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1. OZET

Bu calismada, Elazig ve Malatya illerindeki 100 farkli kiimesten 3 farkh
kesimhaneye getirilen broyler’lerde  Clostridium  perfringens’in  varligi
konvansiyonel kiiltiir ve PZR yontemleri ile arastirilarak, s6z konusu etkenin
bolgedeki yayginligi ve dagilimi ile ilgili verilerin toplanmas1 amaglandi.

Bu amagcla hayvanlarin biiylime donemlerinde Malatya’da bulunan bir
isletmeye ait 30 kiimes ziyaret edildi. Malatya ve Elazig’daki kanath
kesimhanelerinden alinan 500 bagirsak ve 500 karaciger Ornekleri olmak iizere
toplam 1000 numune incelendi. Alfa- toksin (a), beta-toksin (f), epsilon-toksin
(e), iota-toksin (1), enterotoksin (Cpe), beta, (B,) toksin genlerine spesifik
primerler kullanilarak multiplex-PZR yontemi ile izolatlarin toksin tiplendirmesi
yapildi. Ayrica izolatlar, hasta ve saglikli kanath hayvanlardaki rolii heniiz ortaya
konulamamis olan NetB toksin geni yoniinden PZR yontemi ile incelendi.

Elaz1ig ve Malatya’daki farkl kiimeslerden izole edilmis 61 izolata Pulsed
Field Gel Electrophoresis (PFGE) yontemi uygulanarak genotiplendirme yapildi.
Gel Compare II yazilim sistemi (version3.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. PFGE profillerinin, dendogrami
olusturularak kiimelesme analizi yapildi.

Bu calismada Malatya ve Elazig illerindeki broyler piliclerde karaciger ve
ince bagirsaklarinda toplam C. perfringens yayginhigi %66 olarak tespit edildi.
Toplam 660 C. perfringens izolatin 657°si o toksin geni yOniinden pozitif
bulunurken, diger toksin genlerinin higbirine rastlanmadi. Kalan ii¢ 6rnek ise

tiplendirilemedi. Calismada incelenen higbir izolatta NetB toksin geni



saptanamadi. Kiimesler arasinda 30 farkli PFGE genotipi tespit edildi ve heterojen
bir dagilim gbzlendi.

Bu calisma ile Tirkiye’de ilk kez kanatli hayvanlarda hem NetB toksin
geni arastirilmis, hem de C. perfringens izolatlarinin PFGE profilleri saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Broyler, C. perfringens, NetB, PFGE, PZR, Toksin.



2. ABSTRACT

MOLECULER CHARACTERIZATION AND ISOLATION OF

CLOSTRIDIUM PERFRINGENS FROM BROILERS

The aim of the current study was to investigate the prevalance of
Clostridium perfringens in broilers which was brought for slaughter to 3 different
slaughterhouses from 100 different broiler flocks in Elazig and Malatya provinces

by conventional culture and PCR techniques.

For this aim, 30 coops which were located in Malatya were visited during
the growing period of broilers. A total of 500 intestines and 500 livers have been
collected. Toxin genotyping were performed by using multiplex-PCR to the Alfa-
toxin (o), beta-toxin (B), epsilon-toxin (¢), iota- toxin (1), enterotoxin (Cpe), 2
toxin genes. Besides all isolates were analysed for the NetB toxin gene using

PCR.

Also, a total of 61 isolates collected from different coops in Elazig and
Malatya provinces were genotyped by Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
technique. Band profiles were analysed using the Gel Compare Il software
(version3.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). The dendogram of

PFGE profiles was established and clustering analysis was performed.

The prevalance of C. perfringens was detected as 66% in broilers located in
Elazig and Malatya provinces. 657 out of 660 C. perfringens isolates was
detected as positive for Alfa-toxin (o) while none of the other toxin genes could

identified. It has not been genotyped the rest 3 samples. NetB toxin gene couldn’t



detected in none of the isolates examined. Thirty different PFGE genotypes were

detected and a heterogeneous distribution was seen.

Both NetB toxin gene and the PFGE profiles of C. perfringens isolates

were investigated in broilers for the first time in Turkey in the current study.

Key Words: Broiler, C. perfringens, NetB, PCR, PFGE, Toxin



3. GIRIS

Clostridium perfringens, insanlarda gida kaynakli salginlara neden olan
Salmonella ve Campylobacter gibi patojenlerden sonra en fazla izole edilen
bakteriyel patojendir (1). Kanatli etlerinde kontaminasyon, ¢ogunlukla kesim
islemi swrasinda C. perfringens’in, hayvanlarin  digkilarindan  veya
bagirsaklarindan bulagmasi ile olabilmektedir. Uygun olmayan sartlarda sogutulan
ve yetersiz pisirilen C. perfringens ile kontamine etlerin, insanlarda gida kaynakli
infeksiyonlara neden oldugu rapor edilmistir (2). Dolayisiyla insan sagligi
acisindan biytik risk faktorii tasimaktadir (3). Nitekim C. perfringens Tip A’nin
irettigi alfa toksin, insanlarda gida kaynakli zehirlenmelere yol agabilmektedir
(1). C. perfringens’in, enfekte hayvanlar tarafindan ve ¢evreden fekal yolla
bulagmasinin azaltilmas1 ve engellenmesi, bagirsaklarla iligkili hastaliklarin

infeksiyon riskini azaltabilir (2).

C. perfringens, kanatlilarda subklinik ve akut klinik formda seyreden
nekrotik enterit, kolangiohepatit, taslikta lezyonlar ve nekrotik dermatite neden
olan 6nemli patojenlerden biridir (4). Nekrotik enterit (NE), C. perfringens
suslarmin, 2-5 haftalik broyler’lerde ishal, bagirsaklarda nekrotik yangi ve 6liim
ile karakterize, Tip A ve de Tip C tarafindan olusturulan, infeksiyoz,
enterotoksijenik bir hastaliktir (3).

NE, ilk kez 1961 yilinda Ingiltere'de Parish tarafindan bildirilmistir.
Hastalik o zamandan beri gesitli iilkelerde basta Ingiltere (5) olmak iizere; Kanada
(6), Fransa (7) ve Avustralya’da rapor edilmistir (8).

Nekrotik enterit kanathlarda akut klinik ve subklinik formda seyreder.

Akut klinik form, broyler kiimeslerinde 3-4 giin i¢cinde ani Oliimlerle kendini



gosterir. Subklinik formda ise C. perfringens toksinleri bagirsak mukozasinda
hasar meydana getirerek emilim ve absorbsiyonun azalmasina, yem doniisiim
oraninin artmasia ve ortalama canli agirhigin azalmasina neden olmaktadir.
Ayrica subklinik formda karacigerde biiylime ve yangi goriilmesi, C.
perfringens'in kolangiohepatite de neden olabilecegini gostermektedir (3).
Deneysel c¢alismalarda ortaya cikan postmortem bulgularda C. perfringens’in
olusturdugu lezyonlarm daha c¢ok duodenum, ileum ve jejenumda nadiren de
karaciger ve bobrekte olustugu goriilmiistiir. Broylerlerin yanisira hindilerde de
nekrotik enteritin varligi bildirilmistir, hatta klinik belirtiler hindilerde daha

siddetli seyredebilmektedir (9).

C. perfringens'in neden oldugu nekrotik enterit broyler yetistiriciliginde
cok biiylik ekonomik kayiplara neden olmustur. Her yil diinya genelinde sadece
korunma ve kontrol i¢in kanath sektoriinde yi1lda 2 milyar dolar civarinda kayba
neden oldugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle hastalik tiim diinya'da ekonomik
acidan biiyiik oneme sahiptir (3,10). C. perfringens Tip A, kanatlilarda alfa toksin
iiretimine neden olmaktadir. Tip C hem alfa hem de beta toksinini tiretmektedir.
Alfa toksin, hastaligin olusmasinda uzun zamandan beri en 6nemli viriilens faktor
olarak bilinmektedir ve insanlardaki gida kaynakli zehirlenmelerde halk sagligi
acisindan potansiyel risk olusturmaktadir (3). NE’ nin patogenezisi; genel olarak
ince bagirsaktaki C. perfringens’in aniden ¢ogalmasina dayandirilmaktadir (3, 11,

12, 13).



3.1. Clostridium perfringens’in Tarihcesi

C. perfringens’in ilk kez 1897 yilinda Amerikali bilim adami1 William H.
Welch tarafindan yara infeksiyonlarinda etkili oldugu saptanmis, anaerob, Gram
(+), sporlu bir bakteri olarak tanimlanmistir (14, 15). William H. Welch, 1886
yilinda John Hopkins Universitesi hastanesinin patoloji laboratuvarinda ¢alismaya
baslamis olmasmna ragmen, hastanenin patoloji  laboratuvari  heniiz
aktiflesmemistir. William H. Welch‘in gayretli ¢alismalar1 sonucunda John
Hopkins Universitesi patoloji laboratuvarinda ilk otopsi 28 Mayis 1889 yilinda
Dr. William H. Welch tarafindan yapilmistir. Calismalarmi siirdiirdiigii
laboratuvarda 1892 yilinda 38 yasinda 6len bir hastada yaptigi otopsi sonucunda,
nekrotik yaralarmm varligini ve gaz kabarciklarmi farketmesiyle, 6liimden sonra
gaz olusumu gozlenen yeni bir bakteri kesfetmistir. Kesfettigi bakteriyi, arkadasi

Nutall ile birlikte vaka raporu olarak yayinlamiglardir (15).

Yeni kesfedilen bakterinin adi “Bacillus aerogenes capsulatus’ olarak
isimlendirilmistir. Ancak daha sonradan kapsiil olusumunun bakterideki varligi
tam olarak belirlenememis olmasindan dolayi, kesfedilen bakteri artik Clostridium
welchii olarak tamimlanmistir. Bu siire¢ igerisinde Bacillus enteritidis sporogenes,
Bacillus perfringens, Bacterium welchii veya Clostridium welchii isimleri
kullanilmis ancak en son giinlimiize de gelen sekliyle literatiirde Clostridium
perfringens olarak tanimlanmistir (14, 15).

Perfringens terimi latince de “’icten parcalayan’ anlamma gelmektedir

(16).



1943 yilinda Ingiltere’de, tavuk eti tiiketen okul ¢agindaki ¢ocuklardan C.
perfringens’in izole edilmesiyle birlikte, ilk kez gida kaynakli infeksiyon etkeni
olarak tanimlanmistir (17). Ayrica I. Diinya savasi sirasinda yiizbinlerce askerin

Oliimiine yol agan gazli gangren olusumunda etkili oldugu rapor edilmistir (18).
3.2. Clostridium perfringens’in Biyokimyasal ve Genel Ozellikleri

C. perfringens, Clostridiaceae familyasindan Gram (+), 1.0-1.5 pm
boyutlarinda, hareketsiz, spor formlu, sporlar1 subterminal ve oval olan anaerobik
bir bakteri olup, ¢ogunlukla insanlarin gida kaynakli hastalik etkeni olarak
bilindigi gibi, insan ve hayvanlarda meydana gelen bagirsak hastaliklarindaki
baslica patojenlerinden biridir. Etken dogada ve toprakta bulunan hareketsiz,
jelatinaz, lesitinaz yoOniinden pozitif, nitrat1 indirgeyen ve laktozu fermente
edebilen bir bakteridir (3, 19-22).

Saglikli hayvanlarin sekum ve kalin bagirsaklarinda kommensal olarak
disik miktarlarda bulunabilmektedir (4). Etken kati besiyerinde 24 saatte
anerobik ortamda yuvarlak, diizenli, opak ve parlak koloniler meydana
getirmektedir. Kanli agarda kolonilerin olusturdugu c¢ift zonlu hemoliz
karakteristik Ozellige sahiptir. Olusan ¢ift zonlu hemoliz, alfa toksinin dista
olusturdugu bulanik zon ve theta toksinin olusturdugu i¢ zonun etkisiyle meydana
gelmektedir (19).

C. perfringens icin lreme sicakligi 43-45°C arasinda degismektedir.
Optimum tireme sicakligi 42°C*dir (20). Gelismesi i¢in tipik Clostridium tiyeleri
gibi anaerobik kosullara ihtiya¢c duymasina ragmen, diger Clostridiumlar’dan
farklh olarak, az miktarda oksijen varliginda oksidasyon rediiksiyon potansiyelini

degistirerek aeorotolerant 6zellik gosterebilmektedir (21). Ortamm oksidasyon



rediiksiyon (Eh degeri) potansiyelini ferrrodoksin gibi indirgeyici molekiiller
ireterek, aerotolerant olarak gelismesi i¢in uygun sartlar1 bu sekilde
olusturabildigi bilinmektedir (23).

C. perfringens’in iiremesi i¢in ¢esitli selektif besiyerleri bulunmaktadir.
Izolasyon ve identifikasyonda en iyi {ireme gosterdigi besiyerinin yumurta sarisi
icermeyen TSC (Tryptose Sulphite Cycloserine) agar ve Reinforced Clostridial
Agar (RCA) oldugu ortaya konulmustur. C. perfringens sporlar1 iginse, en etkili
besiyerinin RCA oldugu rapor edilmistir (24).

TSC agar, igeriginde diger kat1 besiyerlerinden fakli olarak Ferric amonium
citrat ve Sodium metabisulphite ihtiva ettiginden dolayi, stilfit bakteri tarafindan
siilfide indirgenir ve besiyerinde meydana gelen bu degisimler, tipik siyah renkli
kolonilerin olusumunda etkilidir (25).

C. perfringens simdiye kadar yeryliziinde en genis yayilim gosteren
bakterilerden biri olarak bilinmektedir. Alplerde ortaya cikarilan bir mumyanin
iizerinde yapilan arastirmalar sonucunda, kalin bagirsaginda C. perfringens’e ait
DNA parcalarmin bulunmasi, bu bakterinin an az 5000 yildr dogada ve

insanlarda var oldugunun bir kanit1 olarak gdsterilmistir (26).

3.3. Clostridumlar’in Filogenetik Simifi

C. perfringens genom haritas1 Pulsed - Field Gel Electrophoresis (PFGE)
yontemiyle tamamlanmis ilk Gram (+) bakterilerden biri olarak kabul edilmistir
(27). Genom biiytikliigii 3.0 ve 3.7 megabase (Mb) arasinda degisiklik gosterirken
(28) DNA’s1 % 24-27 diisiik oranda G+C igermektedir (21). Simdiye kadar 3

farkli C. perfringens susuna ait genom sekanslar1 tanimlanmistir. Sekanslar



karsilastirildiginda C. perfringens suslari arasmda umulmadik sekilde genomik
cesitlilik oldugu fark edilmistir. Suslarin olusturdugu toksinler, enzimler ve
metabolik faaliyetlerden kaynaklanan bu ¢esitlilik, C. perfringens’in farkl cevre
sartlarina adaptasyonuna ve g¢esitli viriilens karakterlerinin gelismesine olanak
saglamistir (29).

Clostridium genusu, farkli genetik 6zellikleri ile 35 tanesi patojen olarak
bilinen,150 den fazla tiir iceren en genis taksomonik gruplardan birisidir. Bu
genusun tiim tiyeleri Gram (+), anaerobik, spor formlu olup, bilinen bakteriyel
toksinlerin %18 kadarin1 {ireten kalabalik bir bakteri grubundan olusmaktadir
(30).

Clostridumlar, filogenetik olarak 16S ribozomal RNA (rRNA)
dizilimlerine gore siniflandirildiginda, C. perfringens en patojenik suslarla birlikte
(Clostrdium difficile ve Clostridium sordelli hari¢) kiime XI'in I ve II. alt

kiimesinde bulunur (Sekil 1).
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I Clostnidium bifermentans’
4 —— Clostndum sordell

-—{ ————— Closiridium difficile’
-1 Eubacterium acdaminophilurm

Clostndium ultunense’
i Clostncium ceilluicyticurn’
| q Clostrdivm cellulos:
Clostndium feptum
I Eubactenum muitforme
1 Eubactenum bucay
1 Clostridium baratii ©
~ ——————— Clostridium perifringens’
— Clostricium chauvoed ™
— Clostndium sepicum’
Clostnck um butynicum
— ﬁcbsmoﬁum saccharobutylicum’
Ciostrachum botulinum, type E
Clostndium haemolyticum
— Closiridiwm botulnum, type C Cluster |
Clostricium botulinum, type D
Clostridhium novyi
Ciostndium acetcoutylhicun
r L——— Clostridium sardiniense’
Clostridiurn botulnum._ type G
Clostrickurm tatar '

Clostnigium botulinumy, type A
B ,—{ Clostridium botulinum, type F
Clostndium botulinum. type B

Clostndium histolyticum’
f Clostnickurn indofis’
. Clostrickurn colinurm’
[ Clostndium spercformes’
| L Clostridium remosuni

Sekil 1. C. perfringens’in filogenetik kiimesi (31).

3.4. Clostridum perfringens’in Viriilens Faktorleri

Birgok klostridial tiirlerde oldugu gibi C. perfringens’in virulensi de toksin
iretimine bagh olarak ger¢eklesmektedir. C. perfringens irettigi kuvvetli
toksinler ve ekstraselliiler enzimlerin de etkisiyle insan ve hayvanlarda, hem
kommensal hem de patojen bir bakteri olarak kalabilmeyi basarmustir (1-4, 32).

C. perfringens yirmi adet esansiyel yag asitlerinden on ii¢ tanesini iiretme
kabiliyetinden yoksun oldugu i¢in, ihtiyaci olan aminoasitleri tirettigi toksinler ve
yikimda gorev alan enzimleri sayesinde konak¢i dokularindan temin etmektedir.
(13, 33). Patojenik C. perfringens bakterisi konak¢i hiicreleri tamamen ele

geciremez fakat; farkl toksinlerin litik ve hiicre i¢indeki enzimatik aktiviteleri ile
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hiicre hasarina neden olup, hedefledigi hiicrelerin temel fonksiyonlarini bozarak
etkisini gostermektedir (34, 32).

C. perfringens toksinleri kromozom veya plazmidler iizerinde farkl
bolgelerde lokalize olmustur. Bu lokalizasyon C. perfringens’in toksin tiplerinin
cesitliligini destekler niteliktedir. Meydana gelen toksin ¢esitliliginden dolayi ise,
insan ve hayvanlarda; gazli gangren, ¢esitli enterotoksemiler, gida zehirlenmeleri
ve nekrotik enterit olmak iizere genis bir alana yayilan hastalik profilleri ortaya
cikmaktadir (35, 36). C. perfringens, lrettigi 4 biiyiik toksin (alpha-beta-epsilon
ve iota) cesidine gore kendi iginde A-B-C-D-E olmak iizere 5 alt tipe ayrilarak

smiflandirlmistir (1, 4, 19, 21) (Tablo 1).

Tablo 1. C. perfringens’in toksin tiplerine gore simiflandirilmasi

Toksin Tipleri Toksinler

Alpha (o) Beta(f) Epsilon(e)  Iota(1)

A +

B + +
C + +

D + +
E +

C. perfringens’in irettigl 5 adet toksin alt tiplerinden Tip A, en yaygin
olan toksin alt tipidir. Dogada, toprakta, hem saglikli hem de hasta olan insan ve
hayvanlarin bagirsaklarinda yaygin olarak bulunmaktadir (2, 13).

C. perfringens tarafindan tiretilen Tip A disindaki diger alt tipler, insan ve

hayvanlarin bagirsaklarindan ¢ok nadir olarak tiretilebilmekte olup 1siya dayanikli
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sporlar1 dogada ve cevrede yillarca yasamlarimi siirdiirebilmektedir. Yapilan
calismalar, C. perfringens’in {rettigi toksinlerin bir kisminmn, enteritin
gelisimindeki 6nemini ortaya koymustur. Ornegin; Insanlarda gida kaynakl
enteritin gelismesinde enterotoksinin, broyler tavuklarda nekrotik enterit’in
gelismesinde alfa toksin ve NetB toksinin dnemi belirtilmistir. Iota ve 3, toksin
gibi diger iiretilen toksinlerin bagirsak hastaliklarinin gelismesindeki rolii hala
tartisilmaktadir (2, 13, 37, 38,).

C. perfringens, toksin iiretiminin yanisira, konak¢inin normal bagirsak
florasindaki faydali bakterileri de baskilayarak, bagirsak mikroflorasinin dengesiz
hale gelmesine sebep olup, hastaligin ilerleyisine hiz katabilmektedir. Ustelik
cevresel faktorler de normal bagirsak florasini dogrudan ya da dolayli yoldan
etkilemektedir. Saglikli hayvanlarin ince bagirsaklarinin yiiksek pH ve yiiksek
oksijen icerigi normal sartlarda etkenin gelismesini engelleyebilmektedir. Ancak
bagirsak florasinin bozulmasina neden olan bazi faktorler, C. perfringens'in hizla
cogalmasiyla, bagirsakta fazla miktarda toksin iiretilmesine neden olabilmektedir
(39). Dolayistyla, viriilent C. perfringens suslarinin iiremesiyle, kolonizasyonu ve
toksin iiretiminin akabinde hastaligin olusmasi s6z konusudur (2).

Cesitli C. pefringens genlerinin transkripsiyonu, intraselliiler metabolizma,
hiicrelerin hayatta kalmasi, enzimlerin tasinmasi ve toksinler i¢in, gerekli
proteinleri kodlayan VirR/VirS sistemi adi altinda iki bilesen tarafindan
diizenlenir. VirR ve VirS proteinleri transmembran proteini gibi davranir ve alfa
toksin, beta toksin, 3, toksin, NetB toksin ve bunun yanisira toksinlerin {iretimini

kodlayan genlerin ekpresyonunu diizenleyen diizenleyici protein olarak da gorev
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alir. Ote yandan epsilon ve iota toksin iiretiminin diizenlenmesi hala
aydmnlatilamamistir (2, 32).

Bir¢ok arastirmada, enterotoksin iiretimi ile sporlanma arasinda kuvvetli
bir iliski olabilecegine, fakat buna ragmen, bazi1 ¢calismalarda sporsuz kiiltiirlerde
de enterotoksin iiretiminin olduguna isaret edilmektedir. Hem sporlanma hem de
enterotoksin iiretimi Sigma faktdrleri tarafindan diizenlenmektedir (SigE, SigF, ve
SigK). Bu faktorler, ¢evresel kosullar altinda vejetatif biiyiime i¢in gerekli besin
maddelerinin yetersiz miktarda alinmasini saglarlar. Cevre kosullarinin bu Sigma

faktorlerini hangi yolla etkileyebildigi hala arastirilmaktadir (2, 32, 40).
3.5. Clostridium perfringens’in Urettigi Major Toksinler
3.5.1. Alfa Toksin (a)

Alfa toksin 43 kilo dalton (kDA) agirliginda sfingomiyelinaz ve lesitinaz
aktivitesine sahip fosfolipaz C yapisinda c¢inko iceren multifonksiyonel bir
enzimdir. Bakteriyel toksinler i¢erisinde enzimatik aktiviteye sahip oldugu tespit
edilen tek toksin ¢esididir (41). Enzimatik aktiviteye sahip oldugu 1941 yilinda

Macfarlane ve Knight tarafindan tanimlanmistir (27).

C. perfringens’in biitiin tipleri tarafindan sentezlenebilen bir toksindir. Alfa

2

toksin kromozoma yerlesmis “’cpa/plc >’ geni tarafindan kodlanir ve bu gen
replikasyon bdlgesine ¢ok yakindir. Alfa toksin helikal aminoterminal bdlge (N-
ternimal domain) ve karboksiterminal bdlge (C-terminal domain) olmak iizere

baslica iki protein bolgesinden olusmaktadir. Karboksiterminal bolge toksisitesini,

membran hiicre fosfolipid icerigi ile etkilesime girerek gostermektedir (42, 43).
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Alfa toksin konak¢1 metabolizmasinda nétrofil kemotaksisini, pihtilagma
faktorlerinin gbgiinii inhibe ederek ve vazokonstriksiyon ile hemolitik, sitotoksik
ve nekrotik karakterde etkisini gostermektedir. Membran fosfolipidlerini hidrolize
ederek fosfotidil kolin ve sfingomiyeline ayirir (42). Sahip oldugu hem kalsiyum
hem de ¢inko iyonlar1 alfa toksinin aktivitesi ve stabilitesi i¢in dnemli bir kofaktor
gorevi Ustlenmiglerdir. Alfa toksin, ¢inko ile selat yapan EDTA tarafindan

aktivitesini kaybedebilir (44).

Alfa toksin C. perfringens’in bliylime fazinda iiretilir ve bu fazda mRNA

sentezi maksimum diizeydedir (45).
3.5.2. Beta toksin (p)

C. perfringens Tip B ve C tarafindan tretilen letal ve nekrotik karakterde
olan bu toksin yaklasik olarak 34.9 kDa molekiil agirligma sahiptir. Toksinin en
onemli Ozelligi tripsine karsi oldukca duyarli 1siya karsida direngli olmasidir.
Polipeptid yapis1 336 aminoasit i¢eren beta toksin, cpb geni tastyan bir viriilens

plazmiti tarafindan kodlanmaktadir (34, 36, 46).

Beta toksin bir¢ok hayvan tiirlinde ve insanlarda ‘’enteritis nekrotikans’’
olarak bilinen hastaliga neden olmaktadir. Tripsine olan duyarliligy, aghk
durumlarinda ortaya ¢ikarak etkisini gostermektedir. Ozellikle tripsin inhibitdrii
icerdigi bilinen tath patates gibi gidalarin tiiketilmesiyle, tripsin inhibitorleri
toksinin par¢alanmasini engelleyerek hastaligin hizla ilerlemesine yol agmaktadir

(22).
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3.5.3. Epsilon Toksin (g)

C. perfringens tip B ve D tarafindan letal ve dermonekrotik 6zellikte olan
epsilon toksin, inaktif bir protoksin olarak iiretilmektedir. Yaklasik olarak 32.7
kDa molekiil agirhiginda 296 aminoasitten olusan inaktif haldeki prototoksin,
bagirsak limenindeki tripsin ve kimotripsin gibi proteazlarin etkisiyle aktif
protein haline doniiserek toksisitesinde artisa neden olmaktadir. Genis bir plazmit

iizerinde bulunan “’efx’’toksin geni tarafindan kodlanmaktadir (27, 47).

Epsilon toksin, Amerika Birlesik Devletleri Hastalikk Koruma ve Kontrol
Merkezi (CDC) tarafindan botulismus ve tetanoz toksininden sonra bilinen en
giiclii klostridial toksin olarak kabul edilmis ve biyoterdrist ajan kategorisinde
yerini almistir (48). Toksin vaskiiler permeabiliteyi artirarak vaskiiler endotelyal
hiicrelere baglanir ve akciger, beyin, bobrek gibi organlarda ciddi hasarlar
meydana getirir. Basta koyun olmak iizere ke¢i, kuzu ve sigirlarda onemli

ekonomik kayiplara neden olan enterotoksemilere neden olmaktadir (47-49).

C.perfringens Tip D koyunlarda yumusak bobrek hastaligmma, Tip B ise

yeni dogan kuzularda dizanteriye neden olmaktadir (1, 49).

3.5.4. Iota Toksin (1)

C. perfringens tip E tarafindan iiretilen iota toksin, ayni plazmidde lokalize
olan aralarinda 243 niikleotid bulunan iki farkli gen tarafindan kodlanmaktadir.
Birbirinden bagimsiz iota-a (la) ve iota-b (/b) olarak adlandirilmis protein
yapisindaki bu iota toksin komponentlerinin (la ve Ib) tek basma toksik etkisi
olmadigi, ancak birlikte calistiklarinda letal dermonekrotik ve sitotoksik

etkilerinin oldugu ortaya konulmustur. Yaklasik olarak molekiil agirligi 47.5 kDa
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olan /a ADP-(Adenozin difosfat) ribosiltransferaz yapisinda olup, Molekiil
agirhigr 71.5 kDa olan /b ise toksinin hiicreye baglanmasinda ve hiicre igerisine

girmesinde etkili olmaktadir (40, 50).

C. perfringens Tip E c¢iftlik hayvanlarda 6zellikle dana ve koyunlarda

onemli bir enterotoksemi nedeni olarak bilinmektedir (49).

3.5.5. B2 Toksini (CPB,)

CPB; toksini C. perfringens Tip C tarafindan {iretilen, 34.9 kDa molekiil
agirhigna sahip £ toksinden tamamen farklilik gosterdigi ortaya konulmustur. Bu

farkliligin S toksinin proteolitik duyarliligindan kaynaklandigi diistiniilmektedir

(51).

CPB, toksini ilk kez Gilbert ve ark. (52) tarafindan tanimlanmistir.
Molekiil agirligi 28 kDa olan bu toksin plazmit {izerine lokalize olmus cpb2 geni
tarafindan kodlanmaktadir. C. perfringens [, toksin, diger § toksinlerle biyolojik
aktivite benzerligine sahip olup yapilan fare model ¢alismalarinda, fare bagirsak
hiicreleri iizerine sitotoksik etkili oldugu goriilmiistiir (51). Atlarda enterokolitis

ve domuzlarda nekrotik enteritis gibi hastaliklara neden olmaktadir (53).

3.5.6. Enterotoksin (CPE)

Insanlarda gida kaynakl1 infeksiyonlarda en 6nemli virulens faktdrlerinden
biri C. perfringens Tip A tarafindan olusturulan enterotoksindir. CPE yaklasik
olarak 3.75 kDa agirliginda 319 aminoasitten olusan polipeptid yapida bir

enterotoksindir (19, 23).
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CPE’nin etkinligini gostermesi i¢in etkenin vejetatif formlarmmin gida ile
10° kob/g ve iizeri miktarda almmasi gerekmektedir. Mide asiditesinden
kurtularak canliligin1 siirdiiren etkenler ince bagwsakta spor formlarmni

olustururlar (40, 54).

Sporlanmis hiicreler icerisinde olusan enterotoksin hiicre lizisi
gergeklestiginde ortama salmmaktadir. Toksin bagirsak epitel hiicrelerinin
gecirgenligini degistirerek bagirsakta sivi birikmesine ve Sodyum (Na") ve Klor

(CI'") artisina neden olmaktadir (40, 54).
3.6. Son Yillarda Kesfedilen Yeni Toksinler

C. perfringens’in smiflandirilmasinda kullanilan olusturdugu toksin
cesidine gore alt tiplendirme yOntemi giliniimiizde zaman asimina ugramis
bulunmaktadir, fakat farkli toksin tiplerinin hastaliklarla iligkisini belirtebilmek
icin; smiflandirmada kolaylik sagladigi g6z oniinde bulundurularak bes alt tipe
(A-E) ayrilmustir (40, 36). Ornegin; Insanlarda gida zehirlenmesi ve klostridial
miyonekrozis, tip A suslar1 ile iligkili iken, evcil hayvanlarda enterik
hastaliklardan en fazla tip B, tip C ve tip D sorumludur (40).

C. perfringens’in simdiye kadar bilinen potansiyel virulens faktorlerine,
2007 yilindan bu yana identifiye edilen alt1 yeni toksin daha ilave edilmistir (55).
C. perfringens’in, insan ve hayvanlarda hastalik olusturabilecek diizeyde en az 14
toksin daha sentezleyebildigi bilinmektedir. Simdiye kadar karakterize edilerek
siniflandirilan 20 tane farkli toksin ve enzim, Tablo 2’de gosterilmistir (32, 34, 56,
57). Ayrica bu bakteri iirettigi 4 biiyiikk toksinin yanisira, klostridial enterit

formlarinda virulens faktor olarak rol aldig: bilinen enterotoksin, B2 toksin, NetB
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toksin gibi ilave 6nemli toksinler de iiretebilmektedir (2). Bu toksinlerin birkag1
disinda digerleri konjugatif plazmidler iizerinde kodlanmaktadir. Hastaliklarin
seyri sirasinda veya mide bagirsak kanalinda C. perfringens suslar1 arasinda
toksin gen transferine izin vererek etkisini gostermektedirler (36, 40, 47, 58, 59).
C. perfringens’in kromozomal olarak kodlanan toksinleri ise (alfa toksin
ve perfingolisin O), insanlarda histotoksik infeksiyonlarda ve gida

zehirlenmelerinde  (enterotoksin) etkili  olmaktadirlar (36,  56).
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Tablo 2. C. perfringens’in bilinen ve yeni toksin ¢esitleri (55)

. . . . r A e < Genetik
Toksin/Enzim Gen Biyolojik Etki Sekli Iliskili Oldugu Hastalik Lokalizasyonu
Alfa toksin IZ ]l)cc’lvey 4 FostQligge’C ve SpgRigyclinaz Insan ve hayvanlarda klostridial miyonekrozis Kromozom
Beta toksin cpb oHll;:;e membran gegirgenliginde gdzenek olusturarak degisiklige neden Insan ve hayvanlarda nekrotik enterit Plazmid
Epsilon Toksin etx OHll;qc;e membran gegirgenliginde gozenck olusturarak degisiklige neden Koyun ve kegilerde enterotoksemi Plazmid
fota Toksin iap/ibp Aktinin ADP ribolizasyonu Koyun ve 51g1'rlarda enterit, tavsanarda Plazmid

enterotoksemi
Enterotoksin cpe Hiicre membran gegirgenliginde gozenek olusturarak degisiklige neden Evcil hayvanlarda' enterit ve kolit, insanlarda Kromozom/Plazmit
olma gida kaynakl zehirlenme
Theta Hiicre membran gegirgenliginde gozenek olusturarak degisiklige neden : o . .
Toksin/Perfringolizin O pfod olma- sitolizine bagh kolesterol Insan ve hayvanlarda klostridial miyonekrozis Kromozom
B2 Toksin cpb2 I(;Illgqc;eqmembran gegirgenliginde gozenck olusturarak degisiklige neden Hastalikla iliskisine dair dogrulanmis veri yok Plazmid
TpeL tpeL Ras-spesifik monoglikoziltransferaz Hastalikla iligkisine dair dogrulanmis veri yok Plazmid
NetB netB OHll;c;e membran gecirgenliginde gozenek olusturarak degisiklige neden Kanathlarda nekrotik enterit Plazmid
BecA, BecB becA/B Aktinin ADP ribolizasyonu Insanlarda gastroenterit Plazmid
NetE netE I(;Illgqc;eqmembran gegirgenliginde gozenck olusturarak degisiklige neden Hastalikla iliskisine dair dogrulanmis veri yok Plazmid
NetF netF Hiicre membran gegirgenliginde gozenek olusturarak degisiklige neden Kopek ve taylarda hemorajik enterit ve nekrotik Plazmid
olma enterokolit
NetG netG I(;Ill;c;eqmembran gecirgenliginde gozenck olusturarak degisiklige neden Hastalikla iliskisine dair dogrulanmis veri yok Plazmid
Nanl nanl Sialidaz ilave viriilens faktor Kromozom
Kappa -Toksin colA Kollajenaz Hastalikla iliskisine dair dogrulanmis veri yok Kromozom
Mu-Toksin nagH Hiyaluronidaz Hastalikla iliskisine dair dogrulanmis veri yok Kromozom
Lambda Toksin lam Proteaz Hastalikla iliskisine dair dogrulanmis veri yok Plazmid
o~ clostripain cep Sistein Proteaz Hastalikla iliskisine dair dogrulanmis veri yok Kromozom
NanJ nanJ Sialidaz Hastalikla iliskisine dair dogrulanmis veri yok Kromozom
Delta toksin cpd Hiere membran gecirgenliginde gzenek olusturarak degisiklige neden Hastalikla iliskisine dair dogrulanmis veri yok Plazmid

olma
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C. perfringens’in  toksinleri  islevsel olarak dort kategoride
siniflandirilmistir.  Bunlar; membran hasar1 yapan enzimler, membran
permeabilitesini gozenek olusturarak bozan (pore-forming) toksinler, intraselliiler
toksinler ve hidrolitik enzimlerdir. (40).

Membran hasar1 olusturanlar (alfa toksin ve enzimleri gibi) hedef hiicre
membranlarini yikimlayarak etkilerini gosterir (60).

Gozenek olusturucu (pore-forming) toksinler en genis toksin kategorisinde
yer almaktadir. Membran permeabilitesini ve iyon transportunu bozarak,
membran i¢inde gozenek ve kanallarin olusmasina sebep olmaktadir. Bu
kategorideki toksinler arasinda; perfingolisin O, beta-toksin, Enterotoksin(CPE),
NetB ve Epsilon toksin yer almaktadir (50, 54).

TpEL, BEC ve lota toksin gibi intraselliiler toksinler konak¢1 hedef hiicre
iskelet yapisim1 bozarak etki gosterirler (50). Hidrolitik enzimler ise; C.
perfringens tarafindan salgilanan silialidaz ve hiyalurinidaz enzimleridir (40, 61).
Bu enzimler hastalik olusmasinda direkt etkili olmasalarda, bakterinin
virulensinin artigina neden olmaktadir (62).

Son yillarda tanimlanan C. perfringens toksinlerinin sayisinda Onemli
derecede artig goriilmektedir. En son yapilan calismalarda C. perfringens’e ait
NetB, BEC, TpEL, NetE, NetF ve NetG olmak {izere alt1 yeni toksin daha
kesfedilmistir ( 55).

NetB toksin; beta benzeri toksin olup gdézenek olusturucu etkiye sahiptir
ve birgok C. perfringens toksinleri gibi konjugatif plazmitler iizerinde

kodlanmaktadir (35, 63). Kesfedildiginden bu yana bircok kanath nekrotik enterit
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vakalarindan izole edilen suslarda NetB toksini kodlayan plazmitler identifiye
edilmistir. Yapilan son calismalarda bir¢ok arastirmaci, NetB toksininin kanatl
nekrotik enterit’in roliinii ve etkisini ortaya koymuslardir (64).

BEC toksini, BECa ve BECb olmak iizere iki farkli komponentden olusan
klostridial binary (ikili baglanma) toksin grubuna dahil oldugu saptanan yeni bir
toksin ¢esididir. BEC toksini fonksiyonel olarak iota toksinine benzerlik
gostermektedir. BECa komponenti aktin spesifik ADP-riboziltransferaz aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. BEC toksini ilk kez insanlarda birbirinden bagimsiz
iki farkli gida zehirlenmesi salgininda kesfedilmis olup, tipik olarak insanlarda
gida zehirlenmesinden sorumlu bir toksin oldugu ancak CPE tarafindan
kodlanmadig1 ortaya konulmustur (65).

TpEL toksini; klostridial monoglikoziltransferaz toksin ailesinin bir {iyesi
olarak, konake¢1 hiicre proteinlerinin glikolizasyon stiresince sitotoksik etkisini
gostermektedir. Clostridium difficile’nin, TcdA ve TcdB toksinleri ile iliskili
oldugu ancak hastalik olusumunda direk etkili degil de, sadece C. difficile nin

virulensinde etkin rol oynadigi kabul edilmektedir (66).

3.6.1. NetB Toksin

Alfa toksin, NE olusmasinda uzun zamandan beri en 6nemli viriilens faktor
olarak bilinmektedir (3, 5, 6). Ancak bundan birka¢ yil 6nce yapilan bazi
calismalar neticesinde bir¢cok arastirmaci alfa toksinin NE olusumunda primer
etken olarak rol oynamasima siipheyle yaklasmaya baslamislardir. NE‘e kars1 alfa
toksin ile yapilan as1 c¢aligmalarinda alfa toksinin kanathilar1 kismi olarak

korudugu rapor edilmistir (37). Yine bazi calismalar da deneysel yollarla
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olusturulmus NE’e karsi diger proteinlerinde immun sistemi baglatabildigi,
aktiflestirebildigi goriilmiistiir (33, 37).

Son yillarda Keyburn ve ark. (38) yaptig1 bir ¢alismada, C. perfringens Tip
A’nin alfa toksin yoniinden negatif (-) mutantlarnin deneysel modellerde NE
olusturabildigini kanitlamiglardir. Daha sonra broyler’lerde NE ile iligkili oldugu
tahmin edilen ve tespit edilen EHE-NE18 susundan saflastirimis bu yeni toksin
geni NetB olarak adlandirilmistir (3, 38, 63, 64). Giintimiizde bu NetB toksin geni
ile ilgili literatiirde bilgiler oldukc¢a kisithidir. EHE-NE18 susundan purifiye edilen
toksin geninin biyoinformatik sekans analizi sonucunda 323 aminoasit kodladigi
goriilmiistiir (67). Beta toksin ile benzer molekiiler agirliga sahip oldugu i¢in beta
benzeri nekrotik enterit toksini (NetB) olarak adlandirilmistir. Bu gen sadece
kanatlilarda bulunmus olup, beta toksin ile %38 aminoasit benzerligi oldugu
bildirilmistir (38, 67).

Keyburn ve ark. 2008 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada NE ile infekte
edilmis tavuklardan elde edilen izolatlarda NetB toksin genini bulmalarma
ragmen infekte olmamis hayvanlarda NetB toksin genini bulamamislardir (63).
Ilging bir sekilde Cooper ve Songer (2009) ise deneysel modellerinde NetB toksin
geni yoniinden negatif (-) izolatlariyla hastaligi olusturabilmislerdir (37). Yine
yapilan bazi ¢aligmalarda NetB toksininin nekrotik enterit patogenezisinde kritik
viriilens faktér oldugu ortaya konulmasmna ragmen (3) NetB toksin geninin

nekrotik enterit ile iliskili olmadigni ileri stiren caligmalar da mevcuttur (68, 69).
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Tablo 3. Saglikli ve nekrotik enteritli tavuk bagwrsaklarindan izole edilen C.

perfringens Tip A suslarinin iilkelere gore NetB toksin gen prevalansi (67).

Nekrotik EnteritliTavuklar Saglikli Tavuklar
. % netB
. 0,
Ulke netB insidensi * /o netB pozitif netB insidensi * pozitif Kaynak
izolatlar :
izolatlar
Avustralya 31/44 70 2/55 4 1
Kanada 39/41 95 7/20 35 2
Danimarka 12/25 48 14/23 61 3
fran 19/36 53 0/43 0 4
Italya 16/30 53 4/22 18 5
Hollanda 43/45° 96 c 6
Isveg 31/34 91 d 25 7
AB.D 17/20 85 10/31 32 8

* NetB pozitif izolat sayisi/ Caligilan izolat sayisi
" Tip C toksin tiplerini de igermektedir.
¢ Saglikli tavuk izolatlari incelenmedi.

4 Saglikli tavuk izolatlarin sayisi girilmedi

C. perfringens izolatlarinda NetB toksin geninin varligi Tablo 3°de de
goriildigl tizere iilkelere gore farkli profiller ile karsimiza ¢ikmaktadir (67).
Ornegin; Kanada’da yapilan bir ¢alismada nekrotik enteritli broyler’lerde, C.
perfringens izolatlarinda %95 NetB pozitif bulunurken, saglikli broylerlerden elde
edilen izolatlarda %35 pozitif NetB bulunmustur. Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki oran ise nekrotik enteritli broylerlerde %358, saglikli broylerlerde

ise %8.75 olarak bulunmustur (3, 67). Saglikli ve hasta kanath hayvanlardaki rolii
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heniiz tam olarak ortaya konulamamis NetB toksin geni ile ilgili Tiirkiye'de bir

calismaya rastlanmamastir.

3.7. Kanathlarda Clostridium perfringens’in Olusturdugu Nekrotik Enterit

3.7.1. Nekrotik Enterit’e Tarihsel Bakis

NE kanatli hayvanlarin ince bagirsaklarinda C.perfringens Tip A ve Tip C
tarafindan olusturulan toksinlerin hizla c¢ogalmasi ve sayica artmasma bagl
olarak, bagirsak mukozasmna verdigi hasar sonucu meydana geldigi kabul
edilmektedir (13, 33, 37). NE’e ait ilk vaka raporu, 1930 yilinda Bennets
tarafindan siyah bir Orpington tiirii broylerin bagirsak lezyonlarindan Bacillus
welchii 1zole etmesiyle yaymlanmistir (8, 70).

Mann, 1940’hh yillarin basinda yaptig1 bir c¢alismada broyler piliglerin
bagirsak duvarma invaze olan bakterinin C. perfringens oldugunu kabul etmis ve

3

bu bakterinin yaptig1 hastaligi da “ alt1 giin hastalig1i’’ olarak tanimlamistir (71,

72).

Parish tarafindan 1961 yilinda, Ingiltere’de bir kiimeste, bagirsak
lezyonlar1 goriilen 6-7 haftalik piliglerin bagirsaklarindan C. perfringens izole
etmis, ve bu hastalig ilk kez Nekrotik enterit olarak tanimlamistir (73-75). Hasta
hayvanlarin bagirsak igerikleri ¢ikarildiklarinda broyler ve fareler icin 6ldiiriicti
nitelikte oldugu ortaya konulmus ve ilk kez bu hastaliktan elde edilen C.
perfringens izolatlar1 tip F olarak smiflandirilmistir. Ancak yapilan arastirmalarda,
C. perfringens’in toksinleri Tip B ve Tip C antitoksinleri ile nétralize edildigi fark

edilince, simdiki siniflandirmada Tip C olarak yerini almistir (75).
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Ayrica Parish, C. perfringens bakterisini hayvanlara agiz yoluyla basarili
bir sekilde uygulayarak hastaligi tekrar olusturmay: basarmis ve Ingiltere’de bu
hastalig1 nekrotik enterit olarak olarak tanimlamasi ile birlikte tiim Diinya’da

rapor edilmistir (76-79).

Avustralya’da ise ilk kez 1961 yilinda 3 yil i¢inde 10 iireticiye ait kanatl
isletmesinde ortaya c¢ikmistir (8, 80). Kaldhusdal ve Skjerve yaptiklart bir
calismada (81), 1969 ve 1989 yillar1 arasinda Norvecte tavuk popolasyonunda
nekrotik enterit insidensinin % 0 - % 34 arasmnda bir oranla degiskenlik

gosterdigini ortaya koymuslardir (81).

Bu hastaligin tiim Diinya’da salgmlar seklinde artisi ile arastirmacilar,
tedavi ve hastaliktan korunma stratejileri gelistirmeye baslamislardir. Korunma
stratejilerinden ilki kanatli yemlerine antibiyotik biiyiitme faktorlerinin, (ABF)
ilave edilmesi olmustur. Bunun iizerine yapilan g¢aligmalarda, 1948 yilinda
ABF’lerin kanath yemlerinde kullanildigi zaman, kanatlida biiylime performansini
artirdigit ve hastaligin mortalitesini  diisiirdiigi gortilmistiir (82-85). FDA
tarafindan da hayvan yemlerine ABF’lerin ilave edilmesi onaylanmistir (82). Bu
uygulama carpici bir sekilde tiim diinya’da uygulanmaya baslanmis ve Avrupa
Birliginde de antibiyotiklerin neredeyse %50’sinin hayvanlarda kullanilmaya

baslandig1 tahmin edilmistir (86).

Hollanda’da 1990 yilinda insanlarda 80.000 kg antibiyotik kullanilmisken,
hayvanlarda yaklasik olarak 300.000 kg antibiyotik kullanildigi tahmin

edilmektedir (87).
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1999 yilinda A.B.D’de, hayvan saghgi ensititiisii tarafindan yapilan bir
calisma ile 20.42 milyon Ingiliz Sterlini tutarinda antibiyotigin, hayvanlara
verildigi bildirilmistir (82). Daha sonra yapilan ¢alismalar gostermistir ki; hayvan
yemlerine katilan antibiyotik biiyiitme faktorleri bagirsagin mikrobiyal florasini,
ozellikle de Gr(+) bakterileri 0©ldiirerek veya inhibe ederek etkisini
gostermektedir. ABF’lerin kullanim sikligindaki carpici artis, hayvanlardaki
patojen bakterilere karsi antimikrobiyal direncin gelismesine ve beraberinde
gidalarda ilag kalintilarmin muhtemel etkisine yol acabilecegi arastirmacilarin
dikkatini ¢ekmistir (88). Ayrica dikkatleri ¢ceken diger bir ayrinti1 da, biiyiitme
faktorii olarak kullanilan bazi antibiyotiklerin, insanlarda tedavi amagh kullanilan
antibiyotikler smnifina karsi, yavas yavas kendini gosteren c¢apraz direng

gerceginin olmasi ihtimalini ortaya ¢ikarmustir (76).

Capraz direncin kendisini gosterdigi antibiyotikler su sekilde siralanabilir:
Vankomisin ve Avoparsin, Virginamisin ve Dalfopristin, Tilozin ve

Spiromisin/Eritromisin, Avilamisin ve Evernimicins (89-91).

Hollanda’da yapilan bir ¢alismada, Eritromisin direnci insanlara oranla
broyler populasyonunda ¢ok daha yiliksek bulunmustur. Bu yiikseklik, broyler

yetistiriciliinde fazla dozda tilozin kullanilmasiyla iliskilendirilebilir (87).

Capraz direncin gelistigi en 6nemli bakteri grubu, vazokomiyal infeksiyon
etkeni olarak bilinen enterokoklarda; Vankomisin diren¢li enterokoklar ortaya
cikmasidir. Avoparsin’in hayvan yemlerinde biiylitme faktorii olarak kullanilmasi,
hayvansal {riinlerde vankomisin direngli enterokoklarm bir rezervuarmni

olusturmustur (83, 91, 92). Ayrica yapilan g¢alismalar ile olusturulan PFGE
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profilleri karsilastirildiginda kanatli izolatlar1 ile insan izolatlari, birbiriyle es veya

hemen hemen ayni oldugu ortaya konulmustur (92).

Avrupa Birligi 1970’11 yillarin basinda yemlerde kullanilan antibiyotikler ile
insanlarda tedavi amaciyla kullanilan antibiyotikleri birbirinden ayirmaya
baslamistir (91, 93, 94). Bunun sonucunda Vankomisin direngli Enterokoklarin
(VDE) prevalansinda ciddi bir sekilde diislis gerceklesmistir (89, 92). Ancak
VDE’lerin bu diisiisiiniin en biiylik negatif etkisi, 6zellikle Avrupa’nin dogusunda
kanatlilarda NE ve diger klostridial hastaliklarin salginlar1 sayisinda artisa neden

olmasidir (94-96).

Fransa’da NE insidensi 1995 yilinda %4 oraninda iken 1999 yilinda
%]12.4’e yiikkselmistir (93, 97). Avrupada birgok {ilke NE salgnlar1 ile
iyonoforlarn kullanilmasi, hijyenik sartlarin iyilestirilmesi ve rasyonlarin

modifiye edilmesi ile basagikabilmistir (91, 98).

Sonug itibariyle ABF’ler ile ilgili ortaya konulan tiim veriler dogrultusunda
Avrupa’da 2006 yilindan itibaren Hayvan yemlerinde ABF’lerin kullanilmasi
tamamen yasaklanmistir (13). Avrupa Birligi’'nde ABF’lerin yasaklanmasi ile
birlikte 2006 yilindan 2015 yilina kadar gegen siire i¢erisinde nekrotik enterit ile

ilgili yapilan akademik ve bilimsel calismalar hizla yiikselise gecmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. Yillara gore Nekrotik Enterit ile ilgili yapilan arastirma makalelerinin

Sayis1.
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3.7.2. Klinik Belirtiler ve Lezyonlar

NE, C. perfringens suslarinin, 2-5 haftalik broyler’lerde ishal, bagirsaklarda
nekrotik yangi ve 6liim ile karakterize, Tip A ve de Tip C tarafindan olusturulan,
infeksiy0z, enterotoksijenik bir hastaliktir (3, 33).

NE’nin tavuklarda tipik klinik belirtileri; depresyon, yerinden kalkmada
isteksizlik, diyare, tiiylerin birbirine karigmasi durumu, uyusukluk ve istah
azalmasi, dehidrasyon ve biraraya toplanmak sayilabilir (43, 76). Ancak bu klinik
belirtiler o kadar kisa siirmektedir ki; tavuklar 1-2 saat i¢cinde 6lmektedir (8, 76,
99, 100). Benzer klinik belirtiler diger kanathilarda da gorilmektedir (101).

Mortalite oranlar1 ise % 0.1 - %50 arasinda degismektedir (75, 80, 102).

Biiyiik lezyonlar tipik olarak ince bagirsakta siirlanmistir (75, 103, 104).

Bunlar daha c¢ok jejenum ve ileumdadrr fakat duodenumda da meydana
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gelebilmektedir. Ince bagirsaklar genellikle gaz ile sismis vaziyette, bagirsak
duvari asir1 derecede incelmis, koyu kahve renkli kotii kokulu bir igerige sahiptir

(8, 75, 76, 94, 104).

Subklinik NE’de ince bagirsakta fokal lezyonlar mevcuttur. Olusan biiyiik
lezyonlar hindilerde benzer sekilde seyreder ancak duodenum, tavuklardan daha

fazla etkilenmekte olup lezyonlar kolona kadar ilerlemektedir (101, 105).

Bagirsak hasar1 ile C. perfringens portal dolasima ve safra kanallarina
girerek kolangiohepatitise neden olmaktadir. Karaciger genel olarak biiyiimiis,
sertlesmis ve solgun renkte olmakla beraber, ylizeyini ¢oklu sar1 renkte nekrotik

odaklar kaplamistir ve konjesyon mevcuttur (70, 76, 95).

3.7.3 Nekrotik Enterit’in (NE) Predispoze Faktorleri

C. perfringens, normal bagirsak florasinin bir iiyesi olarak bilinse de
cevreden ve dogadan elde edilen viriilent suslar, flora bakterisi yerine gecebilir ya
da sakin bagirsak florasi iken toksin genlerini kodlayan plasmidlerin transferi ile
C. perfringens’i gizli enteropatojenlerden biri haline getirebilir (2, 35, 36).

NE, cevresel faktorlerin zemin hazirlayic1 etkisiyle C. perfringens
tarafindan olusturulan multifaktoriyel bir hastahiktir. Bagirsaktaki kiigiik
lezyonlarin varligi, glisin i¢eren taneli yemler gibi ani yem degisikliginin neden
oldugu bagirsak pH degisikligi, stres faktorleri, immunosupresyona neden olan
hastaliklar ve en 6nemlisi de koksidiyoz'un varlig1 nekrotik enterit'in olugmasi i¢in
hazirlayici unsurlar olarak bildirilmistir. Ozellikle bagirsakta koksidiyoz mevcutsa
nekrotik enterit i¢in dnemli bir risk faktorii olusturmaktadir. Koksidiyoz etkenleri

bagirsakta kolonize olarak bagirsak epitel hiicrelerinin ¢liimiine sebep olmaktadir.
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Dolayisiyla bagirsak mukozasinda meydana gelen hasar, C. perfringens'in
cogalmasina zemin hazirlamaktadir (94, 106-108).

Sindirim sistemi mukoza yapisnin, yem ve yem katki maddelerinin
bilesenlerinden ©Onemli derecede etkilendigi bilinmektedir. Bagirsak epitel
tabakasmin yiizeyindeki hiicreler arasinda c¢ok sayida goblet hiicreleri
bulunmaktadir. Goblet hiicreleri 1ise miisin olarak adlandirilan  bir
mukopolisakkarit salgilamaktadir. Bu salgi1 epitelyal yiizeyin tizerindeki mukoza
hiicrelerinin {izerini kaplayarak koruyucu etkiye sahiptir. Fiziksel ve kimyasal bir
bariyer olup epitel tabakasini bagirsak bakterileri, bakteriyel ve ¢evresel toksinler

ve baz1 yem maddelerinden korumaktadir (109, 110).

Yiiksek miktarda protein igerigine sahip veya yiiksek miktarda nisasta
olmayan polisakkarid (NOP) igeren arpa, bugday, cavdar gibi yemlerin
kullanilmas1 miisin salgilanmasini olumsuz yonde etkilediginden dolayi, NE’ye
zemin hazirlamaktadir (109). Yapilan bazi ¢aligmalarda NOP’den zengin yem ile
besleme (arpa, bugday, cavdar gibi) misira dayali besleme ile karsilastirildiginda

NE insidensinde artis meydana geldigi rapor edilmistir (110, 111).

Kemik unu ve balik unu gibi hayvansal kaynakli yiiksek proteinli yemlerin,
NE‘in prevalansini daha da fazla artirdigi goriilmiistiir (97). Bu durum, hayvansal
kaynakli protein igerikli yemlerin bitkisel igerikli olanlara gére daha fazla glisin
icermesinden  dolayr C.  perfringens’in  proliferasyonunundaki  artisini
desteklemesiyle iliskilidir (97). Balik unu igeren yemler ile soya fasulyesi iceren
yemler karsilastirildiginda, soya fasulyesi igeren yemlerde glisin ve methiyonin
konsantrasyonunun daha diisiik miktarda oldugu gorilmiistiir. Bu iki aminoasit

ayrt ayr1 test edildiginde goriilmiistiir ki; Methiyonin ince bagirsaktaki C.
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perfringens populasyonunu distiriirken, glisin ise ince bagirsakta C. perfringens
sayisini artirarak mortalite oranlarmin artisina neden olmaktadir. Protein kaynakli
yemlerin ve yemlerdeki protein miktarmin fazla olmasmim, C. perfringens’in
enterit ile iligkisi iizerine etkisi, koruma ve kontrol stratejileri kapsaminda daha

fazla arastirma yapilarak gelistirilmelidir (2, 13).

Eimeria tiirlerinin olusturdugu koksidiyozis de NE icin en biyiik
predispoze faktorlerden biridir. Yapilan bir calismada Eimeria spp. ve C.
perfringens’in koinfeksiyon olusturmak amagli deney hayvanlarina verilmesiyle
NE siddetinin artttig1  gOriilmistiir (112-114). Eimeria tilrlerinin bagirsak
mukozasina hasar vermesi ile konak¢inin plazma proteinleri agiga ¢ikar, bu durum
mukus artis1 ile birlikte C. perfringens’in iremesi ve gelismesini tetikler (113,

114).

Kanatl isletmelerinin NE olusumundaki roliine bakildiginda; yetersiz
havalandirma, ani yem degisiklikleri ve kiimes kapasitesinin iizerinde hayvan
sayisimin artirilmas: sonucu kanatlilarin gereksiz yere strese maruz kalmasi gibi

etkenler siralanabilir (115).

Ingiltere’deki broyler ciftliklerinde yapilan bir ¢alismada NE prevalansinin
artisindaki en biiylik faktorlerden birisinin kullanilan althigin yas ve 1slak olmasi
durumu saptanmistir, ancak bu durumun NE olusumundaki tek faktor oldugu
kesinlestirilememistir (116). Yapilan caligmalardan birinde NE salgmi c¢ikan
kiimesler takip edilerek, hayvanlarin bagirsaklarinda ¢ok sayida sinek bulunmus,
bu durumun kiimesin sinekler tarafindan istilas1 sonucu hayvanlarin onlari

tiketmesiyle ortaya ¢iktig1 anlagilmistir (117). NE baslangicinda viral
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immunosupresif hastaliklar da tetikleyici olabilmektedir. Ornegin Infeksiydz

Bursal Hastalik NE siddetini artirmaktadir (118).

3.7.4. Korunma ve Kontrol

Isletmelerin NE‘den korunma ve kontrol stratejileri; diyetteki risk
faktorlerinin azaltilmasi, koksidiyozise karsi korunma, su ve yemlerde profilaktik
amacli antimikrobiyallerin kullanilmasi ile gerceklestirilmektedir (37). Gegmis
yillarda bu antimikrobiyallerin kanatli yemlerinde biyiitme faktorii olarak
kullanilmas1 sonucu kanathlarin gastrointestinal kanalinda C. perfringens
populasyonu iizerine dogrudan etki etmesiyle, NE salginlarinin ortaya ¢ikmasi
engellenmistir. Ancak bu yaygin uygulama ile birlikte zoonotik patojenlerin
antibiyotik direnglerindeki prevalansinda artiy meydana geldigi goriilmiistiir
(119). Bunun tizerine Avrupa birligi (AB), bu durumdan endise ederek 1996
yilinda ilk olarak avoparsinin gelismeyi artirict amagla kullanimimni yasaklamastir.
Ardindan 1999 yilinda da kanatl yemlerinde biiyilitme faktorii olarak kullanilan 5
antibiyotigi (Avoparsin, Virginamisin, Basitrasin, Tilosin fosfat ve Spiramisin)
insanlarda kullanilan antibiyotiklere benzerlik gdstermesinden dolayr direng
gelisimi endisesi ile yasaklamistir. Bunu takiben geriye kalan 2 antibiyotigi de
(Avilamisin, Flavomisin) 2006 yilindan itibaren kalic1 olarak yasaklamistir. Bu
yasaklamanin ardindan bir¢ok arastirma sunu gostermistir ki; hayvan ve insan
sagligini ilgilendiren bu antimikrobiyallerin geri ¢ekilme durumu, kanathilarda NE
insidensinin artisina neden olmustur (91, 93). Bu NE’ deki yiiksek insidens NE
salginlarmi tedavi etmek i¢in bu sefer de terapotik amagh antibiyotik kullaniminin

artisina neden olmustur (91, 120).
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Ulkemizde de AB uyum kurallar1 geregi 21 Ocak 2006 tarih ve 26056
sayili kanun ve 3 Mayis 2007 tarth ve 26511 sayili kanun ile hormon ve
antibiyotik biiylitme faktorlerinin tiimiinlin, hayvansal yemlerde kullanimi
yasaklanmistir. Bazi hayvan tiirleri i¢in premiks ve karma yemlerde bazi
antikoksidiyal ve diger ila¢ kaynaklarmma yasal yoldan katki maddesi olarak

kullanilmasina izin verilmektedir (121).

2006 yilindan itibaren kanatli yemlerinde biiylitme faktorii olarak
antibiyotik kullanimi yasaklanmistir. Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’da
ise antibiyotikler —hala kanatli yemlerinde biiylitme faktorii olarak
kullanilmaktadir. Avrupa, Asya ve diger iilkelerde yemlerde antibiyotiklerin
yasaklanmasi ile birlikte NE insidensindeki artisa karsi, hiikiimetler alternatif
stratejiler gelistirmeye c¢alismistir. Competetive Exclusion (CE) yarigmaci
diglama, {rlnlerinin kullanilmas1 sekumda C. perfringens populasyonunun
diismesinde etkili oldugunu gostermistir. Ayrica bununla beraber NE’den
kaynaklanan mortaliteyi azaltmis, siddetli lezyonlarin azalmasina neden olmus ve

performans artigin saglamistir (102, 122).

Yapilan bir calismada; NE’den korunmak amag¢li Lactobacilllus
acidophilus, Enterococcus faecium ve Bacillus subtilis sporlarinin probiyotik
amaclh kullanilmasi ile fayda saglandigi rapor edilmistir (123). Bu calismalara
ilaveten, NE’den korunma amacli probiyotiklerin (122) ve yemlerde esansiyel yag
asitleri, enzimlerin profilaktik olarak kullanilmasi ile bazi basarilar elde edilmistir

(124, 125).
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Koksidiyozis NE’nin gelismesinde sorumlu en Onemli predispoze
faktorlerden biridir ve bununla birlikte Eimeria tiirlerinin kontrolii saglandigi
takdirde NE insidensinin ciddi anlamda diistiiglinii gosteren bir¢ok calisma
bulunmustur. Ayrica antikoksidiyal asilarin koruyucu olarak NE’e karsi
kullanilmasmin etkili oldugu gosterilmistir (108). Fakat baz1 vakalarda
antikoksidiyallerin siddetli lezyonlara neden oldugu ve ardindan NE i¢in tekrar

predispoze faktor durumuna gectigi goriilmiistiir (126).

Koruma ve kontrol amacl bazi antikoksidiyal iyonoforlarm kullanilmasi
(salinomisin, narasin, maduramisin, laslosid) C. perfringens’in liremesini inhibe

ederek fayda sagladig gortilmiistiir (127).

3.8. Amag

Bu tez ¢alismasmin amaglar1 sunlardir:

e Flazig ve ¢evresindeki farkli kiimeslerden kesimhaneye getirilen etlik
piliglerde ve laboratuvara getirilen nekrotik enterit’ten slipheli tavuklarda,
C. perfringens’in konvansiyonel kiiltir ve PZR yontemleri ile
arastirilmasi, s6z konusu etkenin bolgedeki yaygmligi ve muhtemel risk
faktorleri ile ilgili verilerin toplanmasi,

e Enterit lezyonlar1 goriilen bagirsak 6rneklerinde koksidiyoz etkenlerine de
bakilarak muhtemel risk faktorlerinin belirlenmesi,

e Enterit lezyonlar1 goriilen bagirsak drneklerinde toksin varliginin ELISA
ile belirlenmesi,

e FElde edilen izolatlardan spesifik primerler kullanilarak Multipleks PZR ve

klasik PZR yontemiyle toksin tiplendirilmesi,
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NetB toksin geninin spesifik primer kullanilarak saglikli ve enterit

lezyonlar1 gosteren piliglerdeki varligmin arastirilmast,

Ayrica farkli kesimhane ve kiimeslerden elde edilen secilmis saf izolatlar

arasindaki genetik iliskinin PFGE yOontemiyle belirlenmesi amaglandi.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gerec

4.1.1. Tez calismasinda kullanilan besiyerleri ve ayiraclar
4.1.2. Kiiltiir asamasinda kullanilan besiyeri ve ayiraglar

Cooked Meat Medium ( Oxoid, Ingiltere)

Bilesimi g/litre
Heart muscle 454.0
Peptone 10.0
‘Lab-Lemco’ powder 10.0
Sodium chloride 5.0
Glucose 2.0

Hazir 500gr’lik Cooked Meat Medium’dan her bir tiip i¢in 1gr tartilarak
tizeri 10ml distile su ile tamamlandi. Otoklavda 121 ‘C’de 15 dakika steril
edildikten sonra dikkatli bir sekilde, besiyerindeki erimis oksijeni ¢ikarmak

amaciyla tiipler soguk su altinda 37 -C’ye kadar sogutuldu.

Clostridium pefringens selective supplement (Merck, Darmstadt, Almanya)
Her bir vial icerigi
D-cycloserine 200 mg/vial
4-methylumbelliferyl-phosphate disodium salt 50 mg/vial

Her bir vial icerigi 3ml steril distile su ile sulandirilip iyice karistirilarak 500

ml’lik TSC agara ilave edildi.
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Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) Agar (Merck, Darmstadt,

Almanya)

Bilesimi g/litre
Tryptose 15.0
Peptone from soymeal 5.0
Yeast extract 5.0
Sodium disulphite 1.0
Ammonium iron(Ill) citrate 1.0
Agar-agar 12.0

42 gr TSC agar tartilarak 1000 ml distile su icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra
benmari usulii sicak su banyosunda iyice eritildi. Besiyeri otoklavda 121 -C’de 15
dakika steril edildikten sonra 50 °C’ye kadar sogumasi beklendi. Ardindan her bir
vial 3ml steril distile su ile sulandirilip, toplam 2 vial Clostridium perfringens

selective supplement hazirlanarak TSC agara ilave edildi.

Kanh Agar (Blood Agar Base No 2), (Oxoid, ingiltere)

Bilesimi g/litre
Proteose peptone 15.0
Liver digest 2.5
Yeast extract 5.0
Sodium chloride 5.0
Agar 12.0
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40 g kanl agar (Oxoid CMO0271) 1000 ml distile su icerisinde eritilip, otoklavda
121 °C’ de 15-20 dakika steril edildi. Besiyeri 45-50°C’ye kadar sogutulduktan

sonra icerisine % 7 steril koyun kani ilave edildi.
Anaerocult A® (Merck, Almanya, 1.13829 CE)

Anaerobik ortam saglamak amaciyla kullanilan Anaerocult A posetleri yatay
bir sekilde tutularak tizerine 35 ml distile su ilave edildi. Ardindan poset igeriginin

suyu tamamen c¢ekmesi ile fazla bekletilmeden anaerobik jar igerisine

yerlestirilerek kullanild.
Anaerotest cubuklan ® (Merck, Almanya 1.15112.0001 CE)

Bir ucu mavi renk iceren Anaerotest ¢ubuklari, anaerobik ortamin saglanip
saglanmadigini test etmek amaciyla anaerocult jarlarn igerisine birakildi. Test
seridinin kullanim bilgilerine gore 4 saat icinde maviden beyaz renge donmesi ile

anaerobik ortamin saglanmis oldugu kabul edildi.

Motility Nitrate Medium (Fluka, Almanya)

Bilesimi g/litre
Meat extract 3.0
Disodium hydrogen phosphate 2.5
Galactose 5.0
Agar 5.0
Gelatine peptone 5.0

Hazir besiyerinden 23.5 g tartilarak 1 Litre distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra 5

ml gliserol ilave edilerek tiiplere taksim edildi. 121 -C’de 15 dakika otoklavlandi.
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4.1.3. PZR Asamasinda Kullanilan Ayiraglar

TNES Buffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, % 0.2

Sodyum Dodesil Siilfat-SDS)

Bilesimi g

Tris 0.048
NaCl 0.175
EDTA 0.075
SDS 0.04

Yukarda bilesimde verilen maddeler tartilarak 20 ml’ye distile suyla

tamamlandi.

Proteinase K Soliisyonu (100 mg, Sigma, St. Louis, MO, ABD)
1 mI’sinde 20 mg olacak sekilde steril distile su ile hazirlandi.

Fenol- kloroform- izoamilalkol (25:24:1)

Hazir olarak AppliChem (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edildi.
10X PCR Buffer (MBI Fermentas, Litvanya)

750 mM Tris-HCI (pH 8.8; 25 C), 200 mM (NH4),SO4 ve % 0.1 Tween 20

Fermentas firmasindan temin edildi.

MgCl12 (MBI Fermentas, Litvanya)

25 mM MgCl, her PCR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.
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dNTP Set (100mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP; MBI Fermentas,
Litvanya)

Fermantas firmasindan temin edildi. Her deoksiboniikleotitten esit oranda
almip, her PZR numunesi i¢in 4 pl kullanilmak iizere steril distile su ile 1/20

oraninda sulandirildi.

Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas, Litvanya)

Her PZR numunesi i¢in 1,25 U (0,25 pl) kullanild1.

Primerler (fontek)

Bu ¢alismada kullanilan primerler iontek firmasina sentezletildi.

4.1.4. Elektroforez isleminde Kullamlan Malzemeler
Agarose LE, ( Promega, Madison, ABD)

I1X TBE ¢ozeltisi ile %2 oraninda hazirlandi. Kaynar su banyosunda
eritildikten sonra elektroforez kasetine dokiildii.

5X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu

Bilesimi g
Tris 54.4
Borik Asit 27.2
EDTA 4.6

Yukarida bilesimi verilen maddeler tartilip distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanarak, pH 8.3’e ayarlandi. Hazirlanan stok TBE tamponu elektroforez

islemi sirasinda 4 kat sulandirilarak kullanild1.
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100 bp DNA Ladder (50 pg/100 pl; MBI Fermentas, Litvanya)
Elektroforez sonucunda olusan bandlarin biiyiikliiklerini belirlemek i¢in 1/6
oraninda sulandirilarak kullanildi. Kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza
edildi.

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

Elektroforez sirasinda DNA fragmentlerinin agaroz jel boyunca ilerlemesini
izlenmek amaciyla 1/5 oraninda sulandirilarak kullanildi. Kullanilincaya kadar -

20 °C’de muhafaza edildi.

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

Almanya)

Ethidium bromide soliisyonundan 0,5 ml alinarak distile su ile 15 ml’ye
tamamlandi. Agaroz jelin boyanmasi i¢cin 300 ml distile suya 600 pl ethidium

bromide katilarak (0,5 pg/ml) kullanilda.

4.1.5. PFGE Asamasinda Kullamilan Ayiraclar

500 ml Hiicre Siispansiyon Tamponu (100 mM Tris, 100mM EDTA
pH: 8)

100 mM Tris (pH: 8) 7.88 ¢
100 mM EDTA (pH: 8) 18.61 g
Sodium Hydroxide 259¢g

Yukarda bilesimi verilen maddeler tartilip 2.59 g Sodium Hydroxide ile pH: 8’

e ayarland1 ve Steril Ultra Saf Su (SUSS) ile 500 ml’ye tamamlandi.
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500 ml Tris-EDTA soliisyonu (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA pH: 7.6)

10 mM Tris-HCL 0.79 g
1 mM EDTA 0.19¢g
Sodium Hydroxide 0.08 g

Yukarida bilesimi verilen maddeler tartilip 0.08 g Sodium hydroxide ile pH: 7.6

ya ayarlanip SUSS ile 500 ml’ye tamamlandi.

Hiicre Lizis Soliisyonu (1 M NaCl, 10Mm Tris (pH: 8), Sg/lt N-
Lourylsarcosine, 2g/lt Sodium deoxycholate, 2.5 mg/ml Lizozim, 20 pg/ml

Rnase)

Yukaridaki malzemeler lizozim ve Rnase hari¢ 200 ml icin hesaplanip
tartilarak karistirildi. Lizozim ve Rnase hesaplamasi her numune i¢in ayri ayri

yapilarak karisima eklendi.

SeaKem Gold Agarose -%2’lik diisik erime 1sili agaroz (Lonza,

Rockland, USA)

10 ml HST igerisine %2’lik diisiik erime 1s1l1 agaroz olacak sekilde tartilip
mikrodalga firinda eritilerek, kuru 1s1 blogunda bekleyen bakteri siispansiyonu ile

esit hacimde olacak sekilde ependorflara dagitildi.

Smal RE enzimi (Thermo Scientific, 10 U/ul, 2000 U)

Her agaroz kalib1 i¢in hesaplanan 1X 40U Smal enzimi, enzim tamponu ile
yikanmis agaroz kaliba konulup, calkalamali su banyosunda 25 °C’de 6 saat

inkiibe edildi.
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4.2. Yontem
4.2.1. Kiimes Ziyaretleri

Bu c¢alismada materyal olarak, Elazig ve Malatya illerindeki 3 farklh
kanatli kesimhanesine getirilen 500 adet broylerin, karaciger ve bagirsak 6rnekleri
kullanildi. Uygun 6rneklerin kesim sirasinda alinmasi i¢in gerekli izinler, Malatya
ilindeki iki ve Elazig ilindeki bir adet kanatli kesimhanesi igletme sahiplerinden
alindi. Bu ii¢ isletme Malatya, Elazig, Diyarbakir, Tunceli, Bingdl ve Adiyaman
illeri g¢evresinde, yaklasik olarak 45.000 km’ lik bir alanda lokalize olmus
sozlesmeli ireticiler (Kiimes sahipleri) ile birlikte ¢aligmakta, giinliik ortalama

22.000 adet kesim yapilan kiimeslerdendi.

Bu calisma kapsaminda kesime getirilmeden once etlik piliglere biiylime
donemlerinde yapilacak olan kiimes ziyaretleri, sadece Malatya ilindeki tek bir
isletmenin izni dogrultusunda yapilabilmistir (Sekil 2). Diger isletme sahipleri,
kiimeslere giris ve cikislarda hijyenik kosullarin saglanamamasi ve kiimesteki
hayvanlarin gereksiz yere strese girebilecegi diisiincesiyle, endise ve kaygilarini
dile getirerek, kiimes ziyaretlerinin yapilmasma izin vermediginden
yapilamamistir. Dolayisiyla Malatya ilindeki A kesimhanesinden alinan izin
dogrultusunda 30 adet kiimes i¢in; civciv giris ve ¢ikislari, kiimeslerde kullanilan
althiklar, kiimes sartlari, kullanilan yemler yOniinden, hayvanlar kesime gelene

kadar rutin ziyaretler yapilarak ilgili kayitlar tutulmustur (Tablo 5).
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Sekil 2. Ziyaret edilen kiimeslerden bir goriintii

Takibi yapilan kiimeslerden ziyaret sirasinda 6len hayvanlara da nekropsi
yapilarak, hayvanlarin karaciger ve bagirsaklar1 makroskobik olarak incelenmis ve
en kisa siire icerisinde laboratuvara ulastirilmistir. Takibi yapilan kiimeslerden ve
diger isletmelerden kesim sirasinda i¢ organlar, takim halinde steril posetlere

alinarak, bagirsak ve karaciger 6rnekleri incelenmistir.
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Tablo 5. Biiylime doneminde ziyaret edilen kiimeslerden alinan veriler

Kiimes Anti koksidiyal Verilen Yem Igerigi Kullanilan Kesim Ani Yem

No program Altlik Yast Degisikligi

1 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 39 Yok
misir

2 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 40 Yok
misir

3 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 41 Yok
misir

4 Salinomisin %10 bugday, %40 Celtik 39 Yok
misir

5 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 40 Yok
misir

6 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 38 Yok
misir

7 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 36 Yok
misir

8 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 40 Yok
misir

9 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 40 Yok
misir

10 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 40 Yok
misir

11 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 40 Yok
misir

12 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 39 Yok
misir

13 Salinomisin %10 bugday, %40 Celtik 39 Yok
misir

14 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 38 Yok
misir

15 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 38 Yok
misir

16 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 39 Yok
misir

17 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 39 Yok
misir

18 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 42 Yok
misir

19 Salinomisin %10 bugday, %40 Celtik 40 Yok
misir

20 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 41 Yok
misir

21 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 39 Yok
misir

22 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 39 Yok
misir

23 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 38 Yok
misir

24 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 40 Yok
misir

25 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 40 Yok
misir

26 Salinomisin %10 bugday, %40 Celtik 41 Yok
misir

27 Salinomisin %10 bugday, %40 Odun talas1 40 Yok
misir

28 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 41 Yok
misir

29 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 10 Yok
misir

30 Salinomisin %10 bugday, %40 Saman 38 Yok
misir
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Sekil 3. Biiyiime doneminde ziyaret edilen kiimeslerden bir goriintii

4.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Bu c¢alismada, Elazig ve Malatya’daki 3 farkli mezbahaneye getirilen
broyler’lerden, karaciger ve bagirsak ornekleri toplandi. Elazig ve Malatya’daki
kesimhanelere 2015 yili Ocak-Haziran aylar1 arasinda, toplam 100 farkl
kiimesten getirilip kesilen broyler’lerden (her kiimesten 5 bagirsak ve 5 karaciger
olmak kaydiyla) 500 adet bagirsak ve 500 adet de karaciger olmak lizere toplam

1000 adet 6rnek toplanmistir (Tablo 6).

Bagirsak Orneklerinin toplanmasi sirasinda, makroskobik olarak bagirsak
epitelinde hemoraji ve mukozada hasar izlenen ve enterit benzeri lezyonlarina
benzerlik gosterenlerin toplanmasma dikkat edildi. Kesim sirasmda I¢ organlar

takim halinde (Karaciger ve bagirsak drnekleri) hijyenik kosullarda steril posetlere
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almarak, en kisa siire icerisinde soguk muhafazada laboratuvara getirildikten

sonra C. perfringens yoniinden incelenmeye baslandi.

Tablo 6. Toplanan 6rneklerin illere gore kesimhane ve kiimes dagilimi

Il Kesimhane Kiimes Bagirsak Karaciger Toplam
Sayisi
Malatya A 45 5 5 450
Elaznig B 30 5 5 300
Malatya C 25 5 5 250
Toplam 100 1000

4.2.3. Clostridium perfringens’in  Kiiltir Yontemiyle izolasyon ve

Identifikasyonu

Laboratuvara ulagtirilan  karaciger ve bagwsak oOrnekleri oOnce
zenginlestirme islemine tabi tutularak Cooked Meat Medium (CMM) besiyerine
(Oxo0id) ekim yapilip 46 = 1.0 °C’de 24 saat anaerobik jar igcerisinde anaerobik
ortam saglanarak inkiibasyona birakildi. Anaerobik ortam anaerobik gaz kitleri
(Anaerocult A® Merck 1.13829 CE) ile birlikte anaerobik jar (Merck
1.16387.0001 CE) kullanilarak saglandi. Anaerobik ortamm saglanip
saglanmadigini test etmek amaciyla anaerocult jarlarm igerisine, bir ucu mavi renk
iceren Anaerocult test cubuklar1 (Merck 1.15112.0001 CE) birakildi. Test
seridinin kullanim bilgilerine goére 4 saat icinde mavi renkten beyaz renge

donmesi ile anaerobik ortamin saglanmis oldugu test edildi.
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Bagirsak ornekleri, steril pens yardimiyla tutularak yiizeyi spatiil ile
daglanip, duedonum kismina steril bistiiri yardimiyla bir kesi atildi. Kesi atilan
yerden steril ekiivyon g¢ubuklarmin tiim ylizeyini kaplayacak sekilde alinan
bagirsak icerigi, ekiivyon cubuklar ile birlikte CMM besiyerine birakildi (Sekil 4).

Karaciger 6rnekleri de yine ayn sekilde yiizeyi spatiil ile daglanarak steril
bistiiri yardimiyla agilan bdlgenin i¢ kismindan, yaklasik 1 gr karaciger parcasi
olacak sekilde steril pens yardimiyla CMM besiyerine birakildi. CMM besiyerine
birakilan karaciger ve bagirsak igerikleri 46 + 1.0 °C’de 24 saat anaerobik
inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyonun ardindan CMM besiyerinden steril cam
pastor pipeti yardimiyla, besiyerinin dip kismindan 100 pl igerik alinip, icerisinde
D-cycloserine supplementi (Merck 10x 1 vial 1.00888.0010) ihtiva eden (200
mg/500ml) selektif TSC (Tryptose Sulphite Cycloserine) agara (Merck 500gr)
ekim yapilarak, 37°C’ de anaerobik ortamda 24 + 3 saat inkiibasyona birakild:.

TSC agarda iireyen C. perfringens sipheli tipik siyah tek kolonilerden en
az 3 koloni alinarak %35 koyun kani i¢eren kanli agara (Oxoid 500 gr) ekim
yapilip 37°C’de anaerobik ortamda 24 saat inkubasyona birakildi. Kanli agarda
iireyen tipik ¢ift zonlu hemoliz olusturan kolonilere; Gram boyama, hareket ve
laktoz fermentasyonu testleri uygulandi. Yine ayni kolonilerden yumurta sarili
agara ekim yapilarak lesitinaz aktivitesinin etkisiyle besiyerinde olusan opak
goriiniimler elde edildi. Test sonuglarina gore C. perfringens olarak tanimlanan
izolatlar molekiiler asamalarda kullanilmak iizere % 40 gliserol igeren CMM

besiyerine aktarilarak -80 °C’de muhafaza edildi.
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Sekil 4. C. perfringens’in karaciger ve ince bagirsak Orneklerinden kiiltiir

yontemiyle izolasyon ve identifikasyon semasi (Orijinal).

(A) Karaciger ve bagirsak ornekleri.
(B) CMM’ de zenginlestirilen 6rnekler.
(C) TSC agarda iireyen tipik siyah koloniler.

(D) Kanli agarda ¢ift zonlu hemoliz.
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Sekil 5. C. perfringens’in mikroskop goriintiisii (Orijinal).
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Sekil 6. C. perfringens’in 46°C de, 48 saat ‘lik anerobik jar inkiibasyonun

ardindan olusturdugu sporlarin mikroskop goriintiisii (Orijinal).
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4.2.4. Bagirsak Iceriklerinin Koksidiyoz Varhg Yéniinden incelenmesi

Laboratuvara getirilen bagirsaklarin duvarinda hemoraji, bagirsak icinde
epitel dokiintii ve mukozada hasar seklinde enterit lezyonlarina benzer goriilen
bagirsak igerikleri koksidiyoz yoniinden incelendi. Duodenumdan alinan yaklagik
1 gr kadar bagirsak iceriklerinin {izerine doymus tuzlu su ¢ozeltisi ilave edilerek
baget yardimiyla karistirildi. Ardindan bu karigimin iizerine lamel konularak 20
dk bekletildi. Lamel bir pens yardimiyla lamin iizerine alinarak o6nce 10X

ardindan 40X biiylitme ile mikroskopta incelendi.

4.2.5. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Yontemiyle Cpa

Toksin Varhgimin Incelenmesi

Toplanan bagirsak 6rnekleri arasinda bagirsak mukozasinda zedelenme ve
hemoraji gibi enterit lezyonlarma benzerlik gosteren bagirsak drneklerinden izole
edilen 50 adet C. perfringens izolat1 alfa toksin iiretimi yoniinden, ELISA ticari
kiti (Biox-Diagnostic, Belgium) kullanilarak kitin prosediiriine gore incelendi.
ELISA yontemindeki diger asamalar Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Parazitoloji A.B.D’ daki ELISA cihazinda gergeklestirilmistir.

4.2.6. Kiiltiir Yontemiyle Elde Edilen Clostridium perfringens izolatlarinin

PZR Amplifikasyonu ile Toksin Genlerinin Belirlenmesi
4.2.6.1. Referans Suslar

Bu calismada C. perfringens toksin genlerinin tespiti i¢cin pozitif kontrol

olarak kullanilan, NCTC 13110 (ATCC 3626), NCTC 8239 ve CCUG 44727
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suslar;, Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi
Béliimii’nde Yrd. Dog. Dr. H. Sahan GURAN, C.perfringens Tip A susu Pendik
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, PZR amplifikasyonunda pozitif kontrol
olarak kullanilmak tizere 60 pg NetB toksin gen DNA’s1 iceren EHE-NE18 susu,
Avustralya Monash Universitesinde Ogretim Uyesi Prof. Dr. Julian Rood’dan

temin edilmistir.

4.2.6.2. DNA Izolasyonu

Kiiltiir yontemiyle C. perfringens olarak identifiye edilen izolatlardan DNA
izolasyonu fenol/kloroform ekstraksiyon yontemiyle gerceklestirildi. Bu amagla, -
80 °C’de CMM besiyerinde muhafaza edilen C. perfringens izolatlarinin oda
1s1sinda ¢oziinmesini takiben, CMM besiyerine gecilmesi ile 37 °C’de 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1t CMM de hazirlanan kiiltiirlerin herbirinden 300
pl alinarak 1.5 ml’lik eppendorf tiipler igerisine aktarildi. Ardindan her bir tiipe
esit hacimde olacak sekilde 300 pul TNES buffer (20 mM Tris- HCI pH: 8.0, 150
mM NaCl, 10 mM EDTA, % 0.2 SDS) ve 5 pul Proteinase K (Sigma, 100 pg/ml)
ilave edildi. Siispansiyon vortekslenerek 56 °C’de 2 saat su banyosunda
inkiibasyona maruz birakildi. Inkiibasyon sonrasi Proteinase-K inaktivasyonu igin
10 dk. kaynatma islemi gerceklestirildi. Kaynatma isleminin ardindan esit
hacimde 600 pl fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ilave edilerek dikkatli bir
sekilde elle 5 dakika iyice ¢alkalandi. Elle iyice ¢alkaladiktan sonra 13000 rpm de
10 dk. santrifij edildi. Santrifiij sonrasi olusan iki katmandan alt faza hig

dokunmadan {ist faz ayni numaralar verilmis baska bir tiipe aktarildi. Alinan
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miktarin 2,5 kat1 kadar % 96’lik etanol ve 1/10°u kadar da 3M sodyum asetat
eklenerek, vortekslenip -20 °C’de bir gece bekletildi.

Stispansiyon 10 dakika 13000 rpm de santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirildi. Elde edilen pelet sirasiyla % 90 ve % 70’lik etanol ile yikanarak her
basamaktan sonra 13.000 rpm’de 5 dk’lik bir santriftij islemi uygulandi. Santrifiij
sonrast alkol uzaklastirildi ve pelet kurumaya birakildi. Kuruyan pelet 100 pl

steril distile su ile sulandirilarak PZR’da hedef DNA olarak kullanildi.

4.2.6.3. Cpa Toksin Geni’nin PZR ile Amplifikasyonu

Kiltir yontemiyle identifiye edilen C. perfringens izolatlar1 PZR
amplifikasyonu ile Cpa toksin geni yoniinden dogrulandi. Toplam 50 pl’lik
hacimde hazirlanan PZR karigimina 5 pl 10X PCR buffer (750 Mm Tris-HCI, pH
8.8, 200 mM (NH4), SO4, % 0.1 Tween- 20), 5 ul 25 mM MgCl,
deoksiniikleotidlerin her birinden 250 puM, 5U Taq DNA Polymerase enzimi
(MBI, Fermentas) ilave edilerek, Yoo ve ark. (14) tarafindan bildirilen ve Cpa
toksin genine spesifik oligoniikleotid primer ¢iftinin (Tablo 7) her birinden 20
pmol ve 5 ul template DNA ilave edildi. PZR reaksiyonlar1 Techne TC-512
gradient thermalcycler (Techne, Ingiltere) cihazinda gerceklestirildi. PZR
amplifikasyonunda 94 °C’de 5 dakika 6n denatiirasyon agamasini takiben, toplam
30 PZR siklusu olacak sekilde 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 55 °C’de 1 dakika
hibridizasyon ve 72 °C’de 1 dakika uzama olarak gerceklestirildi. Son siklusu
miiteakip 72 °C’de 3 dakika son uzama islemi yapildi.

Amplifiye edilen PCR iirlinleri % 1.5° luk agaroz jelde elektroforez

islemine tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 25 dk siireyle
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boyandi ve UV transilluminatorde incelenerek sonuclar gozlemlendi. Olusan
bantlarin molekiiler agirligini saptamak amaciyla 100 bp’lik DNA ladder (MBI,
Fermentas SM 0321) kullanildi. Pozitif kontrol olarak referans C. perfringens Tip
A susu (Pendik Veteriner Kontrol ve Arastrma Enstitiisii) ve negatif kontrol
olarak ise distile su kullanmildi. PZR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi
neticesinde olusan 402 bp uzunlugundaki bantlar C. perfringens Cpa toksin geni

pozitif olarak kabul edildi.

4.2.6.4. Clostridium perfringens Toksin Genlerinin Multipleks PZR

Yontemiyle Tespiti

Bu calismada multipleks PZR yontemiyle C. perfringens’in toksin
tiplendirmesi i¢in, primer biyiikligi 196 ile 655 bp arasinda de§isen gen
bolgelerini amplifiye eden spesifik primerler kullanildi (Tablo 7).

Toplam 50 pl ’lik hacimde hazirlanan PZR karigimina 6 pl 10X PCR buffer (750
Mm Tris-HCl, pH 8.8, 200 mM (NH4), SO4, % 0.1 Tween - 20), 6 pl 25 mM
MgCl,, deoksintikleotidlerin her birinden 250 uM, 5U Taq DNA Polymerase
enzimi (MBI, Fermentas), 20 pmol’liik Cpa, Cpb, Cpb2, Etx, iA, Cpe toksin
genlerine spesifik oligoniikleotid primer ciftlerinin her birinden 1 pl ve 5 pl
template DNA ilave edildi. PZR reaksiyonlari Techne TC-512 gradient
thermalcycler ~ (Techne, Ingiltere) cihazinda  gerceklestirildi.  PZR
amplifikasyonunda 94 °C’de 2 dakika 6n denatiirasyon agamasini takiben, toplam
30 PZR siklusu olacak sekilde 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 55 °C’de 1 dakika
hibridizasyon ve 72 °C’de 2 dakika uzama olarak gerceklestirildi. Son siklusu

miiteakip 72 °C’de 5 dakika son uzama islemi yapildi.
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Amplifiye edilen PZR friinleri % 1.5 luk agaroz jelde elektroforez
islemine tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 25 dk siireyle
boyandi ve UV transilluminatérde incelenerek sonuglar analiz edildi. Olusan
bantlarin molekiiler agirligini saptamak amactyla 100 bp ’lik DNA ladder (MBI,
Fermentas SM 0321) kullanildi. Pozitif kontrol olarak NCTC 13110 (ATCC
3626), NCTC 8239 ve CCUG 44727 suslar1 ve negatif kontrol olarak ise distile su
kullanilda.

4.2.6.5. NetB Toksin Geni’nin PZR ile Amplifikasyonu

Elde edilen C. perfringens izolatlarinda NetB toksin geninin varligini
arastirmak amaciyla Anthony Keyburn ve ark. (64) tarafindan bildirilen bir ¢ift
spesifik primer kullanilarak PZR islemi gerceklestirildi. NetB toksin gen
amplifikasyonu i¢cin PZR karigimi, Cpa toksin gen amplifikasyonunda bildirilen
yogunluklarda hazirlandiktan sonra amplifikasyon islemi; 94 °C’de 2 dakika 6n
denatiirasyon asamasini takiben, toplam 35 PCR siklusu olacak sekilde 94 °C’de
30 saniye denatiirasyon, 55 °C’de 30 saniye hibridizasyon ve 72 °C’de 1 dakika
uzama olarak gergeklestirildi. Son siklusii miiteakip 72 °C’de 12 dakika son
uzama islemi yapildi (64). Amplifiye edilen PCR iirlinleri % 1.5 luk agaroz jelde
elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 25
dk siireyle boyamay1 takiben, sonuclar UV transilluminator altinda incelenerek
analiz edildi. Pozitif kontrol olarak Avustralya Monash Universitesindeki Prof.
Dr. Julian Rood’dan temin edilen EHE-NE18 susuna ait NetB toksin geni iceren

DNA kullanild.
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Tablo 7. PZR analizlerinde toksin genleri i¢in kullanilan primer ¢iftleri

Uzunluk
Genler Oligoniikleotid Sekansi (5°-3”) Literatiir
(bp)
Alfa toksin GTTGTAAGCGCAGGACATGTTAAG 402 14
(cpa) CATGTAGTCATCTGTTCCAGCATC
Beta toksin GCGAATATGCTGAATCATCTA 196 136
(cpb)
GCAGGAACATTAGTATATCTTC
B2 toksin AGATTTTAAATATGATCCTAACC 567 146
(cpb2)
CAATACCCTTCACCAAATACTC
Epsilon toksin CGGGTGATATCCATCTATTC 655 136
(erx)
CCACTTACTTGTCCTACTAAC
Iota toksin AAACGCATTAAAGCTCACACC 293 136
(i4)
GTGCATAACCTGGAATGGCT
Enterotoksin GGAGATGGTTGGATATTAGG 506 147
(cpe) GACAGGGGCATACCCATATA
NetB toksin GCTGGTGCTGGAATAAATGC 384 63
(NetB) TCGCCATTGAGTAGTTTCCC
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4.2.7. Clostridium perfringens izolatlarimn Pulsed Field Gel Electrophoresis

(PFGE) Yontemiyle Genotiplendirilmesi

Elazig ve Malatya illerinde ii¢ farkli kesimhaneye ait kiimeslerden elde
edilen 61 adet saf C.perfringens izolatlarma PFGE ydntemi uygulandi. izolatlar
arasindaki secim; iki farkli ildeki kiimeslerin birbirine olan uzaklik mesafesi ele
almarak incelendi. PFGE metodu, Lukinmaa ve ark. (128)’nin kullandig1 metot

modifiye edilerek gerceklestirildi.

Kromozomal DNA once agaroz dolgularin i¢ine gomiiliip enzimlerle
muamele edilerek protein artiklarindan armdirilip saf DNA elde edildi. Bu
dolgular daha sonra belli boyutlarda Smal RE enzimi ile kesilerek ardindan
jeldeki kiiciik kuyucuklara aktarildi. PFGE analizleri sonucunda olusan bant
profilleri suslar arasindaki genetik iliskilere goére kategorilere ayrilarak
yorumlanmasi i¢in Gel Compare II yazilim sistemi (version3.0; Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi (Sekil 10).
PFGE profillerinin, dendogrami olusturularak kiimelesme analizi yapildi (Sekil

11).
4.2.7.1. izolatlarin Hazirlanmasi

Daha onceden biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle C. perfringens
oldugu tanimlanan ve -80 °C’de kriyoviallerde saklanan bakteriler oda
sicakliginda ¢ozdiirtildiikten sonra kanli agara ekim yapilarak 37 °C’de anaerobik
ortamda 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 24 saati gegmemesine 6zen
gosterildi. Kanli agarda saf oldugu kontrol edilen kolonilerden bir 6ze dolusu

toplanarak 3 ml Brain Heart Infusion Broth’a (BHI) siispanse edildi. Siispansiyon
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spektrometrede 620 nm’de 1.5 absorbans olacak sekilde bakteri yogunlugu
ayarlandi. Siispansiyon 3.000 rpm’de 2 dk boyunca 4 °C’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi slipernatant atilip tizerine 1 ml soguk hiicre siispansiyon tamponu
(HST) (100 mM Tris-HCL (Sigma), 100mM EDTA (Sigma), pH: 8.0) i¢inde
siispanse edildi. Bu hiicre siispansiyonu 2500 rpm’de 4 °C’de, 15 dk santrifiij
edildi. Santriflij sonrasi Ustteki sivi atildi. Peletin tizerine tekrar 1 ml soguk HST
eklenerek kisa siireli vorteks yapildi. Bakteri siispansiyonu agaroza gémiiliinceye

kadar kirik buz igerisinde bekletildi.
4.2.7.2. izolatlarin Agaroza Gémiilmesi

HST igerisinde %?2’lik diisiik erime 1s1l1 agaroz (SeaKem Gold Agaraose)
hazirlandi. Agaroz karisimindan 250 pl almarak 50 °C’deki kuru 1s1 blogunda
bekleyen eppendorf tiiplere dagitildi. Her sus icin bir agaroz kalib1 isaretlenip buz
kabma oturtuldu. HST i¢inde hazirlanmis bakteri siispansiyonundan 250 pl
almarak, 50 °C’de tutulan ve icerisinde 250 ul diisiik erime 1sil1 agaroz bulunan
eppendorf tliplere eklendi. Birkac defa pipetaj yapilarak hiicrelerin agaroz iginde
homojen dagilmast saglandi. Bekletilmeden hiicre-agaroz karisimindan hava
kabarcig1 olmayacak sekilde agaroz kalibma (10 mm x 5 mm x 1.5 mm, Bio Rad
Laboratories) 100 ul olacak sekilde dagitildi. Kaliplar agaroz katilasincaya kadar

+ 4 °C’ de 15 dk bekletildi.
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4.2.7.3. Agaroz icindeki Hiicrelerin Parcalanmasi

5 ml’lik steril kapakl tiiplere 1 ml hiicre Lizis soliisyonu I (1 M NaCl, 10
mMTris ph:8.0, Sgr/lt N-Lourylsarcosine (Sigma), 2gr/lt Sodium deoxycholate
(sigma), 2.5mg/ml lizozim (sigma), 20 pg/ml Rnase (Thermo Scientific) konuldu.
Igerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan cikarilarak Lizis I soliisyonuna
yerlestirildi. 37 °C’de 18 saat calkalamali su banyosunda bekletildi. Lizis I
soliisyonu dokiilerek, yerine 1 ml Lizis II (0.5 M EDTA (ph: 8.0),10 gr/lt N-
lourylsarcosine,] mg/ml Proteinaz K) soliisyonu konuldu. 54 °C’de 1 gece
bekletildi. Daha sonra Lizis II soliisyonu dikkatlice aspire edildi. I¢inde agaroz
kalip bulunan tiipler, 3 kez ultra steril saf su ile 3 kez de TE (10mM Tris-HCI, 0.1
mM EDTA, ph:7.6) tamponuyla 15 dk’lik aralarla yikanarak 50 °C’ye 1sitilmig

olan ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.

4.2.7.4. Agaroz Kaliplan icindeki DNA’nin Restriksiyon Enzimi (RE) ile

Kesilmesi

C. perfringens izolatlar1 i¢in daha Once arastirmacilar arasinda en etkili
RE’nin Smal (Thermo Scientific 10U/ul) enzimi oldugu ortaya konulmus (129) ve

bu calismada da Smal RE enzimi kullanilmastir.

DNA igeren agaroz kalib1 bir lam iizerine alinarak bir bistiiri yardimiyla
1/3 oraninda kesildi. Parcalardan biri 100 pl 1X Smal tamponu igerisinde
calkalamali su banyosunda 25 °C’de 30 dk bekletildi. Diger pargalar sonraki
calismalarda kullanilmak tizere TE tamponu i¢inde +4 °C’de saklandi. Sonra sivi

aspire edildi. Her agaroz kalib1 i¢in hesaplanan 1X 40U Smal enzimi, steril ultra
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saf su icine ilave edilerek, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kaliba konulup,

calkalamali su banyosunda 25 °C’de 6 saat inkiibe edildi.
4.2.7.5. Elektoroforez Jelinin Hazirlanmasi ve Kaliplarin Jele Yiiklenmesi

0.5 TBE (44.5 mM Trisma base, 44.5mM Borik asit,ImM EDTA, ph: 8.0)
icinde 100 ml olacak sekilde %1°lik agaroz (Pulsed Field Certified Agarose, Bio
Rad Labotarories) hazirlandi. RE ile kesilmis agaroza gomiilii kaliplarm her biri,
15 disli taragin ug¢ kismma yerlestirildi. Ornek konulan kistm DNA’nim
yiiriiyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek kasetin icine
yerlestirildi. Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakligi yaklasik 45-50 °C olan agaroz
dikkatli bir sekilde hava kabarcigir olusturulmadan kaset i¢cine dokiildi. Oda
isisinda 20-30 dakika katilasmaya birakildi. Sonra agaroz kasetinin ¢erceveleri
cikarilip, tabla {izerindeki agaroz igerisinde 2000 ml 0.5 X TBE tamponu bulunan
PFGE tankma yerlestirildi. CHEF-DR II sisteminde (Bio-Rad Laboratories,
Belgium) uygulanan elektroforez kosullari: Baslangic vurus siiresi 0.5 saniye,
bitis vurus stiresi 40 saniye, vurus agis1 120°, akim 6V/cm?, sicaklik 14 °C, siire 21

saat olarak ayarlandi.
4.2.7.6. Sonuclarin Gozlenmesi ve Analizi

Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml ethidium bromide (10 mg/ml) igeren
400 ml ultra saf su i¢ine alinip 20 dakika boyanarak UV transilluminator altinda
goriintiilendi. DNA bant gorintiilerinin fotografi ¢ekilerek TIFF formatinda
kaydedildi. Gel Compare II yazilim sistemi (version3.0; Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. PFGE

profillerinin, dendogrami olusturularak kiimelesme analizi yapildi. Bantlara baglh
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”’Dice’” benzerlik katsayisina gore farkli kiimeslerden elde edilen suslar
arasindaki iligkiler belirlendi. Benzerlik katsayis1 hesaplamasinda bant ve profil
toleranst %1.3 olarak alindi. PFGE profillerinin dendogram analizi Indnii

Universitesi T1p Fakiiltesi Molekiiler Mikrobiyoloji A.B.D’da gergeklestirilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Clostridium perfringens’in  Kiiltiir ~Yontemiyle izolasyon ve

Identifikasyon Bulgulan

Ug farkli kesimhaneden toplanan 500 adet bagirsak igeriginden
%60.8’inde (304/500) ve 500 adet karaciger orneginden %71.2’sinde (356/500)
uygulanan konvansiyonel kiiltiir yontemi neticesinde C. perfringens yoniinden
pozitiflik saptandi. Kesimhaneler arasindaki bakteri tireme oranlari ele alindiginda
Elazig B kesimhanesinde toplam 300 ornekten %73.3 oraninda (220/300),
Malatya A kesimhanesinde toplam 450 ornekten %69.3 oraninda (312/450),
Malatya C kesimhanesinde toplam 250 6rnekten %51.2 oraninda (128/250) C.
perfringens yoniinden pozitiflik saptandi (Tablo 8).

Kiiltiir yontemiyle elde edilen C. perfringens izolatlarmin kesimhaneler
arasindaki C. perfringens 1zolasyon oranlarindaki farkliliklar Pearson Chi-Square
(x%) testi ile degerlendirilerek istatiksel anlamda énemli bulundu (P<0,01) (Tablo
9). C. perfringens izolasyonu yoniinden pozitiflik saptanan 6rnek tiirii (karaciger
ve ince bagirsak) arasindaki farkliliklar da Pearson Chi-Square (x°) testi ile

degerlendirilerek istatistiksel anlamda 6nemli bulundu (P<0,01) (Tablo 11).

63



Tablo 8. Kesimhanelere gore toplam C. perfringens izolatlarmin dagilimi

iller Toplam izolasyon % *
Numune Ornek Sayis1 ~ Sayisi
Bagirsak Elazig- B 300 220 73.3
icerigi ve Malatya- A 450 312 69.3
karaciger Malatya- C 250 128 51.2
Genel toplam 1000 660 66

*P<0,001

Tablo 9. Toplam C. perfringens izolatlarinin kesimhanelere gore prevalansi

C. perfringens Pozitif Ornek Sayisi ve

Numune iller
Yiizdesi
N (X?) * %
Bagirsak Elazig- B 300 220° 73.3
icerigi ve
Malatya- A 450 312° 69.3
karaciger b
Malatya- C 250 128 51.2
Genel toplam 1000 660 66

* Pearson Chi-Square
a, b: Ayni siitunda farkl harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklilik 6nemlidir
(P<0,01)

Tablo 10. Broyler’lerden elde edilen C. perfringens izolatlarinin 6rnek tiirline ve

yerlesim yerine gore dagilimi

Ornek tiirii
Il Karaciger Ince bagirsak Izolat sayisi
Elaz1g-B 120 100 220
Malatya-A 165 147 312
Malatya-C 71 57 128
Toplam 356 304 660
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Tablo 11. Broyler’lerden elde edilen C. perfringens izolatlarmin 6rnek tiiriine

gore prevalansi

Ornek tiirii
Karaciger Ince bagirsak
f/n- (X% * 356%/660 304°/660
(%) (54) (46.06)

t/n ( f: C.perfringens 6rnek tipine gore elde edilen izolat sayisi; n:Toplam 6rnek
sayisi)

* Pearson Chi-Square

a, b: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki farklilik onemlidir
(P<0,01).

5.2. Bagirsak Iceriklerinin Koksidiyoz Varhg Yoniinden Incelenmesinde

Elde Edilen Bulgular

Bagirsak ornekleri koksidiyoz etkenleri yoniinden tuzlu su ile flotasyon
teknigi kullanilarak incelendi. Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda hi¢bir

ornekte Eimeria ookistlerine rastlanmadi.

5.3. Clostridium perfringens Izolatlarmin ELISA ile Alfa Toksin Yoniinden

incelenmesinde Elde edilen Bulgular

Toplanan bagirsak 6rnekleri arasinda bagirsak mukozasinda zedelenme ve
hemoraji gibi enterit lezyonlarina benzerlik gosteren bagirsak 6rneklerinden izole
edilen 50 adet C. perfringens izolatlar1 Alfa toksin yoniinden ELISA ticari kiti (
Biox-diagnostic Belgium) ile kit de anlatilan prosediire gdre incelendi. Incelenen

50 adet C. perfringens izolat1 alfa toksin varlig1 yoniinden pozitif reaksiyon verdi.
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5.4. Cpa Toksin Geni PCR Amplifikasyon Bulgulan

Kiiltir yontemi ile belirlenen toplam 660 C. perfringens izolatindan
ekstrakte elde edilen DNA Orneklerinde Cpa geni i¢cin PZR reaksiyonu sonrasi
yapilan agaroz jel elektroforezinde Cpa ig¢in 402 bp biyiikliiglinde bantlarin
olusumu beklendi. PZR islemi sonucunda 660 izolatin 657 sinin Cpa, (%99.5)
toksin genini icerdigi tespit edildi. Dolayisiyla alfa toksin geni C.perfringens’in

tiim tiplerinde bulundugundan, PZR ile 657 izolat C. perfringens olarak identifiye

edildi. (Sekil 7).

Sekil 7. C. perfringens olarak identifiye edilen kiiltiirlerden elde edilen DN A’larin
C.perfringens Cpa toksin genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR
analizi sonucunda olusan iirlinlerin ethidium bromide ile boyanmis bir agaroz

jelde goriinimii.
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M: DNA ladder (100 bp)

1: C. perfringens Tip A pozitif kontrol

2: C. perfringens izolat1 (Cpa toksin geni yoniinden pozitif)
3: Negatif kontrol

4: C. perfringens izolat1 (Cpa toksin geni yoniinden pozitif)
5: C. perfringens izolat1 (Cpa toksin geni yoniinden pozitif).
6: C. perfringens 1zolat1 (Cpa toksin geni yoniinden pozitif)
7: C. perfringens izolat1 (Cpa toksin geni yoniinden pozitif)

5.5. Clostridium perfringens izolatlarmn Toksin Genlerinin Multipleks PZR

Bulgulan

Kiltir yontemi ile belirlenen toplam 660 C. perfringens izolatindan
ekstrakte elde edilen DNA Orneklerinde multipleks PZR reaksiyonu sonrasi
yapilan agaroz jel elektroforezinde cpa igin 402 bp, cpb icin 196 bp, etx igin 655
bp, i4 i¢in 446 bp, cpe i¢in 233 bp ve cpb2 icin 567 bp biiyiikliigiinde bantlarin
olusumu beklendi.

Multipleks PZR islemi sonucunda 657 izolatin tamaminin cpa, (%99.5)
toksin genini igerdigi tespit edildi (Sekil 8). Ayrica izolatlar higbirinin cpb, etx,
id, cpe, cpb2 toksin genlerinden herhangi birini bulundurmadigi saptandi. Bu

sonuglar ile 657 C. perfringens izolatinin (% 99.5) tip A oldugu belirlendi.
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=— 655bp

Sekil 8. Calismada kullanilan pozitif kontroller ve Alfa toksin geni pozitif ¢ikan
C. perfringens DNA’larinin Ethidium Bromide ile boyanmis agaroz jeldeki

goruntusu.

196 bp :Cpb toksin geni M. Marker 6. Cpa pozitif izolat
402 bp: Cpa toksin geni 1.CCUG 44727 7. Cpa pozitif izolat
655 bp: Etx toksin geni 2.NCTC 13110 8. Cpa pozitif izolat
293 bp: i4 toksin geni 3. NCTC 8239

506 bp: Cpe toksin geni 4. Negatif kontrol (distile su)
567 bp: Cpb2 toksin geni 5. Cpa pozitif izolat

5.6. NetB Toksin Geni PZR Bulgulan

Elde edilen C. perfringens izolatlarinda NetB toksin geninin varhiini
arastirmak amaciyla Anthony Keyburn ve ark. (64) tarafindan bildirilen bir ¢ift

spesifik primer kullanilarak PZR islemi ger¢eklestirildi. PZR amlifikasyonunda
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pozitif kontrol olarak Avustralya Monash Universitesindeki Prof. Dr. Julian
Rood’dan temin dilen EHE-NEI18 susu kullanildi (Sekil 9). PCR reaksiyonu
sonras1 yapilan agaroz jel elektroforezinde NetB i¢cin 384 bp biiytlikliigiinde bant
olusumu beklendi. Ancak 657 adet C. perfringens izolatlarmin higbirinin NetB

toksin genini bulundurmadigi saptandi.

384 bp

Sekil 9. Calismada kullanilan NetB pozitif kontrolii ve NetB toksin geni
icermeyen C. perfringens DNA’larmin ethidium bromide ile boyanmis agaroz

jeldeki goriintiisii.

M: DNA ladder(100 bp)

1. Pozitif kontrol ( EHE-NE18 —NetB toksin geni pozitif)
2. Negatif kontrol (Distile su)

3. C. perfringens izolat1 (NetB negatif)

4. C. perfringens izolat1 (NetB negatif)

5. C. perfringens 1zolat1 (NetB negatif)
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5.7. Clostridium pefringens izolatlarmm PFGE Yontemi ile Genotiplendirme

Bulgulan

Farkli kiimeslerden elde edilen C. perfringens izolatlarindan kiimeslere
gore dagilimini, kiimesler aras1 klonal iliskiyi belirlemek adina 61 adet alfa toksin
yoniinden pozitif bulunmus izolat secildi. izolat segimi, kiimes ve kesimhane
farkliligin1 ortaya koymak adina belirlendi. Farkli kesimhanelerden elde edilen
secilmis saf izolatlar arasindaki genetik iliskiyi ortaya koymak amaciyla PFGE
metodu uygulandi (146). 61 adet izolat Elaz1g ve Malatya illerinde birbirlerine en
uzak mesafedeki kiimeslerden se¢ilmistir. PFGE analizleri sonucunda olusan bant
profillerinin suslar arasindaki genetik iliskilere gore kategorilere ayrilarak
yorumlanmasi i¢in Gel Compare II yazilim sistemi (version3.0; Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. PFGE
profillerinin, dendogrami olusturularak kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagl
”’Dice’” benzerlik katsayisina gore farkli kiimeslerden elde edilen suslar
arasindaki iliskiler belirlendi. Benzerlik katsayis1 hesaplamasinda, bant ve profil

toleransit %1.3 olarak alind1.

Yapilan dendogram analizi sonucunda “’Dice®’ benzerlik katsayis1 %100
olarak belirlendi. Incelenen 61 izolattan toplam 30 genotip bulundu. Bu 30
genotipi icinde bulunduran toplam 17 kiime (cluster) saptandi. Kiime I; 9 elmani

ile en biiyiik kiime, onu 7 elemanli kiime 7 takip etmektedir (Sekil 11).

Kiime I’in tamami Elazig B kesimhanesinden elde edilmis izolatlar (Kiimes
no:15, 19, 40, 7, 2, 5, 11, 16, 44) olup 9 farkl kiimesi i¢cine almistir. Bunlarin

kendi igerisinde heterojen kiimes dagilimma sahip oldugu goriilmektedir. Yine
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Kiime 7 nin tim elemanlar1 Malatya A kesimhanesinden elde edilmis izolatlar
(kiimes no: 78, 85, 25, 30, 42, 12) heterojen kiime dagilimi vermektedir. Bunun

yaninda 2 elemanli kiime 12’nin elemanlarindan biri Elazig’a ait, digeri Malatya

kiimeslerinden birine ait olarak bulunmustur (Sekil 11).

Sekil 10. Smal enzimi ile kesilen C. perfringens saf izolatlarma ait PFGE

irtinlerinin ethidium bromide ile boyanmis agaroz jelde goriiniimii.

M: C. perfringens referens tip A (alfa toksin) susu

1) A-bagirsak-82 nolu kiimes 6) B-bagirsak-5 nolu kiimes
2) A-bagirsak-51 nolu kiimes 7) B-bagirsak-3 nolu kiimes
3) A-bagirsak-76 nolu kiimes 8) B-bagirsak-20nolu kiimes
4) A-bagirsak-42 nolu kiimes 9) B-bagirsak-28 nolu kiimes
5) A-bagirsak-14 nolu kiimes 10) B-bagirsak-6 nolu kiimes
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Sekil 11. PFGE yontemi sonucu C. perfringens izolatlarma uygulanan dendogram

grafigi.
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6. TARTISMA

C. perfringens kanatlilarda normal bagirsak flora bakterisi olarak
bulunmaktadir. Ancak bazi ¢evresel faktorlerin de etkisiyle kendisine uygun bir
ortam buldugu andan itibaren floranin sessiz sakini iken birden patojen hale
gecebilmektedir. Avrupa Birligi ve iilkemizde 2006 yilindan itibaren kanatl
yemlerinde antibiyotiklerin biiyiitme faktorii olarak kullaniminin yasaklanmasi ile
birlikte, Diinya’da kanathilarda yapilan bir¢cok c¢alismada NE vakalarinda artiglar
goriilmiistiir (91, 93). Bu NE’deki yiiksek insidens NE salgmlarini tedavi etmek
icin bu kezde terapdtik amach antibiyotik kullaniminin artisina neden olmustur

(91, 120).

Ancak halen Amerika Birlesik Devletleri’'nde ve Kanada‘da yemlerde
biliylitme faktorii olarak kullanilmasina devam edilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde FDA (Food and Drug Admisitration)’nin 1951 yilinda hayvan
yemlerinde antibiyotik kullanimina izin verdigi tarihten itibaren tiim diinya’da
hayvanlarda antibiyotik kullanimi hizli bir sekilde artis gostermistir. Avrupa
birliginde de antibiyotik kullanim orani neredeyse %50’yi bulmustur (82).
Hollanda’da 1990 yilinda insanlarin bir yil i¢inde toplam olarak kullandigi
antibiyotik miktar1 80.000 kg iken, hayvanlarda kullanilan antibiyotik miktarmin
300.000 kg oldugu tahmin edilmektedir (87). Ulkemizde gerek gecmiste yemlerde
biiylitme faktorii olarak, gerekse terapotik amacgh antibiyotik kullanimi ile ilgili

herhangi bir ¢calismaya rastlanamamaigtir.

Antibiyotik biiylitme faktorleri, kanatlilarda NE subklinik vakalarinin

meydana gelmesini engelledigi i¢in kullanim yasaklandig1 andan itibaren kanatl
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sektorti biiylikk bir alarm vermistir. Bunlar bagirsak mikroflorasinda o6zellikle
Gram pozitif bakteriler lizerine inhibe edici veya Oldiiriicti etkiye sahiptir (85,

127).

NE olusumundaki muhtemel risk faktorler ele alindiginda koksidiyoz, ani
yem degisiklikleri, yemlerdeki NOP miktarinin c¢ok yiliksek olmasi, g¢evresel
faktorlerden; kullanilan althigin kalitesi, kiimes sartlari, yetersiz havalandirma gibi
daha bir¢ok faktor karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada firmalardan alinan izinler
dogrultusunda Malatya’daki bir isletmeye ait 30 adet kiimes ziyaret edilmis,
kiimes sartlar1 ile ilgili veriler toplanarak muhtemel risk faktorleri agisindan

degerlendirmeye tabi tutulmustur.

Ziyaret edilen kiimeslerde; kiimes sartlarinin oldukc¢a iyi diizeyde oldugu
goriilmiistiir. Isletmenin verdigi bilgilere gore ani yem degisiklikleri s6z konusu
olmamistir. Kiimeslerde havalandirma kosullar1 giincel sistemlerin kullanilmasi
ile sorun teskil etmeyecek diizeydedir. Dolayisiyla kiimes takipleri sirasinda NE
olusumuna sebep olabilecek herhangi bir risk faktorii ile karsilagilmamistir.
Antikoksidiyal olarak salinomisin kullanilmistir. Nitekim kiimes ziyaretlerinde
karsilagilan tablo ile kesimhaneden toplanan karaciger ve bagirsak 6rneklerinden
izole edilen C. perfringens oranlar1 uyumluluk gostermektedir. Ayrica bu
calismada toplanan biitiin ince bagirsak igerikleri tuzlu su ile flotasyon teknigi
kullanilarak Eimeria ookistleri yoniinden incelenmis ve mikroskobik inceleme

sonucunda hi¢bir 6rnekte koksidiyoz etkenlerine rastlanmamustir.

Dolayisiyla Malatya ve Elazig’daki isletmelerin, kanatlilarda koksidiyoz ile

miicadele konusunda basarili oldugu sonucuna varilabilir. Koksidiyoz etkenlerine
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rastlanilmamasi1 sonucu C. perfringens’in NE olusumunu da engelleyebildigini
sOyleyebiliriz. Ancak bu c¢alismada cok kisith bir bolgedeki kiimesler ziyaret
edildigi icin ve tek bir isletmeye ait kiimesler incelendiginden dolay1 elimizdeki
verilerin bolgedeki kiimes sartlar1 hakkinda yorum yapabilmek i¢in yeterli

olmadig: diisiiniilmektedir.

Bu calismamizda ii¢ farkli kesimhaneden toplanan 500 adet bagirsak
iceriginden %60.8” inde (304/500) ve 500 adet karaciger 6rneginden %71.2’sinde
(356/500) uygulanan konvansiyonel kiiltiir yontemi neticesinde C. perfringens
yoniinden pozitiflik saptandi. Kesimhaneler arasindaki ilireme oranlar1 ele
alindiginda Elazig B kesimhanesinde toplam 300 ornekten %73.3 oraninda
(220/300), Malatya A kesimhanesinde toplam 450 ornekten %69.3 oraninda
(312/450), Malatya C kesimhanesinde %51.2 oraninda (128/250) C.perfringens

yoniinden pozitiflik saptandi (Tablo 8).

Kalender ve Ertas (130), Elazig ilinde yaptiklar1 bir ¢alismada, 8 isletmeye
ait 160 adet tavugun bagirsak icerigini incelemis ve drneklerin 8‘inden (%5) C.
perfringens izole ettiklerini bildirmislerdir. Elde edilen izolatlarin multipleks PZR
ile analiz edilmesi sonucu 8 drnekten 6‘smnin tip A oldugunu bulmuslardir. Bizim
calismamizda da, 500 adet bagirsak 0rneginden kiiltiir yontemiyle 304 adet C.
perfringens izolat1 elde edilmis (%60.8), bagirsak iceriklerinden elde edilen 304
adet C. perfringens izolatlar1 multipleks PZR analizi sonucunda 302 tanesi Tip A
olarak tiplendirilmistir. C. perfringens tip A insanlarda gida kaynakl
infeksiyonlara neden olmasi sebebiyle, bu arastirma, tavuklarin C. perfringens tip
A yoniinden halk saglig1 yoniinden potansiyel bir tehlike olarak onem tasidigini

gostermektedir.
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Miwa ve ark. (131) yapmis olduklar1 bir ¢alismada; tavuk, sigir ve domuz
bagirsak iceriklerini incelemislerdir. 50 tavuk bagirsak 6rneginin 40’indan (% 80),
50 sigir 6rneginin 38’inden (% 76), 50 domuz 6rneginin 22’sinden (% 44), C.
perfringens izole ettiklerini bildirmislerdir. Bazi calismalarda tavuk bagirsak
iceriklerinde C. perfringens insidensinin % 75- 95 oranlarinda bulundugu
bildirilmistir (131,132). Baska bir ¢alismada ise; (133), 609 tavuk bagirsak
orneginin 112’sinden (%18.39) C. perfringens izole edilmistir. Yapilan
calismalardaki C. perfringens izolasyon oranlar1 degiskenlik géstermektedir. Bu
bulgulardaki fakliligin, 6rnekleme sayis1 ve teknigi, uygulanan izolasyon ve
identifikasyona dayali metodolojik farkliliklardan ve kesimhaneler arasindaki
teknolojik imkanlarin ve wuygulamalarin farkliligindan kaynaklanabilecegi
disiiniilmektedir. Bu calismamizda da, incelenen bagirsak orneklerinden C.
perfringens izolasyon orani karaciger orneklerinden daha diisiik ¢ikmistir. Bu
durum kesim sirasinda hijyenik kosullarin yetersiz olmasi, i¢ organlarin
cikarilmast sirasinda karkaslar ve karaciger gibi yenilebilir organlarin diski ve
bagirsak icerigi ile kontamine olabilme ihtimali ile iligkilendirilebilir. Ayrica safra
kesesinin de potansiyel bir kontaminasyon kaynagi oldugu diisiiniliirse,
karacigerde C. perfringens’in daha yiliksek diizeyde izole edilmesini destekler
niteliktedir. Yapilan bazi1 arastirmalarda safra kesesinden C. perfringens
izolasyonu da gerceklestirilmistir (13, 94, 134)

Heikinheimo ve Korkeala (135), tavuk digkilarindan izole edilen 118 C.
perfringens’in tamaminin cpa geni icerdigini ve higbirinin diger toksin genlerine
(cpb, etx, id, cpe) sahip olmadigimi ortaya koymuslardir. C. perfringens tip A

kanatli hayvanlarda predominant oldugu degisik arastiricilar tarafindan
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bildirilmistir. Ayrica gida kaynakli infeksiyona sebep olmasindan dolay1 6nemi de
vurgulanmstir (106, 136).

Bu calismamizda; Molekiiler tiplendirme amaciyla yapilan multipleks PZR
analizi neticesinde tiim izolatlarm cpa geni tasidigr ve tip A oldugu ortaya
konmustur. Izolatlarm higbirinin cpb, etx, iA, cpe cpb2 toxin genlerini tasimadigi
belirlenmis olup yapilan diger arastwrmalarla (130, 135) uyum sagladigi
goriilmektedir.

Svobondova ve ark. (133), tavuk bagirsak oOrnekleri lizerinde yaptiklar
calismada C. perfringens izolatlarmin multipleks PZR kullanilarak yapilan
molekiiler tiplendirilmesi sonucu tiim izolatlarin cpa geni icerdigi, izolatlarin
hicbirinin cpe genini igermedigi ve 4’liniin ise cpb2 geni tasidigini tespit
etmislerdir.

Engstrom ve ark. (106), yaptiklar1 bir arastirmada tavuk bagirsaklarindan
elde edilen 53 C. perfringens izolatinin, multipleks PZR kullanilarak yapilan
molekiiler tiplendirilmesi sonucunda tiim izolatlarm cpa geni ve izolatlarin
ikisinin cpb2 geni igerdigini belirlemistir (137). Saglikli broyler bagirsag:
orneklerinden elde edilen 27 izolatin 4’linde cpb2 ve 2’sinde cpe geni tespit
etmiglerdir. Yapilan bu calisma ile multipleks PZR kullanilarak molekiiler
tiplendirilmesi yapilan izolatlarin hi¢birinde cbp?2 toksin geni tespit edilememistir.

C. perfringens kesim sirasinda i¢ organlarin c¢ikarilmasiyla kanath
karkaslarinin ve yenilebilir i¢ organlarinin digk1 ve bagirsak icerigi ile kontamine
olmasindan dolayi, kanath etlerinde de C. perfringens’in varligi incelenmistir.
Yapilan bircok caligmada tavuk etinin farkli diizeylerde kontaminasyona maruz

kaldig1 ortaya konulmustur. Bazi arastirmalarda C. perfringens’in %100 oraninda
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bazilarinda ise %30 oraninda tespit edildigi bildirilmektedir (132, 138).
Insanlarda C. perfringens tip A kaynakli zehirlenme vaka ve salgmlarmin cpe (+)
C. perfringens tip A izolatlar1 tarafindan sentezlenen enterotoksin ile baglantili
oldugu bildirilmistir (139).

Engstrom ve ark. (106), 53 C. perfringens izolatinin, multipleks PZR
kullanilarak yapilan molekiiler tiplendirilmesinde tiim izolatlarin cpa geni
tasidigini, izolatlarin 2’sinin 2 geni igerdigini ve izolatlarin higbirinde cpe geni
bulunmadigini bildirmislerdir.

C. perfringens kaynakli gida infeksiyonlari, cpe geni tasiyan Tip A ile
kontamine gidalarin tiiketilmesi sonucu olusmaktadir. Ancak C. perfringens’lerde
bu genin bulunma orani % 0-5 arasinda degismektedir (140).

Giiran ve Oksiiztepe (141) yapmis olduklar1 bir ¢alismada; tavuk parca
etlerinden toplam 558 adet C. perfringens izolat1 elde etmis, 558 C.perfringens
izolatindan 545 tanesi (% 97.6) alfa toksin geni yoniinden pozitif bulunup tip A
olarak tiplendirmislerdir. Sadece 1 tanesinde cpe toksin geni (% 0,5) tespit
etmislerdir.

Wen ve McClane (142)‘in tavuk etlerinde yaptigi bir arastirmada 56 adet
C. perfringens izolat1 elde edilmis ve bu izolatlara multipleks PCR ile toksin
tiplendirmesi yapilmistir. Izolatlardan sadece 1 (%1,7) tanesinde cpe geni
bulundugu, 29 tanesinin de cpb2 (%51,7) geni tasidigi, diger toksin genlerinin
hicbir izolatta bulunmadig bildirilmistir.

C. perfringens’in salgiladigi major toksinlerin disinda son yillarda NetB
toksin geni kesfedilmistir (63). Uzun zamandan beri NE olusmasinda alfa toksin

en 6nemli virulens faktor olarak bilinmektedir (3). Ancak bundan birkag yil 6nce
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yapilan bazi calismalar neticesinde bircok arastirmaci alfa toksinin NE
olusumunda primer etken olmasi konusunda fikir ayriligina diigsmiislerdir. NE‘e
kars1 alfa toksin ile yapilan as1 ¢alismalarinda alfa toksinin kanatlilar1 kismi olarak
korudugu rapor edilmistir (37). Yine bazi calismalarda deneysel yollarla
olusturulmus NE’e karsi diger proteinlerin de immun sistemi uyarabildigi
goriilmiistiir (143). Son yillarda Keyburn ve ark. (38) yaptiklar1 bir caligmada C.
perfringens Tip A’nin alfa toksin yoniinden negatif (-) mutantlarinin deneysel
modellerde NE olusturabildigini kanitlamislardir. Daha sonra broyler’lerde NE ile
iligkili oldugu tahmin edilen ve tespit edilen bu yeni toksin geni NetB olarak
adlandirilmistir (3, 38).

Chalmers ve Keyburn (68) yaptiklar1 bir arastirmada; saglikli ve hasta
kanatli hayvanlar arasinda NetB toksin geni prevalansi incelendiginde, saglikl
hayvanlar arasindaki oran %0 ile %61 arasinda iken hasta hayvanlarda %52 ile
%95 oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismamizda da bagirsak ve karaciger orneklerinden izole edilen C.
perfringens izolatlarinda, Keyburn ve ark.‘nin (68) onerdigi primer ¢ifti ile klasik
PZR teknigi uygulanmis ancak hicbir izolatta NetB toksin geni tespit
edilmemistir. Ulkemizde kanatl hayvanlarda NetB toksin geni ile ilgili simdiye
kadar herhangi bir calisma yapilmamis olup bu c¢alisma ilk olma niteligini
tasimaktadir.

Giliniimiizde bu NetB toksin geni ile ilgili literatiirlerde bilgiler oldukca
kisithdir. Beta toksin ile benzer molekiiler agirliga sahip oldugu icin beta benzeri
nekrotik enterit toksini (NetB) olarak adlandirilmistir. Bu gen sadece kanathilarda

bulunmus olup, beta toksin ile %38 aminoasit benzerligi oldugu bildirilmistir (59).
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Keyburn ve ark. (63) yaptiklar1 diger bir calismada NE ile infekte edilmis
tavuklardan elde edilen izolatlarda NetB toksin genini bulmalarma ragmen infekte
olmamis hayvanlardan NetB toksin genini bulamamislardir. Ilging bir sekilde
Cooper ve Songer (37) ise deneysel modellerinde NetB toksin geni yoniinden
negatif izolatlarla hastaligi olusturabilmislerdir. Yine yapilan bazi ¢aligmalarda
NetB toksinin nekrotik enterit patogenezisinde kritik virulens faktor oldugu ortaya
konulmasma ragmen (3) NetB toksin geninin nekrotik enterit ile iliskili olmadig1
ileri siiriilen caligmalar da mevcuttur. (68, 69, 144).

C. perfringens izolatlarinda NetB nin varlig iilkelere gore farkli profiller
ile karsimiza ¢ikmaktadir. Ornegin; Kanada da yapilan bir ¢alismada nekrotik
enteritli broyler’lerde, C. perfringens izolatlarinda %95 NetB pozitif bulunurken,
sagliklt broyler’lerde elde edilen izolatlarda %35 pozitif NetB bulunmustur.
Amerika Birlesik Devletleri'ndeki oran ise nekrotik enteritli broylerlerde %58,
sagliklt broylerlerde ise %8.75 olarak bulunmustur (3). Saglikli ve hasta kanath
hayvanlardaki rolii heniiz tam olarak ortaya konulamamis bu toksin gen ile ilgili
daha fazla caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bircok infeksiyonda, benzer klinik bulgular goriilmesine ragmen
patojeniteleri farkli alt tipler gdzlenmektedir. Bu yiizden hastaliklardan izole
edilen mikroorganizmalarin tiplendirilmesi hastaligin sagaltimma, koruyucu
onlemlerin alinmasma ve eradikasyon programlarinin hazirlanmasina yardimci

olmaktadir.

Molekiiler tiplendirme yontemlerinden biri olan PFGE (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis) giiniimiizde altin standart teknik olarak kabul edilmektedir.

Ayirim giicii yiiksek, tekrarlanabilirligi olan, gilivenilir bir metot olarak kabul
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edilmistir. Bu calismada 100 farkli kiimesten bagirsak ve karaciger ornekleri
toplanmistir. Calisma kapsaminda 100 farkli kiimesden ornekler alinmis olup,
kiimesler arasindaki, C. perfringens izolatlarmin genotiplendirmesi yapilarak

aralarindaki klonal iligskiyi saptamak amaclandu.

Dolayisiyla bu amagla farkl kiimes ve kesimhanelerden elde edilen 61 saf
C.perfringens izolatina PFGE yontemi uygulandi. Uygulama sonucunda PFGE
analizleri sonucunda olusan bant profillerinin suslar arasindaki genetik iliskilere
gore kategorilere ayrilarak yorumlanmasi i¢in Gel Compare II yazilim sistemi
(version3.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) kullanilarak bant
profilleri analiz edildi. PFGE profillerinin, dendogrami olusturularak kiimelesme
analizi yapildi. Bantlara bagli ’’Dice’” benzerlik katsayisina gore farkl
kiimeslerden elde edilen suslar arasindaki iligkiler belirlendi. Benzerlik katsayis1

hesaplamasinda bant ve profil tolerans1 %1.3 olarak alindi.

Yapilan dendogram analizi sonucunda ‘’Dice*’ benzerlik katsayis1 %100
olarak belirlendi. Toplam 30 genotip bulundu. Bu 30 genotipi i¢inde bulunduran
toplam 17 cluster (kiime) saptandi. Kiime I; 9 elmani ile en biiyiik kiime, onu 7
elemanlt kiime 7 takip etmektedir. Kiime I’in tamami Elazig B kesimhanesinden
elde edilmis izolatlar ( Kiimes no:15, 19, 40, 7, 2, 5, 11, 16, 44) (Sekil 11) olup, 9
farkli kiimesi i¢ine almistir. Bunlar kendi icerisinde heterojen kiimes dagilimina
sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum C. perfringens’in kiimesler arasi
yayilimmin olmadigi, treticiden kaynaklanan bulas yolunun olmadigmi, kesim
sirasinda C. perfringens’in kontaminasyona maruz kaldigmi gostermektedir. Yine
Kiime 7 nin tiim elemanlar1 Malatya A kesimhanesinden elde edilmis izolatlar

(kiimes no: 78, 85, 25, 30, 42, 12) (Sekil 11), heterojen kiime dagilimi

82



vermektedir. Bunun yaninda 2 elemanli kiime 12’nin elemanlarindan biri Elaz1g’a

ait, digeri Malatya kiimeslerinden birine ait olarak bulunmustur.

Sonug olarak, ayni1 isletmenin, ayni iireticinin sahip oldugu kiimeslere ait
izolatlar birbiri ile yakin iligkili kabul edildi. C. perfringens izolatlar1 arasinda
Elazig ve Malatya illerinde bulunan 3 farkli kesimhaneye gelen kiimesler arasinda

salginlara neden olabilecek bir genotip bulunamadi.

B.Naubery ve ark. (145) yaptiklar1 bir calismada, 25 farkhi iireticiden
topladig1 saglikli tavuklarin bagirsak oOrneklerinden elde ettigi 48 izolattan

birbiriyle yakin iliskili 25 farkli PFGE kiimeleri tespit etmistir.

Gholamiandekhordi ve ark. (137) yaptiklar1 bir calismada [, toksin
yoniinden pozitif izolatlarmm PFGE profillerini incelemis ve 35 PFGE profilinin 5
tanesini P, toksin iirettigini tespit etmistir. Bizim ¢alismamiz da elde edilen C.
perfringens izolatlar1 alfa toksin geni yoniinden pozitif diger biitliin toksinler
yoniinden negatif bulundugu i¢in, irettikleri toksin ¢esidine gére PFGE analizi

yapilamadi.

Engstrom ve ark. (106) ise saglikli tavuklarda PFGE analizi yaptig1 bir
calismada tek bir kiimes icerisinden birden ¢ok farkli PFGE klonlar1 bulurken,
NE‘li hasta hayvanlardan elde ettigi C. perfringens izolatlarinda sadece bir veya

iki adet farkli PFGE klonu saptamiglardir.
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7. SONUC ve ONERILER

Antibiyotiklerin 2006 yilindan itibaren Avrupa birligi ve Ulkemizde kanatl
yemlerinde biiyiitme faktorii olarak kullanimi yasaklanmistir. Bununla birlikte;
Diinya genelinde 6zellikle Avrupa’da yapilan ¢alismalarda NE vakalarinin hizla
artis1 kanatli sektoriinii ciddi anlamda endiselendirmistir ve bu durum kanatl
hayvanlarda bagirsak kanalinda C. perfringens gelisimini baskilamak amaciyla
terapotik amagli antibiyotik kullanimmin artmasina sebep olmustur. Ulkemizde
ise kanath hayvanlardaki bu konu iizerinde yapilan ¢aligma sayist smirhdir.
Kanath sektorii giinimiizde bu sorunu antikoksidiyallerin kullanilmasi ile asmis

gibi goriinse de ileriki yillarda kanath ve insan sagligini etkilemesi muhtemeldir.

C. perfringens dogada, toprakta, insan ve hayvanlarin bagirsak florasinda
bulunan bir mikroorganizma olmasindan dolayi, kanath kesimhanelerinde kesim
sirasinda karkasa ve yenilebilir i¢ organlara bulasmasi sonucu halk saglhigini da
ciddi anlamda etkileyen potansiyel risk faktorii konumundadir. Bu 6zelliklerinden
dolay1r C. perfringens’in hem hayvanlarda hem de gidalarda tiplendirilmesinin
bulag kaynaklarinin elimine edilmesi adina olumlu sonucglar dogurmasi
beklenmektedir. Nitekim Tiirkiye’de son yillarda gidalardaki C. perfringens’in
varliina dair birgok calisma yapilmisken kanathh hayvanlardaki dagilim ve
yayginhigr hakkinda yeterince ¢alisma yapilmamis olmasi bu konuda bizleri
calismaya yapmaya yonlendirmistir. Bu nedenle mevcut ¢alismanm bolgedeki C.
perfringens yayginhigr ve C. perfringens alt tiplerinin belirlenmesi noktasinda
giincel veriler sunmasi bakimindan faydali olduguna inanilmaktadir. Nitekim

kanatli hayvanlarmm bagirsak ve karaciger Orneklerinden elde edilen izolatlara
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PFGE yontemiyle genotiplendirme yapilmasi, izolatlar arasindaki genetik iliskinin

saptanmasi ile literatiirdeki bosluklar doldurulmaya calisiimistir.

Oncelikle biitin bu caligmalar dikkate alindiginda, saglikli kanatl
hayvanlarda C.perfringens’in PFGE yontemiyle genotiplendirilmesi Tiirkiye’de
yapilmis ilk ¢alisma olmasi acisindan 6nem arz etmektedir. Ancak bu ¢alismay1
destekleyici verilerin olmasi agisindan farkli bdlgelerdeki PFGE genotiplerinin
olusturulmasi ile ve daha genis saha ¢alismalar1 yaparak C. perfringens’in bulag
kaynaklar1 hakkinda daha fazla bilgi edinilebilir. Farkli bolgelerdeki kiimeslerin
karsilastirilmasi yapilarak daha saglikli sonuglar elde edilebilir. C. pefringens
yapilan calismalarda da goriildiigii gibi kanathilarda PFGE genotipleri yoniinden
cok fazla cesitlilige sahiptir. Bu calisma ve Tiirkiye’de tavuk etleri {izerine yapilan
calismalarda gostermistir ki C. perfringens Tip A halk saglig1 agisindan potansiyel
risk teskil etmektedir. Bu g6z Oniine alinarak bu calismay1 destekleyici olarak,
ileride yapilacak caligmalar arasinda, hem gidalardaki hem de insanlardaki C.
perfringens izolatlarinin da bulas kaynaklarmin belirlenmesi acisindan PFGE

profillerinin ortaya konulmasi gerekmektedir.

85



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

8. KAYNAKLAR

Songer JG. Clostridia as agents of zoonotic disease. Vet Microbiol 2010; 140 (3): 399-
404.

Allaart JG, Van Asten AJ, Grone A. Predisposing factors and prevention of Clostridium
perfringens-associated enteritis. Comp Immunol Microb 2013; 36 (5): 449-464.
Timbermont L, Lanckriet A, Dewulf J, et al. Control of Clostridium perfringens induced
necrotic enteritis in broilers by target released butyric acid, fatty acids and essential oils.
Avian Pathol 2010; 39: 117-121.

Songer JG. Clostridial enteric diseases of domestic animals. Clin Microbiol Rev 1996;
9(2): 216.

Parish, WE. Necrotic enteritis in the fowl (Gallus gallus domesticus). 1. Histopathology
of the disease and isolation of a strain of Clostridium welchii. ] Comp Pathol 1961; 71:
377-93.

Helmboldt CF. Bryant ES. The pathology of necrotic enteritis in domestic fowl. Avian
Dis 1971; 775-780.

Casewell M. Friis C. Marco E. McMullin P. Phillips I. The European ban on growth-
Pgromoting antibiotics and emerging consequences for human and animal health. J
Antimicrob Chemoth 2003; 52(2): 159-161.

Nairn ME, Bamford VW. Necrotic enteritis of broiler chickens in Western Australia.
Aust Vet J 1967; 43 (2): 49-54.

Wages DP, Opengart K. Necrotic enteritis. In: Saif YM. (Editors). Diseases of Poultry.
Towa State Press, Ames, Iowa. 2003: 781-785.

Van der Sluis W. Clostridial enteritis-a syndrome emerging world wide. World Poultry
2000; 16 (5): 56-57.

Opengart K, Songer JG. Necrotic enteritis. Diseases of Poultry 2008; 12: 872-879.

Labbe RG, Harmon SM. Clostridium perfringens. In: Vanderzant C, Splittstoesser DF.
(Editors). Comperndium of Methods for Microbiological Examination of Foods.
American Public Health Association 1992: 623-632.

Hafez HM. Enteric diseases of poultry with special attention to Clostridium perfringens.
Pak Vet J 2011; 31(3): 175-184.

Yoo HS, Lee SU, Park KY, et al. Molecular typing and epidemiological survey of
prevalence of Clostridium perfringens types by multiplex PCR. J Clin Microbiol 1997;
35 (1): 228-232.

Brendan BL, Grover M, Hutchins MD. William H. Welch, MD, and the Discovery of
Bacillus welchii. Arch Pathol Lab Med. 2004; 128: 1193-1195.

Holt JG, Krieg NR, Sneath PHA, Staley, et al. Genus Clostridium. In: Bergeys Manual
of Determinative Bacteriology, 9th ed. The Williams-Wilkins Co. Baltimore 1994; 15:
560-563.

86



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Gross TP, Kamara LB, Hatheway CL, et al. Clostridium perfringens food poisoning: use

of serotyping in an outbreak setting. J Clin Microbiol 1989; 27 (4): 660-663.

Williamson ED, Titball RW. A genetically engineered vaccine against the alpha-toxin of

Clostridium perfringens protects mice against experimental gas gangrene. Vaccine 1993;

11(12): 1253-1258.

Brynestad S, Granum PE. Clostridium perfringens and foodborne infections. Int J Food

Microbiol 2002; 74 (3): 195-202.

Gibbs P, Blackburn CD. McClure PJ. Characteristics of spore-forming bacteria.

Foodborne Pathogens: Hazards, Risk Analysis and Control, 417-435.

Cato EP, George WL, Finegold SM. Genus Clostridium. Bergey's Manual of Systematic

Bacteriology 1986; 2: 1141-1200.

Akan M. Clostridium infeksiyonlart. Aydin N, Paracikoglu J.(Editorler) Veteriner

Mikrobiyoloji (Bakteriyel Hastaliklar). Boliim 9.ilke Emek Yaymnlari: Ankara 2006: 73-

87.

McClane BA. Clostridium perfringens. In: Doyle MP, Beuchat LR. (Editors). Food

Microbiology Fundamentals and Frontiers, 3rd Edition, Washington DC: ASM Press

2007: 423-455.

Byrne B, Scannell AG, Lyng J. et al. An evaluation of Clostridium perfringens media.

Food Control 2008; 19 (11): 1091-1095

Labbe RG, Harmon SM. Clostridium perfringens. In: Vanderzant C, Splittstoesser

DF.(Editors). Comperndium of Methods for Microbiological Examination of Foods.

American Public Health Association 1992: 623-632.

Cano RJ, Tiefenbrunner F, Ubaldi M, et al. Sequence analysis of bacterial DNA in the

colon and stomach of the Tyrolean Iceman. Am J Phys Anthropol 2000; 112 (3): 297.

Canard B, Cole ST. Genome organization of the anaerobic pathogen Clostridium

perfringens. P Natl Acad Sci 1989; 86 (17): 6676-6680.

Shimizu T, Ohshima S, Ohtani K, et al. Genomic map of Clostridium perfringens strain

13. Microbiol and immunol 2001; 45 (2): 179-189.

Myers GS, Rasko DA, Cheung JK, et al. Skewed genomic variability in strains of the

toxigenic bacterial pathogen, Clostridium perfringens. Genome Res 2006; 16 (8): 1031-

1040.

Lyras D, Rood JL Clostridial genetics in Gram-Positive

Pathogens. Fischetti VA, Novic, RP, Ferretti JJ. Portnoy DA, RoodJI. (Editors).

American Society for Microbiology, Washington DC: 2000; 529.

Giiran SH. Tavuk parga etlerinde Clostridium perfringens'in multipleks PCR metodu ile

toksin tiplendirilmesi ve farkli dondurma sicakliklarinin Clostridium perfingens yasami

iizerine etkisi. Doktora Tezi, Elaz1g: Firat Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, 2012.
Rood JI. Virulence genes of Clostridium perfingens. Annu Rev Microbiol 1998; 52:

333-360.

87



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

Timbermont L, Lanckriet A, Gholamiandehkordi AR, et al. Origin of Clostridium
perfringens isolates determines the ability to induce necrotic enteritis in broilers. Comp
Immunol Microb 2009; 32 (6): 503-512.

Rood JI, Cole ST. Molecular genetics and pathogenesis
of Clostridium perfringens. Microbiol. Rev 1991; 55: 621-648.

Parreira VR. Sequence of two plasmids from Clostridium perfringens chicken necrotic
enteritis isolates and comparison with C. perfringens conjugative plasmids. PLoS
One 2012; 7 (11): e4975.

Jihong LI, Uzal FA, McClane BA, et al. Toxin plasmids of Clostridium
perfringens. Microbiol Mol Biol R 2013; 77 (2): 208-233.

Cooper KK, Songer JG. Necrotic enteritis in chickens: a paradigm of enteric infection by
Clostridium perfringens type A. Anaerobe 2009; 15 (1): 55-60.

Keyburn AL, Sheedy SA, Ford ME, Williamson, et al. Alpha-toxin of Clostridium
perfringens is not an essential virulence factor in necrotic enteritis in chickens. Inf and
immun 2006; 74 (11): 6496-6500.

Shojadoost B, Vince AR, Prescott JF. The successful experimental induction of necrotic
enteritis in chickens by Clostridium perfringens: a critical review. Vet res 2012; 43 (1):
1-12.

Petit L, Gibert M. Popoff MR. Clostridium perfringens: toxinotype and genotype.
Trends Microbiol 1999; 7: 104-110.

Naylor CE, Eaton JT, Howells A, et al. Structure of the key toxin in gas gangrene. Nat
Struct Biol 1998: 5; 738 — 746.

Titball RV, Naylor CE, Basak AK . The Clostridium perfringens alpha-toxin. Anaerobe

1999; 5: 51-64.

Flores-Diaz M Alape-Giron A. Role of Clostridium perfringens phospholipase C in the
pathogenesis of gas gangrene. Toxicon 2003; 42: 979-986.

Sato H, Yamakawa Y, Ito A, et al. Effect of zinc and calcium-ions on production of
alpha-toxin and proteases by Clostridium-Perfringens. Infec Immun 1978; 20: 325-333.
Bullifent HL, Moir A, Awad MM, et al. The Level of Expression of a-toxin by different
strains of Clostridium perfringens is dependent on differences in promoter structure and

genetic background. Anaerobe 1996; 2: 365-371.

46.Uzal FA, McClane, BA. Recent progress in understanding the pathogenesis of

47.

48.

Clostridium perfringens type C infections. Vet Microbiol 2011; 153 (1-2): 37-43.

Hughes M.L, Poon R, Adams V, et al. Epsilon-toxin plasmids of Clostridium
perfringens type D are conjugative. J Bacteriol 2007; 189 (21): 7531-7538.

Emborg H, Ersboll AK, Heuer OE, et al. The effect of discontinuing the use of
antimicrobial growth promoters on the productivity in the Danish broiler production.

Prev Vet Med 2001; 50: 53-70.

88



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Rood JI. The Clostridia: molecular biology and pathogenesis. Academic Press, San
Diego, Calif, 1997.

Key Zukaite V, Bizulevic¢ius GA. Physico-chemical and catalytic properties of
Clostridium perfringens hyaluronidase: an update. Anaerobe 2000; 6: 347-355.
Kokai-Kun JF, Mcclane BA. Enterotoxemic infections. in: The Clostridia: Molecular
Biology and Pathogenesis, Eds.: Rood, J., McClane, B.A., Songer, J.G., Titball,
R.W.Academic Press, London, 1997.

Lindstrdom M, Heikinheimo A, Lahti P, et al. Novel insights into the epidemiology of C.
perfringens type A food poisoning. Food Microbiol 2011; 28 (2): 192—198.

Fisher DJ. C. Perfringens P2 toxin: A potential accessory toxin in gastrointestinal
diseases of humans and domestic animals. PhD Thesis. Univ. Pittsburgh, Pittsburgh,
PA.2006

Popoff MR. Clostridial pore-forming toxins: powerful virulence factors. Anaerobe 2014;
30: 220-238

Revitt M, Sarah A. Rood JI, Adams V. Clostridium perfringens extracellular toxins and
enzymes: 20 and counting. Microbiol Aust 2015; 36 (3): 114-117.

Uzal FA. Towards an understanding of the role of Clostridium perfringens toxins in
human and animal disease. Future Microbiol 2014; 9: 361-377.

Uzal FA. Clostridium perfringens toxins involved in mammalian veterinary
diseases. Open Toxin J 2010; 2: 24-42.

Bannam TL, Keyburn AL, Moore, RJ. Necrotic enteritis-derived Clostridium perfringens
strain with three closely related independently conjugative toxin and antibiotic resistance
plasmids. M Bio 2011; 2 (5): ¢00190-11.

Katayama S, Dupuy B, Cole ST, et al. Genome mapping of Clostridium perfringens
strains with I-Ceul shows many virulence genes to be plasmid-borne. Mol Gen Genet
1996; 251 (6): 720-726.

Sakurai J. Clostridium perfringens alpha-toxin: characterization and mode of action. J
Biochem 2004; 136: 569-574.

Zukaite V, Biziulevi¢ius GA. Physicochemical and catalytic properties
of Clostridium perfringens hyaluronidase: an update. Anaerobe 2000; 6: 347-355.
Chiarezza M. The Nanl and Nan]J sialidases of Clostridium perfringens are not essential
for virulence. Infect Immun 2009; 77: 4221-4428.

Keyburn AL, Boyce JD, Vaz PB et al. NetB, a new toxin that is associated with avian
necrotic enteritis caused by Clostridium perfringens. PLoS pathog 2008; 4 (2): 26.
Keyburn AL, Yan, XX, Bannam, TL, et al. Association between avian necrotic enteritis
and Clostridium perfringens strains expressing NetB toxin. Vet Res 2010; 41 (2): 1-8.
Yonogi S. BEC, a novel enterotoxin of Clostridium perfringens found in human clinical

isolates from acute gastroenteritis outbreaks. Infect Immun 2014; 82: 2390-2399.

89



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

T7.

78.

79.

80.

Chen, J, McClane, BA. Characterization of Clostridium perfringens TpeL toxin gene
carriage, production, cytotoxic contributions, and trypsin sensitivity. Infect immun 2015;
83 (6): 2369-238]1.

Rood JI, Keyburn AL, Moore RJ. NetB and necrotic enteritis: the hole movable
story. Avian Pathol 2016; 45 (3): 295-301.

Chalmers G, Bruce HL, Hunter DB, et al. Multilocus sequence typing analysis of
Clostridium perfringens isolates from necrotic enteritis outbreaks in broiler chicken
populations. J Clin Microbiol 2008; 46 (12): 3957-3964.

Chalmers G, Martin SW, Prescott JF, et al. Genetic diversity of Clostridium perfringens
isolated from healthy broiler chickens at a commercial farm. Vet microbiol 2008; 127
(1): 116-127.

Lovland, A, Kaldhusdal M. Severely impaired production performance in broiler flocks
with high incidence of Clostridium perfringens associated hepatitis. Avian Pathol 2001;
30: 73-81.

Johansson KR, Sarles WB. Bacterial Population Changes in the Ceca of Young Chickens
Infected with Eimeria tenella. J Bacteriol 1948; 56: 635-647.

Wijewanta EA, Senevirtna P. Bacteriological studies of fatal Clostridium perfringens
type-A infection in chickens. Avian Dis 1971; 15: 654-661.

Al-Sheikhly F, Truscott RB. The pathology of necrotic enteritis of chickens following
infusion of broth cultures of Clostridium perfringens into the duodenum. Avian Dis
1977; 21: 230-240.

Cowen BS, Schwartz LD, Wilson RA, et al. Experimentally induced necrotic enteritis in
chickens. Avian Dis 1987; 31: 904-906.

Long JR. Necrotic enteritis in broiler chickens. I. A review of the literature and the
prevalence of the disease in Ontario. Can J Comp Med 1973; 37: 302-308.

Ficken MD, Wages D. Necrotic enteritis. In: Saif YM, Calnek BW, Barnes HJ,
McDonald LR. (Editors). Diseases of Poultry, 10th ed. lowa State University Press,
London. 1997; 261-264

Heier BT, Lovland A, Kaldhusdal M, et. Al. A field study of naturally occurring
specific antibodies against Clostridium perfringens alpha toxin in Norwegian broiler
flocks. Avian Dis 2001; 45: 724-732.

Johansson A, Greko C, Engstrom BE, et.al. Antimicrobial susceptibility of Swedish,
Norwegian and Danish isolates of Clostridium perfringens from poultry, and distribution
of tetracycline resistance genes. Vet Microbiol 2004; 99: 251-257.

Long JR, Pettit JR, Barnum DA. Necrotic enteritis in broiler chickens. II. Pathology
and proposed pathogenesis. Can J Comp Med 1974; 38: 467-474.

Gardiner MR. Clostridial infections in poultry in Western Australia. Aust Vet J 1967; 43:
359-360.

90



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Kaldhusdal M, Skjerve E. Association between cereal contents in the diet and incidence
of necrotic enteritis in broiler chickens in Norway. Prev Vet Med 1996; 28: 1-16.

Jones FT, Ricke SC. Observations on the history of the development of antimicrobials
and their use in poultry feeds. Poult Sci 2003; 82: 613-617.

Emborg H, Ersboll AK, Heuer OE, et al. The effect of discontinuing the use of
antimicrobial growth promoters on the productivity in the Danish broiler production.
Prev Vet Med 2001; 50: 53-70.

Garrido MN, Skjervheim M, Oppegaard H, et al. Acidified litter benefits the intestinal
flora balance of broiler chickens. Appl Environ Microbiol 2004; 70: 5208-5213.
Hampson DJ, Murdoch Al Growth enhancement in broiler chickens receiving
chemeqrtm polymeric antimicrobial. Avian Pathol 2003; 32: 605-611.

Fallon R, O'Sullivan N, Maher M, et al. Antimicrobial resistance of Campylobacter
jejuni and Campylobacter coli isolates from broiler chickens isolated at an Irish poultry
processing plant. Lett Appl Microbiol 2003; 36: 277-281.

Van den Bogaard, Willems AE, London R, et al. “’Antibiotic resistance of faecal
enterococci in poultry, poultry farmers and poultry slaughterers. J Antimicrob Chemoth
2002; 49(3): 497-505

Takeda T, Fukata T, Miyamoto T, et al. The effects of dietary lactose and rye on cecal
colonization of Clostridium perfringens in chicks. Avian Dis 1995; 39: 375-381

Emborg HD, Andersen JS, Seyfarth AM, et al. Relations between the occurrence of
resistance to antimicrobial growth promoters among Enterococcus faecium isolated from
broilers and broiler meat. Int J Food Microbiol 2003;84: 273-284.

Emborg HD, Andersen JS, Wegener HC. Relations between the consumption of
antimicrobial growth promoters and the occurrence of resistance among Enterococcus
faecium isolated from broilers. Epidemiol Infect 2004; 132: 95-105.

Grave K, Kaldhusdal M, Kruse H, et al. What has happened in Norway after the ban of
avoparcin? Consumption of antimicrobials by poultry. Prevent Vet Med 2004; 62 (1):
59-72.

Manson JM, Keis S, Smith JM, et al. A clonal lineage of VanA-type Enterococcus
faecalis predominates in vancomycin-resistant Enterococci isolated in New Zealand.
Antimicrob Agents Chemother 2003; 47: 204-210.

Casewell M, Friis C, Marco E, et al. The European ban on growth-promoting antibiotics
and emerging consequences for human and animal health. J Antimicrob Chemother
2003; 52: 159-161.

Immerseel F, Buck V, Pasmans JD et al. Clostridium perfringens in poultry: an
emerging threat for animal and public health. Avian Pathol 2004; 33 (6): 537-549.
Collier CT, Van der Klis JD, Deplancke B, et al. Effects of tylosin on bacterial
mucolysis, Clostridium perfringens colonization, and intestinal barrier function in a

chick model of necrotic enteritis. Antimicrob Agents Chemother 2003; 47: 3311-3317.

91



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.
105.

106.

107.

108.

1009.

110.

111.

Wise MG, Siragusa GR. Quantitative detection of Clostridiumperfringens in the broiler
fowl gastrointestinal tract by real-time PCR. Appl Environ Microbiol 2005; 71: 3911-
3916.
Drew MD, Syed NA, Goldade BG, et al. Effects of dietary protein source and level on
intestinal populations of Clostridium perfringens in broiler chickens. Poult Sci 2004; 83
(3): 414-420.
Engberg RM, Hedemann MS, Leser TD, et al. Effect of zinc bacitracin and salinomycin
on intestinal microflora and performance of broilers. Poult Sci 2000; 79: 1311-1319.
Brennan JG, Moore SE, Poe A. et al. Efficacy of in-feed tylosin phosphate for the
treatment of necrotic enteritis in broiler chickens. Poult Sci 2001; 80: 1451-1454.
Brennan J, Skinner J, Barnum DA, et al. The efficacy of bacitracin methylene
disalicylate when fed in combination with narasin in the management of necrotic
enteritis in broiler chickens. Poult Sci 2003; 82: 360-363.

Droual R, Shivaprasad HL, Chin RP. Coccidiosis and necrotic enteritis in turkeys.
Avian Dis 1994; 38: 177-183.

Craven SE, Stern NJ, Cox NA, et al. Cecal carriage of Clostridium perfringens in
broiler chickens given mucosal starter culture. Avian dis 1999; 43: 484-490.

Bernier G, Phaneuf JB, Filion R. Necrotic enteritis in broilers. I. Clinoco-pathological
aspect. Can J Comp Med 1974; 38: 280-285.

Porter RE. Bacterial enteritides of poultry. Poult Sci 1998; 77: 1159-1165.

Eleazer TH, Harrell JS, Clostridium perfringens infection in turkey poults. Avian Dis
1976; 20: 774-776.

Engstrom BE, Fermer C, Lindberg A, et al. Molecular typing of isolates of Clostridium
perfringens from healthy and diseased poultry’’. Vet Microbiol 2003; 94 (3): 225-235.
Williams RB. Intercurrent coccidiosis and necrotic enteritis of chickens: rational,
integrated disease management by maintenance of gut integrity. Avian Pathol 2005; 34
(3): 159-180.

Williams RB, Marshall RN, La Ragione RM, et al. A new method for the experimental
production of necrotic enteritis and its use for studies on the relationships between
necrotic enteritis, coccidiosis and anticoccidial vaccination of chickens. Parasitol Res
2003; 90: 19-26.

Uni Z, Argov N. Lipid yolk utilization of late term broiler embroys’’, Poultry Sci 2006;
85: 35.

Riddell C, Kong XM. The influence of diet on necrotic enteritis in broiler chickens.
Avian dis 1992; 36: 499-503.

Kaldhusdal M, Hofsagen M. Barley inclusion and avoparcin supplementation in broiler
diets. 2. Clinical, pathological, and bacteriological findings in a mild form of necrotic

enteritis. Poultry Sci 1992; 71 (7): 1145-1153.

92



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

Pedersen K, Bjerrum L, Eske Heuer O. Reproducible infection model for Clostridium
perfringens in broiler chickens. Avian dis 2008; 52 (1): 34-39.

Collier CT, Hofacre CL, Payne AM. Coccidia-induced mucogenesis promotes the onset
of necrotic enteritis by supporting Clostridium perfringens growth. Vet immun
immunopathol 2008; 122 (1): 104-115.

Williams RB. Intercurrent coccidiosis and necrotic enteritis of chickens: rational,
integrated disease management by maintenance of gut integrity. Avian Pathol 2005; 34
(3): 159-180.

McDevitt RM, Brooker JD, Acamovic T, et al. Necrotic enteritis; a continuing
challenge for the poultry industry. World Poultry Sci J 2006; 62 (02): 221-247.
Hermans PG, Morgan KL. Prevalence and associated risk factors of necrotic enteritis on
broiler farms in the United Kingdom; a cross-sectional survey. Avian Pathol 2007; 36
(1): 43-51.

Dhillon AS, Roy P, Lauerman L, et al. High mortality in egg layers as a result of
necrotic enteritis. Avian Dis 2004; 48(3): 675-680.

McReynolds JL, Byrd JA, Anderson RC, et al. Evaluation of immunosuppressants and
dietary mechanisms in an experimental disease model for necrotic enteritis. Poultry sci
2004; 83 (12): 1948-1952.

Bywater R, McConville M, Phillips I, et al. The susceptibility to growth-promoting
antibiotics of Enterococcus faecium isolates from pigs and chickens in Europe. J
Antimicrob Chemother 2005; 56 (3): 538-543.

Wierup M. The Swedish experience of the 1986 year ban of antimicrobial growth
promoters, with special reference to animal health, disease prevention, productivity, and
usage of antimicrobials. Microbial Drug Resist 2001; 7 (2): 183-190.

Tuncer HI. Karma yemlerde kullanimi yasaklanan hormon, antibiyotik, antikoksidiyal
ve ilaglar. Lalahan Hay. Arast. Enst. Derg 2007; 47 (1): 29- 37.

Hofacre CL, Beacorn T, Collett S, et al. Using competitive exclusion, mannan-
oligosaccharide and other intestinal products to control necrotic enteritis. J Appl
Poultry Res 2003; 12 (1): 60-64.

Fukata T, Hadate Y, Baba E, et al. Influence of bacteria on Clostridium perfringens
infections in young chickens. Avian dis 1991; 224-227.

Jackson ME, Anderson DM, Hsiao HY, et al. Beneficial effect of B-mannanase feed
enzyme on performance of chicks challenged with Eimeria sp. and Clostridium
perfringens. Avian dis 2003; 47 (3): 759-763.

Mitsch P, Zitterl-Eglseer K, Kohler B, et al. The effect of two different blends of
essential oil components on the proliferation of Clostridium perfringens in the intestines

of broiler chickens. Poultry Sci 2004; 83 (4): 669-675.

93



126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

Lanckriet A, Timbermont L, De Gussem M, et al. The effect of commonly used
anticoccidials and antibiotics in a subclinical necrotic enteritis model. Avian Pathol
2010; 39 (1): 63-68.

Knarreborg A, Simon MA, Engberg RM, et al. Effects of dietary fat source and
subtherapeutic levels of antibiotic on the bacterial community in the ileum of broiler
chickens at variousages. Appl Environ Microbiol 2002; 68: 5918-5924.

Lukinmaa S, Takkunen E, Siitonen A. Molecular epidemiology of Clostridium
perfringens related to food-borne outbreaks of disease in Finland from 1984 to
1999. Appl Environ Microbiol 1999; 68 (8): 3744-3749.

Maslanka SE, Kerr JG, Williams G, et al. Molecular subtyping of Clostridium
perfringens by pulsed-field gel electrophoresis to facilitate food-borne-disease outbreak
investigations. J Clin Microbiol 1999; 37 (7): 2209-2214.

Kalender H, Ertas, HB. Isolation of Clostridium perfringens from chickens and
detection of the alpha toxin gene by polymerase chain reaction (PCR). Turk J Vet
Anim Sci 2005; 29 (3): 847-851.

Miwa F, Fishima T, Kubo S, et al. Most probable numbers of enterotoxigenic
Clostridium perfringens in intestinal contents of domestic livestock detected by nested
PCR. J Vet Med Sci 1997; 59 (7): 557-560.

Craven SE, Cox NA, Stern NJ, et al. Prevalence of Clostridium perfringens in
commercial broiler hatcheries. Avian Dis 2001; 450: 1050-1053.

Svobodova 1, Steinhauserova I, Nebola M. Incidence of Clostridium perfringens in
broiler chickens in the Czech Republic. Acta Vet Brno 2007; 76 (8): 25-30

Onderka DK, Langevin CC, Hanson JA. Fibrosing cholangiolehepatitis in broiler
chickens induced by bile duct ligations or inoculation of Clostridium perfringens. Can J
Vet Res 1990; 54 (2): 285.

Heikinheimo A, Korkeala, H. Multiplex PCR assay for toxinotyping Clostridium
perfringens isolates obtained from Finnish broiler chickens. Lett Appl Microbiol 2005;
40 (6): 407-411.

Meer RR, Songer JG. Multiplex polymerase chain reaction assay for genotyping
Clostridium perfringens. Am J Vet Res 1997; 58 (7): 702-705.

Gholamiandekhordi AR, Ducatelle R, Heyndrickx M, et al. Molecular and phenotypical
characterization of Clostridium perfringens isolates from poultry flocks with different
disease status. Vet Microbiol 2006; 113 (1): 143-152.

Nowell VI, Poppe C, Parreira VR, et al. Clostridium perfringens in retail chicken.
Anaerobe 2010; 16 (3): 314-315.

Redondo-Solano MA. Effect of sodium nitrite, sodium erythorbate and organic acid
salts on germination and outgrowth of Clostridium perfringens spores in ham during

abusive cooling. Phd Thesis, 2011.

94



140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

Erol I, Goncuoglu M, Ayaz ND, et al. Molecular typing of C. perfringens isolated from
turkey meat by multiplex PCR. Lett Appl Microbiol 2008; 47: 31-34.

Guran HS, Oksuztepe G. Detection and typing of Clostridium perfringens from retail
chicken meat parts. Lett Appl Microbiol 2013; 57 (1): 77-82.

Wen Q, McClane BA, Detection of enterotoxigenic Clostridium perfringens type A
isolates in American retail foods. Appl Environ Microbiol 2004; 70 (5): 2685-2691.
Kulkarni RR, Parreira VR, Sharif S, & Prescott JF. Clostridium perfringens antigens
recognized by broiler chickens immune to necrotic enteritis. Clin Vaccine Immun 2006;
13: 1358-1362.

Martin TG & Smyth JA. Prevalence of netB among some clinical isolates of
Clostridium perfringens from animals in the United States. Vet Microbiol 2009; 136:
202-205.

Nauerby B, Pedersen K, Madsen M. Analysis by pulsed-field gel electrophoresis of the
genetic diversity among Clostridium perfringens isolates from chickens. Vet Microbiol
2003; 94(3): 257-266.

Garmory HS, Chanter N, French NP, et al. Occurrence of C. perfringens P2-toxin
amongst animals, determined using genotyping and subtyping PCR assays. Epidemiol
Infect 2000; 124: 61-67.

Herholz C, Miserez R, Nicolet J, et al. Prevalence of P2-toxigenic Clostridium

perfringens in horses with intestinal disorders. J Clin Microbiol 1999; 37 (2): 358-361.

95



9. 0ZGECMIS

Ars. Gor. Burcu KARAGULLE

Dogum Yeri ve Yili: Elaz1g, 1985

Medeni Durumu: Evli

Yazisma Adresi: Firat Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Elazig / 4021.

E-posta: burcukaragulle@gmail.com, bkaragulle@firat.edu.tr

Egitim Bilgileri

2011-2016: F.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii / Veteriner Mikrobiyoloji Doktora
Programi-Elaz1g

2004-2009: Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi-Elazig

2000-2003: Malatya Anadolu Lisesi

1997-2003: Malatya Anadolu Lisesi/ Ortaokul bo liimii

1996-1997: Kars/Sarikamis Anadolu Lisesi Hazirlik Bolimii

1992-1996: 29 eyliil ilkokulu

Yabanci Dili: Ingilizce

DOKTORA / Doktora Tez Konusu  Broyler’lerden Clostridium
perfringens 1zolasyonu ve Molekiiler
Karakterizasyonu -2016

Doktora Tez Danismani Prof. Dr. Adile Muz / Firat
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ABD

Ulusal ve uluslararasi dergilerde yayinlanan makaleler

1-Acik MN, Karahan M, Ongor H, Karagiille B, Cetinkaya B. Investigation of
cytolethal distending toxin production and virulence genes in Campylobacter
isolates from cattle. Revue Méd. Vét., 2013, 164, 5, 272-277

2- A¢ik MN, Karahan M, Ongor H, Karagiille B, Cetinkaya B. The First Isolation

of Campylobacter lanienae from chickens. Revue Méd. Vet., 2013, 164, 7, 368-
373.

96




Ulusal ve uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda
basilan teblig ve posterler

1-Ozbey G, Karagiille B, Yerlikaya Z, Ertas HB, Muz A. Tath su ve tuzlu su
baliklarinda Campylobacter ve Listeria Tiirlerinin Prevalansi. XI. Ulusal Veteriner
Hekimleri Mikrobiyoloji Kongresi (Uluslararas1 Katilimli), Antalya, 21-24 Ekim
2014.

2- Karagulle B, Muz A. Identification of Clostridium perfringens by Using
Conventional Culture Method in Broilers in Eastern Turkey. 9" International
Conference on the Moleculer Biology and Pathogenesis of the Clostridia.

Freiburg/ Germany. 7-11 September 2015.

Proje deneyimi

1- Karagulle B, Muz A. Broyler’lerden Clostridium perfringens 1zolasyonu ve
Molekiiler Karakterizasyonu. Tiibitak 2140164 No’lu Proje. Bursiyer. Doktora

Tez Arastirma projesi.

Uluslararas1 Akademik Etkinlikleri
1- 9™ International Conference on the Moleculer Biology and Pathogenesis of the

Clostridia. Freiburg/ Germany. 7-11 September 2015. Katilimci.

Kurs Katilimlar

1-Karagulle B. ¢ [V.Klonlama Kursu *°. Indnii Universitesi Molekiiler
Mikrobiyoloji Bolimii, Malatya 27-31 Mayis 2013.

2-Karagulle B. ¢ Tiibitak-2237- saglk bilimleri Alaminda Tiibitak igin
Arastirma proje Onerisi hazirlama ve yiiriitme Uygulamali Egitimi.”” Elaz1g. 15-
17 Eylil 2014.

3-Karagulle B. ¢ 'Writing great papers in international journal an introduction
for researcers. Elaz1g, 5-7 may 2014.

4-Karagulle B. ¢ Temel Bilimlerde 1001 Arastirma Projesi Hazirlama
Egitimi>’ Elaz1g, 01-03 Kasim 2013.

97



