 50 kat arttirdig: bildirilmistir (166).

Buna karsin ABD’nin Massachusetts eyaleti ile Pennsylvania eyaletinin
Pittsburgh kentinde satisa sunulan tavuk etlerinde Lin ve Labbe (165), 19 tavuk
eti orneginin 4 (% 21)’linlin; Wen ve McClane (166), 147 tavuk etinin 56
(% 38)’smin; Japonya’nin Aichi Prefecture ve Shimane Prefecture bolgelerinde
market, sarkiiteri ve ac¢ikta sunulan tavuk etlerinde sirasiyla Saito (147), 68 tavuk
eti orneginin 16 (% 24)’smin, Fukushima ve ark. (162), 120 tavuk etinin 13
(% 10.8)’iiniin; Lindblad ve ark. (228) ise Isve¢’te 10 farkli tavuk
kesimhanesinden 1 yil boyunca topladiklar1 636 tavuk karkasnin 114
(% 18)’liniin C. perfringens ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Bu sonucun
tez calismasindaki bulgulardan diisiik oldugu, bunun da kesimhaneler arasindaki
teknolojik farkliliklar, 6rnekleme teknigi ve sayisi ile metodolojik farkliliklardan
kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Kanath et ve triinlerinde C. perfringens’in prevalansina yonelik yapilan
arastirmalarda tespit edilen prevalans degerlerinin bu ¢alismay1 destekler sekilde
oldugu goriilmiistiir (33, 229). Bu kapsamda hindi etlerinde C. perfringens

diizeyini belirlemeye yonelik yapilan bir aragtirmada; 55 hindi kiyma 6rneginin 40
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(% 73.0)’mm C. perfringens ile kontamine oldugu belirlenmistir (230). ABD
Tarim Bakanligi Gida Giivenligi ve Kontrolii Servisi (USDA/FSIS) tarafindan
incelenen 296 hindi kiymasmin 82 (% 28.1)’sinde C. perfringens tespit edildigi
bidirilmistir (163). Tirkiye’de yapilan bir caligmada; Ankara’da marketlerde
tiketime sunulan toplam 100 hindi kiymasi Orneginin 58 (% 58)’inde
C. perfringens saptanmistir (231).

Bu c¢alismada kanat ve goglis ile kanat ve baget Ornekleri arasinda
C. perfringens prevalansinin istatiksel ag¢idan Onemli oldugu tespit edildi
(P <0.005). Kanat orneklerinde C. perfringens prevalansmin % 94 gibi yliksek bir
oranda bulunmasi kanatlarin topografik olarak anatomik yerlesimi, morfolojik
yapisi, tavuk kesim prosesi, teknolojik farkliliklar ile uygulanan dekontaminasyon
tekniklerinin yetersiz kalmasindan kaynaklandig diistiniilmektedir. Tavuk parca
etlerinin mikrobiyel kalitesi ile ilgili Tirkiye’de yapilan bir arastirmada
Istanbul’da satisa sunulan cesitli markalara ait 30 adet kanat, 30 adet but ve 30
adet gogiis olmak {lizere toplam 90 adet tavuk parca eti numunesinde toplam
mezofil aerobik bakteri sayisi kanatlarm 29 (% 96.6)’unda, butlarm 24
(% 90)linde ve gogislerin 21 (% 70)’inde 5.01-7.01 log;okob/g arasinda, E. coli
kanat orneklerinin 29 (% 96.6)’unda, but 6rneklerinin tamaminda (% 100) ve
gogiis orneklerinin 25 (% 83.3)’inde, anaerob mikroorganizmalar kanat ve
butlarin 5 (% 16.7)’inde, gogiislerin 3 (% 10)’linde saptanmustir (232). Benzer bir
calismada Astorga ve ark. (233), kanat orneklerindeki toplam mezofil aerobik
bakteri sayisin1 yaklagik olarak 5.85 log;o kob/g, but drneklerinde ise 5.79 logo
kob/g, Berrang ve ark. (234) ise tavuk parca etlerinin derili ve derisiz olduklar1

durumlarda Campylobacter, E. coli, koliform ve toplam aerobik bakteri ytiklerini
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belirlemek amaciyla yaptiklar1 arastirmalarinda, ticari bir igsletmeden i¢ organlarin
cikarilmasmdan once ve sonra olmak iizere iki asamada aldiklar1 gégis, kalga ve
but eti drneklerinde derideki mikroorganizma yiikiiniin derisiz et kisimlarindaki

mikroorganizma yiikiinden 6nemli oranda daha fazla oldugunu saptamislardir.

6.2. C. perfringens’in Toksin Genlerinin Multipleks PCR ile
Belirlenmesi

C. perfringens A tipi gida kaynakli hastalik durumlarinda digki veya gida
materyallerinde yliksek diizeyde C. perfringens tespitinin etkenin insan barsak
florasinda da bulunabilmesinden dolay1 epidemiyolojik ac¢idan bir degerlendirme
ve kesin teshis i¢in yeterli degildir. Bu amagla siipheli materyallerden direk
ELISA ya da diger serolojik yontemler ile enterotoksin varliginin tespitinin
yapilmast veya elde edilen izolatlarin toksin genleri veya akrabalik dereceleri
yoniinden degerlendirilmesi gerekir (165). Serolojik yontemlerle diski gibi klinik
materyallerde toksin tespiti miimkiin iken gida maddelerinde etkenin toksin
sentezleyebilmesi i¢in optimal kosullarn bulunmamasindan dolayr serolojik
testler ile toksin varligmin tespiti miimkiin degildir. Bundan dolayr gida
materyallerinden elde edilen C. perfringens izolatlarinin molekiiler yontemler ile
hizli ve giivenilir bir sekilde toksin genleri (cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2)
yoniinden degerlendirilmesi gereklidir (165, 180). Bu amagcla giinlimiize kadar
dublex PCR veya multipleks PCR gibi farkli protokoller ile DNA
amplifikasyonunu temel alan yontemler gelistirilmistir. Bunlar arasinda yer alan
multipleks PCR bir¢ok arastirmaci tarafindan C. perfringens’in toksin genlerine
(cpa, cpb, etx, iA, cpe ve cpb2) gore tiplendirilmesinde basarili bir sekilde

kullanilabilecegi ifade edilmistir (167, 168, 180, 184).
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Bu calismada kiiltiir yontemi ile C. perfringens olarak tespit edilen
izolatlar, multipleks PCR ile cpa, cpe, cpb, etx, cpb2 ve iA toksin genlerinin
varlig1 tespit edilerek tiplendirildi. C. perfringens olarak belirlenen 558 izolatin
545’inin yalniz cpa geni, 12’°sinin cpa ve cpb2 geni, 1’inin ise cpa ve cpe genleri
yoniinden pozitif oldugu tespit edilerek sirasiyla C. perfringens tip A, cpb2 (+)
C. perfringens tip A ve cpe (+) C. perfringens tip A olarak tiplendirildi.
C. perfringens tip A’nin yeryliziinde genis bir dagilima sahip olmasi ve tiim
C. perfringens tiplerinde cpa’nin ortak gen olmasi bulgularin bu yonde tespit
edilmesinde 6nemli etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

C. perfringens A, B, C, D ve E tiplerinin insan ve hayvanlarda farkl
karakterde hastaliklara neden oldugu bildirilmistir (84). Yapilan epidemiyolojik
calismalar insanlarda C. perfringens tip A kaynakli zehirlenme vaka ve salginlari
cpe (+) C. perfringens tip A izolatlar1 tarafindan sentezlenen enterotoksin ile
baglantili oldugu yoniindedir (69). Ridell ve ark. (197), gida kaynakli 36 salgin ile
iligkili 28’1 gidadan ve 43’i diyareli diskidan olmak tizere 71 C. perfringens
izolatin1 PCR ile cpe geni yoniinden inceledikleri ¢calismalarinda 28 gida izolatinin
24 (% 86)’tiniin ve 43 digki 0rneginin 38 (% 88)’inin cpe geni tasidigini
saptamislardir. Benzer sekilde Fach ve Popoff (179), gida kaynakli salgmlarla
iligkili gida ve biyolojik materyallerden izole edilen 24 C. perfringens izolatinin
tamaminin cpa ve 7’sinin cpe geni yoniinden pozitif oldugunu bildirmistir. Bu
durum cpe (+) C. perfringens tip A izolatlarinin gida, ¢cevre veya klinik izolatlarda
belirlenmesini halk saglig1 ve gida giivenligi acisindan oncelikli hale getiren bir
unsurdur. Ancak C. perfringens tip A izolatlarinin ¢ok az bir kisminin (% 1-5) cpe

geni yoniinden pozitif oldugu belirtilmektedir (235, 236). Bu ¢alismada da 200
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tavuk parga etinden yalnizca 1’inde cpe (+) C. perfringens tip A tespit edilmis
olmas1 bu durumu destekler niteliktedir. Benzer sekilde Lin ve Labbe (165), 133
gida Orneginde tespit ettikleri C. perfringens izolatlarmin tamaminin cpa geni
tasidigin1 ancak cpe geni yoniinden negatif oldugunu saptayarak tiiketime sunulan
gida maddelerinde cpe izolatlarinin ¢ok nadir bulundugunu ifade etmislerdir. Erol
ve ark. (167), hindi etlerinden izole ettikleri 22 C. perfringens izolatin1 multipleks
PCR ile tiplendirdikleri ¢aligmalarinda izolatlarin tamaminin cpa genini icerdigini
ancak cpe, cpb, etx, cpb2 veya iA toksin genlerinden herhangi birinin
bulunmadigini saptamiglardir. Wen ve McClane (166), 147 tavuk eti 6rneginin 56
(% 38.0)’sindan izole ettikleri C. perfringens’lere uyguladiklar1 multipleks PCR
sonucunda 24 izolatin cpa, 27 izolatm cpb2 ve 1 izolatin cpe geni tasidigini
saptamislardir. Ayni calismada, toplam 887 et ve et iirlinlinden elde edilen
izolatlarda yapilan multipleks PCR analizlerinde 201 izolatta cpa, 47 izolatta cpb?2
ve sadece 10 (% 1.4) ornekte cpe (+) C. perfringens izole edilebilmistir. Miki ve
ark. (155) ise C. perfringens’e bagh gida kaynakli zehirlenmelerin 6nemli
nedenleri arasinda yer alan domuz, sigir ve kanatli etlerinden olusan toplam 200
hayvansal kaynakli gida 6rneginden izole ettikleri 212 C. perfringens izolatini
multipleks PCR ile tiplendirdikleri calismalarinda, izolatlarin tamaminda (% 100)
cpa, 143 (% 71.5)’linde cpb2 ve 8 (% 3.77)’inde cpe genini tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Arastirmacilar ayni c¢alismada cpe pozitif olan izolatlarin cpb?2
geni icermedigini ve analiz edilen 55 tavuk eti ve kiymasinin 93’iiniin
C. perfringens tip A (cpa pozitif), 84’linlin cpb2 (+) tip A ve 1’inin cpe (+) tip A

olarak belirlemislerdir.
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Enterotoksijenik C. perfringens’in diger et tiirlerinde varligi ile ilgili
yapilan bir calismada incelenen 315 taze sosis, 100 hamburger eti ve 100 kiyma
olmak iizere toplam 515 et 6rneginden elde edilen 126 izolatin 123 (% 97.2) liniin
tip A, 2 (% 1.6)’sinin tip C ve 1 (% 0.79)’inin tip E olarak saptandigi ve 9 (% 7.1)
izolatin enterotoksin iiretebilme kabiliyetinde oldugu bildirilmistir (168).

Bu calismada tavuk parga etlerinden elde edilen C. perfringens
izolatlarmin 12’°sinin cpb2 geni tasidigl ve cpe (+) olarak tespit edilen 1 izolatin
cpb2 geni bulundurmadigi saptandi. Bu calismaya benzer olarak gida maddeleri
ile ilgili yapilan arastirmalarda cpe ve cpb2 genlerinin ayni izolatta tespit edildigi
bir literatiire rastlanilamamistir. Epidemiyolojik arastirmalar cpb?2 geni tarafindan
kodlanan C. perfringens beta 2 toksin (CPB2)’in sicakkanli hayvanlarda farkli
gastro intestinal hastaliklara neden oldugunu gostermektedir (181, 237-239).
Insanlarda ise bu toksine bagli herhangi bir gida zehirlenme vakasinin oldugu ile
ilgili bir veri bulunmamakla beraber plazmidal cpe (+) C. perfringens izolatlariin
insanlarda neden oldugu antibiyotik iliskili diyareler ile ani 6liim sendromuna
bagl vakalarda cpb2 geninin rol oynayabilecegi belirtilmektedir (69). Fischer ve
ark. (240), ani 6lim sendromu ve antibiyotik iliskili diyarelerden elde edilen 79
plazmidal cpe (+) C. perfringens izolat1 iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarmmda bu
izolatlarin 48’inin cpb2 genini tasidigini bildirmis olmalar1 bu durumu destekler
niteliktedir (240). Aymi arastirmacilar insan gastrointestinal hiicre kiiltiirii
modellemelerinde CPB2 toksinin sitotoksik etki gosterdigini bununda CPE
toksinin neden oldugu ani 6liim sendromu ve antibiyotik iliskili diyarelerdeki
semptomatik farkliliklarin agiklanmasinda Onemli bir katki yaptigini ifade

etmislerdir.
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Ozellikle tavuk parga etlerinde (but, baget, kanat ve gogiis)
C. perfringens’in izolasyon, identifikasyon ve toksin tiplendirilmesine yonelik
Tirkiye’de ve diger lilkelerde gerceklestirilmis sinirli sayida arastirma bilgisine
rastlanilmistir. Calismalar ¢cogunlukla evcil hayvanlarin diskilar1 ile kanatlilarin
barsak veya diski Orneklerinden etkenin izolasyonu, identifikasyonu ve

tiplendirilmesi {izerinde yogunlagmistir.

6.3. Farkh Dondurma Sicakhklarimin C. perfringens’in Yasam
Uzerine Etkisi

Tirkiye’de ve diger iilkelerde kanat veya deri gibi fakli gida matrikslerde
farkli dondurma ve muhafaza kombinasyonlariin kullanilarak C. perfringens’in
yasam kabiliyetinin incelendigi yeterli sayida literatiir bilgisine rastlanilamamastir.

Bu c¢alisma tavuk kanatlarinin -12°C’de dondurma ve muhafazanin, -18
‘C’de dondurma ve muhafazanin, -40°C’de 1 giin dondurma ve -18 "C’de
muhafazanin vejetatif cpe (+) C. perfringens yasami lizerine etkilerini incelemek
amaciyla yapildi. Bakterilerde donmaya bagli Olimlerin asil mekanizmasi
tanimlanmamig  olmakla  birlikte bilim insanlar1  dondurma sirasinda
mikroorganizmalarda meydana gelen oliimleri veya hasarlar1 farkli dondurma
sicakligl, dondurarak muhafaza siiresi, ¢oziindlirme gibi teoriler ile agiklamaya
calismaktadir.

Trakulchang ve Kraft (62), taze hazirlanmis et iiriinlerine inokiile ettikleri
vejetatif C. perfringens hiicrelerini -29°C’de 42 giin muhafazasinda vejetatif
hiicrelerin muhafazanin 1. giiniinde % 38-75’nin azaldigini, Ladiges ve ark. (241),
-20 ‘C’de dondurarak muhafaza ettikleri sigir kiymasinda C. perfringens sayisinda

muhafazanin 1. giinlinde herhangi bir degisikligin olmadigini bildirmislerdir.
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Benzer sekilde bu calismada da dondurma isleminin 1. giiniinde I., II. ve IIIL
gruplarda C. perfringens miktarinda sirasiyla 0.81, 1.03 ve 1.18 log;o kob/cm?’lik
bir azalmanin oldugu tespit edildi. Bu sonuglar dondurma sirasinda C. perfringens
sayisinda bir azalmanmn oldugunu gostermekle birlikte farkli dondurma
sicakliklarmin dondurma esnasinda C. perfringens yasami iizerine istatiksel
acidan Onemli ancak sayisal anlamda ciddi bir etkisinin olmadigini
gostermektedir.

Bu c¢alismada muhafaza sicakligina bagl olarak muhafazanin 112.
giinlinde 1. grupta C. perfringens sayisi tespit edilebilir limitin altina diiserken II.
ve III. gruplarda C. perfringens sayisi sirastyla 4.23 ve 4.30 log;o kob/cm?” olarak
tespit edildi. Ayni1 muhafaza siiresinde 1. grupta C. perfringens sayisindaki
azalmanin diger gruplara gore daha fazla olmasinin yavas dondurma ile ilgili
oldugu diistiniilmektedir. Bu duruma benzer sekilde Trakulchang ve Kraft (62), et
tirtinlerinin -29 "C’deki muhafazasinda vejetatif C. perfringens hiicrelerinin
muhafazanin 42. giiniinde % 89.5’nin 6ldiigiinii, Ladiges ve ark. (241), sigir
kiymasindaki C. perfringens sayismm -20 ‘C’de 30., 60., 90. ve 120. giinlerdeki
muhafazasinda sirasiyla % 7, % 8, % 14 ve % 3 diizeyinde azaldigini bildirmistir.
Yavas dondurma sirasinda olusan letal etkinin hizli dondurmaya goére daha yiiksek
oldugu ve bircok mikroorganizmanin yavas dondurma swrasinda gida icinde
donmamis su fraksiyonlarma gectigini ve hiicre disindaki bu fraksiyonlarda
cozelti haldeki gida suyu igerisinde ¢Oziinmiis bilesenlerin daha konsantre hale
gelerek bakteri hiicrelerinde dehidrasyona ve uzun siire ozmotik strese maruz
kalmasina neden oldugu belirtilmektedir (55, 59). Bank ve ark. (242), dondurma

sirasinda hiicre i¢inde olusan ilk buz kristal biiyiikligliniin muhafaza sicakligi ve
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siiresine bagl oldugunu, hizli donma sirasinda meydana gelen buz kristallerinin
yavas donmaya gore daha kiiciik oldugunu ve yavas donmaya bagli olusan buz
kristallerinin muhafaza siiresince bilyiikliiglinii yavas yavas arttirmaya devam
ettirdigini belirtmistir. Yapilan baska bir arastirmada dondurma ve dondurarak
muhafaza sicakliklar1 diistiikge Salmonella spp., E. coli O157:H7 ve Listeria
monocytogenes gibi gida kaynakli patojen bakteriler lizerine letal etkilerinin
diistiigi bildirilmistir (61).

Bu calismada muhafazanin sonuna kadar (112.giin) II. grupta 2.12 log;o
kob/cn?’, I11. grupta ise 2.05 logo kob/cm?lik bir azalmanin oldugu tespit edildi.
Strong ve Canada (65), tavuk sosunun -17.7 ‘C’deki muhafazasinda 90. ve 180.
giinlerinde C. perfringens sayisinda sirasiyla % 95.7 ve % 96.3’lik bir azalmanin
oldugunu, Li ve McClane (68), fluid thioglycollate medium da vejetatif
C. perfringens’in D,y degerinin 0.6 giin ile 1.5 giin arasinda degistigini,
Trakulchang ve Kraft (62), Ellner’s sivi besiyerinde -29 ‘C’de muhafazasinda
vejetatit C. perfringens’lerin 28 giinde % 99.5’nin 6ldiiglinii bildirmislerdir.
Arastirma sonuclar1 arasindaki farklhiliklarin  muhtemel diger degiskenler
(dondurma sicakligi, muhafaza siiresi vb.) disinda dondurma modellemelerinde
kullanilan matrikslerin farkli olmasindan kaynaklanabilece§i ve bu c¢aligmada
materyal olarak deri biitlinliigli bozulmadan tavuk kesim prosesinden tiiketiciye
kadar ulasan tavuk kanatlarmimn kullanilmasinin C. perfringens’in yasami iizerine
onemli bir katkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Gida maddelerinin protein,
basit ya da kompleks karbonhidratlar ile trigliserit gibi bilesikleri igermesi
bakterilerin donmaya kars1 direngli hale gelmesinde katki saglayabildigi

belirtilmistir (243). Tavuk derisi ile ilgili yapilan aragtirmalar da tavuk deri ve tiiy
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folikiillerinde bulunabilen protein, yag ve yag asitleri gibi bilesiklerin bakterileri
donma swrasmda olusan buz kristallerinden kaynaklanan inhibisyonlardan
koruyabilecegini gostermektedir (60). Tavuk derisindeki tiiy folikiillerinin altinda
ve derin kanallarinda yapilan mikroskobik incelemelerde aktif veya inaktif olarak
mikroaerofilik o6zellikteki Camphylobacter jejuni’nin bulundugunun bildirilmis
olmasi1 bu durumu destekler niteliktedir (244).

Dondurma isleminde bakterilerin yasami iizerine bakteriye bagl tiir ve sus
ozellikleri ile hangi gelisme fazinda oldugu gibi bazi intrinsik faktorlerin 6nemli
rol oynayabilecegi belirtilmektedir (245). C. perfringens tip A gida kaynakli
zehirlenmelerinin  ¢ok Onemli bir kisminin kromozomal cpe (+) izolatlar
tarafindan olusturuldugu, bunun da kromozomal cpe (+)’lerin, plazmidal cpe
(+)’lere gore cevresel streslere ve muhafaza yontemlerine daha dayanikli
olmasindan kaynaklandig1 ifade edilmektedir (69). Li ve McClane (68),
kromozomal ve plazmidal kaynakli cpe (+) C. perfringens tip A izolatlarna ait
vejetatif formlarimin Fluid Thioglycolate Medium (FTM) i¢inde 4 'C ve -20
‘C’deki sicakliklarda yasam kabiliyetini inceledikleri arastirmalarinda vejetatif
NCTC 10239 (kromozomal kaynakli cpe) susu i¢in 4 'C (Dg) ve -20 'C (D.
20)’deki D degerinin sirasiyla 11 giin ve 1.5 giin, vejetatif 458 susunun (plazmidal
kaynakli cpe) D4 ve D,y degerini swrasiyla 1.8 giin ile 0.6 giin olarak
saptamislardir. Ayni caligmada arastirmacilar farkli gida kaynakli zehirlenme
vakalarindan elde edilen 8 kromozomal cpe (+) C. perfringens izolat1 ile insan ve
evcil hayvanlardan elde edilen 7 plazmidal cpe (+) C. perfringens izolatinin D
degerlerinin plazmidal cpe (+) izolatlardan 3 kat daha fazla oldugunu tespit

etmiglerdir. Bu ¢alismada tavuk kanatlarinin kontaminasyonu i¢in kromozomal
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kaynakli cpe (+) C. perfringens tip A susu (NCTC 8239)’nun kullanilmis
olmasinin dondurarak muhafazanin sonuna kadar (112. giin) etkenin varligini
devam ettirebilmesinde katkisinin olabilecegi diisiincesini destekler niteliktedir.
Bu calismada farkli sicakliklarda dondurularak muhafaza edilen kanat
ornekleri FSIS tarafindan onerildigi sekilde 4 "C’de ¢dzdiiriilmiistiir. Ozellikle 1.
gruptaki Oliimlerin muhafaza sicaklig1 ve siiresine paralel olarak diger gruplara
gore daha siddetli olmasinda ¢oziindiirme sicakliginin katkismin oldugu
distiniilmektedir. Gida maddelerinin 4 "C ve altinda erimeye birakilmasinda
¢coziindlirme siiresinin 6nemli bir boliimiiniin donma noktasinin altinda veya
donma noktasi civarinda bulunmasinin yarali bakteriler lizerine letal etkinin daha
ciddi olmasinda 6nemli oldugu belirtilmistir (60). Trakulchang ve Kraft (62),
farkli et trlinlerini dondurarak muhafaza ettikleri calismalarinda ¢6ziindiirme
isleminin 5 ‘C’de gergeklestirildigi gruptaki C. perfringens sayisindaki azalmanin
coziindlirme islemi yapilmadan direk analize alinan gruba gore daha yiiksek
oldugunu bildirmistir. Bakterilerde meydana gelen hiicresel yaralanmalarin yavas
dondurarak muhafazaya bagli olarak zamanla arttigit bu durumun ise bakteri
hiicrelerinde onarilmasi miimkiin olmayan hasarlara neden oldugu ve ¢oziindiirme
isleminin yaralt bakterilerin daha duyarli hale gelmesinde ©Onemli oldugu

vurgulanmaktadir (60).
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SONUC VE ONERILER

Diinyada ve Tiirkiye’de tavuk eti ve lriinlerinin tiiketimindeki hizli artig
halk saglhig1 ve gida giivenligi agisindan bu iirlinlerde bulunabilen C. perfringens
gibi patojen bakterilerin 6nemini arttiran bir durumdur. Bu calismada, Elazig
ilinde satisa sunulan toplam 200 tavuk parca eti 6rneginin 154 (% 77)’iiniin C.
perfringens ile kontamine oldugu saptanmistir. Farkli satis noktalarindan toplanan
orneklerin farkl yerel ve ulusal firmalara ait olmasi tavuk parca etlerinde tespit
edilen C. perfringens diizeyinin Tiirkiye’deki muhtemel prevalansi agisindan
onemli olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de tavuk parga
etlerinde C. perfringens varligi ilk kez multipleks PCR ile cpa, cpb, etx, id, cpe ve
cpb?2 toksin gen varlig1 belirlenerek tiplendirilmistir. Ayrica gida kaynakli salgin
veya vaka durumlarinda siipheli gida materyallerinden elde edilen izolatlarda
multipleks PCR ile C. perfringens toksin genlerinin belirlenmesi hizli ve giivenilir
bir seklide yapilabilecegi belirlenmistir.

C. perfringens’in ubiquiter Ozellikte olmasi, tavuk barsak florasinda
bulunabilmesi ve tavuk etlerinin ¢iftlikten sofraya kadar olan siliregte bir¢ok
asamada bu bakteri ile kontamine olma riski, halk sagligi ve gida giivenligi
acisindan 6nemsenmesi gereken bir konudur. Bundan dolayi tavuk etlerinde kesim
isleminden satisa sunulmasma kadar olan tiim asamalarda hijyenik kosullara
azami diizeyde dikkat edilmesi ve HACCP gibi uluslararasi gida giivenligi
sistemlerinin uygulanmasinda gereken hassasiyetin gdsterilmesine Onem
verilmelidir.

Bu calismada o6zellikle tavuk etlerinin uzun siire muhafazasinda

organoleptik ve kimyasal Ozellikleri ile mikrobiyal kalitesinin korunmasi igin
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onerilen dondurarak muhafaza sicakliklarmin C. perfringens’in yasami iizerine
onemli etkilerinin oldugu saptandi. Diisiik sicakliklarda yasam kabiliyetinin diger
patojenlere gore duyarliliginin fazla olmasi ile bilinen C. perfringens’in bu
calisma sonucunda 6zellikle -18°C ve altindaki sicaklik kosullarinda uzun siire
canliligii koruyabildigi tespit edildi. Bu kapsamda bilim diinyasinda genel kabul
goren ve dondurarak muhafaza sicakligi olan minimum -18°C ve altindaki
degerlerin tavuk kanatlarmda C. perfringens’in vejetatif formlar1 {izerine
muhafaza siiresince beklenilen etkiyi gostermedigi ve bu sicakliklarda bekletilen
tavuk kanatlarinin potansiyel bir tehlike olusturabilecegi saptandi. C. perfringens
sayisinin -12 ‘C’de muhafazanin 112. giiniinde tespit edilebilir limitin altmna
diismesi onemli bir etki olmakla beraber bu sicaklik degerinin iriiniin raf dmrii

acisindan yaratacagi olumsuzluklar dikkate alinmalidir.
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8. EKLER

8.1. Kiiltiir, PCR ve Deneysel Asamalarda Kullanilan Ayiraclar

Fluid Thioglycollate Medium (Merck, Darmstadt, Almanya)

Hazir Fluid Thioglycollate Medium (Merck, 1.08191.0500)’dan 30 g

tartilarak 1000 ml distile suda benmari usulii ile 1sitilarak iyice eritildi. Otoklavda

121 ‘C’de 15 dakika steril edildikten sonra 50 ‘C’ye sogumasi beklendi.

Bilesimi

Yeast extract

Sodium chloride
Sodium thioglycollate
L-Cystine

Sodium resazurin
Agar-agar

D(+) Glucose
Peptone casein

g/litre
15.0
2.5
0.5
0.5
0.001
0.75
5.5
5.0

Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) Agar (LAB M, ingiltere)

Hazir TSC (LAB M 194) agardan 46 g tartilarak 1000 ml distile su

igerisinde ¢Oziindiiriiliip sicak su banyosu igerisinde eritildi. 121 ‘C’de 15 dakika

otoklavda sterilize edilen besi yeri 47 "C’ye kadar sogutuldu. Bu sicaklikta

hazirlanan besi yeri i¢erisine TSC supplement (LAB M, X194) ilave edildi.

Bilesimi

Tryptose

Soy Peptone

Beef extract

Yeast extract

Agar

Sodium metabisulphite
Ferric ammonium citrate
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g/litre
15.0
5.0
5.0
5.0
14.0
1.0
1.0



TSC Supplement (LAB M, Ingiltere)

Her bir vial (LAB M, X194) 500 ml besi yeri i¢cin 5 ml steril distile
suda eritilip hazirland1.
Vial icerigi
D-cycloserine 200 mg

Blood Agar Base (LAB M, ingiltere)

Hazir besi yerinden (LAB M, 028) 37 g almarak 1000 ml distile suda
¢Oziindiiriildii ve sicak su banyosunda tamamen eritildi. 121 ‘C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edildikten sonra 47 ‘C’ye kadar sogutuldu ve tizerine % 7’lik
steril defibrine koyun kani ilave edildi. Besi yeri kullanilmak {izere steril petrilere

dokiilerek hazirlandi.

Bilesimi g/litre
Beef Extract 10.0
Balanced Peptone 10.0
Sodium chloride 5.0
Agar 12.0

Lactose Medium (NMKL, 2009)

Brain Heart Infusion ve disodium hydrogen phosphate (Na,HPO4) 1000 ml
distile suda ¢oziindiiriiliip pH degeri 7.5 + 0.2 (20-25 °C)’ye ayarlandi. Daha sonra
lactose ve phenol red ilave edilerek 16x150 mm tiiplere 10’ar ml dagitildiktan

sonra durham tiipleri birakilarak 121 ‘C’de 15 dakika otoklav edildi.

Bilesimi g/litre
Brain Heart Infusion 25.0
Lactose 10.0
NazHPO4 5.0
Phenol red 0.05
Distile su 1000 ml
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Motility Medium (NMKL, 2009)
Besiyeri bilesimine giren tiim maddeler 1000 ml distile suda eritildi ve pH
7.3 £ 0.2 (20-25 ‘C)’ye ayarlandi. Daha sonra 16 x150 mm tiiplere 11 ml

paylastirilarak 121 °C 'de 15 dakika otoklav edildi.

Bilesimi g/litre
Brain Heart Infusion 25.0
Disodium hydrogen phosphate 10.0
Galactose 5.0
Agar 3.0

Cooked Meat Medium (Fluka, Almanya)
Hazir besi yerinden (Fluka, 60865) 57 g almarak 1000 ml distile suda
¢Oziindiiriildii ve sicak su banyosunda tamamen eritildi. 121 ‘C’de 15 dakika

otoklavda sterilize edildikten sonra kullanildi.

Bilesimi g/litre
Beef heart 30.0
Meat peptone 20.0
Sodium chloride 5.0

D (+) Glucose 2.0

Anaerocult A (Merck, Almanya)
Anaerocult A poseti (Merck 1.13829) olabildigince yatay tutularak posetin
her yanini 1slatacak sekilde 35 ml su ilave edildi. Siiziilmeden anaerob kavanoza

yerlestirilerek kullanildi.

Proteinase K Soliisyonu (100 mg, Sigma, St. Louis, MO, ABD)

1 mI’sinde 20 mg olacak sekilde steril distile su ile hazirlandi.

113



TNES Buffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, % 0.2
Sodyum Dodesil Siilfat-SDS)
Asagida belirtilen maddeler tartildiktan sonra steril distile su ile 20 ml’ye

tamamlanarak kullanildi.

Bilesimi g
Tris 0.048
NaCl 0.175
EDTA 0.075
SDS 0.04

Fenol- kloroform- izoamilalkol
Fenol, kloroform ve izoamilalkolii swrasiyla 25:24:1 hacimde igerecek
sekilde ayarlanan bilesik hazir olarak AppliChem (Darmstadt, Almanya)

firmasindan temin edildi.

3 M Sodyum asetat ¢ozeltisi
100 mI’lik balon jojeye 26.424 g sodyum asetat konuldu ve distile su ile

100 ml’ye tamamlanda.

% 70 Etil alkol (Merck, Almanya)
% 96’lik etil alkolden (Merck, 1.00971) 70 ml alinarak distile su ile 96

ml’ye tamamlandi.

10X PCR Buffer (MBI Fermentas, Litvanya)
750 mM Tris-HCI (pH 8.8; 25 °C), 200 mM (NH4)2S04 ve % 0.1 Tween

20 hazir olarak Fermentas firmasindan temin edildi.
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MgCl, (MBI Fermentas, Litvanya)
PCR reaksiyonunda Taq polimeraz enzimi ile birlikte kullanildi.

Kullanilincaya kadar -20 "C’de muhafaza edildi.

dNTP Set (100mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP; MBI Fermentas,
Litvanya)
Amplifikasyon esnasinda denatiire edilen zincirlerin tamamlanmasi igin

PCR reaksiyonunda kullanildi. Kullanilincaya kadar -20 ‘C’de muhafaza edildi.

Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas, Litvanya)
PCR reaksiyonunda cift zincirli DNA’nin 5°-3” yoniinde niikleotidlerine
ayrilmasmi ve tek iplik¢ikli hale gelmesini saglamak amaci ile kullanildi.

Kullanilincaya kadar -20 "C’de muhafaza edildi.

Primerler (Alpha DNA, Kanada)

Calismada kullanilan primerler Alpha DNA firmasindan temin edildi.

5X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu
Asagidaki maddeler tartilip distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak, pH
8.3’e ayarlandi. Hazirlanan stok TBE tamponu elektroforez islemi swrasinda 4 kat

sulandirilarak kullanildi.

Bilesimi g
Tris 54.4
Borik Asit 27.2

EDTA 4.6
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%?2’lik Agaroz (Sigma)
2.4 g agaroz tartilarak 120 ml 1XTBE ¢o6zeltisine konuldu. Kaynar su

banyosunda eritildikten sonra elektroforez kasetine dokiildii.

100 bp DNA Ladder (50 pg/100 pl; MBI Fermentas, Litvanya)
Elektroforez sonucunda olusan bandlarm biiyiikliiklerini belirlemek i¢in

kullanildi. Kullanilincaya kadar -20 ‘C’de muhafaza edildi.

6X Loading Dye (Yiikleme Boyasi) Soliisyonu (MBI Fermentas,
Litvanya)

6 X Loading Dye’mn (Vivantis NM0410) bilesiminde bromophenol blue ve
xylene cyanol FF boyalar1 bulunmaktadiwr. Elektroforez boyunca DNA
fragmentlerinin, DNA ladderlerin ve 6rneklerin agaroz jelde izlenmesi amaci ile

kullanildi. Kullanilincaya kadar -20 ‘C’de muhafaza edildi.

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

Ethidium bromid soliisyonundan 0.5 ml alinarak distile su ile 15 ml’ye
tamamlandi. Agaroz jelin boyanmasi i¢in 300 ml distile suya 600 pl ethidium

bromid katilarak (0.5 pg/ml) kullanild.
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