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Clostridium perfringens tip A, alfa toksin liretimini en yiiksek miktarda yapan C.
perfringens tiridir. Salgiladigi bu madde (alfa toksin olarak bilinen), protein yapidaki
bir enzim olan fosfolipaz C'dir (PLC). C. perfringens tip A, salgiladigi bu alfa toksin ile
insanlar1 ve hayvanlari enfekte etme kabiliyetine sahip bir tiirdiir. insanlarda ve
hayvanlarda baz1 hastaliklara sebep olur. Hayvan saglig1 acisindan 6nemli bir patojendir.
Hayvancilik sektoriinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu hastaliklar
toksikasyonla seyrettikleri i¢in tedavi edilemezler ve yiiksek oranda 6liime neden olurlar.

Clostridial hastaliklardan korunmada en etkili ve tek yontem asilamadir.

Bu calismada C. perfringens tip A’dan biyoreaktor kosullarinda alfa toksin
liretiminin optimizasyonu amaglanmistir. Bu amagla, referans ve iilkemizde izolasyonu
yapilan bir sus olmak tizere 2 farkli sus kullanilmistir. Arastirmada farkli pH ve sicaklik
sartlar1, farkli besi yeri komponetleri ve farkli besi yeri ortamlari, besi yeri ortami azot
beslemesi, farkli inokiilasyon oranlarinin alfa toksin iiretimi {izerine etkisi arastirilmistir.
Inkiibasyon siiresi iiretim kiiltiirii icin 37 °C’de 24 saat olarak belirlenmistir. Biyoreaktor
kosullar1 100 rpm, 37 °C, ve pH degeri 6.5-7.0 olarak belirlenmistir. Inkiibasyonun 6-8.
saatleri arasinda alfa toksin miktarinin maksimum oldugu yapilan toksin titrasyon testleri
ile belirlenmistir. Besi ortami pH degerinin 6.5 — 7 arasinda alfa toksin liretiminin daha
yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Besi ortamina belirli saatlerle azot beslemesinin
yapilmasi gerektigi sonucuna ulagilmistir. Toksin titrasyon testlerine gore, bu belirlenen

parametre sartlar1 saglandiginda 100 mld tizeri titreye ulasilmistir.
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Uretilen bu alfa toksin ile bu bakterinin sebep oldugu hastaliklardan korunmak
amaciyla, (formaldehit ile inaktive edilerek) inaktif as1 eldesi amaglanmaktadir. Bu
amacla daha fazla alfa toksin salgilanmasi saglanacak ve bu alfa toksin as1 etken maddesi

(antijen) olarak kullanilacaktir.

Anahtar Soézciikler: Clostridium Perfringens Tip A, Alfa Toksin, Biyoreaktor, Toksin

Titrasyon Testi
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF ALPHA TOXIN PRODUCTION FROM CLOSTRIDIUM
PERFRINGENS TYPE A UNDER BIOREACTOR CONDITIONS

EMRAH IBISOGLU

Department of ADVANCED TECHNOLOGIES
Programme in BIOTECHNOLOGY
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, February 2022
Supervisor: Assoc. Prof. Volkan KILIC

Clostridium Perfringens type A, is a C. perfringens species that produces the
highest amount of alpha toxin. The substance it secretes (known as alpha toxin) is
phospholipase C (PLC), an enzyme in protein structure. C. perfringens type A is a species
that has the ability to infect humans and animals with this alpha toxin it secretes. It causes
some diseases in humans and animals. It is an important pathogen for animal health. It
causes significant economic losses in the livestock sector. Since these diseases progress
with toxication, they cannot be treated and they progress very quickly and cause high
rates of death. Vaccination is the most effective and only method to prevent clostridial

diseases.

In this study, it is aimed to optimize alpha toxin production from C. perfringens
type A, in bioreactor conditions. For this purpose, two different strains, a reference strain
and a strain isolated in our country, were used. In the study, the effects of different pH
and temperature conditions, different media components and different nutrient media,
nitrogen feeding of the nutrient media, and different inoculation rates on alpha toxin
production were investigated. The incubation period was determined as 24 hours at 37 °C
for the production culture. Bioreactor conditions were determined as 100 rpm, 37 °C, and
pH value 6,5-7. It was determined by toxin titration tests that the amount of alpha toxin
was maximum between 6-8. th hours of incubation. It has been observed that alpha toxin
production is higher between 6.5-7 pH value of the medium. It was concluded that
nitrogen feeding should be done at certain hours to the nutrient medium. According to
toxin titration tests, at the specified parameter conditions, a result of over 100 mld has

been reached.



With this produced alpha toxin, it is aimed to obtain an inactivated vaccine (by
inactivating with formaldehyde) in order to protect against the diseases caused by this
bacterium. For this purpose, more alpha toxin will be secreted and this alpha toxin will

be used as vaccine active substance (antigen).

Keywords: : Clostridium Perfringens Type A, Alpha Toxin, Bioreactor, Toxin Titration

Test.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tliim asamalarinda bilimsel etik ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligsma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Eskisehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

EMRAH IBISOGLU

viii



ICINDEKILER

Sayfa

DANISMAN ONAYT ..ottt st ettt et e b e s b e st e st e st e e beesbeesanesanesane ii
(0 /21 1 TPV PP U ST TPRTOTRP iii
ABSTRACT ...ttt ettt b et b et et st e b e bt s et e e st et et ese e esebenens v
TESEKKUR ..ottt s st et st tet s s s esesee st st s eaesesesesanneseeesens vii
ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI ........ccccovivniiimrinrinennnne. viii
ICINDEKILER ........oooiiiieeecee ettt sttt sas s s s s nanassnaneas ix
TABLOLAR DIZINI ...ttt xiii
SEKILLER DIZINI ...t ettt nanen Xiv
GORSELLER DIZINT ..ottt XV
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ......cocovviiiiiiiinncrecneseceesieene XVi
| DO 3 1 21 1 0O T OO 1
2. GENEL BILGILER .......co.coooiiiiitiiiinine sttt 4
2.1. Clostridium Perfingens’ in TarilCesi..............ocoiiviiiiiniiiinincceeeeee s 4
2.2. Clostridium Perfingens’ in Filogenetik ve Taksonomik Simiflandirilmasi................... 4
2.3. C. perfringens “in OZeIHKICT ..................cco.ovurvrveeueeeeereeeceeeeesesesesssessssesessssssesessnens 5
2.3.1. C. perfringens ‘in besin gereksinimleri 6

2.4. C. perfringens “IN TUTIET..........c.ccoocoiviiiiiiiiiiiieccce e st saae e 8
2.4.1 Clostridium perfringens tip A .......eceessecssnnsssrcsssisssncsssssssscsssisssssssssssssesss 9
2.4.2. Clostridium perfringens tip B .........uiieicveivsennsnnissninsnissnissencsssisssncssnenns 10
2.4.3. Clostridium perfringens tip C e 11
2.4.4. Clostridium perfringens tip D......ccoeicvvveicsssnicssnicsssnscsssssssssssssssesssssessnns 11

2.5. Clostridium Perfringens TOKSINIETi ..............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiie e 12
2.5.1 C. perfringens alfa (o) toksin (CPA) 12
2.5.2. Alfa toksin etki mekanizmasi .13
2.5.3. Hiicre 6liimii meKanizZmalari........ceeeeecseisseecsnensseensncssnncssncsssecssnsssnncnns 16
2.5.4. C. perfringens beta (P) toksin (CPB)....c.cccevvercrsnicssnnicssssicsssssssnsesssasesanns 16
2.5.5. C. perfringens epsilon (g) toksin (ETX) 17
2.5.6. C. perfringens iota (1) toksin (ITX) 17
2.5.7. C. perfringens enterotoKsin (CPE) ......cceccvvveicssnicssnnicsssnecsssnssssanssssascsonns 18

2.6. Toksin Tayin YONtemIEri...........ccccooviuiiiiiiiiiiiiiieeniec ettt 18
2.7. Bakteriyel Bilylime ESYiSi...........ccoccooiiiiiiiiiiieeeeee e 22
2.7.1. Gecikme veya uyum fazi (Lag faz) 22

X



2.7.3. Duragan faz (Stationary faz) .24
2.7.4. Oliim faz1 (Death faz) 25
2.8. Biyoproses Isletim SiStemIeri................cocooveviveveririeeiceieeesesteseesese e 25
2.9. Biyoreaktoriin Dizayn ve CalISIASI ...........cccceriiriiiiiiiiiiniieie e 29
2.10. Biyoreaktor Isletim SiStemleri ..............c.cccovvveiiurireiiuiieeisieie e 30
2.10.1. Kesikli proses 30
2.10.2. Siirekli proses 31
2.10.3.Yar1 KeSiKIi ProSes cccccccveicssanicssanecssnnesssanessssesssnscssssssssasssssssssssssssssssssnases 32
2.11. BiyoreaKtor TUIrIeri.........cccoiiiiiiiiiiiieiee e et 34
2.11.1. Kanistirmah tank biyoreaktorii (Stirred tank bioreactor) .................. 34
2.11.2. Hava kaldirmah biyoreaktor (Airlift bioreactor) 35
2.11.3. Kabarcik kolon biyoreaktorii (Bubble column reactor)...........ceueee. 36
2.11.4. Akiskan yatakh biyoreaktor (Fluidized bed reactor) .........cceeeueeenncee. 37
2.11.5. Dolgulu yatak biyoreaktorler (Packed bed reactor) 39
2.11.6. Membran biyoreaktor (Membrane bioreactor) .40

3. MATERYAL VE METOD......cc.cootiiiiiiiite ettt ettt et st s 42
3.1. Kullanilan Ekipman ve Cihazlar .................cocoooiiiiiiiiiee e 42
3.1.1. Kullamlan kimyasallar ve komponentler 42
3.2, BAKEEIIYEL SUS......ooiiiiiiiiiiiieecee ettt ettt et e st e e sabe e sbe e s sareesbaeenares 42
3.3. Kullanilan Besi Yeri Komponentleri ve Hazirlanis ...........c..cccooooeeniiniiiiiciineee. 42
3.3.1. Calisma KUItHTTi-L...cooreeeisseecssanccssancsssnncssnsesssnsssssssssssssssssssssasssssasssssassssnns 43
3.3.2. Calisma KUItHTTi-2..ccccveeessnecssancsssancsssancssnnesssnsssssssssssnssssssssssssssssasssssassssnns 43
3.3.3. Uretim Kiiltiir M1-1 DeSi YEIi .....ccecereereerererereererenssssesssesesessssssssesessssssssens 44
3.3.4. Brain Heart Infusion Broth (BHI).......ccnninninincccecccecccccccscscnne 44
3.3.5. Reinforced Clostridial Medium Besiyeri (RCM) .45
3.3.6. Vitamin cozeltisi hazirlanmasi 45
3.3.7. B KisSm1 (TKiNCi KISIM) cu.ecuceeeeceececcencenenesesesescsesesesesesescscsesesesesesesesesene 45
3.4. Cozeltilerin Hazirlanmasl................cooooviiiiiiiiiii e e s e esere e e s sanee e 46
3.4.1. 2.5 M H2SO4 hazirlanmasi 46
3.4.2. 5 M NaOH hazirlanmasi 46
3.4.3. %50 Gliserol ¢ozeltisi hazirlanmasi.........eeeecccvnricscssnnecssssnnseccssnssecsssnnss 46
3.4.4. Gram boyama soliisyonlari hazirlanmasi ......c..eceeeeccccnncccsnrcssnnesssascsnns 46
3.4.5. SDS-PAGE i¢in hazirlanan soliisyonlar 46




3.4.6. FTS Soliisyonu Hazirhi@: 47
3.5. Biyoreaktoriin Hazirlanmasi ve Besiyeri Sterilizasyonu.............cc.cccoccoooiiiininnnnn 47
3.5.1. Calisma ortaminin olusturulmasi ve inokiilasyon islemi......ccccccceeeecnnnes 49
3.6. Tayin YOntemIETi .........cocoiiiiiiiiiiiiieeee e s 50
3.6.1. Gram boyama yontemi 50
3.6.2. SDS -PAGE yontemi 50
3.6.3. Giimiis boyama YONteMI ....cccceeecserecssarcssnrcssnssssssssssssessssesssssssssssssssasassnns 52
3.6.4. Toksin titrasyon YONTEM ....ceeeceesseisseecsnncssnessansssnnsssncsssnssssssasssssessssssasns 52
3.6.5. Optik dansite tayin yontemi .53

4. BULGULAR ...ttt ettt st sttt b e s bt st s steebeesbeesaeesatesabesnbeenseenaes 54
4.1 UT@HIN 1 1ottt 54
4.1.1. Calisma KUIUIT ©..cccceeirseieeiiisnniccissneecssssnssecssssssecsssssssscssssssscsssssssssssssssases 54
4.1.2. Calisma KUItUIT 2..cccceeiccnecenissnneccsssnnecssssnsscsssssssecsssssssscsssssssssssssssssssssssases 54
4.1.3. Uretim kiiltiirii 55
4.1.4. Toksin titrasyon testi 55
4.1.5. SDS-PAGE elektroforez ¢calismasi 55
4.1.6. Degerlendirme 56
A2.UTCHIN 2 ..ottt ettt 56
4.2.1. Cahsma kiiltiirii 1 56
4.2.2. Cahisma Kkiiltiirii 2 56
4.2.3. Uretim kiiltiirii 57
4.2.4. Toksin titrasyon testi 58
4.2.5. SDS-PAGE elektroforez ¢aliSmasl .....c.cccceeveeecsnccssrnccsssnscssssessnsessssssssases 58
4.2.6. Degerlendirme; 58
4.3, UTEtIM 3 ..o 59
4.3.1. Calisma KUItUril 1....cccovnveeicciirsnniccsssnnecscssnsscsssssnsecssssssessssssssssssssssssssssassass 59
4.3.2. Calisma KUItUIil 2...cccciirsnniccnnsnniccsssnnecscssnsscsssssssecssssssssssssssssssssssssssssssassass 59
4.3.3. Uretim KiltlEil.cucuecscecssescssscssesscssscsssessssssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssss 59
4.3.4. Toksin titrasyon testi 60
4.3.5. Degerlendirme; 60
B4, TUTCUIN 4 ..ottt 60
4.4.1. Calisma KUItUIil ©...cccciivneeiiiinssnniccnssnnecscssassesssssnsecssssssecsssssssssssssssssssssassass 60
4.4.2. Calisma Kkiiltiirii 2 61

X1



4.5. T

4.6.

4.7.

4.8.

5. TARTISMA VE SONUC
KAYNAKCA

4.4.3. Uretim Kiiltiirii

4.4.4. Toksin Titrasyon Testi

4.4.5. Degerlendirme;

4.5.1. Cahsma kiiltiirii 1

4.5.2. Cahisma kiiltiirii 2

4.5.3. Uretim Kiiltiirii

4.5.4. Toksin Titrasyon Testi

4.5.5. Degerlendirme

UT@UIII 6 ..ot e e e e e e e e e e es e e e s e e ese e eseneese e eseseseaseeesseaesseeeesensesennanenes

4.6.1. Cahisma Kkiiltiirii 1

4.6.2. Degerlendirme

L0 11 1 N TSROSO

4.7.1. Cahsma Kkiiltiirii 1

4.7.2. Calisma Kkiiltiirii 2

4.7.3. Uretim Kiiltiirii

4.7.4. Toksin titrasyon testi
4.7.5. Degerlendirme

UT@UIM 8 ..ottt et et et et e e e e et et e s eae et et eseaeee et eseaeneeeeeeeseeseseneeeaeeeseens

4.8.1. Cahisma kiiltiirii 1

4.8.2. Calisma Kkiiltiirii 2

4.8.3. Uretim Kiiltiirii

4.8.4. Toksin titrasyon testi

4.8.5. Degerlendirme

Xii



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa
Tablo 1.1. C. perfringens’in neden oldugu hastaliklar...........c.ccooiniiiiniiiiine 2
Tablo 2.1. C. perfringens taksonomik siniflandirilmast ...........cccceeevvieeiiieeiieeeiieeeieeens 4
Tablo 2.2. C. perfringens'in besi yeri gereksinimleri.........cccceeveeriieniiiiiiniienieenieceee 7
Tablo 2.3. C. perfringens toksinlerinin 6zellikleri (Petit, L. ve digerleri,1999) .............. 8
Tablo 2.4. Biyoreaktor pargalar1 ve islevleri (Jagani, ve digerleri, 2010); (Kaushik, ve
QIZTIETT, 2014) ...ttt ettt ettt et ettt et et e e ens 27
Tablo 2.5. Proses isletim tiirleri ve 6zellikleri (Avili, M.G. ve digerleri, 2012)............ 33
Tablo 3.1. M1-1 Besi yeri komponent miktarlart ............ccoeeeevieniiinieniiienienieciieeens 44
Tablo 3.2. Vitamin hazirlig1 icin gerekli bilesen oranlart ...........cceeveevieniiiinicncenennne. 45
Tablo 3.3. SDS alt ve iist jel komponent oranlart ..........ccoeeverienieniniininenicnecenne. 51
Tablo 5.1. Yapilan tiretimlerde elde edilen sonuglar ...........ccoeceeviieiieniiienieniiciees 67

Xiii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. C. perfringens Filogenetik Smiflandirilmasi.............coccooiiiiiiiiinniininnen. 5
Sekil 2.2. C. perfringens tip A mikroskop altinda Gram boyama yapilmis goriintiisii .... 9
Sekil 2.3. Clostridium perfringens alfa toksininin yapisi (Nagahama, M. ve digerleri,

LOO6). ..o 13
Sekil 2.4. Clostridium perfringens alfa toksininin yapisi (Nagahama, M. ve digerleri,
LOO6). ..t 14
Sekil 2.5. Bir bakteri popiilasyonu i¢in tipik bir biliylime egrisi grafigi (Yates &

Y 87017453 VA 00 23
Sekil 2.6. Karigtirmalt biyoreaktor .........ccoeiriiiiiiiniieiieiieeiie e 30
Sekil 2.7. Kesikli Proses isletim sistemi goriintiisii (Ngibuini & Mwai, 2014). ............ 31
Sekil 2.8. Siirekli proses isletim sistemi goriintiisti (Ngibuini & Mwai, 2014).............. 32
Sekil 2.9. Yar1 kesikli proses isletim sistemi goriintiisii (Karki, Gaurab, 2017) ............ 32
Sekil 2.10. Mekanik karistirmali tank biyoreaktorii (Jagani, ve digerleri, 2010)........... 35
Sekil 2.11. Hava kaldirmal1 biyoreaktdr (Siegel and Robinson 1992).............cccccuvenneen. 36
Sekil 2.12. Kabarcik kolonlu biyoreaktoér (Minhaj Uddin Monir ve digerleri) .............. 37
Sekil 2.13. Akiskan yatakli biyoreaktor (Kwong, ve digerleri, 2000)..........cccceevueennnenns 38
Sekil 2.14. Dolgulu yatakli biyoreaktor (Siegel & Robinson, 1992). .........cccceveeiencee 40
Sekil 2.15. Membran biyoreaktorii (Ho Nam Chang & Shintaro Furusaki)................... 41
Sekil 5.1. Bioastat B + CpA alfa toksin iiretim siirecinde tiiketilen baz grafigi............. 69

X1V



GORSELLER DiZzZiNi

Sayfa
Gorsel 3.1. Calisma yapilan biostat B plus biyoreaktor.........cocceerviniininiiiniicnenncnnns 49
Gorsel 4.1. CK-1 kanl1 agar saflik kontrolii 6rnegi.........cceeeveeeieerieeiiienieeiieeieeiieeeens 55
Gorsel 4.2. SDS-PAGE jel gOrlntliSli........coeeveeruieeiiienieeiieieecieesie et eeiee e esereeiee e ens 56
Gorsel 4.3. Caligsma kiiltiir 1 ve ¢alisma KGItHEr 2......ooooviiiiiiiiieececceceeeeee e, 57
Gorsel 4.4. Uretim 2 SDS-PAGE jel gOTtntiiSil............ovcveviveveverereeeeereeeeeeeeeeeeseneens 58
Gorsel 4.5. Pendik susu biyoreaktdr besi yeri ortami gorintiisi .........ccceeevveerveenirennnnns 60
Gorsel 4.6. CK 2 mikroskop altinda Gram boyam yapilmis saflik kontrolii goriintiisii 62
Gorsel 4.7. Ayni saate ekimi yapilan ATCC ve Pendik susu goriintiisii..........cccceeuenneee 63

XV



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

C. perfringens : Clostridium perfringens

o : Alfa

B : Beta

€ : Epsilon

I : lota

CPE : Clostrridium Perfringens Enterotoksin Geni
G-C : Guanin - Sitozin

DNA : Deoksiriboz Niikleik Asit

rRNA : Ribozomal Riboniikleik asit

tRNA : Tastyic1 Ribontikleik asit

Eh : Yiikseltgenme-indirgenme potansiyeli
aw : Su aktivitesi

ATCC : Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
NCTC : Ulusal Tip Kiiltiirleri Koleksiyonu
CPA : Clostridium perfringens alfa toksin
CPB : Clostridium perfringens beta toksin
ETX : Clostridium perfringens epsilon toksin
IXT : Clostridium perfringens iota toksin
CPE : Clostridium perfringens enterotoksin
CPB2 : Beta 2 toksini

PFO : Perfringolisin O

CM : Clostridial miyonekroz

C : Ulseratif kolit

XVi



FP
GI
NE
ET

KDa

LD50

rpm
°C
Mg
PC
SM
DAG
CER
TrkA
PLC
AA
LDH
ROS
SPH
S1P

IP3

: Gida Zehirlenmesi;

: Gida Kaynakli Olmayan Gastrointestinal Hastalik
: Nekrotizan Enterokolit

: Enterotoksemi

: Kilodalton

: Molekiil agirligt

: Uygulandig1 hayvanlarin %50’sinde 6liime neden olan doz
: Litre

: Hidrojen potansiyeli

: Dakika basina devir

: Santigrat derece

: Mikrogram

: Fosfatidilkolinin

: Sfingomiyeline

: Diasilgliserol

: Seramid

: Tropomiyozin reseptor kinaz A
: Fosfolipaz C

: Arasidonik asit

: Laktat dehidrojenaz

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Sfingosin

: Sfingosin-1-fosfat

- Inositol trifosfat

XVvii



BoNT
TeNT
ELISA
TNT
PCR
LC-MS
MLD

TSB

STR
CSTR

CO»

Spp
Rpm
OD

Nm

Eh
P

iv
Ml

Mg

: Botulinum toksinleri

: Tetanoz toksinleri

: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
: Toksin Notralizasyon Testi

: Polimer Zincir Reaksiyonu

: Likit Kromotografi — Kiitle Spektrofotometresi
: Minimal letal doz

: Tryptic Soy Broth

: Metre kiip

: Karigtirmali tank biyoreaktorleri

: Stirekli karigtirmali tank biyoreaktorleri
: Karbondioksit

: Mikron

: Species (tiir, cogul)

: Dakikadaki devir sayisi

: Optik dansite

: Nanometre

: Angstrom

: Gram

: Oksidasyon/Rediiksiyon Potansiyeli

: Intraperitonel

: Intravendz

: Mililitre

: Miligram

XViil



CK
BHI
RCM
TFF.

SDS-PAGE

CFU/g

: Caligsma kiltiirii

: Brain Heart Infusion Broth

: Reinforced Clostridial Medium
: Tangential Flow Filtration

: Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid

Jel Elektroforezi

: Koloni Olusturan Birim/gram

X1X


https://www.albarlab.com/urun/reinforced-clostridial-medium-rcm-for-microbiology-1
https://www.albarlab.com/urun/reinforced-clostridial-medium-rcm-for-microbiology-1
https://www.albarlab.com/urun/reinforced-clostridial-medium-rcm-for-microbiology-1

1. GIRIS

Clostridium perfringens dogada her alanda yaygin olarak bulunan patojen bir
mikroorganizmadir. Toprakta, sularda, soludugumuz havada, insanlarin veya hayvanlarin
gastrointestinal sistem florasinda bulunabilirler. Bu mikroorganizma a, B, €, 1 toksini olmak
iizere 4 ana toksinin liretimine gore 5 tipe (A, B, C, D ve E) ayrlir. Tip A disindaki tiirler
toprakta uzun siire yagamlarini devam ettiremezler. Yalnizca Tip A hem toprakta hem de insan

ve hayvan bagirsak florasinda yasayabilme yetisine sahiptir (Smith, ve digerleri, 1968).

C. perfingens’in 200’den fazla tanimlanmis tiirii bulunmaktadir (Markey ve digerleri,
2013). C. perfringens, klinik mikrobiyolojide ad1 Clostridium welchii olarak’da bilinmektedir.
Kalinlig1 yaklagik olarak 0.8-1.5u dur ve uzunlugu ise yaklasik olarak 4-6p dur. C. perfringens
anaerobiktir ve anaerobik olmakla beraber, aerotoleranttir. Bu nedenle gelismesi i¢in mutlak
anaerobik kosullar gerekmez, ayrica g-Gram (+), spor olusturan ¢ubuk seklinde bir bakteridir.
Mikroskop altinda genellikle tek ve ikili olarak goriiniirler, nadiren kisa zincir olustururlar.
Sporlar1 subterminal veya terminal pozisyonda bulunur. Hareketsiz olup, kapsiil olusturur ve
jelatini parcalar. Bir¢ok karbohidrati fermente etme yetenegine sahiptir. C. perfringens siilfiti

ve nitratt indirgeyebilme yetenegine sahip olan tek Clostridium tiiriidiir (McClane BA, 2000).

Perfringens latince ve “’icten parcalayan’ anlamina gelen bir terimdir. 1943 yilinda
Ingiltere’de, tavuk eti tiiketen okul cagindaki cocuklardan C. perfringens’in izole edilmesiyle
birlikte, ilk kez gida kaynakli infeksiyon etkeni olarak tanimlanmistir (Angelotti, ve
digerler1,1962). Ek olarak 1. Diinya savasi sirasinda yiizbinlerce askerin 6liimiine yol acan gazli

gangren olusumunda etkili oldugu rapor edilmistir (Williamson ED & Titball RW, 1993).

Clostridium perfringens muhtemelen cevrede en yaygin olarak bulunan bakteriyel
patojenlerden biridir. insanlarin ve diger hayvanlarin normal olarak bagirsak florasinda bulunur
(Hatheway, C.L. & Johnson, E.A, 1998). Bu bakteri insanlarda ¢ok ¢esitli hastaliklara neden
olur, gercekten de Ozellikle penetrat yaralarin ardindan C. perfringens ile enfekte oldugu pek
cok bolgede rapor edilmistir. En sik goriilen C. perfringens enfeksiyonlari Tablo 1'de

Ozetlenmistir.



Tablo Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi..1. C. perfringens’in neden oldugu hastaliklar

C Hastaliklar
perfringens Tirl Insanlarda Diger Hayvanlarda
Enterotoksemi (kuzular, sigirlar, kegiler,
Gazli kangren, atlar, kopekler, alpakalar, kangurular, domuzlar ve
gida kaynakli, tavsanlar, ren geyigi ve digerleri)
A
Antibiyotige bagl Nekrotik enterit (evcil ve yabani kuslar)
ve bulasici ishal Akut gasrtik dilatasyon (insan dis1 primatlar ve
digerleri)
B.D ve E Tanmlanmamistir Enterit vewenteliotoksemi (koyun, kegi,
kobay, tavsan ve digerleri)
Enterotoksemi (kuzular) Nekrotik enterit
C Nekrotizan enterit | (domuz yavrulari, kuzular, buzagilar, taylar ve
kuslar)

Clostridium perfringens'in neden oldugu gida zehirlenmesinde, kirmiz1 et veya kiimes
hayvanlar eti gibi yiyeceklerin, pisirilmesi sirasinda, C. perfringens'in vejetatif hiicreleri 6liir,
ancak olumsuz kosullarda hayatta kalabilen sporlar olustururlar. Bu yiyeceklerde sogutma
islemi yavas olursa, sporlar yiiksek sayida cogalabilen vejetatif hiicreler gelistirmeye baslar.
Yiiksek derecede kontamine olmus yiyecekler yenildiginde ise hiicreler bagirsakta
biiyliyemeseler de bagirsakta sporlar olustururlar ve hiicreler sporu serbest birakmak igin
parcalandikca, bagirsaga bliyiikk miktarda toksin salinir. Bagirsaga salinan bu toksinler bazi
semptomlar gosterirler. Bu semptomlar sulu ishal ve genellikle kendiliginden gegen karin
agrisini seklinde gortiliir (McClane BA, 2007).

Hastalik tipik olarak kontamine gidanin yenmesinden 8-15 saat sonra ortaya ¢ikar. C.
perfringens hiicreleri, gidalar donduruldugunda veya 6zel 6nlemler alinmadig: takdirde uzun
stire buzdolabinda tutuldugunda canliliklarini1 kaybeder.

C. perfringens, ¢ogu hayvan tiirliniin bagirsak normal florasinda, az sayida bulunur ve
normal bagirsak hareketiyle kolayca uzaklastirilabilen az miktarda toksin {iretir, ancak bagirsak
ortam1 diyetteki veya diger faktorlerdeki ani degisiklikler tarafindan degistirildiginde, C.
perfringens ¢cogalir ve lokal olarak hareket eden veya konak iizerinde genellikle yikici etkilerle
genel dolasima emilen giiglii toksinler iiretirler. Hastaliklar genellikle koyun, ke¢i ve diger
hayvanlarda enterotoksemi olarak adlandirilir (Uzal & Songer, 2008). Enterotoksemi diinya
capinda koyun ve kecilerde en sik goriilen hastaliklardan biridir. Diinyanin dort bir yanindaki
iilkelerden gelen raporlar, enterotokseminin yayginlik oranlarinin %24,13 ile %100 arasinda

degistigini bildirmistir (El Idrissi AH & Ward GE, 1992).



Gelismis iilkelerde rapor edilen ¢ogu C. perfringens gida zehirlenmesi vakas1 A tipi
suslardan kaynaklanmaktadir. Tip C, nadir, siddetli, nekrotik enterite neden olur (Bates &
Bodnaruk, 2003). Tiim C. perfringens'in %5'inden az1 Tip A, hastaliga neden olan enterotoksin
iiretiminden sorumlu geni (cpe geni) tasir. Sadece bu geni bir kromozomda (C-Cpe) tasiyan

suslar gida kaynakli1 hastaliklara neden olur (Sarker, 2000); (McClane, 2007).

Clostridial hastaliklar, sigir ve koyunlarin saghgi ve tiretkenligi i¢in ciddi bir tehdit
olusturan Clostridium cinsi bakterilerin neden oldugu bir grup bulasici hastaliktir. Enfeksiyon
sirasinda clostridia, farkl: tetikleyici faktorlere yanit olarak konakgida hizla ¢ogalabilirler. Her
Clostridium turt, farkli etkilere sahip bir veya daha fazla toksin tiirii iiretebilir. Clostridium,
konakerya iki yoldan girebilir. Oral yol, sindirim sisteminde biiyiimelerine ve toksin salinimina
izin vererek bagirsak hastaliklarinin baslamasina neden olur. Diger giris yolu, oksijenden
yoksun olan nekrotik dokularda anaerobik bakteri iremesine izin veren bir yaradir. Bu durumda
toksinlerin lokal salgilanmasi kangren olusturabilir veya toksin merkezi sinir sistemine

tagindiginda norolojik bir hastaliga neden olabilir (Popoff & Bouvet, 2009).

Diinya 'min bir¢ok yerinde klostridial hastaliklarin basarili kontrolii asilarin sistematik
kullannmiyla saglanmistir (Lewis, 2011). Ticari olarak temin edilebilen asilar, tek bilesenli
asilardan 10 bilesenli asilara kadar degisen, Clostridium tiirlerinin sayis1 bakimindan farklilik
gosterir. Asilar genellikle farkli Clostridial tiirlerinden ¢6ziilebilir inaktive edilmis toksoidler
olarak formiile edilir, ancak bazilari, 6zellikle C. chauvoei i¢in inaktive edilmis hiicresel
materyalin (bakterin) dahil edilmesi gerekir. Clostridium antijenlerine karsi antikor titreleri,

uzun zamandir as1 kaynakli korumanin ana korelasyonu olarak kabul edilmistir.

Arastirmaci bu ¢alismada C. perfringens tip A ‘nin liretim kosullarinin optimizasyonunu
yaparak, C. Perfringens ’den salgilanan o toksin miktarini artirmay1 amaglamaktadir. Besi yeri
ph degeri, besi yeri komponentleri ve besi yeri sicakligt o, farkli tip sus ve farkli oranlarda
inokiilasyon oraninin o toksin {iretimine etkisi arastirilacaktir. Mikrobiyal biiylime egrisinde o
toksinin maksimum seviyeye ulastig1 inkiibasyon siireside ayrica belirlenmeyi amaglanan
parametreler arasinda yer almaktadir. a toksinin salgilanma miktar1 artirilarak, as1 etmeni
antijen olarak kullanilabilecektir. Bu tez kapsaminda {iretim optimizasyonu yapilacaktir.
Optimize edilen iiretim sartlar1 ile salgilanan a toksin miktarindaki artis, kiigiik Slgekli
tiretimlerle yeterli miktarda toksin eldesi saglamak amaclanmaktadir. Elde edilen bu toksinin

hazirlanacak olan inaktif asilarda kullanilmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Clostridium Perfingens’ in Tarihcesi

C. perfringens ¢evremizde en genis yayilima sahip patojen sporlu bakterilerden biri
olarak bilinir. Amerikali Dr. Welch ve calisma arkadaslar1 tarafindan 1892 yilinda insan
otopsisinden identifiyesini saglanmistir. Dr. Welch, enfekte olan kan damarlarinda olusan gaz
kabarciklarini gdzlemlemistir ve bu hastalik etkenini buradan izole ve identifiye etmistir (Lucey
& Grover, 2004). Baslangicta Bacillus aerogenes capsulatus olarak bildirilen mikroorganizma
icin Bacillus welchii, Bacillus enteritidis sporogenes, Bacillus perfringens, Bacterium welchii
vieya Clostridium welchii isimleri kullanilmistir ve giiniimiiz literatiiriinde C. perfringens
olarak tanimlanip kullanilmaktadir (Welch WH, ve digerleri, 1892); (Skerman V, ve digerleri
1980).

2.2. Clostridium Perfingens’ in Filogenetik ve Taksonomik Simiflandirilmasi

Organizmanin G+C oranm1 %24-27 mol arasindadir ve 16S rDNA sekans dizisi analizine
gore, organizma bu cins ig¢indeki diger tlirlere gore diisik G+C oranina sahip olan tipik
Clostridium 1 kiimesi 'ne aittir (Collins M. D, & Lawson,1994). Asagida yer alan tablo 2’ de

taksonomik siniflandirilmasi yer almaktadir.

Tablo 2.1. C. perfringens taksonomik siniflandiriimasi

Boliim . Firmicutes
Simf . Clostridia
Takim . Clostridiales
Aile 1 Clostridiaceae
Cins : Clostridium
Tiir . C. perfringens

C. perfringens bir¢ok patojenik clostridial tiiriin de yer aldig1 Clostridium genusunun
merkezi olarak bilinen cluster I i¢inde Ia alt kiimesinde Clostridiumbotulinum ile birlikte yer
alir (Dworkin M, ve digerleri, 2006). Sekil 1 de yer aldig1 Clostridium genusu sematize

edilmistir.



___—— Clostncium bifermentans’
- — Clostndium sordelii’
—_ ——— Closiridium diffiale’

— Eubacterium acidaminaohilum’

- - Clostidium uttunense’
{ Clostricium calluiciyticum’
Ik i Clastndium oeﬂu{osr
Clostndium leptum’

Eubactenum multforme
E Eubactenum buday
1 Clostridium baratii'

o e Clostridium periringens’
— Clostricium chauvoel”
= Clostndium sepficum’
— Clostncium butynicum
= — Clostndium saccharobulylicum’
Ciostndium botulinum, typa E
¢ Clostndium hasmolyticum’
L Glostricium botuinum, type G | Cluster |
Clostricium bofulinum, type D
Clostrdium novyi ™
— Clostadium acetobutylicum
Clostridium sardiniense’
=~ Clostidum botulnum. type G
Clostricium tatani '

Clostndium botulinum’, type A
] —( Clostrdium botulinum, type F
Clostndium bolulinum, type B
‘ Clostndium histolyticum’
‘ 1 Clostnidium indofis”

- - Clostriciurn colnum’
—— (Clostridium spircforme’
f—1— Clostngium ramosum’

Sekil 2.1. C. perfringens Filogenetik Siniflandirilmasi

2.3. C. perfringens ‘in Ozellikleri

Clostridium cinsinin iiyesi olup anaerobik, spor olusturan, cubuk seklinde Gram pozitif
bakterilerdir. Mikroskop altinda tek veya ikili olarak goriiniirler, nadirende olsa kisa zincir
olustururlar. Kapsiil olusturlar ve jelatini parcalayabilme yetenegine sahiptir. C. perfringens
siilfiti indirgeyen tek Clostridium tiriidiir. Nitrat1 da indirgerler. Hem insanlar1 hem de
hayvanlari enfekte eden patojenlerin yani sira serbest yasayan bakteriler olarak bilinirler. Cogu
patojenik Clostridium tiiriinlin, ¢ok ¢esitli hastaliklardan sorumlu olan toksinler iirettigi
bilinmektedir (Hathaway, 1990). Clostridium perfringens, 15 °C ile 50 °C arasinda biiyiiyebilir
ve bir¢ok sus icin optimum sicaklik 37 °C *dir. Cogu sus icin 33 °C ile 49 °C arasindaki

sicakliklarda iireme siiresi (generation time) 20 dakikanin altinda, 8 dakika olarak rapor



edilmistir (Labbe, 2000). Organizma 13'iin {izerinde farkli toksin iiretebilir; ancak her bakteri

bu toksinlerin yalnizca bir alt kiimesini tiretir (Petit, 1999).

Anaerobiktir ve son elektron alicis1 olarak nitrat gibi diger bilesikleri kullanarak
anaerobik solunum yapar. C. perfringens anaerobik olmakla beraber, aerotoleranttir. Bu
nedenle gelismesi i¢in mutlak anaerobik kosullar gerekmez. En iyi 37 °C 'de gelisir ve patojenik
veya patojenik olmayan formun kiiltiirlenmesine bagli olarak birkag besiyerinde gelistirilebilir.
Clostridium perfringens, inorganik elektron alicis1 olarak nitrat kullanarak anaerobik solunum
yapabilen anaeroblardir. Bakterilerin enerji elde etmesinin ana yolu bu olsa ’da, fermantasyon
gibi enerji ihtiyaglarimi siirdiirmek i¢in ¢ok ¢esitli metabolik reaksiyonlar da yapabilir ve
anaerobik bir ortam olusturmaya yardimci olmak i¢in karbondioksit iiretir, glikoliz ve glikojen
metabolizmasini gergeklestirebilirler. C. perfringens'in genomu yaklagik 3,6 milyar baz ¢iftidir.
C. perfringens'teki DNA tek bir halkadir ve yaklasik 45 enzimi kodlar. Bu bakterinin yeterli
amino asit icermeyen bir ortamda biiyiimesine izin vermez. Bakterilerin tek kromozomu, %24
ila %355 arasinda bir G-C konsantrasyonu igerebilir. Genom, birkag tasiyici i¢in kodlama ile 10

rRNA geni ve 96 tRNA geni igerir (Johansson A, & Aspan A, 2009).

2.3.1. C. perfringens ‘in besin gereksinimleri

Mikroorganizmalar pH, sicaklik, su aktivitesi (aw), oksidasyon/rediiksiyon potansiyeli
(Eh) gibi etkenlere bagli olarak insanlarda, hayvanlarda ve gidalarda gelisip
cogalabilmektedirler. Diger bir¢ok patojen bakteriler gibi C. perfringens de uygun ortam ve
besi yeri kosullarin optimal oldugu zaman hastalik olusturabilecek sayiya ulasabilir (Erol I,
2007). Clostridium cinsine ait bakteriler genellikle sigir inflizyon et suyu, glikoz + pepton ve
genellikle karaciger veya maya 6zii eklenmis triptik sindirilmis kazein dahil olmak iizere
karmasik ortamlarda yetistirilir. Clostridium perfringens'in toksin tiretimi birka¢ aragtirmaci
tarafindan incelenmistir ve bu amagla bircok basitlestirilmis ortam tanimlanmistir (Taylor &
Stewart ve digerleri, 1941). Bununla birlikte, genel olarak bu ortamlar, enzimatik olarak
sindirilmis kazein, et infiizyonu, et veya karaciger ekstraktlar1 gibi ekleri olan peptonlara

dayanmaktadir.

Yapilan ¢alisma ile C. perfringens'in amino asit gereksinimleri, arginin, glutamik asit,
histidin, 16sin, fenilalanin, treonin, tirozin ve triptofan olarak belirlenmistir. Steven B. Goldner
ve digerleri Clostridium perfringens'in anaerobik siirekli bir isletim sistemi i¢in minimal bir
ortam gelistirmistir. Bu ¢alismada C. perfringens ATCC 3624 ve NCTC 10240 Kkiiltiirleri, pH

7.2" de sinirh glikozla, kimyasal olarak tanimlanmis bir ortamda sirasiyla 46 °C'de ve 43°C'de



kiiltiire alimmustir. Calismanin sonucunda kemostat sistem i¢in gerekli olan amino asit, mineral,

vitamin ve niikleotid gereksinimleri Tablo 3’te listelenmistir (Steven B. Goldner, ve digerleri).

Tablo 2.2. C. perfringens'in besi yeri gereksinimleri

Amino Asit ATCC 3624 NCTC 10240
mg/L ’de minimum gereksinim
Arginine 31.0 233.0
Glutamic acid 338.0 75.0
Histidine 7.0 3.6
Isoleucine 98.5 74.0
Leucine 22.0 12.0
Lysine 310.0 NRa
Methionine 40.0 39.0
Phenylalanine 38.0 49.0
Threonine 162.0 164.0
Tyrosine 31.0 14.0
Tryptophan 1.6 0.8
Valine 49.0 60.0
Mineraller ATCC 3624 NCTC 10240
mg/L ’de minimum gereksinim
Fe 6.0 7.0
K 201.0 201.0
Mg 6.1 5.1
Mn 8.9 10.5
Na 923.0 923.0
Zn 3.1 5.8
Vitaminler ATCC 3624 NCTC 10240
mg/L ’de minimum gereksinim
Biotin 9x10* 1.89 x 103
Nicotinic acid 0.175 0.165
Pantothenic acid 0.7 0.64
Pyridoxamine 0.08 0.025




2.4. C. perfringens ‘in Tiirleri

Clostridium perfringens genis bir toksin iiretme kabiliyeti ile insanlar ve hayvanlar i¢in
ciddi bir patojendir, histotoksik, enterik ve/veya enterotoksemik hastaliklara sebep olur. Toksin
iiretimi, geleneksel olarak alfa (CPA), beta (CPB), epsilon (ETX) ve iota (ITX) toksinleri i¢in
kodlayict genlerin varligina dayanan bir siniflandirma sisteminin temeline dayanir (Uzal, F.A
& Freedman, 2014). Bu temele gore C. perfringens suslari, major dort toksinin alpha (o), beta
(B), epsilon (¢), ve iota (1) liretimine dayali olarak (A, B, C, D ve E) olmak {izere bes farkl: tiire
ayrilir. Bununla birlikte, C. perfringens, perfringolisin O (PFO), enterotoksin (CPE) ve beta 2
toksini (CPB2) gibi 6ldiiriicli toksinler dahil olmak {izere ¢esitli kombinasyonlarda 15'e kadar
farkl toksin iiretebilir (Layana JA, ve digerleri, 2006); (Garmory, ve digerleri, 2000); (Guss
SB, 1977). Pek ¢ok Clostridial tiir gibi, C. perfringens'in viriilans etkisi toksinlerin iiretimine
baglidir (Hatheway, C.L, 1990). Tiim toksinler herhangi bir sus tarafindan iiretilmez, bunun
yerine her bir izolat toksin tasima ve iiretimi agisindan Onemli Ol¢iide farklilik gosterir
(Robertson S, 2014). Ancak bu tiplendirme sistemi yakin zamanda iki ek tip icerecek sekilde
revize edilmistir, yani enterotoksin (CPE) iireten ancak CPB, ETX veya ITX iiretmeyen C.
perfringens tip F suslar1 ve nekrotik enterit B benzeri toksin iireten C. perfringens tip G suslari
siniflandirmaya dahil olmustur (Rood, J.I & Adams, 2018). Asagidaki tabloda toksinleri

ozellikleri detayl olarak verilmistir.

Tablo 2.3. C. perfringens toksinlerinin 6zellikleri (Petit, L. ve digerleri,1999)

Bulundugu Mliskili Gen
Toxin Gen Aktivite
Tiirler Hastaliklar Lokasyonu
Fosfolipaz C ve | CM Insanlarda
Alpha-toxin CPA A-B Kromozomal
Sfingomyelinaz | ve hayvanlarda
Por olusturan NE Insanlarda
Beta-toxin CPB A-B-E Plazmid
toksin ve hayvanlarda
Epsilon- Por olusturan ET Koyun ve
ETX D-B Plazmid
toxin toksin kecilerde
Aktine 0zgii E Koyun, kuzu
Iota-toxin ITX E ADP ve ET Plazmid
ribosiltransferaz tavsanlarda
FP ve GI
Por olusturan insanlarda ve C Kromozomal
Enterotoxin CPE A
toksin ve E evcil veya Plazmid
hayvanlarda

CM, Clostridial miyonekroz C, Ulseratif kolit ; E, Enterit FP, Gida zehirlenmesi; GI, Gida kaynakli olmayan

gastrointestinal hastalik NE, Nekrotizan enterokolit ET, enterotoksemi




Bu toksinler, genellikle eksponansiyel faz sirasinda besi yeri ortamina salgilanir. Diger
toksinlerin aksine, CPE sadece sporlanma sirasinda iiretilir. Bununla birlikte, C. perfringens,
tiirleri laboratuvar sartlarindaki olagan kiiltiir ortamlarinda zayif sekilde sporlanir, bu da CPE
saptamasina dayali enterotoksijenik suslarin tanimlanmasini engeller. Cpe genini igeren A tipi
suslar ¢ogunlukla gida zehirlenmesi salginlarindan ve ishalli taylardan ve besi domuzlar1 gibi
ciftlik hayvanlarindan izole edilir. CPE ayrica B-E toksinotiplerinin suslari tarafindan da iiretilir
(McClane, B.A., 1996). Bircok C. perfringens toksininin hiicresel etkisi, hedef hiicrelerin
plazma membraninda bulunan bir reseptére baglanmayi, ardindan hiicre i¢i yollarin
aktivasyonunu ve sonunda hiicre 6liimiine yol acan ¢esitli sitopatik etkileri icerir (Uzal, F.A &

Freedman, 2014); (Uzal, F.A, 2010).

2.4.1 Clostridium perfringens tip A

C. perfringens Tip A, yaygin olarak bulunan bir C. perfringens tiirlerinden biridir
yaklasik olarak kiiresel popiilasyonun %5 'ini olusturur. Hayvanlarda enfeksiyonun olugsmasina
neden olan en 6nemli faktorler ani diyet degisikligi ve karbonhidrat (veya protein) icerigi fazla
olan yem ile beslenmedir. Tip A, a toksinden baska, enterotoksin (CPE) ve B2 toksin (CPB2)
de tiretebilir (Songer, 1996). Tip A ve Tip C toksinlerin insanlarda hastalia sebep oldugu
bilinmektedir. C. perfringens Tip A, gida zehirlenmelerinin ve gida kaynakli olmayan ishal ile
iliskili hastaliklarin ¢ogundan sorumludur (Dewey-Mattia, ve digerler, 2002). Sekil 2 ‘de

bakterinin mikroskop altindaki goriintiisii gosterilmistir.
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Sekil 2.2. C. perfringens tip A mikroskop altinda Gram boyama yapilmis goriintiisii

Clostridium perfringens tip A, CPA iiretir ve ayrica CPE ve CPB2 dahil olmak iizere
bir¢ok farkli toksin iiretebilir. Ruminantlarda tip A enterik enfeksiyonlarin patogenezi hakkinda

bilgi sinirlidir ve ¢ogu zaman ¢eliskilidir; ancak genellikle ¢ogu klinik belirti ve lezyonun



CPA'nin etkilerinden kaynaklandig1 varsayilir. CPB2 iireten C. perfringens tip A da yakin
zamanda koyun ve keciler de dahil olmak {izere bir¢ok hayvan tiiriinde hastalikla
iligkilendirilmistir (Dray T, 2004); (Bueschel DM, ve digerleri, 2003); (Gkiourtzidis K, ve
digerleri, 2001).

C. perfringens tip A ile kontamine gidalarin 10-54 ~C arasinda birakilmasi veya servis
edilmesi bu mikroorganizmanin biiyllylip gelismesi i¢in uygun ortam kosullar1 olusturur ve
zehirlenmelere sebep olur (McClane BA, ve digerler, 2001). Yiiksek miktarlarda alinan patojen
hiicre mide bariyerini gectikten sonra bagirsaklarda spor olusturur ve orada CPE toksinini
iireterek toksini bagirsak liimenine birakir. Semptomlar 8-12 saat i¢inde karin kramplar1 ve
diyare seklinde goriliir. Genellikle semptomlar 24 saat icinde ortadan kalkan zehirlenme
seklinde goriiliir. Risk grubunda bulunan yashh bireylerde bu durum 6liimle

sonuglanabilmektedir.

Clostridial enfeksiyonlar, tiim diinyada goriilen ve ani 6liimle karakterize bir¢ok hastaliga
neden olur. Clostridium perfringens Tip A gibi yeni etkenlerin yayginliginin artmasiyla, buna
bagl olarak bu hastaliklar, hayvancilik sektoriinde onemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Bu hastaliklar toksikasyonla seyrettikleri icin tedavi edilemezler ve c¢ok hizli
seyrederek yiiksek oranda dliime neden olurlar. Clostridial hastaliklardan korunmada en etkili

ve tek yontem agilamadir.

2.4.2. Clostridium perfringens tip B

C. perfringens’in, en yaygin goriilen tipi, C. perfringens tip B' dir. C. perfringens Tip B,
hayvanlarin sindirim sisteminde diisiik miktarda (<10° CFU/g) bulunur ve o, B, € toksinlerini
dretir (Niilo, 1980). Enfeksiyon, mikroorganizmanin belirtilen araliklarda cogalmasiyla
genellikle (108-10° CFU/g) birlikte B ve € toksin iiretmesine bagl olarak ortaya cikar (Tarisse,
ve digerleri, 2017). B tipi sus bagirsaga girdikten sonra hizla boliiniir ve toksinler tiretir, bu da
genis nekroz ve ince bagirsakta kanama ve enterotoksemi ile sonuglanan enterite sebep olur.
Bazen fokal simetrik ensefalomalazi de mevcuttur. Akut vakalarda klinik belirtiler esas olarak
hemorajik ishal, karin agrisi, ndrolojik belirtilerden olusur ve hastalik ilerledik¢e klinik
belirtilerin baglamasindan sonraki 24 saat i¢cinde 6liim meydana gelebilir. Perakut vakalarda
hi¢bir belirti goriilmez ve ani 6liim hastaligin tek gostergesidir. B tipi salginlar sirasinda
enfeksiyon oranlar1 %30'u asabilir ve 6liim oranlar1 %100 'e yaklasabilir. Bununla birlikte, B
tipi hastalik salginlar1 nadirdir ve Birlesik Krallik, Gliney Afrika ve Orta Dogu ile smirhidir
(Songer JG, ve digerleri, 1996); (Uzal FA, ve digerleri, 2008). B tipi suslarin neden oldugu
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Oliimciil enterotoksemiler i¢in hem beta toksin (CPB) hem de epsilon toksininin de (ETX)

onemli oldugu goriinmektedir (Fernandez-Miyakawa ME, ve digerleri, 2007).

2.4.3. Clostridium perfringens tip C

Hem insanlarda hem de ¢esitli hayvan tiirlerinde (atlar, koyunlar, sigirlar ve domuzlar)
ortaya ¢ikan C. perfringens tip C enfeksiyonlari, enterotokseminin eslik edebilecegi nekrotik
enterit olarak kendini gosterir. C tipi hastaligin ¢ogunlugu, akut veya perakut formda ortaya

c¢ikan ve siddetli karin agrisi, kanli ishal ile nitelendirilir ve yenidogan hayvanlarda gézlenir.

Clostridium perfringens beta toksini, tip C enfeksiyonlarinda ana viriilans faktorii olarak
kabul edilir (Fisher DJ, ve digerleri, 2006); (Sayeed S, ve digerleri, 2008). Insanlarda C tipi
hastalik, Darmbrand veya Pigbel olarak da adlandirilan enteritis nekrotikans (EN) olarak ortaya
cikar. EN vakalarinin ¢ogu, diyetlerin ve tath patates gibi tripsin inhibitorleri agisindan zengin
temel gidalarin tiiketildigi gelismekte olan iilkelerde meydana gelir. EN’ in, genellikle diyabet
hastalar1 gibi pankreas fonksiyon bozuklugu olan kisilerle sinirli oldugu, gelismis tilkelerde ara

sira ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Petrillo TM, ve digerleri, 2000); (Gui L, ve digerleri, 2002).

2.4.4. Clostridium perfringens tip D

Toxino tip D, koyun ve kecilerde klostridiyal enterotokseminin agik ara en yaygin
seklidir. C. perfringens tip D'nin neden oldugu hastaligin patogenezine ¢ogunlukla ETX aracilik
eder. Bu metabolit, 100 ng/kg'lik bir doz fare i¢in 6ldiiriicii dozdur ve en giiglii bakteriyel
toksinlerden biridir (Sakurai J, 1995). Inaktif bir prototoksin olarak iiretilir ve C. perfringens'ten
veya konakc¢idan bir proteaz tarafindan boliindiigiinde '1000 kat daha fazla toksik forma
doniistiiriiliir (Bhown AS & Habeeb AFSA, 1977); (Worthington RW & Mulders MS, 1977).
Epsilon toksini, sican beyin sinaptozomlarina yiiksek afinite ile baglanir (Nagahama M &

Sakurai J, 1991).

Koyunlarda D tipi enterotoksemi vakalarinin c¢ogu, diyetteki ani degisikliklerle,
genellikle yiiksek oranda fermente olabilen karbonhidratlardan zengin yemlerle ilgilidir.
Sonu¢ olarak, biiyilk miktarlarda sindirilmemis karbonhidrat ince bagirsaga girer. Bu
genellikle, hayvanlarin tahillara asamali olarak adapte edilmeden ve ilkbahar ve sonbaharda
yagmurlardan sonra yemyesil ¢cimenlere erisim olmadan besi alanlarina getirilmesi ile iligkilidir
(Bullen JJ, 1963). Bagirsak ortamini rahatsiz eden diger faktorler, tip D enterotoksemiye
yatkinlik olusturabilir; ancak bu konuda ikna edici kanitlar yayinlanmamistir. Kegileri D tipi
enterotoksemiye yatkin hale getiren faktorler hakkinda daha da az sey bilinmektedir ve birkag

ay boyunca diizenli saman diyeti ile beslenen kegilerde vakalar meydana geldigi goriilmiistiir.
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D tipine kars1 asilar, diinya ¢apinda koyun ve kecilerde en sik kullanilan biyolojikler
arasindadir. Bu nedenle, hayvan sahipleri ve veteriner hekimler, D tipi enfeksiyonlar1 ekarte
etmek icin siklikla as1 kullanirlar. Bununla birlikte, as1 kalitesi tilkeler ve iireticiler arasinda
bliyiik farkliliklar gosterir ve asilar her zaman dogru sekilde nakledilmez, depolanmaz veya
uygulanmaz. Ek olarak, hayvanlar arasindaki antikor tepkilerinde koyun ve kegilerde siklikla

bireysel farkliliklar goriiliir.

2.5. Clostridium Perfringens Toksinleri
2.5.1 C. perfringens alfa (o) toksin (CPA)

Alfa Toxin tiim C. perfringens suslar1 tarafindan tiretilebilir; ancak en ytliksek miktar alfa
toxin tip A susunda tretilir. Ancak sadece tip A tarafindan vejetatif iireme sirasinda tiretilen
toksin lethal doza sahiptir. Clostridium perfringens tarafindan iiretilen en 6nemli Sldiiriicti
dermonekrotik toksinlerden biridir, yaygin olarak alfa toksin olarak bilinen bir fosfolipaz C'dir
(PLC). Alfa toksin tiretiminde ihtiya¢ duyulan optimum besiyeri pH’st1, 6.7-7,5 arasinda oldugu
bildirilmistir (Smith & Holdeman, 1968). Alfa toksin geni, 370 aminoasit kodlayan, molekiil
agirhigr 43 kDa’dur ve LDso'si 40 ng/kg olan bir metalloenzimdir ve lesitin ve fosfolipidlerin
hidrolizini katalize eden bir proteindir (Saint-Joanis, ve digerleri, 1989). Bu nedenle, bulgular
alfa-toksinin PLC ailesine ait oldugunu gostermektedir. BC-PLC'de iki siki bagli ve bir gevsek
bagli ¢inko iyonu bulunur (Hough, 1989). Yapilan arastirmada Asp-56"nin katalitik aktivite i¢in
esas oldugu, bu da toksinin katalitik bdlgesinin N-terminal alaninda yer aldigini gosterir
(Nagahama, ve digerleri, 1996). Ayrica, kristalografik ¢alisma, yapin iki terminal alana
boliindiigiinii gostermistir (Naylor, ve digerleri, 1998): dokuz adet sikica paketlenmis a-
heliksinden olugan N- terminal alani (250 residual) ve C- terminal alan1 (120 residual) sekiz
iplikli bir anti-paralel B-sandvi¢ motifi. N- terminal alaninin, tim BC-PLC'ye benzer bir yapisal
topolojiye sahip oldugu dogrulanmistir (Hough, ve digerleri, 1989). N- terminal alani, tim BC-
PLC'ye benzer bir yapisal topolojiye ve aktif bolgede c¢inko iyonlar igeren {i¢ iki degerlikli
katyona sahip oldugu ve ¢inko koordinasyonunda yer alan amino asit kalintilarinin enzimatik
aktiviteler i¢in gerekli oldugu ‘da dogrulandi. Alfa-toksinin C- terminal alani, kalsiyum bagimli
bir sekilde membran fosfolipidleri ile etkilesimlere aracilik ettigini bildirilmistir. Bu nedenle,
C-terminal alan1 zarlara baglanmada 6nemli bir rol oynadig1 goriilmektedir. Bu gézlemlerden,
alfa-toksinin iki ayr1 modiilden olustugu agiktir: N-alani, membranlarda fosfolipid hidrolizini
katalize eder ve C-alani, zarlara baglanir ve zarlara girer. Yapilan ¢calismada CPA, kalsiyum
iyonlarinin varhiginda konake1 hiicre zarlarina baglanan 370 amino asitten olusan bir ¢inko

metalloenzimdir (Jewell, S.A ve digerleri, 2015). Alfa toksin 2 ana kisimdan olusur, bunlar
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sitolitik aktiviteye sahip olan C-terminal ucu ve fosfolipaz aktiviye sahip N-terminaldir. Ayrica
alfa toksin 16kositler ve trombosit yikimlanmalarina sebep olan, hemolitik 6zellikte, zardaki

kapiller gegirgenligi arttirdigida bildirilmistir. (Rood JI, 1997).

N- terminal alani C- terminal alani

(Katalitik Alan) (Baglanma Alani)

Sekil 2.3. Clostridium perfringens alfa toksininin yapisi (Nagahama, M. ve digerleri, 1996).

CPA'y1 kodlayan gen, bakteri kromozomu i¢inde stabil bir bolgede bulunur ve tiim C.
perfringens izolatlarinda bulunur (Titball, R.W, ve digerleri, 1999). CPA o6liimciil, hemolitik
ve dermonekrotik, insan gazli kangren (klostridial miyonekroz) ile ilgili en énemli viriilans
faktortidiir (Awad ve digerleri, 1995). Ve iskelet kas1 nekrozu, deri alti 6dem ve amfizem, sok,
coklu organ yetmezligi ve 6liim ile nitelendirilir (Bryant & A.E, 2003). Ek olarak, Perfringolisin
O (PFO) adli pore forming toksinleri kolesterol bagimli sitolizin ailesinin bir iiyesinin, gazl
kangrende gozlenen patolojik etkileri iiretmek i¢in CPA ile sinerjistik olarak hareket ettigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, hastalikta PFO'nun rolii kiigiik goriinmektedir (Awad & M.M,
2001). C. perfringens tip A, hayvanlarda gazli kangren vakalariyla iliskilendirilmis olsa ‘da, bu
tiirlerde CPA'nin rolii heniiz netlik kazanmamistir (Uzal & F.A, 2010).

2.5.2. Alfa toksin etki mekanizmasi

CPA'nin aktivitesi olduk¢a karmasiktir ve hiicre tipleri arasinda degisiklik gosterir.
Plazma zarindaki fosfatidilkolinin (PC) sfingomiyeline (SM) orani ve ayni zamanda lokal
toksin konsantrasyonlarindan etkilenir. Bu nedenlerle CPA’nin aktivitesi bir¢cok farkli yoldan

etkilenir (Sekil 2.4). CPA, plazma membraninda PC ve SM'yi hidrolize ederek sirasiyla
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diasilgliserol (DAG) ve seramid (CER) tiretir (Oda M, ve digerleri, 2015). Bu aktivitelere ek
olarak CPA, Gi tipi GTP baglayic1 proteinler (Gi-GTP-BP'ler) ile etkilesim yoluyla benzer
fosfolipaz ve sfingomiyelinaz 6zelliklerine sahip endojen konak¢i enzimleri dolayli olarak
aktive edebilir (Sekil 2.4) (Oda, M, 2008). Bununla birlikte, CPA eylemi yalnizca membran
bozulmasiyla sinirli degildir. Merkezi dongii alanindaki toksinin gangliosid baglama bolgesi,
tropomiyozin reseptor kinaz A'nin (TrkA) hiicre zarlar1 {izerinde etkilesimini ve baglanmasini
tesvik eder (Oda M, ve digerleri, 2012). Bu da MEK/ERK yolunun aktivasyonuna yol agar (Oda
M, ve digerleri, 2015). Ilging bir sekilde, gangliosid eksikligi olan DonQ veya GM95 hiicresi,
CPA etkisine olduk¢a duyarlidir (Flores-Diaz, ve digerleri, 2005); (Manni M, ve digerleri,
2017). Gangliosidler, plazma zarmin akiskanligini1 azaltabilen, fosfolipidlerin daha siki bir
sekilde paketlenmesine neden olabilen glikosfingolipidlerdir ve ayrica substratlarin
mevcudiyetini etkileyen elektrostatik degisikliklerle iliskilidir (Flores-Diaz, ve digerleri, 200);
(Maggio B, 1994). Bu etkiler, CPA'nin membran bozucu aktivitesine miidahale edebilir ve
bdylece hiicreleri hiicre hasarindan koruyabilir. Sialik asitler, gangliosidlerin yapisinda
onemlidir (Yu R.K, ve digerleri, 2011). Ve bunlarin C. perfringens sialidazlar tarafindan
uzaklastirilmasi, hiicrenin in vitro ve in vivo olarak CPA'ya duyarliligini arttirmistir (Flores-
Diaz, ve digerleri, 2005). Bu da CPA ile sialidazlar arasinda potansiyel bir sinerjizm anlamina
gelir. Siyalidazlarin bu sinerjik etkisinin, CPB, CPE ve ETX dahil olmak tizere diger C.
perfringens toksinlerinin (6zellikle Nanl sialidaz) baglanma/aktivitesini arttirdigi da

kanitlanmistir (L1 J, ve digerleri, 2011); (Theoret J.R, ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.4. Clostridium perfringens alfa toksininin yapis1 (Nagahama, M. ve digerleri, 1996).
C. perfringens alfa-toksin (CPA) hiicre i¢i eyleminde yer alan hiicre i¢i yollar.

14



CPA'nin (PDB ID:1CA1) baglayict C-domainine (C), katalitik N-domainine (N) ve gangliosid-
baglama dongii alanina (L) dikkat edin. CPA, hedef hiicrelerin plazma membraninda bulunan
fosfatidilkolini (PC) ve sfingomiyelini (SM) dogrudan hidrolize eder. CPA ayrica plazma zarinda bulunan
Gi-tipi GTP-baglayict proteini (Gi-GTP-BP) aktive edebilir ve bu da endojen fosfolipazlar1 (PI-PLC) ve
sfingomyelinazlar1 (SMase) aktive edecektir. Fosfolipaz aktivitesi, diagilgliserol (DAG) ve inositol
trifosfat (IP3) olusumuyla sonuglanir; ikincisi, intrasitoplazmik kalsiyum iyonlarini (iCa2+) harekete
gecirir ve arttirir. Sfingomyelinaz etkisi, seramid (CER), sfingosin (SPH) ve sfingosin-1-fosfat (S1P)
olusumu ile sonuclanir. Ek olarak, CPA'nin TrkA reseptori ile etkilesimi, PDK1 ve PKCO
fosforilasyonuna yol agar, bu da MEK/ERK sinyalleme kaskad ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve IL-8
olusumunda yer alan NF-KB'nin aktivasyonu ile sonuglanir. Kesikli kirmizi ok, mevcut yazarlar

tarafindan varilan ve/veya Onerilenleri temsil eder (Oda, M. ve digerleri, 2015).

Daha 6nce bahsedildigi gibi, CPA, Gi-GTP-BP'leri aktive etmenin yani1 sira, dahil olan
hiicre tipine bagli olarak farkli yollar tetikleyerek PC ve SM membranina baglanabilir ve
bunlar {izerinde etki edebilir (Sekil 4). Ornegin, at eritrositleri PC'deki intrinsik CPA fosfolipaz
aktivitesi ile ve muhtemelen ayrica endojen fosfatidilinositole 6zgii fosfolipaz C'nin (PI-PLC)
(Ochi S, ve digerleri, 2003). Aktivasyonu yoluyla parg¢alanirken, sadece eser miktarda PC igeren
koyun eritrositleri esas olarak CPA'dan etkilenir. GTP-BP'ler yoluyla SM metabolizmasinin
aktivasyonu ile (Oda M, ve digerleri, 2008); (Ochi S, ve digerleri, 2004). Tavsan nétrofillerinde
ve DonQ hiicrelerinde, CPA ile indiiklenen siiperoksit anyon tretimi, endojen fosfolipaz C
(PLC) aktivasyonu ve TrkA reseptorii aracilifiyla PI3K fosforilasyonu ve PDKI1, PKC6,
MEK1/2, ERK1/2 sistemi ve daha fazla fosforilasyonu yoluyla gerceklesir. NF-KB (Oda M, ve
digerleri, 2006); (Monturiol-Gross L, ve digerleri, 2014). Bu yol, IL-8 mRNA'y1 stabilize
ettigine inanilan p38 MAPK'nin aktivasyonuna ek olarak, A549 hiicreleri tarafindan IL-8'in
tiretilmesinde de Onemlidir (Oda M, ve digerleri, 2012). Bu baglamda, gazli kangrenden
etkilenen dokularda nétrofillerin azligr ve bunlarin vaskiiler endotel iizerinde birikmesi, en
azindan kismen, nétrofillerin hiicre dis1 matris proteinlerine siki bir sekilde yapigsmasini tesvik
eden yiiksek IL-8'in etkisine bagli olabilir (Oda M, ve digerleri, 2012). Son ¢aligmalar ayrica,
CPA (Takehara M, ve digerleri, 2016). Tarafindan indiiklenen periferik kanda nétrofillerin
farklilasmast ve yenilenmesinin bozuldugunu bildirmistir, bu etkiler bu hiicrelerde GMla
iceren lipid sallarindaki degisikliklere atfedilmistir (Takehara M, ve digerleri, 2016). Ayrica,
gazl1 kangren sirasinda anaerobik bir mikro ortamin kalicili§inin, iltihaplanma, kas ile iligkili
prostaglandinler, tromboksanlar ve I6kotrienler iireten fosfolipaz A2 (PLA2) yoluyla aragidonik
asit (AA) metabolizmasinin CPA ile indiiklenen aktivasyonunun bir sonucu olduguna
inanilmaktadir. Kasilma, trombosit agregasyonu ve vazokonstriksiyon, azalmis perfiizyonla

sonuclanir (Titball R.W, ve digerleri, 1999).
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2.5.3. Hiicre oliimii mekanizmalari

CPA'nin litik konsantrasyonlari, nekrozun 6zelligi olan (Chan F.K, ve digerleri, 2013).
Plazma membraninin genis Olgiide bozulmasima ve laktat dehidrojenaz (LDH) salinimina
(Flores-Diaz ve digerleri, 2005); (Flores-Diaz, M ve digerleri, 2004). Neden olabilir, CPA'nin
alt-litik konsantrasyonlari, MEK/ERK yolunun aktivasyonu ve belirli miktarlarda hiicrelerde
oksidatif strese yol acabilen ve apoptozun intrinsik mekanizmalarini aktive edebilen reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile iligkilidir (Elmore S, 2007). Yakin tarihli bir ¢aligma, diigiik
bir CPA dozu tarafindan indiiklenen SM metabolizmasinin, CER, N-asiletanolamin ve doymus
yag asitleri gibi proapoptotik aracilarin liretimi ve mitokondriyal sitokrom C'mnin salinimi,
aktivasyonu ile iligkili oldugunu ileri siirmektedir. Kaspaz-3 ve GM95 hiicrelerinde artan
fosfatidilserin maruziyeti. Apoptozda yer alan ikinci bir haberci olarak CER'nin rolii daha 6nce
tarif edilmisti (Kolesnick & Kronke, 1998); (Pettus B.J, ve digerleri, 2002). CER, lizozomlarin
icinde birikebilen ve lizozomlarin yirtilmasini indiikleyebilen, apoptoza dahil olan lizozomal
proteazlari serbest birakan sfingosine (SPH) islenir (Kagedal K, 2001). ROS {iretimi ayrica
CPA kolesterol igeren caveola yoluyla endositozlandiginda ve endozomal kompartmanlar
icinde insan ticareti yollar1 boyunca sinyal yollarin1 aktive ettiginde lizozomal hasara
(Johansson A, ve digerleri, 2010). Yol acabilir, yiiksek seviyelerde intrasitoplazmik Ca2+
(1Ca2+), hem apoptoz hem de nekroz gibi 6liimciil olmayan olaylarda yaygin olarak rol oynar
(Pinton P, ve digerleri, 2008); (Zhivotovsky B, 2011). CPA, sfingosinden (SPH) sfingosin-1-
fosfat (S1P) ve PIP2'den (Titball R ve digerleri, 1999). Inositol trifosfat (IP3) olusumuna yol
acar (Sekil 1); hem S1P hem de IP3, mobilizasyon ve iCa2+ artisi ile iligkilidir (Blom T, ve
digerleri, 2005). Ancak bildigimiz kadariyla, CPA ile iligkili spesifik hiicre 6liimii yollar1 i¢in

bir tetikleyici olarak 1Ca2+"nin rolii arastirilmamastir.

2.5.4. C. perfringens beta () toksin (CPB)

C. perfringens tip B ve C her iki tiir tarafindan tiretilebilen 3 toksin 336 aminoasit igeren
tek polipeptid zincirden olusur. Toksin iiretimi i¢in ihtiya¢ duyulan optimal pH degeri 7 olup
bu pH degeri ince bagirsak pH’sina yakin bir degerdir (Smith ve Holdeman 1968). 3 toksinin
karakteristik izoelektrik noktas1 yaklasik 5.4- 5.5°dir (Uzal & McClane 2011). CPB, plazmit
kodlu gen cpb tarafindan kodlanir ve beta pore forming toksinler olarak bilinen heptamerik
proteinler ailesinin bir iiyesidir (BPFT) (Gurjar A & Li J, 2010). Bu genin ifadesi, 336 amino
asitli bir protoksin ile sonuglanir. Salgilandiginda, 27 amino asitlik bir sinyal peptidi
olusturulur, bu da 34.861 kDa'lik aktif toksin ile sonug¢lanir. Bu toksin, plazma zarinda

fosfatidilkolin ve kolesterolden olusan lipid mikro alanlar1 iginde yaklasik 228 kDa ve 12 A
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capinda katyon secici kanallar gelistirmesine izin veren bir aktivite olan in vitro oligomerler
olusturma yetenegine sahiptir (Nagahama M, 2015). Farelerde CPB i¢in LD50, 0.4 g/kg'dir ve
toksisitesi, hemoliz olmaksizin 6liimciil bir nekroz ile karakterize edilir (Li J & Adams, 2013).
Bu toksin, aktivitesini tamamen engelleyebilen tripsine de duyarhidir. Bu nedenle, yeni dogan
hayvanlar, disiik miktarlarda mide proteazlari ve kolostrum iirettikleri, ayrica tripsin
inhibitorleri igerdigi i¢in CPB aracili hastalik tarafindan enfekte olma riski altindadir (Sakurail,

2006).

2.5.5. C. perfringens epsilon (&) toksin (ETX)

ETX, plazmit kodlu gen etx tarafindan kodlanir ve Clostridium spp.'de botulinum
toksinleri (BoNT'ler) ve tetanoz toksinleri (TeNT)'nin ardindan bilinen en gii¢li {igiincii
toksindir. Potansiyel biyolojik silah (biyoterdrist ajan) olarak tanimlanmaktadir. C. perfringens
tip B ve tip D tarafindan iiretilir. Toksin olusumu i¢in optimum pH kosulu 6,7-7,4 arasidir
(Smith & Holdeman 1968). ETX, tripsin ve kimotripsin proteazlari tarafindan aktive edilen
32.98 kDa’ luk zayif aktif bir protototoksin olarak salgilanir (Alves G.G, 2014). Bagirsak
lumeninde tripsin ve kimotripsin ile epsilon toksinin kombinasyonu, toksini indiikleyerek
toksitite giliciiniin 1000 kat daha artmasina sebep olur (Uzal, ve digerleri, 2014). Ek olarak
toksin damar permeabilitesini arttirir, kan dolagimu ile organlara yayilir ve 6zellikle bobrekleri
ve beyni hedef alir. Ayrica C. perfringens kaynakli A-proteazin da bazi suslarda ETX'i aktive
edebilecegi diisiiniilmektedir (Minami J, ve digerleri, 1997).

ETX {i¢ alan igerir: alan I, konak hiicre reseptorii ile etkilesimden sorumludur, alan II,
toksinin reseptorii ile etkilesimini stabilize eder ve heptamerizasyonu tetikler ve alan III, zar
iizerinde gézenek olusumu i¢in monomerler arasindaki etkilesimden sorumludur (Alves G.G,

2014).

2.5.6. C. perfringens iota (1) toksin (ITX)

C. perfringens tip E’nin major toksinidir. ITX, bir enzim bileseni (la) ve bir baglayici
bilesenden olusan bir klostridiyal ikili toksindir (Sakurai J, 2009). Her iki bilesen de biiyiik,
potansiyel olarak konjugatif plazmitler {izerinde bulunan iki ayr1 gen, iap ve iab tarafindan
kodlanir (Li J, 2007). Ib, 20 kDa'lik bir N-terminal fragmaninin tripsin veya kimotripsin
tarafindan proteolitik olarak salgilanmasindan sonra aktif hale gelen aktif olmayan bir form
(100 kDa) olarak sentezlenir (Gibert M, 2000). Bu toksinotip ile iliskili enterik hastalik bircok
hayvan tiirtinde fikir vermistir. Bununla birlikte, bu vakalarin cogunda tani, hemorajik enteritli
hayvanlarin bagirsak iceriginden C. perfringens tip E'nin izolasyonuna dayanmaktadir. Letal ve
sitotoksik etkileri vardir (Sakurai, ve digerleri, 2009). Ayrica damar gegirgenligini arttirir.
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Hedef hiicrenin sitoplazmasina girerek ADB ribozilasyon reaksiyonu ile protein sentezini

inhibe edici etki gosterir ve hiicre dliimiine sebep olur (Songer, 1996 & Aras, 1998).

2.5.7. C. perfringens enterotoksin (CPE)

Clostridium perfringens enterotoksin, gida zehirlenmesi ve gida kaynakli olmayan insan
gastrointestinal hastaliklarinin patogenezinde rol oynayan baslica viriilans faktoriidiir. C.
perfringens enterotoksin (CPE), tibbi acidan en 6nemli C. perfringens toksinleri arasinda yer
almaktadir. Tim C. perfringens izolatlarinin sadece %5'inden azini temsil etmesine ragmen,
CPE+ tip A suslart 6nemli enterik patojenlerdir. Enterotoksin geni, cpe, gida kaynakl
zehirlenmelere yol agan izolatlarinin kromozomunda bulunur; ancak gida kaynakli olmayan
gastrointestinal hastalik izolatlarinda ve veteriner izolatlarinda biiyiik bir plazmit tizerinde
bulunur. Cpe geni kromozom ya da plazmitler tarafindan kodlanir ve toksinin ifadesi sadece
sporiilasyon sirasinda meydana gelir (McClane B.A, 2013). CPE, 319 amino asit i¢eren tek bir
polipeptitten olusur. CPE, daha dnceleri CPE+ tip A suglari olarak bilinen C. perfringens tip A
suslar1 tarafindan sporiilasyon sirasinda iiretilen por olusturan bir toksindir (Rood J.I, 2018).
Bununla birlikte, C ve D toksinotiplerine ait CPE fireten suslar da yaygindir (Li J, 2010). E tipi
suslar, sessiz bir cpe geni tasiyabilir veya bir varyant CPE {iretebilir (Miyamoto K, 2011).
Ancak tip B tarafindan iiretilmez. Deneysel ve epidemiyolojik kanitlar, insanlarda C.
perfringens tip A ile iliskili gida zehirlenmesinde rol oynayan ana viriilans faktorii olarak
CPE'yi gostermektedir. C. perfringens tip A suslar1 ayrica tiim antibiyotik iliskili diyare
(Antibiyotik kullanimi sonrasi gelisen ishal) vakalarinin yaklasik %5-10'unda yer alir (Carman
R.J, 1997). CPE ile iliskili gida zehirlenmesinin semptomlar1 arasinda ishal ve karin kramplari
bulunur ve bunlar genellikle bir veya iki giin sonra kendiliginden diizelir (McClane, 2013).
Bununla birlikte, kabizlik veya fekal impaksiyonda dahil olmak {izere belirli predispozan

kosullar altinda, CPE 6ldiiriicii olabilir (Bos J, 2005).

2.6. Toksin Tayin Yontemleri
Yapilan c¢alismalarda alfa toksin tayininde kullanilan bircok yontem oldugu
gozlemlenmistir. Asagida en ¢ok kullanilan yontemler bildirilmistir. Bu yontemler ve bu

yontemle analiz edilen materyal verilmistir.
ELISA - (Toksin)
SDS- PAGE — (Toksin)

Toksin Titrasyon Testi ve Toksin Notralizasyon Testi (TNT) - (Toksin aktivitesi)
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PCR - (Gen)
LC-MS - (Cpa Protein)

Toksinlerin kesin tanisi i¢in, kiiltiirden iirlin s1vis1 toplanarak silipernatant elde edilerek C.
perfringens toksinleri tespit edilebilir. Toksinin tiplendirme genellikle olusturdugu major
toksinlerin etkisinin notralizasyonuna dayanir. Toksin noétralizasyonu, toksine 6zgii antiserum
kullanilarak nétralizasyon gerceklestirilir. C. perfringens’in toksin tiplendirmesi 1931’den
giinimiize kadar dermonekrotik test veya in vivo test olarak Toksin Noétralizasyon Testi (TNT)
ile yapilmistir (Pettit, ve digerleri, 1999). Bu yontemlerle toksinlerin tespiti i¢in, toksin verilen
faredeki letal giicli veya kobaylardaki dermonekrotik etkileri sonucu alinan veriler
degerlendirilir. Fare TNT ile uyumludur ve bu sebeple alfa toksin tespiti i¢in en uygun se¢imdir

(Duracova, ve digerleri, 2018).

Gilinlimiize kadar toksin tayininde deney hayvani testlerinin yerine, alternatif metotlarin
kullanilmas1 yayginlasmistir. Toksin tayininde kullanilan Toksin Nétralizasyon Testi (TNT)
farelere dayali bir tayin yontemi oldugu i¢in gilinlimiizde daha az kullanilmaktadir. Bunun
sebebi TNT yaygmn olarak kullanilmigsa da gilinlimiizde hayvan refah1 g6z Oniinde
bulunduruldugunda, test sonucunun uzun zaman gerektirmesi ve test sonuglari degiskenlik

gosterdiginden dolay1 giinlimiizde hayvan deneyleri daha az kullanilir.

C. perfringens'in toksinleri stabil degildir ve hizli bir sekilde yapisi bozulabilir. Analiz
icin gerekli numuneler kisa siirede analiz edilmezse veya analize kadar uygun olmayan
laboratuvar kosullarinda muhafaza edilmez ise yanlis negatif sonuglara neden olur (Stiles, ve
digerleri, 2013); (Duracova, ve digerleri, 2018). Toksinleri saptanmasi1 ve tanimlanmasinda son
yillarda pek ¢cok yontem ortaya ¢ikmistir. Bu yontemler molekiiler biyolojik, immiinolojik ve
MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass
Spectrometry) testleri uygulanarak MS (Mass Spectrometry) analizi yapilmaktadir (Duracova,
ve digerleri, 2018). Ayrica, serolojik yontemlerin yani sira molekiiler yontemlerde de kullanilir
(Hadimli, ve digerleri, 2012). Toksinlerinin tespitinde kullanilan metotlarin ¢ogu, ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ve PCR (Polymerase Chain Reaction) tekniklerine

dayanir.

PCR, DNA’nin bir boliimiiniin in vitro kosullarda hedef toksin genin ¢ogaltilmasini
saglayan bir yontemdir. Bu metot da cpa geni varligina gore tayin yapilabilmektedir. Ancak
cpa geni tim C. Perfringens (A-E) tiirlerinde bulundugu i¢in C. perfringens Tip A ‘y1

belirlemek tek basina yetersizdir. Bu durumda diger toksin genleri (cpa, cpb, etx, iA, cpe ve
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cpb?2) yoniinden incelenmesi gereklidir. Ancak diger toksin genlerin tespit edilmesi ile toksinin
tiirii belirlenebilir. Her bir toksin genlerinin saptanmasi i¢in spesifik bircok PCR protokolii

mevcuttur.

ELISA, bu yontemde C. perfringens alfa toksinine karsi monoklonal antikorlar kullanilir.
Testin daha az zaman ve emek ile toksinleri ve organizma tiirlerini tespit etmede etkili oldugu
bulunmustur. Son yillarda, C. perfringens toksinotiplerini tanimlamak icin c¢esitli enzim
immiinoanalizleri gelistirilmis ve molekiiler yontemler uyarlanmistir (Naylor, ve digerleri,
1987). ELISA, reaktiflerin stabilitesi, manipiilasyon kolayligi, yliksek duyarlilik ve 6zgiilliik
nedeniyle C. perfringens'in toksinotiplendirmesinde etkili bulunmustur (Jackson, ve digerleri,
1985). Bu test basittir, nicel sonuglar saglamasinin yaninda belirli bir maliyeti vardir. ELISA,
biraz uzmanlik ve 6zel ekipman gerektirmesine ragmen hassas ve spesifik olmakla birlikte bazi
ELISA yontemleri ¢apraz reaksiyon veren antikorlardan etkilenerek diisiik diizeydeki
antikorlar1 saptamada yetersiz kalabilmektedir (Sesardic D, ve digerleri, 1992). Ornegin,
enterotoksemi oldugundan siiphelenilen koyunlarin bagirsak igeriklerinde alinan 6rneklerden
C. perfringens toksinlerinin tespiti i¢in ELISA'nin %95 giivenilir oldugu bulunmustur (Martin
P.K, ve digerleri, 1994). Sonug olarak ELISA yontemi pratik, otomatize edilebilen, ¢ok sayida
ornegin ayni anda calisilabilecegi, ucuz bir yontemdir (Pelczar M, ve digerleri, 1986). Ayrica
ELISA, C. perfringens gida kaynakli hastaliklarin arastirilmasinda degerli bir yontem olarak
onerilmektedir. Ancak bu yontemler toksini etkinligini belirleyememektedir. Bunun i¢in Toksin
notralizasyon deneylerine ihtiya¢ vardir. ELISA teknolojisi hassas ve nicel olup toksin
notralizasyon testi miilkemmel uyum saglar ve bu nedenle farelerdeki zehirlenmeyi

dogrulamanin en 1y1 yollarindan biridir.

TNT, Toksin notralizasyonu testi toksinler baz alinarak yapilan tiplendirmedir ve toksinin
olusturdugu etkinin noétralizasyonuna prensibine dayanir. Toksin nétralizasyonu, toksine
spesifik antiserum kullanilarak gerceklestirilir. TNT i¢in, genellikle standart toksinler
kullanilir, aranan iiniteye gore test serum diliisyonlar1 hazirlanir ve toksin serum karigimlari
farelere iv/im yolla enjekte edilir. Fareler belirli giin ve siireyle gozlenir ve 6liim durumuna
gore serumlarda bulunan antikor degeri [U olarak belirlenir. Artik bu ve benzeri testlerde deney
hayvanlar1 yerine, alternatif metotlarin kullanilmas1 yaygmlasmistir. C. perfringens’e ait
antiserumlarla toksin nétralizasyonunu hedefleyen klasik fare deneyi (TNT), kullanimi
giinlimiizde nispeten daha azdir (Stiles, ve digerleri, 2013). Fare TNT ile uyumludur ve bu
sebeple alfa toksin tespiti i¢cin en uygun se¢imdir (Duracova, ve digerleri, 2018). Ancak

giinlimiizde deney hayvanlan etik ilkeler dogrultusunda kullanimini1 géz oniinde alindiginda,
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kullannmi nispeten azalmistir ve in vitro diger testlerin kullanimmin ¢ogaltilmasi
amaclanmaktadir. Fare nétralizasyon testi canli hayvan kullanimi ve deneyimli ve sertifikali
personel gerektirmesi, uzun zaman almasi, fazla miktarda serum gerektirmesi ve ¢ok sayida
ornegin ayn1 andan calisilamamasi gibi nedenlerden dolay1r ise uygun bir test olarak kabul

edilmemektedir.

Toksin Titrasyonu Testi, bakterilerinin tiretmis olduklar1 ekzotoksinlerin MLD (Minimal
Letal Doz) degerlerinin saptanmasi i¢in kullanilan bir test yontemidir. Bu testte amag farelerde
Olime neden olup olmadiginin saptanmaya calisilmasidir. Bu testte aktif bakteri kiiltiirii
ornekleri steril ortamda alinir. Alinan bu kiiltiir 6rneklerinin siipernatantlar1 alinarak farkl
oranlarda diliisyonlar (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/..)toksinin durumuna goére hazirlanarak
farelere enjekte edilir. Eger farelerin higbirinde 6liim gergeklesmez ise toksin iiretimi veya
sentezi yapilamadigi anlamina gelmektedir. Ancak fare 6limii gozlenir ve bu oliimler 1/32
oraninda diliie 6rnekte bile gerceklesir ise toksin varligini ve toksinin letal giiclinlin yiiksek

oldugu anlamina gelir.

LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) teknigi kullanilarak Cpa
proteininin tespiti ve miktarinin belirlenmesi de miimkiin kilmaktadir. LC- MS, antikor bazli
herhangi bir antijene veya antikora 0zgli olan ¢apraz reaksiyona yol agmaz. Ancak ne
immiinolojik yontemler ne de LC-MS yo6ntemi, tayin edilecek toksinlerin biyolojik aktivitesini
belirlemez (Payne, ve digerleri, 1994). Burada toksinin molekiil agirligina gore tayin

edilmektedir.

SDS PAGE, Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Gel Elektroforezi yiiklii molekiillerin
elektriksel alanda ayrilmalar1 temeline dayanir. En yaygin elektroforez tipidir. Proteinlerin
tayini i¢in ¢ok uygun bir yontemdir ¢iinkii suda ¢éziinmeyen proteinler dahil, biitiin proteinlerin
ayrimi i¢in kullanilir. Proteinlerin biiyiikliigii veya altbirimlerinin niteligi bu yontem ile
belirlenebilir. Bu yontemde proteinlerin igerisinde hareket ettigi ¢arpraz bag olusumunu
saglayan poliakrilamit jel kullanilir. Jel olusumu monomerlerin polimerlesmesi ile saglanir,
olusan gozeneklerin boyutu analiz edilmek istenen proteinlerin hareketini geciktirecek sekilde
kiigiik olarak ayarlanir. Jel sentetik bir madde olan akrilamit ile akrilamit tiirevi olan N-N’-
metilen bisakrilamidin polimerlesmesiyle olusturulur ve proteinler bu jelde yiiriitiiliir.
Polimerlesme derecesi sicaklik, pH, amonyum persiilfat ve Temed (N,N,N’,N- tetrametil -
etilendiamin) miktara gore farklilik gosterir. Polimerlesme i¢in serbest radikal olusumuna
sebep olan amonyum persiilfat, reaksiyon baslatict ve temed, katalizor olarak kullanilir.
Yontem polipeptitlerin biiyiikliigiine gore ayrim saglar bdylelikle molekiil agirligi hakkinda
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bilgi verir. Alfa toksinin yapilan arastirmalarda mA’s1 43 kDa olarak kayitlara ge¢istir. Burada
jel derigimi 6nemlidir. Biiyiik molekiiller i¢in diigiik derisimde jel hazirlanmasi gerekmektedir.
Yapilan aragtirmalarda %10’luk jel derisimi 18-78 kDa arasinda proteinleri ayirmak ig¢in

idealdir (Alberts B, ve digerleri, 2002); (Cooper G.M, 2004).

2.7. Bakteriyel Biiyiime Egrisi

Bakteriyel biiylime, sayisiz anabolik (hiicre bilesenlerinin ve metabolitlerin sentezi) ve
katabolik (hiicre bilesenlerinin ve metabolitlerin par¢alanmasi) reaksiyonlar1 igeren karmasik
bir siiregtir. Homojen, zengin bir kiiltiir ortaminda, ideal kosullar altinda bir hiicre 10 dakika
gibi kisa bir siirede boliinebilir ve bu bakteriyel mikroorganizmaya gore farklilik gosterebilir.
Buna karsilik, hiicre boliinmesinin bazi yeralti karasal ortamlarinda her 100 yilda bir’e kadar
yavas gerceklesebilecegi de One siiriilmiistiir. Bu tiir yavas biiyiime, cogu yeralt1 ortaminin hem
besin ac¢isindan fakir hem de heterojen oldugu gercegini 6ne siiriilmektedir. Sonug olarak,
toprakdan mikroorganizma izole edilmesi muhtemeldir. Mikroorganizmalarin biiytimesiyle
ilgili mevcut bilgilerin ¢ogu, mikroorganizmalarin saf kiiltlirlerini kullanarak kontrollii bigimde
laboratuvar ¢alismalart ile elde edilen bilgilerdir. Eger besiyerindeki besin maddeleri tiretim
sirasinda yenilenmezse (kapali sistem) zaman igerisinde iireyen mikrobiyal kitle maksimum
degere ulastiktan sonra bir siire sabit kalir. Boyle bir kesikli iiretimde ise asagida belirtilen

fazlar goriiliir:

Tipik olarak, belirli bir mikrobiyal izolatin biiyiimesini anlamak ve tanimlamak icin
hiicreler, besinlerin ve ¢evresel kosullarin kontrol edildigi sivi bir ortama inokiilasyon yapilir.
Eger besiyerindeki besin maddeleri iiretim sirasinda yenilenmezse (kapali sistem) Ortam,
biiylime i¢in gerekli tiim besinleri sagliyorsa ve ¢evresel parametreler optimal ise, sayilardaki
veya bakteri kiitlesindeki artig, bir biiyiime egrisi elde etmek i¢in zamanin bir fonksiyonu olarak
Bunlar, uyum veya gecikme fazi (Lag Phase), listel faz (Exponential, Log Phase), duragan faz
(Stationary Phase) ve 6liim fazin1 (Death Phase) olmak iizere 4 agama igerir. Bu agamalarin her
biri, hiicre kiiltlirtindeki tipik fizyolojik degisikliklerle iliskili olan farkli bir bliylime dénemini
temsil eder. Ilerleyen boliimlerde goriilecegi gibi, her asamayla iliskili biiyiime oranlar1 oldukca

farklidir.

2.7.1. Gecikme veya uyum faz (Lag faz)

Bir mikrobiyal populasyon taze bir besiyerine inokiile edildiginde, biiylime genellikle
hemen baslamaz. Mikroorganizma, taze besiyeri kosullarina uyum gostermek ig¢in bir
adaptasyon siirecinden gecer. Biiyiime hizinin esasen sifir oldugu asamadir. Inokulum taze
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besiyerine yerlestirildiginde, gecikme fazi adi verilen bir slireden sonra biiyliime bagslar.
Gecikme asamasi, baslangi¢ popiilasyonu iki katina ¢iktiktan sonra iistel asamaya gecis olarak
tanimlanir (Yates & Smotzer, 2007). Gecikme fazinin, hiicrenin kiiltiir kosullarina fizyolojik
adaptasyonundan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu, yeni kiiltlir gereksinimlerini karsilamak
icin spesifik haberci RNA (mRNA) ve protein sentezinin uyarilmasi i¢in bir zaman
gereksinimini igerebilir. Gecikme fazi ayrica ekzoenzimlerin (hiicreden salinan enzimler) ve
biiyliyen hiicrelerden sizan besinlerin seyrelmesine neden olan organizmalarin diisiik baslangi¢
yogunluklarindan da kaynaklanabilir. Normalde, bu tiir malzemeler birbirine yakin hiicreler
tarafindan paylasilir. Ancak hiicre yogunlugu diisiik oldugunda, bu malzemeler seyreltikdir ve

kolayca alinamaz. Sonug olarak, hiicre biiylimesi ve bdoliinmesinin baglamasi ve listel faza gecis

yavaglayabilir.
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Sekil 2.5. Bir bakteri popiilasyonu igin tipik bir biiylime egrisi grafigi (Yates & Smotzer, 2007)

Gecikme asamasi genellikle dakikalardan birkag saate kadar siirer. Gecikme fazinin
uzunlugu bir dereceye kadar kontrol edilebilir ¢iinkii bu, baglangi¢ inokulum boyutuna oldugu
kadar ortamin tipine de baghdir. Ornegin, triptikaz soya suyu (TSB) icindeki bir iistel faz
kiiltiirlinden bir a1 alinirsa ve ayni biiyime kosullar (sicaklik, ¢alkalama hizi) altinda 106
hiicre/ml'lik bir konsantrasyonda taze TSB ortamina yerlestirilirse, fark edilebilir bir gecikme
asamast olmamalidir. Ancak inokulum duragan fazli bir kiiltiirden alinirsa, duragan faz
hiicreleri yeni kosullara uyum sagladig: ve fizyolojik olarak duragan faz hiicrelerinden listel faz
hiicrelerine gectigi i¢in bir gecikme fazi daha uzun olacaktir. Benzer sekilde, as1 TSB'den bagka
bir ortama, Ornegin tek karbon kaynagi olarak glikoz iceren bir mineral tuz ortamina
yerlestirilirse, hiicreler glikoz katabolizmasi i¢in uygun enzimleri sentezlemek {izere fizyolojik

olarak yeniden organize olurken ve degisirken bir gecikme faz1 gézlemlenecektir. Son olarak,
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inokulum boyutu kiiciikse, 6rnegin 10* hiicre/ml ve aktivite dl¢iimden birinin substratin
ortamdan yok olmasi gibi, popiilasyon yaklasik 10° hiicre/ml'ye ulasana kadar bir gecikme fazi

gbzlemlenecektir.
2.7.2. Ustel faz (Log-Exponential faz)

Kesikli bir sistemde gozlemlenen biiyiimenin ikinci asamasi, iistel asamadir. Ustel faz,
bir istel biiyiime periyodu ile karakterize edilir. Kesikli sistemde mevcut kosullar altinda
miimkiin olan en hizli biiylimedir. Yani bu evrede biiylime hiz1 maksimum ve sabittir. Hiicre
populasyonu geometrik olarak artis gosterir, yani mikroorganizma sayisinin matematiksel
olarak iist cinsinden arttig1 fazdir. Ustel biiyiime sirasinda, kiiltiirdeki hiicrelerin artis hizi,
herhangi bir zamanda mevcut olan hiicre sayisi ile orantilidir. Ustel biiyiime sirasinda hiicre
sayisinin 2 %, 21, 2 2, 2 3 geometrik ilerlemesinde n boliinmeden sonra hiicre sayis1 2 " olana

kadar arttigini diistiniilmektedir.

Ornegin, ilk hiicre say1s1 X ise, n katlamadan sonraki hiicre sayis1 2"Xo'dir. Bu drnekten
goriilebilecegi gibi, diisiik sayida hiicre ile baslanirsa, iistel biiylime baslangigta ¢cok sayida yeni
hiicre iliretmez. Bununla birlikte, hiicreler birka¢ nesil sonra, her boliinmede yeni hiicrelerin
sayis1 geometrik bir sekilde artmaya baglar. Bir hiicre boliinmesinin ger¢eklesmesi i¢in gecen

slireye iiretim siiresi veya iki katina ¢ikma(generasyon) siiresi denir.

2.7.3. Duragan faz (Stationary faz)

Biiyilimenin ti¢lincii evresi duragan evredir. Bir kiiltlirlindeki duragan faz, net biiylimenin
olmadig1 bir durum olarak tanimlanabilir. Bir populasyon siirekli olarak eksponansiyel oranda
bliyiiyememektedir. Sabit fazda net bliyiime olmamasina ragmen, hiicreler yine de biiyiir ve
boliiniir. Biiyiime, esit sayida hiicrenin 6lmesiyle dengelenir. Bir kiiltliriin duragan faza
ulagmasinin birka¢ nedeni vardir. Yaygin bir neden, karbon ve enerji kaynaginin veya temel bir
besinin tamamen tliikenmesidir. Bir karbon kaynagi tiikendiginde, bu mutlaka tiim biiylimenin
durdugu anlamina gelmez. Bunun nedeni, 6lmekte olan hiicrelerin parcalanip bir besin kaynagi

saglayabilmesidir.

Olii hiicrelerde biiyiimeye endojen metabolizma denir. Endojen metabolizma, biiyiime
dongiisii boyunca meydana gelir, ancak biiyiimenin oksijen alimi veya karbon dioksit gelisimi
acisindan Olgiildiigli duragan faz sirasinda en iyi sekilde gézlemlenebilir. Bu nedenle, bir¢ok
biiylime egrisinde, duragan faz aslinda az miktarda biiylime gosterir. Yine, bu biiylime, substrat
kullanildiktan sonra meydana gelir ve Oli hiicrelerin bir karbon ve enerji kaynagi olarak

kullanimini yansitir.
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Duragan fazin gozlemlenebilmesinin ikinci bir nedeni ise, atik triinlerin, hiicre
biliylimesini engellemeye basladiklar1 veya hiicreler icin toksik olduklari bir noktaya kadar
birikmesidir. Bu genellikle yalnizca yiiksek hiicre yogunluguna sahip kiiltiirlerde meydana
gelir. Ortamda toksin maddenin ¢ogalmasi ve ortam pH ‘nin degismesi sebebiyle biiyiime
durabilir. Duragan faza gegise neden olan ise ortamdaki degisiklikleri indiikleyen faktorlerdir,
organizmanin kendi aktivitesidir. Hiicrelerin duragan faza girme sebebi ne olursa olsun,
duragan fazdaki biliylime dengesizdir c¢iinkii hiicrelerin bazi bilesenleri digerlerine gore
sentezlemesi daha kolaydir. Bazi bilesenler giderek daha sinirlayici hale gelir, hiicreler
miimkiin oldugunca uzun siire biiylimeye ve bdliinmeye devam edecektir. Bu besin stresinin bir
sonucu olarak, duragan fazdaki hiicreler genellikle iistel fazdaki hiicrelerden daha kiiciik ve

daha yuvarlaktir.

2.7.4. Oliim faz1 (Death faz)

Biiyiime egrisinin son asamasi, kiiltiirlenebilir hiicrelerin net kaybiyla karakterize edilen
6liim asamasidir. Oliim fazinda bile metabolize olan ve boliinen tek tek hiicreler olabilir, ancak
kazanilandan daha fazla canli hiicre kaybedilir, dolayisiyla canli hiicrelerin net kaybi olur. Oliim
faz1 genellikle iisteldir, ancak hiicre 6liim hiz1 genellikle tistel fazdaki biiylime oranindan daha

yavastir.

Hiicre biiylimesinin 6l¢iilme seklinin biiyiime egrisinin seklini etkileyebilecegine dikkat
edilmelidir. Ornegin, biiyiime optik yogunlukla élgiiliirse 6liim fazinin baslangict hemen belli
olmaz. Benzer sekilde, karbon dioksitte degisimi cinsinden 6lgiilen biiylime egrisi incelenirse,
yine oliim fazini ayirt etmek miimkiin degildir. Yine de bunlar biiyiime 6l¢limiinde yaygin
olarak kullanilan yaklasimlardir. Normalde cevresel mikrobiyologlarin en ¢ok ilgilendigi

biiylime evreleri gecikme evresi, listel evre ve duragan evreye baslama zamanidir.

2.8. Biyoproses Isletim Sistemleri

Biyoproseslerin gida, kimya ve ila¢ endiistrilerinde genis uygulamalar1 vardir.
Biyoproses, arzu edilen bir fiziksel veya kimyasal degisimi gerceklestirmek i¢in canli hiicreleri,
bilesenlerini veya mikroorganizmalar1 kullanan bir proses olarak tanimlanir. Biyoproses
caligmalari, biyoproses ve kimya miihendisligi, mikrobiyoloji, biyokimya, genetik ve hatta fizik
ve matematik gibi farkli disiplinlerden temel ¢aba gerektirir (Jagani et al. 2010). Biyoreaktorler,
bir dereceye kadar geleneksel kimyasal reaktdrden farklidir. Biyolojik varliklari barindirir ve
onlar1 kontrol ederler. Biyoproses teknolojisi, upstream processes, downstream processing,
biyoreaksiyonlar1 kapsar. Biyoreaktor, fermentasyon prosesinin kalbi olarak tanimlanir ve bu
biyoreaktor icerisinde birgok reaksiyon ve aktivite meydana gelir. Biyoreaktorler, biyokiitle
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iiretiminin, metabolit biyosentezinin ve biyotransformasyonun meydana geldigi biyoprosesdeki
temel unsurdur. Son 10 yilda mikroorganizmalar ¢ok sayida kimyasal hammadde, enerji
kaynagi, enzim, farmasdtik hormon, vitamin, polisakkarit, protein, yag ve ast vb. liretiminde
kullanilmistir. Biyoprosesler, ¢esitli proses parametrelerinden ve her parametrenin optimal
kosulundan etkilenir, hem de ekonomik bir proses gelistirmek i¢in bunlarin birbirine etkilesim

etkisinin degerlendirilmelidir.

Mevcut senaryoda, biyoreaktor teknolojisinin gelistirilmesi, mikrobiyal iiriinlerin daha
yiiksek iiretkenligi ve kalitesi ile herhangi bir islem parametresini ekonomik olarak
degistirebilir, bu nedenle bir biyoreaktoriin tasarimi ve mimarisi onemlidir ve biyoproses
miithendisliginde yeni bir devrim yaratabilir. Biyoreaktorde yeterli kiitle transferi (oksijen), 1s1
transferi, substratin yetersiz veya asir1 dozda beslenmesinden kagmarak uygun sekilde
beslenmesi saglanmalidir. Ayrica kiiltiir ortaminda olusan gaz iiriinii ve yan {iriin olusumunun

giderilmesi gerekmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi ile, bir¢ok faydali mikroorganizma gelistirmistir ve biiyiik
olcekli ekonomik {tiretimler i¢in, esas olarak uygun bir biyoreaktdr sistemlerinin ve proses
parametrelerinin gelistirilmesinde fermantasyon teknolojisini ihtiya¢ duyulmaktadir. Prensip
olarak biyoreaktdr iglemin gerektirdiginden komplike olmamalidir ve kullanim sonrasi
temizligi zor olmamalidir. Tiim biyoreaktorlerin sahip olmalar1 gereken bazi o6zellikler
mevcuttur. Bu 0Ozellikler biyoreaktor steril sartlar altinda isletilebilmeli ve uzun siireli
reaksiyonlar icin giivenilir olmalidir. Mikroorganizma tarafindan gereksinim duyulan steril
havalandirma ve uygun karistirma hizi saglayabilmelidir. Gii¢ sarfiyatt miimkiin oldugunca az
olmalidir Sicaklik ve ph, kontrolii saglanabilmelidir ve amaca uygun olarak sicaklik, pH, O2
probu ve seviye, kopiik sensorii bulundurmalidir. Numune alabilmek i¢in gerekli diizenege
sahip olmalidir. Sivilar ve katilar genellikle biyoreaktoriin iist kapagindaki baglantilarla
doldurulabilir. Besi ortamina isletim sirasinda asit, baz, antifoam veya komponentler portlar
yardimi ile eklenir. Buharlar ve gazlar da iistteki baglantilardan tahliye edilir. Bu tahliye
isleminde uygun por ¢apina sahip filtreler kullanilir. Sivilar ve katilar genellikle alttan tahliye
edilir. Biyoreaktor genellikle hiicrelere besin ve oksijen transferini ve hiicrelerden metabolik
iirtinleri kontrol eden biyomekanik ve biyokimyasal bir ortam saglar (Sharma, ve digerleri,

2012); (Bueno, ve digerleri, 2004).
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Tablo 2.4. Biyoreaktor pargalari ve iglevleri (Jagani, ve digerleri, 2010); (Kaushik, ve digerleri, 2014)

Biyoreaktor

Parcalan

Islevi

Impellor (agitator)

Ortamin siirekli karigtiritlmasi, oksijenin sistem genelinde homojen

dagitilmasi ve hiicrelerin ¢okmesini 6nleme

Sparger (Aerator)

Aerobik fermantasyon prosesinde ortama steril hava veya oksijen

verilmesi veya anaerobik prosesde azot veya karbondioksit verilmesi

Baffles

Girdap olusumunu engelleyerek daha iyi karigtirma saglar

Temperature probe

Fermantasyon islemi sirasinda besi ortamdaki sicaklik degisimini

6lger ve kontrol panelinde gézlemlenir

pH probe

Ortamin pH'indaki degisikligi dlger ve gdzlemi saglar

Dissolve oxygen

Biyoreaktordeki ¢oziinmiis oksijeni 6l¢iimiinii saglar

probe
Level probe Seviye probu besi ortaminin seviyesini dlger
Foam probe Koptigiin varligini tespit eder
Acid Ortami nétralize eder ve pH'1 korur
Base Asidik ortami nédtralize eder ve gerekli pH'1 korur
Antifoam Kopiik dnleyici bozulma ve ortamda kopiik olusumunu onler

Sampling point

Proses boyunca numune almak i¢in kullanilir

Valves

Swvilarin ve gazlarin akigini diizenler ve sinirlandirir

Control panel

Sistemdeki tim parametreleri izlenebilmesini saglar

Exhaust air filter

Besi ortamindaki kirleticilerin dig ortama kagmasini 6nler

Inlet air filter

Biyoreaktore girmeden once havanin filtrelenerek ortama steril

verilmesi saglar

Cooling Jacket

Prosesin sicakligini korumasini saglar

Valves

Stvilarin ve gazlarin akigini diizenler ve sinirlandirir

Sampling point

Proses boyunca numune almak i¢in kullanilir

Karigtirma sistemi, kdpiik kontrolii, oksijen dagitim sistemi, iist bogluk hacmi, 6rnekleme

portu, sicaklik ve pH kontrol sistemi, sterilizasyon sistemi ve biyoreaktorii doldurma ve
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bosaltma hatlarini i¢eren biyoreaktoriin temel 6zelligidir. (Alaghlavi, ve digerleri, 2013). Tablo

2.4'te. Temel biyoreaktor bilesenleri agiklanmustir.

Havalandirma, fermentérde uygun miktarda oksijen saglayarak organizmanin

bliylimesini destekler.

Karigtirma, hiicrelerin standartlagtirllmis besin ortaminda homojen bir sekilde
karismasini saglar. Kabarciklarin pargalanmasi i¢in gerekli olan yeterli kesme kosullarini

saglar. Cogu mikrobiyal fermantasyon, rushton tiirbin tipi bir karistiric1 kullanir.

Ust bosluk hacmi: Bir biyoreaktoriin ¢aligma hacmi, ortam, mikroorganizmalar ve gaz
kabarciklar1 tarafindan alinan toplam hacminin kesridir ve kalan hacme {ist bosluk denir. Genel
olarak, caligma hacmi, toplam biyoreaktér hacminin ~%70-80'1 olacaktir. Ancak bu,

biyoreaktdriin igletimi sirasinda kdpiik olusum hizina baglidir (Van't R, 1991).

Kopiik kontrol sistemi, asir1 kopiik olusumu filtreleri tikadigi i¢in hava ¢ikisinin ‘da

tikanmasina yol agtig1 ve reaktorde basing olusturdugu i¢in biyoreaktdriin temel bir unsurudur.

Sicaklik kontrol sistemi, sicaklik problari, 1s1 transfer sistemi (ceket, bobin) igerir. Isitma,
elektrikli 1siticilar ve kazanlarda iiretilen buhar ile saglanir ve sogutma, sogutma kuleleri

tarafindan tiretilen sogutma suyu veya amonyak gibi sogutkanlarla saglanir.

pH kontrol sistemi, pH'1 kontrol etmek icin notralize edici maddeler kullanir; bunlar,

ortamda seyreltildiginde asindirict olmamali, hiicreler i¢in toksik olmamalidir.

Numune alma portlari, biyoreaktdrlere besin, su, tuz, asit, baz vb. enjekte etmek ve ayrica

kiigiik 6lcekli biyoreaktorlerde numune toplamak i¢in kullanilir.

Temizlik ve sterilizasyon, sistem kontaminasyonunu Onlemek i¢in Gnemlidir.
Ekipmanlarin ekonomik ve biiylik 6lcekli sterilizasyonlar1 i¢in buharla termal sterilizasyon
tercih edilen bir segenektir. Kimyasal maddelerle sterilizasyon genellikle 1siya duyarli
ekipmanlar tercih edilir. Sterilizasyon, ylizeyler i¢in uv radyasyonu ve sivilar i¢in x-1s1nlari ile

gergeklestirilir (Van't R, 1991).

Kullanim amacina gore ¢ok degisik hacimlerde ve sekillerde biyoreaktorler mevcuttur.
Bu biyoreaktorlerin boyutlar1 <1 L'den 500.000 L'ye kadar degisebilir. Biyoreaktoriin boyutlari,
mikrobiyal hiicreden ¢alkalama sisesine (100-1000 ml) laboratuvar 6l¢ekli vessel i¢in (1 — SOL)
ve pilot seviyeye i¢in (0,3 — 10 m?) ve endiistriyel 6lgek icin (2 — 500 m3) biiyiik hacimli

endiistriyel uygulamalara kadar genis ol¢iide degisir. Biyoreaktoriin imalati i¢in kullanilan
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malzeme ise: Laboratuar 6l¢ekli ve pilot 6lgek biyoreaktor tipik olarak cam ile yapilir ve
endiistriyel dl¢ekli vessel normal olarak paslanmaz ¢elikten imal edilir veya paslanmaz ¢elikten
kaplamaya sahip olmalidir (Jagriti Singh & Nirmala Kaushik, 2014). I¢ yiizeyi olabildigince

plriizsiiz olmalidir.

2.9. Biyoreaktoriin Dizayn ve Calismasi

Biyoreaktor tasarimi, gelistirilmis iiretkenlik ve istenen parametrelerin dogrulanmasi ile
diisiik maliyetli yiiksek kaliteli iiriin saglamalidir. Biyoreaktoriin tasarimi ve ¢alisma sekli,
mikroorganizma iiretimine, liriin degerine, istenen {iriin olusumu icin gerekli kosula ve {liretim
Olcegine baglidir. Etkili bir biyoreaktor biyolojik reaksiyon iizerinde olumlu etki saglar ve
minimim kor nokta ile kontaminasyon riskini 6nler. Biyoreaktorde sermaye yatirimi ve igletme

maliyeti dikkate alinmasi1 gereken 6nemli faktorlerdir (Eibl, ve digerleri, 2008).

Kiiltlirtin havalandirilmasi asagidaki yontemlerden biri ile saglanir: atmosferik basincin
arttirllmasi veya oksijenin sinirli basincinin arttirilmasi ve dogrudan sparger, veya dolayl
olarak membran havalandirma veya ortam perfiizyonu ile saglanir (Naraendranathanet, ve
digerleri, 1998). Ozetlemek gerekirse iyi tasarlanmis bir biyoreaktdr basit, ekonomik ve saglam
olmalidir mekanik tasarim iyi dizayn edilmelidir. Aseptik kosullar altinda kolay kullanim
olanag1 saglayabilmedir, proseste esneklik, 6lii bolgelerin kalmamas: gerekir. Is1 ve kiitle
transferini saglayabilmelidir. Biyoreaktor tasarimi pH, sicaklik, oksijen gerilimini kontrol
etmeli, aseptik ¢aligmaya izin vermelidir. Sistem ayrica otomatik proses adimlarina da izin
vermelidir. Bunlarin hepsi sadece kontrol i¢in degil, ayn1 zamanda gelecekteki rutin tiretim i¢in

de gereklidir (Martin, ve digerleri, 2004).

Biyoteknolojik proseslerde, biyoreaktdr tasariminda Ozel dikkat gerektiren c¢esitli
gorlisler vardir. Bunlar biyoreaktordeki pH, sicaklik, karistirma hizi, ¢Oziinmiis oksijen
seviyesi, koplik olusumu, diisiik gaz oranlar1 vb. kontrol i¢in gerekli ve yakindan izlenmesi

gereken kosullardir (Chen, ve digerleri, 2006).
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Sekil 2.6. Karigtirmali biyoreaktor

2.10. Biyoreaktor Isletim Sistemleri

Biyoreaktor ortaminin ve kiiltiirlerin biyoreaktdre beslenmesine bagli olarak kesikli,
stirekli ve kesikli beslemeli veya yari siirekli olmak tizere ii¢ farkli ¢aligma tiirti vardir (McNeil
& Harvey, 2008). Substratin biyokiitle ve verimle beslenmesi arasindaki iligki, miikemmel
fermantasyon modunu ortaya koymaktadir (Raj & Karanth, 2006). Yiizyillardir geleneksel
kesikli karistirmali tank reaktorleri (STR'ler) ve siirekli karistirmali tank reaktorleri (CSTR'ler)
mevcuttur. Basit olmalari nedeniyle biyoproses endiistrilerinde yaygin olarak kullanilirlar
(McNeil & Harvey, 2008). Endiistriyel fermentasyonlar kesikli, kesikli beslemeli veya siirekli

kiiltiirler olarak amaca gore isletilebilmektedir.

2.10.1. Kesikli proses

Kesikli proseste, vessel’a yiiklenen besi yeri steril edilir ve sterilizasyondan sonra steril
kiiltiir ortamina mikroorganizmalar asilanir. Bu reaksiyon periyodu sirasinda hiicreler, besin
tuzlarini iceren substratlar, vitaminler ve {iriinlerin konsantrasyonlar1 zamanla degisir. Proses
onceden belirlenmis bir siire boyunca ¢alismasina izin verilir ve belirlenen bu siire sonunda
iirlin hasat edilir (Carberry James J, 1976). Proses kismen kapal1 bir sistemde gerceklestirilir.

Aerobik kiiltlir sartlarinda biiyiime ve gelismeyi tesvik etmek i¢in ortam, siirekli bir oksijen
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akist saglamak {iizere havalandirilir. CO2 gibi gaz halindeki yan {iriinler uzaklastirilir;
havalandirma ve gaz giderme islemleri yar1 kesikli sekilde gergeklesir. Ayrica pH kontrol
¢ozeltileri isletim sirasinda sisteme eklenir. Uretilen iiriinler, hiicre i¢i veya hiicre disina
salgilansa bile, iirlinler islemin sonunda hasat edilir (Williams J.A, 2002). Kesikli proses tek
tank veya vesseldan olusur ve reaksiyon dizisini kontrol etmek daha kolaydir. Tank, reaktanlari
entegre 1sitma ve sogutma sistemi ile karigtirmak i¢in bir karistirici sistemi ile donatilmistir. Bu
vessellarin kapasiteleri 1 litreden az ile 15.000 litreden fazla olarak bu degerler arasinda

degisebilir.

Sekil 2.7. Kesikli Proses isletim sistemi goriintiisii (Ngibuini & Mwai, 2014).

2.10.2. Siirekli proses

Stirekli mod isletimli bir biyoreaktor i¢in, siirekli olarak taze besiyeri eklenir ve {iriinler,
kiiltiirle birlikte ayni1 oranda toplanir, bdylece islem boyunca sabit besin ve hiicre
konsantrasyonlar1 korunur (Acharya T, 2013); (Abbott M.S.R, ve digerleri, 2013). Siirekli
proses, yiiksek hacimli iiretim i¢in siklikla kullanilir; gaz, siv1 veya ¢oziiniir kati substratlar
kullanan reaksiyonlar i¢in ve yiiksek mutasyon stabilitesine sahip mikroorganizmalar1 iceren
islemler icinde siklikla kullanilir. Kemostat, siirekli proses biyoreaktorii i¢in yaygin bir

ornegidir.
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Sekil 2.8. Siirekli proses igletim sistemi goriintiisii (Ngibuini & Mwai, 2014).

2.10.3.Yar kesikli proses

Bu islem, kesikli ve siirekli reaksiyonlarin bir kombinasyonu olarak kullanir. Bu proseste,
reaksiyon sicakliginin kontrol edilmesiyle birlikte daha iyi verim i¢in ve daha yiiksek segicilik
elde etmek i¢in biyoreaksiyonlar devam ederken ilave besinler biyoreaktére asamali olarak
eklenir. Uriinler, kesikli biyoreaktdrde oldugu gibi iiretim déngiisiiniin sonunda hasat edilir
(Abbott M.S.R, ve digerleri, 2013). Yar1 kesikli reaktorler, kesikli reaktore gore daha kararlidir

ve daha giivenli igletim gergeklestirirler.

Sensor

Sekil 2.9. Yar1 kesikli proses isletim sistemi goriintiisti (Karki, Gaurab, 2017)

Bu isletim sistemlerinin amaca veya iiretilmek istenen iirline gore avantaj ve
dezavantajlart mevcuttur. Tablo 2.5 ‘te isletim sistemlerinin 6zellikleri incelenmistir.
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Tablo 2.5. Proses isletim tiirleri ve 6zellikleri (Avili, M.G. ve digerleri, 2012)

Kesikli Proses

Kesikli Beslemeli

Proses

Siirekli Proses

Kesikli fermantasyonda,
tiim ortam bilesenleri,

Kesikli-Beslemeli kiiltiir,
besinlerin sistematik olarak

Siirekli kiltiir, besinlerin
stirekli olarak biyoreaktore

1 o eklendigi kesikli eklendigi ve kiiltiir (hiicreler ve
kiiltiir baslangicinda . . .
biyoreaktbre yerlestirilir fermantasyonda yapilan bir metabolitler i¢eren) ayni anda
Y Y ’ degisikliktir. ¢ikarildig: siirekli bir siirectir.
2 Fermantasyon kapal1 bir Fermantasyon yar1 kapali Fermantasyon agik bir
sistemde gergeklestirilir. bir sistemde gergeklestirilir. sistemde gergeklestirilir.
3 Bu kesikli bir siiregtir. Bu yari kesikli bir siiregtir. Bu siirekli bir siirectir.
Besinlerin tiimii, dah . . . .
esin erm, mu, daha Besinler baslangigta verilir Inkiibasyon siireci boyunca
sonra ilaveler o . . . .
4 ve daha sonra inkiibasyon besinler siirekli olarak eklenir
yapilmadan, . . . . e .
o islemi sirasinda sistematik ve olusan lriin siirekli olarak
inkiibasyonun . .
. olarak besin eklenir. disar1 ¢ikarilir.
baslangicinda saglanir.
. .. Islem d d liriinl
Uriinler olustugunda, Uriinler olustugunda, tim ,.S em. cvam e. erve uru e
S . R R siirekli olarak biyoreaktdrden
tiim siire¢ durdurulur siire¢ durdurulur
alinir.
Mikrobiyal biiytime dort Mikrobiyal biiyliime dort Mikrobiyal bityiime, siireg
asamadan geger. Lag faz, asamadan geger. Lag faz,
6 - - boyunca Lag ve Log fazlarinda
Log Faz, Duragan faz, Log Faz, Duragan faz tutulur
Oliim faz1 Oliim faz1 pHsar.
7 I¢ ortam sabit kalmaz. I¢ ortam sabit kalir. I¢ ortam sabit kalir.
Besinlerin hacmi . .
8 et el;r;hracml g Besinlerin hacmi artar. Besinlerin hacmi ayni kalir.
Proses bagladiktan sonra Fermantasyon siireci Fermantasyon siireci
9 fermantasyon kurulumu basladiginda, ortam basladiginda, ortam disaridan
degistirilmez disaridan degistirilir. degistirilir.
Igeride besi ddeleri ’ . . . . . . .
(;er.1ve e Optimal besin seviyeleri Optimal besin seviyeleri ve
10 ve diger kosullar siirl ~ . . -
. . korundugundan, devir hiz diger kosullar korundugundan,
oldugu i¢in devir hiz1 . . . . .
o orta diizeydedir. devir hiz1 ytiksektir.
diistiktiir.
Proses isletim sirasinda
1 kontaminasyon ve Kontaminasyon ve Kontaminasyon ve mutasyon
mutasyon ihtimali mutasyon olasilig1 vardir. olasilig1 vardir.
distiktir.
Proses boyunca Proses boyunca mikrobiyal Proses boyunca, mikrobiyal
12 mikrobiyal biiyiime ve biiyiime ve istenen iiriin biiylime ve istenen iiriin
istenen liriin {izerinde tizerinde daha fazla kontrol iizerinde daha fazla kontrol
daha az kontrol vardir. vardir. vardir.
Kesikli kiiltiir genelde Kesikli beslemeli kiiltiirler Siirekli kiiltiirler kiigtik
13 | biiyiik biyoreaktérlerde kiiciik biyoreaktorlerde biyoreaktorlerde
gerceklestirilir gerceklestirilir gerceklestirilir.
g1 et Kesikli beslemeli kiiltiir Kesikli beslemeli kiiltir
Kesikli kiiltiir ayarlarinin
kurulumu karmagiktir ve kurulumu karmasiktir ve
14 | kurulumu ve galistirilmasi e .
. uygulanmasi ve uygulanmasi ve siirdiiriilmesi
basittir. i .
siirdiiriilmesi zordur zordur
15 Uriin verimi diisiik Uriin verimi yiiksek Uriin verimi yiiksek
16 Isgiicii talebi daha az Isgiicii talebi daha fazla Isgiicii talebi daha fazla
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2.11. Biyoreaktor Tiirleri

Endiistride spesifik amaclar ve iiretilmek istenen iiriine gore yaygin olarak kullanilan
biyoreaktor tipleri, Karistirmali tank biyoreaktor, Hava kaldirmali biyoreaktor, Kabarcik kolon
biyoreaktor, Akiskan Yatakli Reaktor, Dolgulu yatakli reaktor, Membran biyoreaktor olmak

iizere farkli biyoreaktor tiirleri mevcuttur.

2.11.1. Kanistirmah tank biyoreaktorii (Stirred tank bioreactor)

Karigtirmali tank biyoreaktorii (STF) esneklikleri ile bilinir, bu nedenle en sik kullanilan
biyoreaktdrlerden biridir (Chisti, ve digerleri, 2010). STF silindir seklindedir ve STF’de motor
saft1 calistirir ve tanktaki igerigin karistirilmasi saglanir. Proses dlgegine ve diger durumlara
bagl olarak karistirici alttan veya istten ¢alistirmali olabilir. Yaygin olarak kullanilan tistten
girigli karistirict (karistirict) modelidir, saglamlik, giivenilirlik gibi pek ¢ok faydasi vardir ve
kolay calistirilir ve nadiren kullanilan ise alttan girisli karistirict modelidir. Saft, neredeyse bir
impeller capinda ayr olarak yerlestirilmis ikiden fazla impeller ile desteklenir (Chisti, ve
digerleri, 2010). Farkli uygulamalarda farkli tiirde karistiricilar kullanilmaktadir. Mikrobiyal
kiiltiir kaplari, genellikle, tankin ¢evresine esit uzaklikta yerlestirilmis dort baffle ile saglanir.
Baffle genisligi, tank ¢apinin 1/10'u veya 1/12'sidir. Tank i¢ ¢eper yakininda sivinin durmasin
onlemek i¢in ceper ile baffle arasinda tank capinin yaklasik %1,5'1 kadar bir bosluk birakilir.
Karakteristik olarak karar verilecek degiskenleri sunlardir: boyut, tip, impeller ve sparger
boyutu. Kullanilan impellerin sayisi, vessel’in en boy oranina baglidir. En alttaki impeller,
tankin tabaninin {izerinde tank ¢apinin yaklasik iicte biri biiyiikliigii kadar olabilir. Ek olarak
impellerlarin, arasinda 1.2 impeller ¢capinda mesafe olacak sekilde aralikla konumlandirilir.
Mekanik Karistirmali biyoreaktdrlerde amaca gore farkl tiirde karistiricilar kullanilir: Rushton
disc tiirbine, concave bladed tiirbine, prochem maxflo T hydrofoil, lightnin’ A315 hydrofoil,
chemineer hydrofoil ve marine propeller olarak siralanabilir. Bu tip biyoreaktor su iglevlere
sahiptir. Sivinin havalandirilmasi, katilarin ~ siispansiyonu, homojenizasyon, gaz-sivi
karistmmin dagilmast ve 1s1 degisimi. Laboratuvar 6lgekli karigtirict tank fermentdrleri,
borosilikat cam ve paslanmaz ¢elik kapak ile tiretilmistir. Bu fermenterlorin kapasitesi 1 ila 100
L'dir. Paslanmaz celikli biyoreaktor laboratuvarlarda 6zel gereksinime sahiptir (Ali, ve
digerleri, 2002). Karistirmali tank biyoreaktorii, muazzam kiitle transferi ve avantajli karistirma
saglar. Immobilize hiicrelerle vesselda yipranma sorunu meydana gelir, ancak karistirma
bolgesini bolerek sistem kolayca ve etkili bir sekilde c¢alistirilabilir. Karistirmali tank

biyoreaktdrlerinin bir diger avantaji, biiyliyen hiicreler i¢in verimli gaz transferi saglamalaridir.
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Sekil 2.10. Mekanik karigtirmali tank biyoreaktorii (Jagani, ve digerleri, 2010)

2.11.2. Hava kaldirmah biyoreaktor (Airlift bioreactor)

Hava kaldirmali biyoreaktdr ayrica kule reaktorii olarak da tamimlanir. Bir airlift
biyoreaktdr vessel’1, kolondan ortama c¢ikan haznenin dibinde havanmin verildigi silindir
seklindedir. Bakteri, maya, mantar ve hayvan ve bitki hiicreleri i¢in uygun olan immobilize
hiicrelerle birlikte veya serbest bicimde kullanilabilme kapasitesine sahiptir. Bu tip
fermenterlerde calkalama sistemi yoktur, ancak kap i¢indeki igerikler alttan verilen hava ile
calkalanir. Hava kabarciklar1 biyoreaktoriin ¢esitli bdlmelerine 6nemli 6l¢lide kolandaki hiicre
karigim1 gradient olarak her yere akar. Sirkiillasyonu ve oksijen iletimini iyilestirmek ve
ekipmandaki kesme kuvvetlerini diizenlemek icin hava akimi tiipii veya baffle aracilifiyla
akigkanin hacmi birbirine bagl iki bolge i¢inde ayrilir (Veera & Joshi, 2001). Bu bolgelerden
sadece bir tanesine hava veya bagska bir gaz piiskiirtiiliir. Gaz piiskiirtiilmiis yiikselticideki gaz-
stvi dagiliminin kiitle yogunlugu, indiricideki kiitle yogunlugundan daha az olma egilimindedir;
sonug olarak, dagilim ytikseltici bolgede yukar1 dogru akar ve asagi yonde akis meydana gelir.
Piiskiirtme olmayan bolge, indirici olarak bilinir ve gaz veya hava piiskiirtiilen bolge alicidir
(Chisti & Moo-Young, 2001). Bunlar, harici dongii tasarimi ve dahili dongii tasarimi olmak
iizere iki modelde goriiliir (Chistiet, ve digerleri, 1999). Ornegin, sitrik asit iiretiminde

3 hacimli airlift fermentdr kullanilmistir. Airlifts

Aspergillus niger kullanilarak 900 m
Fermentor, siradan ¢elik pH 1-2'de ¢oziildiigii i¢in asitlige direnmek i¢in paslanmaz celikten
imal edilmigtir. Airlift fermentor, oksijen kiitle iletim katsayisinin karistirmali tank

reaktorlerinden daha yiiksek olmasi nedeniyle genellikle aerobik organizma i¢in uygundur.
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Airlift biyoreaktorleri, karistirmali biyoreaktorlere kiyasla yiiksek enerji verimliligine sahiptir,
ancak her iki tiiriin tiretkenlikleri karsilagtirilabilir. Airlift biyoreaktorlerinin 1s1 ve kiitle transfer
yetenekleri en az diger sistemlerinki kadar iyidir ve airlift biyoreaktorleri katilar1 askida
tutmada kabarcik kolonlardan daha etkilidir. Optimum gaz-sivi kiitle transfer performansi icin,
bir airlift biyoreaktorleri yiikseltici-indirici kesit alan1 orani 1,8 ile 4,3 arasinda olmalidir. Airlift
biyoreaktorlerinin tiim performans 6zellikleri, nihai olarak gaz enjeksiyon hizina ve sonugta
ortaya ¢ikan s1vi sirkiilasyon hizina baglidir. S1vi hizi, biyoreaktoriin geometrisinden ve sivinin
viskozitesinden de etkilenir. Genel olarak, siv1 sirkiilasyon hizi, airlift cihazinin yiiksekliginin

karekokd ile artar.
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Sekil 2.11. Hava kaldirmali biyoreaktor (Siegel and Robinson 1992).

2.11.3. Kabarcik kolon biyoreaktorii (Bubble column reactor)

Kabarcik kolon biyoreaktorii, en basit biyoreaktor tiplerinden biridir ve o6lgek
biiyiitiilmesi kolaydir (Kantarci, ve digerleri, 2005). Genellikle kolon silindiriktir ve en-boy
orani 4 ile 6 arasindadir. Bu temel tasarim, vessel’in icine ¢esitli tiirde i¢ pargalar (6rnegin,
yatay delikli plakalar, dikey bdlmeler) yerlestirilerek degistirilebilir. Bir kabarcik kolon
biyoreaktorii, genellikle alt tarafinda gaz saglayici igeren silindirik sekilli bir kaptir. Helmut
Gerstenberg ve ark. ilk kez uygulamiglardir (Borakb & Kutlu, 2005). Kabarcik kolon
biyoreaktoriinde gazin kabarciklar seklinde sivi-kati siispansiyona veya sivilagtirilmis faza
dagitildigini bildirmislerdir. Biyoreaktorde karistirma, gaz piiskiirtme ile saglanir ve otomatik
karistirmaya gore ¢ok az miktarda enerjiye ihtiya¢ duyar. Oksijen transferi, karigtirma ve diger

performans faktorleri, esas olarak gaz akis hizindan ve sivinin 6zelliklerinden etkilenir. Gaz
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akis hiz1 arttikga kiitle ve 1s1 transfer performansi artar. Karistiric1 kabarciklarina sahip diger
biyoreaktorlerle karsilastirildiginda, daha az kesme gerilimi saglar (Kantarci, ve digerleri,
2005). Kabarcik kolonlu biyoreaktdr, diger tip biyoreaktorlere kiyasla bir¢ok avantaja sahiptir.
Bu tip biyoreaktorler daha az bakim gerektirir ve iyi 1s1 ve kiitle transfer 6zelliklerine sahiptir,

kompakt olmalar1 ve katalizoriin kararlilig1 nedeniyle isletme maliyeti daha dustktiir.

Kabarcik kolon biyoreaktorleri, biyokimya, petrokimya, metalurji ve kimya endiistrileri
gibi bircok endiistri tarafindan kullanilmaktadir (Degaleesan, ve digerleri, 2001). Bu
biyoreaktorlerin 6zellikle gaz isleminin doniistiiriilmesiyle suni yakitlarin tiretiminde, klorlama,
polimerizasyon, alkilasyon ve hidrojenasyon gibi kimyasal islemlerde ve biyolojik atik su
yonetimi ve fermantasyon gibi biyokimyasal islemlerde kullanimi (Prakash, ve digerleri,
2001). Devirdaim ile kabarcik kolonlar1 ve hava kaldirmali biyoreaktorler, 6zellikle bitki

hiicrelerinin tiiylii kok kiiltiirii i¢in uygundur.

Bubbles io O o
N\[°° o
@]
O
O

Liquid broth

Syngas

Sekil 2.12. Kabarcik kolonlu biyoreaktér (Minhaj Uddin Monir ve digerleri)

2.11.4. Akiskan yatakh biyoreaktor (Fluidized bed reactor)

FBB'nin diger tip biyoreaktorlere gore bir¢ok avantaji vardir, bu nedenle son yillarda bu
tip biyoreaktorlerin kullanimi artmigtir. Akigkan yatakli biyoreaktorler biyolojik sistem igin
gelistirilmis biyokatalizor olarak {i¢ fazli sistem (siv1, kat1 ve gaz) olan hiicrelere sahiptir. Bu
tip biyoreaktor, siviyr hareket ettiren kii¢iik boyutlu partikiillerle dolu yatak igerir. Kiiclik
partikiil boyutu, hiicrelere daha yiiksek oksijen transferini, kiitle transferini, daha yiiksek
karistirma oranlarin1 ve beslenmeyi hizlandirir. Cogunlukla FBB'lerde kullanilan bilesenler {i¢
tiptir: (a) Biyokiitlenin hiicre eki ile {iretildigi hareketsiz dolgu. (b) Biyokatalizériin i¢inde

tutuldugu  gozenekli  pargaciklar. (c) Hiicre kiimeleri/floklar1 (kendi  kendine
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hareketsizlestirme). Akiskan yatakli biyoreaktorde yiiksek sivi basing diisiisii, kanallanma,
ttkanma, yatagin sikismasi gibi meydana gelen bazi sorunlar tamamen Onlenebilir
problemlerdir. FBB, haznenin altindan siirekli olarak pompalanan siviyi, yeterli bir hizda
yeniden sirkiile edilerek slispansiyon halinde tutabilmek icin kabin tepesinde genisletilmis kesit
alanina sahiptir (Chisti, ve digerleri, 2010). Bu biyoreaktorde ortamin ¢alkalanmasi pompanin
hareketi ile desteklenir. FBB, siirekli proseste yiiksek biyokiitle konsantrasyonunu ve

miilkemmel kiitle transferini stirdiirmek i¢in kullanilan yontemlerden biridir.

Akiskan yatakli biyoreaktorler, immobilize enzim ve hiicre partikiilleri gibi sivi
stispansiyonlu bir partikiil katalizorii i¢eren reaksiyonlara uygundur. Geometrik olarak,
biyoreaktor, akiskanlastirict stvinin ylizeysel hizini katilar1 siispansiyon halinde tutmak i¢in
gereken degerin altina diisiirmek i¢in enine kesitin tepeye yakin bir yerde genisletilmesi disinda
kabarcik kolonuna benzer. Sonug olarak, katilar genisleyen bolgede ¢okelir ve agsagidaki daha
dar biyoreaktor kolonuna geri diiser; bu nedenle, sivi disar1 akarken katilar biyoreaktorde
tutulur. Bir s1v1 akigkan yatak, gaz-sivi-kat1 bir akigskan yatak iiretmek i¢in hava veya bagka bir
gazla puiskiirtiilebilir. Kat1 pargaciklar ¢ok hafifse, yapay olarak agirliklandirilmasi gerekebilir,
ornegin, paslanmaz ¢elik bilyeleri normalde hafif olan kati bir matrise gomerek. Katilarin
yiksek yogunlugu, fazlar arasindaki bagil hizi artirarak kati-sivi kiitle transferini iyilestirir.
Daha yogun katilarin tortulagsmasi da daha kolaydir, ancak yogunluk sivininkine gore ¢ok biiyiik
olmamalidir, aksi takdirde akiskanlastirma zor olacaktir. Sivi akigkan yataklar oldukca durgun

olma egilimindedir, ancak bir gazin verilmesi tiirbiilans1 ve ¢alkalamay1 6nemli 6l¢iide artirir.

Non-Reacted Gas

Disengagement Zone

Catalyst Feed

Lighter Polymer ]
Catalyst Particles
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Catalyst Particles 0 g Product
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Sekil 2.13. Akiskan yatakli biyoreaktér (Kwong, ve digerleri, 2000).
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2.11.5. Dolgulu yatak biyoreaktorler (Packed bed reactor)

Dolgulu yatakli biyoreaktor, sabit yatakli biyoreaktor olarak bilinir. Dolgulu yatakli
biyoreaktorler, substrat ve mikroorganizma ile doldurulmus ve dolgu malzemelerini
desteklemek i¢in delikli bir tabana sahip olan silindir seklindeki kaplardir. Besinler, dolgulu
kolonda immobilize biyokatalizor ile iistten veya alttan beslenir. C6ziinmiis besin ve substrattan
olusan s1vi, kat1 yataktan akar. Akiskanin akis hizi ve yatakta kalma siiresi, yatakla alt tabaka
temasin1 artirmak veya azaltmak icin kontrol edilir. Ust taraftan havalandirilmasi, parcaciklarin
yiiksek hava hizlarinda akigkanlagmasini Onler, ancak hava akisinin yergekimi ile ayni
dogrultuda oldugu icin yatak sikismasina katkida bulunacaktir. Dolgulu yatakli biyoreaktor
yaygin olarak immobilize hiicreler ile muamele edilir. Dolgulu yatagin kurumasint 6nlemek
icin, girig havasinin su ile doyurulmasi gerekmektedir. Biyoreaktdr cam, seramik, polimer,
dogal malzeme ile hazirlanmis bir dolgu yatagi olusturur ve sivinin bir ugtan diger uca akisini
saglayan cesitli boyut ve sekillerde bulunur. Dolgulu biyoreaktor, daldirilmis modda
(havalandirmal1 veya havalandirmasiz) veya damlama akis modunda calistirilabilir. Yiiksek
basing diisiislerinin orani, ayni zamanda, biyoreaktorde tikanmasini onlenebilir (Wang, ve
digerleri, 1992). Kanallardaki akis hizlari, bitisik siv1 filmdeki harici kiitle transfer sinirlamasini
ortadan kaldirmak icin yiiksek olabilir. Bitisik s1v1 filmdeki harici kiitle transfer sinirlamasini
ortadan kaldirmak icin kanallardaki akis hiz1 arttirilabilir. Calisma sirasinda, yatak
gozenekliligindeki degisiklikler nedeniyle, akis 6zelliklerinde degisiklik meydana gelir. Bunlar
normalde substrat inhibisyonu reaksiyon hizini yonettigi anda kullanilirlar. Biyoreaktorde
basing diisiisiinii azaltmak i¢in konik yatak kullanilir, yatay yatak, egimli yatak, doner yatay

gibi cesitli biyoreaktorler kismi basari ile test edilmistir.

Dolgulu yatak biyoreaktorlerindeki sicaklik gradyani, iistesinden gelinmesi gereken ilk
engeldir. Diger bir engel olan oksijen gradyanina kiyasla, dolgulu yatak biyoreaktdr icindeki
sicaklik gradyani mikroorganizmalara daha fazla zarar verir. Sicaklik belirli bir degeri
astiginda, mikroorganizmalarin biiyiimesi baskilanir ve mikrobiyal 6liim meydana gelebilir. Bu
biyoreaktorlerin istenmeyen Ozellikleri arasinda zayif sicaklik kontrolii, 1s1 gradyanlari,
istenmeyen yan reaksiyonlar ve katalizor degistirme zorlugu yer alir. Ayrica tikanikliklardan
ve zayif oksijen transferinden dezavantajlar1 arasindadir. Calisma sirasinda yatak
gozenekliliginde meydana gelen degisiklikler, bu biyoreaktorlerin akis 6zelliklerini degistirir.

Bunlar genellikle atik su aritiminda kullanilir.
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Sekil 2.14. Dolgulu yatakl1 biyoreaktor (Siegel & Robinson, 1992).

2.11.6. Membran biyoreaktor (Membrane bioreactor)

Membran biyoreaktor, maya, enzim ve bakterilerin immobilizasyonu i¢in gelistirilmis
hallow fiber sistemi igerir. Hollow fiber, diizenli bir ¢eper matrisine sahip seliiloz asetattan veya
diizensiz ¢eper konfigiirasyonuna sahip polisiilfon elyaflardan veya akrilik kopolimerden
hazirlanir (Raj & Karanth, 2006). Mikrobiyal sistem i¢in hallow fiber biyoreaktdriin avantajlari,
biyokatalizor rejenerasyonu ve biyokiitle ile iirlinlin hemen ayrilmasidir. Reaktoriin baslica
dezavantajlari, daha diisiik oksijen transfer oranlari nedeniyle kiiltiiriin biiylimesini ve
bozulmasini ve asir1 mikroorganizma gelisimini kontrol etmenin ve izlemenin zor olmasidir.
Hiicrelerin metabolik aktivitesi, hallov fiberlerde toksik iirlinlerin birikmesiyle engellenir.
Cesitli mikrobiyal hiicre iiretiminde membran biyoreaktorler yaygin olarak kullanilmaktadir
(Chang & Furusaki, 1991). Bu tiir bir sistem, hacimsel iiretkenligi ve yiiksek hiicre verimini

saglar. Atik su aritim proseslerinde kullanimi genistir.
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Sekil 2.15. Membran biyoreaktorii (Ho Nam Chang & Shintaro Furusaki)
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Kullanilan Ekipman ve Cihazlar

Otoklavlanabilir Biyoreaktor Sistemi (Sartorius Stedim Biostat B Plus), Manyetik
Karistirici(Stuart), Otoklav (Systec VX-65), Hassas Terazi (Mettler Toledo), Frigomix Chiller
2000 (Sartorius Stedim), Mikrobiyolojik biyogiivenlik kabini (Niive), Mikroskop CX31
(Olympus), -80 °C Derin Dondurucu (Nuve DF 490), inkiibatér (Nuve EN 120), Elisa (Rayto),
Sarjli Pipetor (Brand), pH metre (Ohaus ST 2100), Vortex (S, Santrifiij (Sigma), Elektroforez
Sistemi (Bio-Rad), Spektrofotometre ( Analyticjena), Buzdolab1

2x200 Deney tiipti, 100 mL Cam Sise Vida Kapakli, Manyetik balik, Lam, Midisart
2000 0.2 pm PTFE hava filtresi (Sartorius Stedim), PTFE 0.2 pm (Sartorius Stedim),Tek
kullanimlik pipet, 50 mL enjektor, beyaz fareler (Swiss albino, Izmir Bornova Veteriner

Kontrol Enstitiisii)

3.1.1. Kullanilan kimyasallar ve komponentler

pH 4 Soliisyonu (Merck), pH 7 Soliisyonu (Merck), Antifoam (Sigma Aldrich),
Tryptone(Neogen), Yeast extract (Neogen), Starch (BD Biosience), Bacto Peptone (Thermo
Scientific), Casamino Acids (Sigma-Aldrich), Beef Extract (Neogen), L-Cystein (Neogen),
Dextrose (BD Biosience), Riboflavin (BD Biosience), Ethanol (Merck), Biotin (BD Biosience),
NaCI (Merck), Kanli agar (Liofilchem), Immersiyon yagi, Formaldehit (Merck), Sulfuric acid
(Merck), Calcium Pentothenate (Sigma-Aldrich), Thiamine (BD Biosience), Pyridoxine HCI
(Sigma-Aldrich), Riboflavin (BD Biosience), 2-Mercaptoethanol (Bio-Rad), 4x Laemmli
Sample Buffer (Bio-Rad), Tris (Bio-Rad), 10x SDS Buffer (Bio-Rad), TEMED (Bio-Rad), 30%
Acrylamide/Bis Solution 29:1 (Bio-Rad), Ammonium Persulfate (Bio-Rad).

3.2. Bakteriyel Sus

Bu calismada ACTT-13124 referans kodlu ve Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisi
Miidiirliigii tarafindan izole edilen Clostridium perfringens tip A bakterisi kullanilmistir. Suslar
-80 °C %50 gliserollii ortamda derin dondurucuda muhafaza edilmektedir Canlandirilan

Clostridium perfringens susu M1-1 Etli besiyerinde 37 °C de inkiibe edilmistir.

3.3. Kullanilan Besi Yeri Komponentleri ve Hazirlanisi
Komponentler tabloda belirtilen oranlarda analitik terazide hassas bir sekilde 2L’°lik
beherde tartilir. Behere tartilan komponentlerin iizerine bir miktar saf su eklenerek manyetik

karistiricida, icerisine balik atilarak ¢dziinmesi saglanir. Gozle goriiliir partikiil kalmadigina
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emin olana kadar ¢ozdiirmeye devam edilir, ¢6ziinme saglandiginda saf su ile 1.5 L hacme

tamamlanir. Bir siire daha manyetik karistiricida karigmasi saglanir.

3.3.1. Cahsma Kkiiltiirii-1

Etli M1-1 besiyeri i¢in parcalara ayrilmis 100 g yagsiz sigir eti kullanilir. 100 g sig1r eti
200 mL saf su i¢cinde 20 dakika kaynatilir. Kaynayan etin suyu, filtre kagidindan siiziilerek
temiz bir sise icinde toplanir. Tablo 3.1 de verilen besiyeri komponentleri, 200 mL ’ye
oranlanarak tartilir. Tartilan komponentler et suyu i¢inde ¢oziiliinceye kadar karistirilir. Sivi
miktar1 kaynama esnasinda azaldigindan tekrar 200 ml’ ye tamamlanir. Siirekli karisan besiyeri
¢ozeltisinin i¢ine pH probu daldirilir, pH 7,2°den disiik ise SM sodyum hidroksit, 7,2’den
biiyiik ise 2,5M siilfiirik asit ¢ozeltisi yavasca eklenerek pH 7,2’e ayarlanir. Her bir tiipe 20 mL
olacak miktarda, 10 adet deney tiiplerine veya cam siselere, et pargalar esit miktarda dagitilir.
Uzerine, besiyeri ilave edilip, otoklavda 121°C’de 20 dk steril edilir. Sterilizasyon sonrasi
besiyeri oda sicakliginda sogumaya birakilir. Inokulasyon yapilmadan dnce, besiyerinin ikinci
kisimlar1 (B kisim) olan dextrose ve L-cysteine saf suda ¢ozdiiriiliir. Cozdiiriilen dextrose ve
L-cysteine 0,2 mikron filtreden siiziilerek steril edilir ve aseptik kosullarda besiyerine ilave
edilir. Caligma kiiltiirii-1, 20 mL olarak 10 adet deney tiipline ayrilarak hazirlanmistir.
Kullanilacak olan 20 mL CK-1 besiyeri iceren deney tiipiline, filtre edilmis dextrose ve L-
cysteine taze olarak eklenir. Diger deney tiipleri sterilizasyon sonrasi daha sonraki denemeler

icin kullanilmak tizere +4° C’ye kaldirilir.

3.3.2. Cahisma Kkiiltiirii-2

MI1-1 besiyeri i¢in Tablo 3.1 de’ verilen besiyeri komponentleri, 500 mL ’ye gore
oranlanarak tartilir. Tartilan komponentler ¢oziiliinceye kadar karigtirilir. Siirekli karigan
besiyeri ¢ozeltisinin i¢ine pH probu daldirilir, pH 7,2°den diisiik ise 5SM sodyum hidroksit,
7,2°den biiytik ise 2,5M siilfiirik asit ¢ozeltisi yavasca eklenerek pH 7,2’e ayarlanir. 10 adet 50
mL lik siselere hazirlanan besiyeri ilave edilir, otoklavda 121°C’de 20 dk steril edilir.
Sterilizasyon sonras1 besiyeri oda sicakliginda sogumaya birakilir. Inokulasyon yapilmadan
once, besiyerinin ikinci kisimlar1 (B kisim) olan dextrose ve L-cysteine saf suda ¢ozdiiriiliir.
(Cozdiiriilen dextrose ve L-cysteine 0,2 mikron filtreden siiziilerek aseptik kosullarda besiyerine
ilave edilir. Caligma kiiltiirii-2 50 mL olarak 10 adet siseye hazirlanir. Kullanilacak olan CK-2
besiyerini i¢eren siseye filtre edilmis dextrose ve L-cysteine eklenir. Diger siseler sterilizasyon

sonras1 daha sonraki denemelerde kullanilmak tizere +4 °C’ye kaldirilir.
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3.3.3. Uretim Kkiiltiir M1-1 besi yeri

Besiyeri Komponentleri ve 1.5 L’deki miktarlari

Tablo 3.1. M1-1 Besi yeri komponent miktarlari

1.Tryptone 15¢
2.Yeast extract 75¢g
3.Sodyum Klortir 75¢g
4.Starch 15¢g
5.Bacto Peptone 6g
6. Casamino Acids 8¢g
7. Beef Extract 3g
8. L-Cystein 0,8¢g
9. Dextrose 15¢
10.Antifoam 1.5 mL

L-cystein ve Dextrose disindaki komponentler saf su i¢inde karistirilip homojenize hale
getirilir. 1.5 L’lik bir besiyeri hazirhig1 i¢in, L-cysteine ve Dextrose disindaki komponentler
1450 mL saf su i¢inde ¢ozdiiriiliir. Geri kalan 50 mL kisim ise ikinci kisim (L-Cystein ve
Dextrose) i¢in kullanilir.  Hazirlanan besiyeri, huni yardimi biyoreaktore doldurulur.
Biyoreaktoriin tiim baglantilar1 kontrol edilir. Acik kalan kisimlar kor ile kapatilir. Prob
kalibrasyonlar1 yapilir ve biyoreaktor ceketi saf su ile doldurularak otoklavda 121°C’de 20 dk
steril edilir. Sterilizasyon sonras1 oda sicaklifinda sogumaya birakilir. Inokiilasyon yapilmadan
once, besiyerinin ikinci kisimlar1 (B kismi) olan dextrose ve L-cysteine saf suda ¢ozdiiriiliir.
(Cozdiiriilen dextrose ve L-cysteine 0,2 mikron filtreden siiziilerek steril edilir ve aseptik
kosullarda, inokulasyondan hemen Once, biyoreaktordeki besiyerine ilave edilir. Sistem
kurulduktan sonra inokiilasyon yapilmadan o6nce pH degeri 7.2 ye setlenir. Asit ve baz

hortumlar peristaltik pompalara baglanir ve manuel olarak ph degeri istenilen degere ayarlanir.

3.3.4. Brain Heart Infusion Broth (BHI)

Dehidre besiyeridir, toz seklinde kullanilan besiyeridir, besiyeri kutusunda yazili olan,
1L’deki miktara gore hazirlanir. 56 g BHI bir behere tartilir. Tartilan BHI manyetik karistiricida
icerisine balik atilarak, iizerine bir miktar saf su eklenerek ¢oziinmesi saglanir. Gozle goriiliir
boyutta partikiil kalmadiginda su ile 1 L’ye tamamlanir. Siirekli karisan besiyeri ¢ozeltisinin
icine pH probu daldirilir ve istenen pH ayar1 ¢ozeltiler yavasca eklenerek yapilir. Besiyerleri,

ambalajinda belirtilen sicaklik ve siirede otoklavda steril edilir.
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3.3.5. Reinforced Clostridial Medium Besiyeri (RCM)

Dehidre besiyeridir, toz seklinde kullanilan besiyeridir, besi yeri kutusunda yazili olan,
1L’deki miktara gore hazirlanir. 57 g RCM bir behere tartilir. Tartilan RCM manyetik
karistiricida igerisine balik atilarak, iizerine bir miktar saf su ilave edilerek ¢6zlinmesi saglanir.
Gozle goriliir partikiill kalmadiginda su ile 1 L’ye tamamlanir. Siirekli karisan besiyeri
cozeltisinin igine pH probu daldirilir ve istenen pH ayar1 ¢ozeltiler yavasga eklenerek yapilir.

Besiyerleri, ambalajinda belirtilen sicaklik ve siirede otoklavda steril edilir.

3.3.6. Vitamin ¢ozeltisi hazirlanmasi
Vitamin ¢ozeltisi komponentleri ve 2 L’deki miktarlar1 asagidaki gibidir;

Tablo 3.2. Vitamin hazirlig1 i¢in gerekli bilesen oranlari

Calcium
Pentothenate 4,2 mg=0,0042 g
Vitamin B1
(Thiamine) 1,082 mg=0,001 g
Pyridoxine HCl 1,086 mg=0,001 g
Riboflavin 1,086 mg=0,001 g
%25°1ik hazirlanan ethanolden 2 L’lik vitamin ¢ozeltisine 4,6 mL
Ethanol eklenir.
0,001 gr tartilip 5 mL’de ¢ozdiiriiliir ve 90 pl alinip karigima ilave
Biotin edilir.

Vitamin ¢06zeltisi komponentleri iz element halinde oldugu i¢in tartimlar1 zordur.
Tartimlarinin kolay olmast i¢in minimum 2 L hacminde hazirlanmaktadir. Tabloda yazili,
Biotin disindaki diger tiim komponentler tartilip 13,6 mL saf su i¢inde ¢ozdiiriiliir. Biotin ayrica
hazirlanip, 2 L’lik vitamin ¢6zeltisine 4,6 mL ilave edilir. Cozelti iizerine 4,6 mL ethanol ilave
edilir ve toplam hacim 18,2 mL olur. Sterilizasyon islemi 0.2 °‘lik filtreden gegirilerek

gerceklestirilir.

3.3.7. B Kismu (ikinci kisim)

Bu kisim sterilizasyon sirasinda sicaklik ile bozulabilecek komponentleri igerir ve besi
yeri ortamina sterilizasyondan sonra eklenir. Bir kap igerisine Dextrose ve L-cysteine sirast ile
1000 g ve 60 g olacak sekilde hassas bir sekilde tartilir. Tartilan bilesenler kaba bir miktar saf
su alinarak ¢ozdiiriiliir ve vitamin ile karistirilir. Dextrose, L-cysteine ve vitamin ¢ozeltisinden
olusan besiyerinin ikinci kismi, 0,2 mikron filtreden siiziilerek sterilize edilir ve aseptik
kosullarda, biyoreaktor icinde bulunan besiyeri iizerine, inokiilasyondan hemen 6nce ilave
edilir.
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3.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. 2.5 M H2SO4 hazirlanmasi
250 mL i¢in, 34,75 mL H2SO4(%95) + 215,25 mL H,O

Hazirlanan siilfirik asit ¢ozeltisi sterilize etmek icin, ¢ozeltinin alindig1 sisenin agzi

pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatilir. Otoklavda, 121°C’de 20-25 dk sterilize edilir.

3.4.2. 5 M NaOH hazirlanmasi

1000 mL i¢in, 200 g NaOH+1L H»O

Tartim1 yapilan NaOH, i¢inde manyetik balik bulunan ¢ézdiirme kabi igerisinde bir
miktar saf su i¢inde ¢ozdiiriiliir. Tiim igerik ¢ozdiiriildiikten sonra, ¢ozelti igindeki manyetik

balik alinir. Hazirlanan ¢dzelti, otoklavda 121°C°de 15 dakika sterilize edilir.

3.4.3. %50 Gliserol ¢ozeltisi hazirlanmasi

%50 Gliserol ¢oOzeltisi, ana referans stok suslari ile calisma Kkiiltiir stok suslarinin
hazirlanmasinda kullanilir. Cozelti hacminin %50 oranina denk gelen hacimde Gliserol, mezur
veya pipet ile 6l¢iilerek alinir. Gliserol lizerine saf su ilave edilerek istenen hacime tamamlanir.

Cozelti, otoklavda, 121 °C’de 20 dakika sterilize edilir

3.4.4. Gram boyama soliisyonlar1 hazirlanmasi
Gram boyama soliisyonlar1, bakterilerin mikroskobik muayenelerinin yapilabilmesi i¢in

uygulanan boyama isleminde kullanilmaktadir. Gram boyama soliisyonlar1 asagidaki gibidir;

Kristal Viole: 1 g/ 100 mL seklinde hazirlanir. 1 g kristal viole 100 ml saf su i¢inde iyice

¢ozdiiriiliinceye kadar karistirilir.

fodine: 2 g iodine ve 0,4 g sodyum hidroksit, 100 mL saf su i¢inde iyice ¢dzdiiriiliinceye

kadar karistirilir.
Ethanol: % 70’lik veya saf ethanol kullanilir.

Fucsin: 0,05 g / 100 mL seklinde hazirlanir. 0,05 g fucsin 100 mL saf su i¢inde iyice

¢ozdiiriiliinceye kadar karistirilir.

3.4.5. SDS-PAGE i¢in hazirlanan soliisyonlar
Temed (Bio-Rad), %30 Acrlamide (Bio-Rad), Ammonium Persulfate (Bio-Rad),2-
Mercaptoethanol (Bio-Rad), 10x SDS Buffer (Bio-Rad),
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Stok Solusyonlarin Hazirlanmasi

0,5 M Tris-HCL, pH:6,8: 6 gr Tris 50 mL saf suda ¢6zdiiriiliir, HCL ile pH 6,8’e ayarlanir
ve hacim 100 mL ye tamamlanir (2 ay + 4 C de saklanabilir).

1,5 M Tris-HCL, pH:8,8: 18,15 gr Tris 50 mL saf suda ¢ozdiiriiliir, HCL ile pH 8,8’¢
ayarlanir ve hacim 100 mL ye tamamlanir (2 ay + 4 C de saklanabilir).

%10 luk SDS: 1 gr SDS 10 mL saf suda ¢ozdiiriiliir (2 ay + 4 C de saklanabilir).
APS: 0,1 gr APS, 1 mL saf suda ¢ozdiirtiliir (taze hazirlanmasi1 gerekir).
Sample Buffer (6rnek tamponu): 900 mL 4x sample buffer, 100 mL betamerkaptoetanol.

1X Tampon Cozeltisi: Biorad hazir 10X tamponundan 1/10 sulandirilarak 1X tampon
¢oOzeltisi olusturulur.

3.4.6. FTS Soliisyonu Hazirhg:

500 mL FTS soliisyonu hazirlamak icin 4,25 g NaCl hassas terazide tartilir, tartimi
yapilan NaCl, i¢inde manyetik balik bulunan ¢6zdiirme kabi icerisinde bir miktar saf su i¢inde
¢ozdiiriliir. Cozelti hacmi 500 mL ‘ye tamamlanir. Tiim igerik ¢ozdiiriildiikten sonra, ¢ozelti

icindeki manyetik balik alinir.

3.5. Biyoreaktoriin Hazirlanmasi ve Besiyeri Sterilizasyonu

Biyoreaktor sistemi calistirilir, sicaklik probu ve pH probu kalibre edilmek iizere pH 7 ve
pH 4 referans soliisyonlar1 hazirlanir. Biyoreaktor ekraninda Calibration- Mode — Calibration
sekmesinden cihazin komutuna gore sirasi ile pH 7 ve pH 4 soliisyonlarina sicaklik ve ph probu
birlikte daldirilir. Cihaz ekranma gore, dénce pH 7, sonra pH 4 soliisyonlar1 kullanilarak

kalibrasyon tamamlanir.

Kalibrasyon tamamlandiginda problar baglanti noktalarindan c¢ikarilir. Biyoreaktor bu
asamadan sonra giic diigmesinden kapatilmamalidir. Yapilan kalibrasyon hafizasinda
mevcuttur. Yapilan tiim baglantilar i¢in silikon hortumlar kullanilir ve klips ile sikica baglanir.
Hazirlanan 1.5 L besiyeri huni yardimi ile reaktdriin haznesine doldurulur. 4’lii port yerine
takilir ve elle iyice sikilarak dogru takildigi kontrol edilir. 250 mL ’lik bos baz (NaOH), asit
(H2S04), antifoam siseleri ve inokiilasyon hatt1 4 yollu porta takilir. Biri havalandirma amagli,
digeri egzoz filtresi ve ortama azot beslemesi yapmak i¢in toplamda 3 adet Midisart 2000 0.2
um PTFE filtre takilir. Spargerin bagli oldugu porta azot beslemesi yapmak i¢in hava filtresi
takilir. Egzoz filtresi egzoz yogusturucu hazne iizerine takilarak ortama kirli havanin salinmasi
engellenmis olur. Son olarak besi ortaminmn havalanmasi i¢in hava filtresi kullanilir. Uriin
toplama erleni headplate {izerindeki dip boruya bagli olan porta baglanir. Porta bagl silikon

hortumun diger ucuna 2L’lik erlen baglanarak pamuk ve aluminyum folyo ile girisi kapatilir.
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Biyoreaktor haznesi ile otoklava girecek sekilde hazir tutulur. Tiim baglantilar dikkatlice takilir
ve hortumlarin baglanti noktalar1 klips yardimi ile kontaminasyon riskini azaltmak i¢in sikica

baglanir.

Otoklava tasinmadan dnce biyoreaktor ceketi su ile doldurulur. Tiim baglantilar kontrol
edilerek otoklava dikkatlice yerlestirilir. Karistiric1 safti, oksijen, pH, sicaklik problart ve
inokiilasyon portunun iist kisimlar1 aliiminyum folyo ile kapatilir. Silikon hortumlar klipsler ile
sikistirilir. Otoklavda 121 °C 1 bar basingta 25 dk sterilizasyon islemi yapilir. Oda sicakligina
gelene kadar sogumasi beklenir. Soguma tamamlandiginda vessel biyoreaktor kontrol paneline
taginarak pH probu, oksijen probu, sicaklik probu, egsoz yogusturucusu sogutma suyu girig ve
cikis baglantilari, ceket suyu giris ve c¢ikis baglantilari, hava hatti ve karistirict rotoru
baglantilar1 gerceklestirilir. Ceket su giris vessel’a alt kisimdan ¢ikis iist kisitmdan yapilmasina
dikkat edilir. Daha sonra cekete su alma islemi gergeklestirilir. Bu islemden sonra sicaklik ve

karistirict aktif hale getirilebilir.
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Gorsel 3.1. Caligsma yapilan biostat B plus biyoreaktor

3.5.1. Calisma ortaminin olusturulmasi ve inokiilasyon islemi

Inokiilasyon isleminden énce B kismi olarak adlandirdigimiz, sicaklik ile bozulabilecek
komponentler, 0.2’lik filtre yardimi ile steril edilir ve peristaltik pompa ile inokiilasyon
hattindan besi ortamina eklenir. Biyoreaktdr igerisine azot vermek i¢in azot vanasi agilir, hava
vanasi kapatilir. igeriye verilen azot ile sistemde ¢dziinmiis oksijen besiyerinden uzaklastirilir
ve ¢Oziinmiis oksijen degerinin %0 olmas1 saglanir. Kontrol panelinden istenen {iretim sicakligi
37 °C ve kargtirict hizi 100 rpm’e ayarlamir. pH ise ihtiyag duyulan degere rekalibre edilir.
Ihtiya¢ duyulan veya &nceden belirlenen degerlere setlenen tiim parametreler, bu setlenen

parametrelere ulagtifinda inokiilasyon igslemi yapilabilir.
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Inokiilasyon islemi 2 sekilde yapilabilir. Peristaltik pompa ile veya siringa ile inokiilasyon
portundaki membrandan yapilabilir. Inokule edilecek olan kiiltiir, biyogiivenlik kabini iginde
steril siringa igerisine ¢ekilir. Siringanin ucu ve inokiilasyon portu alev yaninda dikkatli bir
sekilde acilir. Inokiilasyon membrani siringa ucuyla delinir ve siringa igerisindeki kiiltiir
Biyoreaktdr igerisine aktarilir. Islem bittiginde alev yaninda port kapatilir. ikinci bir segenek
ise inokiile edilecek kiiltiir, biyogiivenlik kabini i¢inde peristaltik pompaya bagl steril bir bos
sise icerisine alinir ve peristaltik pompa ¢alistirilarak reaktdr igine aktarilir. Aktarim sonunda

sise ile pompa arasindaki hortum klipslenerek kapatilir.

Ornek almak igin 6rnek haznesi ile biyoreaktdr arasinda bulunan silikon hortumun
iizerindeki klips acilir. Ornek alma haznesi iizerindeki hava filtresine sirmga baglanir ve siriga
ile vakum olusturularak biyoreaktdrden istenilen miktarda kiiltliriin 6rnek alma haznesine

toplanmasi saglanir.

Kiiltlir tiretimi tamamlandiktan sonra, peristaltik pompa yardimiyla tiim {iriin harvest

hattindan peristaltik pompa veya besi yerine azot verilerek 2L’lik erlene toplanir.

3.6. Tayin Yontemleri
3.6.1. Gram boyama yontemi

Mikropipet veya 6ze yardimiyla kiiltiir lam {izerine stiriiliir. Daha sonra lam ates ile fikse
edilir ve Gram boyama yontemi uygulanir. Hazirlanmis olan preparatin {lizerine kristal viyole
boyas1 damlatilip 1 dakika beklenir. Preparat saf su ile yikanarak kristal viyole uzaklastirilir.
Daha sonra iodine ¢ozeltisi damlatilarak 1 dakika bekletilir sonrasinda preparat dnce %96 ‘lik
etil alkol daha sonra saf su ile yikanir. Son olarak fuksin ¢ozeltisi damlatilarak yaklagik 1
dakika bekletilir ve saf su ile yikanir. Kurutma kagidi ile hafif¢e bastirilarak kurutulur.
Preparata immersiyon yagi damlatilarak 100 ‘liikk objektifle incelenir. Mor renkli bakteriler
Gram pozitif, pembe-kirmizi renkli bakteriler ise Gram negatif olarak degerlendirilir. Bu islem,

kiiltiiriin 4., 6., 8. ve 24. saatlerinde saflik kontrolii i¢in uygulanmaktadir.

3.6.2. SDS -PAGE yontemi

Protein Ornekleri, betamerkaptoetanol gibi kimyasal indirgen ajanlarla 6n isleme tabi
tutularak distilfit kopriilerinin indirgenmesi ve polipeptitlerin arasindaki baglarin koparilmasi
saglanir. SDS’in de varliginda, bu polipeptitler negatif yiliklenerek, elektrik alanda pozitif

elektrota dogru hareket eder.

1. Elektroforez sistemi hazirlanip, jelin dokiilecegi camlar temizlenerek diizenek kurulur.
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2. %10 luk alt jel (yiirlitme jeli) hazirlanir.

Tablo 3.3. SDS alt ve iist jel komponent oranlari

%10 luk Alt Jel (Yiiriitme Jeli) %5 lik Ust Jel (Yiikleme Jeli)
hazirlamir hazirlanir
2,01 mL saf su, 1,525 mL saf su,
1,665 mL bisacrylamid, 0,325 mL bisacrylamid,
1,25 mL 1,5 M Tris-HCL, pH:8,8 0,625 mL Tris-HCL, pH:6,8
50 uL SDS, 25 uL SDS,
25 uL APS, 12,5 uL APS,
2,5 uL Temed. 2,5 uL Temed.

Hazirlanan jel karistirilir ve mikropipet yardimiyla camlar arasina dokiiliir. Jel dokiimii
bittikten sonra, distile su veya izopropil alkolden 1-2 mL tizerine dokiilerek jelin diizgiin

polimerlesmesi ve hava almamasi saglanir. Yaklasik 1 saat polimerlesme i¢in beklenir.

3. Alt jel polimerlestikten sonra iizerine ilave edilen alkol, kurutma kagidi1 yardimiyla

uzaklastirilir.
4. %S5 liik st jel (yiikleme jeli) hazirlanir.

Hazirlanan jel karistirilir ve mikropipet yardimiyla alt jel iizerine dokiiliir ve tarak
yerlestirilir. 2 saate yakin polimerlesmesi i¢in beklenir.

5. Jeller polimerlestikten sonra {iist jele yerlestirilen tarak ¢ikarilir ve camlar elektroforez
tankina yerlestirilir. Hazir halde bulunan 10X tampon ¢ozeltisinden 1X olacak sekilde
hazirlanir ve elektroforez tanki igerisine yerlestirilen camlar arasinda olusan havuzu

dolduracak sekilde ilave edilir.
6. Orneklerin hazirlanmasi ve yiiklenmesi,

= 5 ul oOrnek tamponu (4x sample buffer + Betamerkaptoetanol), 15 ul 6rnek
koyularak karigim saglanir ve yaklagik 10 dk 70-80 °C sicak suda bekletilerek

proteinlerin denatiire olmalar1 saglanir.

= Herkuyucuga 10 pL olacak sekilde 6rnekler mikropipet yardimiyla yiiklenir. Ayrica
2 pL standart marker ytiklenir.

» Yiikleme tamamlandiktan sonra tank icerisine de 1X tampon ¢ozeltisinden ilave

edilir ve sistem elektroforez gii¢c kaynagina baglanarak uygun voltajda ¢alistirilir.
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» Yiirime tamamlandiktan sonra jel ¢ikarilarak saf suya alinir ve giimiis boyama

teknigi uygulanir.

3.6.3. Giimiis boyama yontemi

Glimiis boyama metodunda iyonik giimiis (Ag+) protein iizerinde metalik forma
indirgenir (Ag0) ve koyu kahverengi bir renk olusturur. Boylece drneklerdeki protein bantlari
gorlniir hale getirilmesi.

Fiksasyon; 20 dk (%50 metanol, %35 asetik asit) (50 mL metanol, 5 mL asetik asit, 45 mL
saf su)

Yikama; 10 dk (50 mL metanol + 50 mL saf su ile)

Yikama; 2 saat veya gece boyu saf suda yikama

On _muamele; 1 dk 6n muamele soliisyonu (0,02 gr sodyum thiosiilfat 100 mL su
icerisinde ¢oziinerek hazirlanir)

Yikama; 3x20 sn saf su ile hafif ¢alkalanarak muamele edilir * ¢cok uzun bekletilmemeli

Boyama; 20 dk Boya soliisyonu ile muamele (0,1 gr Glimiis nitrat 100 mL su igerisinde
¢Ozdiiriiliir son anda igerisine 75 ulLL formaldehit ilave edilir)

Yikama; 2x30 sn saf su ile ¢alkala

Gelistirme; bantlar goriiniir hale gelene kadar yaklagik 10 dk gelistirme soliisyonu ile
muamele (gelistirme soliisyonu; 2 gr sodium karbonat 100 mL suda ¢6ziiniir, 40 uL formaldehit
eklenerek uygulamaya hazir hale gelir)

Yikama; 2x2 dk saf su ile ¢alkala

Durdurma; 10 dk durdurma soliisyonu ile ¢alkala (durdurma soliisyonu; 5 mL asetik asit
100 mL ye saf su ile tamamlanir).

Saklama; jel %1 asetik asitte +4 C de saklanur.

3.6.4. Toksin titrasyon yontemi

Testin uygulanmasi i¢in canli bakteri kiiltiir 6rnekleri steril kosullarda alinir, etiketlenir.
Siipernatant elde etmek amaciyla teslim alinan 6rnek bekletilmeden steril ependorfa alinarak
mikrosantrifiij yardimiyla 3000 devirde 10 dakika siireyle santrifiij edilir. Santrifiij sonunda
numunenin iizerinde berrak sar1 renkteki toksin iceren siipernatant ayri steril bir ependorfa
alinarak etiketlenir bu sekilde test numunesi hazirlanmis olur. Hazirlanan toksin igeren 6rnek

oda sicakliginda fazla bekletilmeden kullanilir, kalan kisim -80 °C ‘de muhafaza edilir.

Analiz i¢in hazirlanacak diliisyonlar belirlenir. Ik tiipe 1,5 mL fizyolojik tuzlu su konur.

Diger tiiplere diliisyon oranina uygun fizyolojik tuzlu konulduktan sonra, ilk tiipteki fizyolojik
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tuzlu suyun tizerine 0,5 mL test numunesinden konulur ve 1/4 oraninda diliisyon elde edilir ve
1/16, 1/20, 1/25, ... oranlarinda olacak sekilde ileri diliisyonlara gidilir. Hazirlanan her bir
toksin diliisyonu, 0,2 mL olacak sekilde damar i¢i yol ile 2’ ser adet fareye uygulanir. Hayvanlar
3 giin boyunca izlenir, 6liimler kaydedilir. Farelerde 6liim tespit edilen en son diliisyon oraninin

5 kat1, mL ’deki toksin titresine esittir.

Eger enjekte edilen toksin diliisyonu, her 2 fareyide 6ldiiriir ise verilen diliisyon oran1 x5
MLD degeri iizerinde olarak elde edilir. Farenin sadece bir tanesi Oliir ise diliisyon orani x5
MLD degerine esit olarak elde edilir. Hi¢ fare 6lmez ise diliisyon orant x5 MLD altinda degeri

elde edilir.

3.6.5. Optik dansite tayin yontemi

Bulaniklik tayini spektrofotometre cihazi ile optik dansitenin (OD) tayiniyle dl¢iiliir. Bu
metot indirek bir metot olup mikroorganizmalarin belli dalga boyundaki 15181 absorbe etme
ozelliklerinden yararlanilarak oSlciiliir. Besi yerinden alinan numune sivi kiiltiirde bulunan
mikroorganizmalar aseptik kosullarda besi yerinin yogunluguna gore direk 1/5 veya 1/10
oraninda FTS soliisyonu ile seyreltilerek spektrofotometre kiivetine aktarilir.
Spektrofotometrenin dalga boyu 630 nm ‘ye ayarlanir. Oncelikle spekfotometrede autozero
yapilarak FTS den gelen OD degeri sifirlanir. Once kiivete kor olarak FTS ile sifirlama yapulir.

Daha sonra seyreltilmis kiiltiir numunesi kiivete doldurularak ODg30 nm de okuma yapilir.
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4. BULGULAR
C. perfringens tip A’nin alfa toksin {liretim optimizasyonu i¢in, farkli pH, farkli referans
sus, farkli besi yeri bilesenleri ve dehidre toz besiyerleri (BHI broth ve RCM medium) gibi

degisen parametreler kullanilarak alfa toksin iiretim performans denemeleri yapilmistir.

Asagida proses akis diyagrami verilmistir.

CK1 CK2 Uretim Kiiltiiri ~ Numune Hazirlama 1R

Supernatant ve diliie
numune

20 ml Dcncy tlipil 100 ml Sise 1,51t Biyoreaktbr veya 0.2 ul enjeksiyon

Erlen

4.1. Uretim 1
4.1.1. Cahisma Kkiiltiirii 1

-80 °C derin dondurucudan C. perfringens ATCC-13124 susu c¢ikarilarak oda
sicakliginda, ani 1s1l soklara maruz birakilmadan ¢6ziinmesi beklenir. Biyogiivenlik kabini
icerisinde steril kosullarda 20 mL M1-1 etli besi yerine ATCC-13124 susu ekimi yapilir (CK
1). 6 saat 37 °C inkiibasyona birakilir. Kiiltlir ortam1 saflik kontrolii preparat hazirlanarak
mikroskop altinda Gram boyama yontemi ile kontrol edilip, kiiltiirtin saf oldugundan emin

olduktan sonra 6l¢ek biiylitme yapilarak 50 mL CK-2 ye ge¢is yapilir.

4.1.2. Cahisma kiiltiirii 2

50 mL ik M1-1 (meat extract bileseni eklenmeden) besiyerine CK-1 ‘den 5-6 mL kiiltiir
CK-2 ye aktarilir. CK-2 12-16 saat 37 °C inkiibasyona birakilir. Kiiltiir ortamu saflik kontrolii,
kanli agara ¢izgi ekim ve Gram boyama ile kontrol edilir. Saf olduguna emin olduktan sonra

iretim kiiltiirii asamasi i¢in biyoreaktore aktarim gerceklestirilir.
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Gorsel 4.1. CK-1 kanl agar saflik kontroli 6rnegi

4.1.3. Uretim Kiiltiirii

2 L lik cam biyoreaktdre 1.5 mL M1-1 besi yeri hazirlanip steril edilerek kontrol paneli
baglantilar1 yapilir. Kontrol parametreleri: karigtirma hizi 100 rpm, ph 7.2 olarak ayarlanir. Bu
iiretimde sicaklik kontrolsiiz olarak iiretim denemesi yapilmigtir. Besi yeri ortami azot
gonderimi saglanarak anaerob kosullar saglanir. CK-2 kiltiirii biyoreaktdre steril sartlar
bozulmadan inokiile edilir. 4. saatte 6rnek alinarak OD o6l¢iilmiis ve saflik kontrolii i¢in kanl
agara ¢izim yapilir. OD degeri 0,2 olarak bulunmustur. 24. saat sonunda harvest gerceklestirilir.
OD ol¢iimii ve Gram boyama ile kontroller yapilir. 24 saatlik kiiltiir OD degeri 1,3 olarak

bulunmustur. Kiiltiire %0,8 lik formaldehit ilave edilerek 37 °C ‘de 7 giin inaktivasyona alinir.

4.1.4. Toksin titrasyon testi
Toksin titrasyon testi i¢in kiiltiir vakit kaybetmeden, 3000 rpm ‘de 10 dk siire ile santrifiij
yapilir. Olusan siipernatant alinir. Belirli diliisyonlarda numuneler hazirlanarak deneyimli ve

sertifikali kisi tarafindan farelere enjeksiyonlar gergeklestirilir.

24. saat ve 4. saat sonrasi alinan Orneklerden hazirlanan diliisyonlar toksin etkinligi
Ol¢iimii i¢in 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32 oraninda olacak sekilde hazirlanir ve farelere uygulama

yapilir. Uygulama sonucu higbir farede 6liim gézlenmemistir.

4.1.5. SDS-PAGE elektroforez ¢calismasi
CK 2 ve biyoreaktor 4. saat, 24. saat ve inaktivasyon sonrasi siipernatant drneklerine
SDS-Page Elektroforez ve giimiis boyama yontemi uygulanir ve molekiiler boyutu 43 kDa olan

alfa toksin varligi kontrol edilir.
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Gorsel 4.2. SDS-PAGE jel goriintiisii

4.1.6. Degerlendirme

C. perfingens Tip A alfa toksin, 2 L ‘lik biyoreaktorde iiretim yapilmistir, ancak toksin
salmimi olmadig1 diisiiniilmektedir. Bu iiretimde pH ve sicaklik kontrolsiiz olarak iiretim
denemesi gerceklestirilmistir. Yapilan aragtirmalarda, pH ve sicaklik parametrelerinin kontrollii
sartlar altinda olmasinin toksin tiretimi agisindan 6nemi dikkat cekmektedir. Bu deneme tiretimi
ile kontrollii sartlarda iiretim yapilmasiin toksin verimi agisindan olduk¢a onemli oldugu

gozlemlenmistir.

4.2. Uretim 2
4.2.1. Cahisma Kkiiltiirii 1

Baslik 4.1.1. de agiklandig1 sekilde tekrarlanir. Ayrica kiiltiir ortami saflik kontrolii
yapilir, OD degeri 3,1 olarak bulunmustur. Kiiltiiriin saf oldugundan emin olunduktan sonra

olgek biiyiitme yapilarak CK-2 ye gegilir.

4.2.2. Cahisma Kkiiltiirii 2

CK-1 ‘den 5-6 ml kiiltiir, 50 mL’lik steril M1-1 besiyerine aktarilir (CK-2). Et
parcalarindan alinmamasima dikkat edilir. Anaerob kosullar altinda 37 °C ’de 12-16 saat
inkiibasyona birakilir. Kiiltiir ortam1 saflik kontrolii, gram boyama ydntemi ile yapilir. OD
degeri 2,5 olarak bulunmustur. Saf olduguna emin olunduktan sonra iiretim kiiltiirii asamasi

icin biyoreaktore gecis yapilir.
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Gorsel 4.3. Calisma kiiltiir 1 ve ¢aligsma kiiltiir 2

4.2.3. Uretim kiiltiirii

Baslik 4.1.3. de acikladig: sekilde islemler yapilir. Besi yerine sterilizasyon sonrasi B
kismi + vitamin eklemesi yapilmistir. 50-60 mL CK-2 kiiltiirii, steril sartlar bozulmadan
biyoreaktore inokiile edilir. Karigtirma hiz1 100 rpm, pH 7 ve sicaklik 37 °C olarak kontrollii
kosullar altinda iiretime baslanir. 4. saatte 6rnek alinarak OD Ol¢iilmiis ve saflik kontrolii
yapilir. OD degeri 1,6 olarak bulunmustur. 6. saatte kiiltiir 6rnegi alinmis, Gram boyama, OD
ol¢timii yapilir ve toksin titrasyon testi i¢in drnek alinir. OD 2,2 olarak bulunmustur. Gece
biyoreaktor pH degeri 7,8’e ¢ikartilip daha sonra tekrar pH 6,8-7 araligina diistiriilerek iiretime
devam edilmistir. 24. saatte harvest yapilarak {iriin toplanir. OD 6l¢iimii ve toksin titrasyon testi
icin numune 6rnegi alinir. OD degeri 0,2 olarak bulunmustur. Kiiltiire %0,8 lik formaldehit

ilave edilerek 37 °C ‘de 7 giin inaktivasyona alinir.
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4.2.4. Toksin titrasyon testi
Baslik 4.1.4. de belirtildigi sekilde islemler yapilir.

4. saat, 6. saat ve 24. saat biyoreaktor 6rneklerinden toksin titrasyon testi yapilmis, sadece

6. saat 6rneginde sonu¢ 10 MLD bulunmustur. Diger saatlerde 6liim gézlemlenmemistir.

4.2.5. SDS-PAGE elektroforez ¢calismasi
CK 2 ve biyoreaktor 4. saat, 24. saat ve inaktivasyon sonrasi siipernatant drneklerine
SDS-Page Elektroforez ve giimiis boyama yontemi uygulanir ve molekiiler boyutu 43 kDa olan

alfa toksin varlig1 kontrol edilir.

Gorsel 4.4. Uretim 2 SDS-PAGE jel gériintiisii

Yiikleme sirasi

Marker

CK 1 son saat stipernatant

CK 2 son saat siipernatant
Biyoreaktor 4. saat siipernatant
Biyoreaktor 6. saat stipernatant

Biyoreaktor 24. saat slipernatant

N o A

Inaktivasyon sonrasi siipernatant

4.2.6. Degerlendirme;

Biyoreaktorde kontrollii kosullar altinda 100 rpm, 6,8-7 pH, 37 °C ’de {iretim yapilir.
Kiiltiirden alinan 4. ve 24. saat 6rnekleri ile yapilan toksin titrasyon test sonuglarinda 6lim
gozlemlenmemis, sadece 6. saat orneginde toksin titrasyon test sonucu 10 MLD ¢ikmistir.

Elektroforez ¢alisma sonucunda; 43 kDa olan alfa toksin varligin1 aramak i¢in, 37-50 kDa
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arasindaki bantlanmalar incelendiginde 6. saat 6rneginde toksin titrasyon testi ile uyumlu olarak

en yogun bantlanma gozlemlenmistir.

4.3. Uretim 3
4.3.1. Cahsma kiiltiirii 1

Baslik 4.1.1. de agiklandig1 sekilde tekrarlanir. Ayrica kiiltiir ortami saflik kontrolii
yapilmis ve 6 saat sonunda OD degeri 1,5 olarak dlgiilmistiir. Yapilan kontrollerde kiiltiiriin

saf oldugundan emin olduktan sonra dlgek biiyiitme yapilarak CK-2 ye geg¢is yapilir.

4.3.2. Cahisma Kkiiltiirii 2
50 mI’lik M1-1 besiyerine CK-1den 5-6 mL kiiltlir aktarilir (CK-2). Bashk 4.2.2. de
belirtildigi sekilde islemler yapilir. OD degeri 2 olarak Olgiilmiistiir. Saf olduguna emin

olduktan sonra tiretim kiiltiirii agamasi i¢in biyoreaktore gecis yapilir.

4.3.3. Uretim kiiltiirii

Baslik 4.2.3. de acikladig1 sekilde islemler yapilir. Besi yeri ortamina azot gonderimi
saglanarak anaerob kosullar saglanir. Steril sartlar bozulmadan inokiilasyon islemi
gergeklestirilir. Pendik susuyla gerceklestirilen bu iiretimde reaktorde cok fazla kopiik olustugu
icin yaklagik 30 mL %10 luk antifoam ilavesi yapilmistir. Buna bagli olarak asit ve baz dengesi
ara ara bozulmus pH degerinde inis ve ¢ikislar meydana gelmistir. 4. saatte 6rnek alinarak OD
Olcililmiis ve saflik kontrolii yapilmistir. OD degeri 1,4 olarak bulunmustur. Reaktor 6. saat
kiiltlir 6rnegi alinmis; gram boyama, OD o6l¢iimii yapilir ve toksin titrasyon testi i¢in drnek
alinir. OD 3 olarak dl¢iilmiistiir. 24. Saatin sonunda harvest yapilarak iiriin toplanir. OD 6l¢timii
ve toksin titrasyon testi icin numune ayrilir, kiiltiire %0,8 lik formaldehit ilave edilerek 37 °C

de 7 giin inaktivasyona alinir. OD degeri 2.4 olarak 6l¢iilmiistiir.
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Gorsel 4.5. Pendik susu biyoreaktor besi yeri ortami gortintiisii

4.3.4. Toksin titrasyon testi
Baslik 4.1.4. de belirtildigi sekilde islemler yapilir.

4. saat, 6. saat ve 24. saatlerinde biyoreaktor kiiltlir ortamindan 6rnek alinarak toksin
titrasyon testi yapilir. 4. saat 6rneginde sonug; 20 MLD olarak bulunmustur, 6. saat drneginde

sonug; 20-40 MLD bulunmustur, 24. saat 6rneginde hicbir farede 6lim gozlenmemistir.

4.3.5. Degerlendirme;

Pendik susu ile gergeklesen bu iiretim, toksin eldesi agisindan daha basarili olmustur.
Fakat kopiik olusumu nedeniyle fazla miktarda antifoam eklemesi yapilmis ve bununla iliskili
olarak pH degerinde ani inis ¢ikislar yasanmistir. Besiyeri hazirlanirken antifoam eklemesinin
daha iyi olacagina karar verilmistir. Toksin titrasyon testinde 1/2 ve 1/4 diliisyonlarda 6liimler

gerceklesmistir. Alfa toksin sentezinin kismen de olsa gerceklestigi diisiiniilmektedir.

4.4, Uretim 4
4.4.1. Cahisma Kkiiltiirii 1

Bu iretimde yine pendik susu kullamilmistir. Baglhik 4.1.1. de agiklandigi sekilde
tekrarlanir. Ayrica kiiltiir 6 saat sonunda Gram boyama ile saflik kontrolii yapilir, OD degeri
1.4 olarak olciilmistir. Kiiltiirlin saf oldugundan emin olunduktan sonra Ol¢ek biiyiitme

yapilarak CK-2 ye gecis yapilir.
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4.4.2. Cahisma kiiltiirii 2

CK-1den 10-12 mL kiiltiir, biyogiivenlik kabini icerisinde steril sartlarda 90 mL M1-1
besiyerine aktarilir. Baglik 4.2.2. de belirtildigi sekilde islemler yapilir. Yapilan kontrollerde
OD degeri 0,2 olarak bulunmustur. Saf olduguna emin olunduktan sonra liretim kiiltiiri asamasi

i¢in biyoreaktore gegis yapilir.

4.4.3. Uretim Kkiiltiirii

Baslik 4.2.3. de agikladigi sekilde islemler yapilir. Besi yeri ortamina antifoam ve vitamin
ilaveli ancak beef extract ilavesiz olarak iiretim baslatilmistir. Ureme ¢ok yavas devam etmistir.
Bu ylizden 6. Saatte 0rnek alinmamistir. 18. saatte 6rnek alinmig ve OD degeri 1,2 olarak
bulunmustur. 26 saattin sonunda kiiltiir harvest edilir. OD 6l¢iimii ve toksin titrasyon testi i¢in

ornek ayrilir. Kiiltiire %0,8 ‘lik formaldehit ilave edilerek 37 °C ‘de 7 giin inaktivasyona alinir.

4.4.4. Toksin Titrasyon Testi
Baslik 4.1.4. de belirtildigi sekilde islemler yapilir.

18. saat biyoreaktor kiiltiir 6rnegine toksin titrasyon testi yapilmistir. Sonug 10-20 MLD
arasinda bulunmustur. 26. saat sonundaki kiiltiirden alinan Ornekte ise fare Olimii

gozlenmemistir.

4.4.5. Degerlendirme;

Pendik susu ile gerceklesen C. perfingens Tip A iiretimi 2 L lik biyoreaktoérde kontollii
kosullarda pH 7,0, sicaklik 37 °C tamamlanmistir. Besi yeri ortamina beef extract eklenmemis
ve inokiilasyon miktar1 artirtlmistir. Son saat OD’si 1.4 olarak dl¢iilmiistiir. Sonuglara gore
besiyerine beef extract eklenmemesinin, iliremeyi yavaslattigi ve buna bagl olarak toksin

iiretimini azalttig1 diistintilm{istiir.

4.5. Uretim 5
4.5.1. Cahsma kiiltiirii 1

Bu iiretimde yine Pendik ve ATCC-13124 C. perfringens suslar1 kullanilmistir. Bashk
4.1.1. de agiklandig sekilde tekrarlanir. Ayrica her iki kiiltiir 6 saat 37 °C ‘de inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon sonunda saflik kontrolii Gram boyama ile yapilir, kiiltiirlerin saf

oldugundan emin olunduktan sonra 6lgek biiylitme yapilarak CK-2 ye gegilir.

4.5.2. Cahisma Kkiiltiirii 2
Her iki sus anaerob kosullar altinda CK-1 den CK-2 ye 10-15 mL kiiltlir alinarak gecis
yapilir. Baghk 4.2.2. de belirtildigi sekilde islemler yapilir. Saf olduklarina emin olunduktan
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sonra ATCC-13124 susunu igeren CK-2, iretim kiiltiirii asamasi i¢in biyoreaktore, Pendik

susunu i¢eren CK-2 ise 2 It lik erlene inokiile edilir.

Gorsel 4.6. CK 2 mikroskop altinda Gram boyam yapilmis saflik kontrolii goriintiisii

4.5.3. Uretim Kiiltiirii

Baslik 4.2.3. de acikladig1 sekilde islemler yapilir. Besi yeri ortami vitamin ilaveli olarak
ve ayrica bacto pepton yerine protease pepton kullanilmistir. ATCC-13124 susunu iceren CK
2 kiiltiirtiniin tiimi (100 mL) biyoreaktore inokiile edilir. Biyoreaktor tiretimi, pH 7.0, 37 °C ve
100 rpm karistirmada kontrollii olarak baslatilir. Uretim boyunca kiiltiir ortamina, 2 saatte bir
1-2 dk’lik azot beslemeleri yapilir. 6. ve 24. saatlerde OD, saflik kontrolleri ve toksin titrasyon
testi icin numune alinir. 24. saat sonunda kiiltiir %0,8 ‘lik formaldehit ilave edilerek 37 °C ‘de

7 giin inaktivasyona alinir.

Erlende ise Pendik susunu igeren kiiltiir tiretimi yapilir, 1.5 L vitamin ilaveli besiyerine
inokiile edilir. Manyetik karistiric1 ile karistirma saglanir. Belirli araliklarla pH ol¢iilerek
kontrolleri manuel olarak yapilir. 6. ve 24. saatlerde OD, saflik kontrolii ve toksin titrasyon
testi icin numune alinir. 24. Saat sonunda kiiltiire %0,8 ‘lik formaldehit ilave edilerek 37 °C ‘de

7 giin inaktivasyona alinir.

4.5.4. Toksin Titrasyon Testi
Baslik 4.1.4. de belirtildigi sekilde islemler yapilir.

C. perfringens ATCC-13124 susu ile iiretimi yapilan kiiltiirden alinan numunelerden 6.

saat OD degeri 5.7 ve 24.saat OD degeri ise 4.3 olarak bulunmustur. Bu kiiltiirden alinan
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numunelerden elde edilen supernatanttan belirli oranlarda diliisyon hazirlanmistir. Farelere

enjekte edilen bu numunelerden 6. saat 80 MLD ve 24. Saat 40-60 MLD deger elde edilir.

Pendik susu ile tiretilen erlenden alinan numunelerden. 6. saat OD degeri 0,6 ve 24. saat
OD degeri 0,35 olarak bulunmustur. Bu kiiltirden alinan numunelerden elde edilen
siipernatanttan yine ayni oranlarda diliisyonlar hazirlanir. Farelere enjekte edilen bu

numunelerden 6. saatte 6liim gozlenmemistir ve 24. saat 20 MLD alt1 deger elde edilmistir.

4.5.5. Degerlendirme

Yapilan deneme {iiretimleri arasinda alfa toksin iiretimi degerinde ciddi bir artis elde
edilmistir. 6. saatte 80 MLD degeri elde edilmistir. Besi yerindeki pepton tiirliniin degisimi ve
2 saatte bir diizenli olarak yapilan azot beslemesinin, toksin iiretimini artirict etkisi oldugu
distniilmektedir. Bu asamadan itibaren ATCC-13124 susu ile deneme iretimleri devam
edecektir. Pendik susu ile gerceklesen iiretimlerde hem alfa toksin miktarinin diisiik olmast,

hem de iiretim sirasinda meydana gelen kopiik olusumu, islemleri oldukg¢a zorlagtirmaktadir.

Ayrica, sekil 4.7’ de M1-1 besi yerine ayni saatte ayni sekilde ekimi yapilan ATCC-13124
ve Pendik iiretim kiiltiirleri mevcuttur. ATCC-13124 susunda gozle goriiliir oranda tireme

olurken Pendik susunda heniiz lireme gozle goriiliir oranda ger¢eklesmemistir.

Gorsel 4.7. Ayni saate ekimi yapilan ATCC ve Pendik susu goriintiisii
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4.6. Uretim 6
4.6.1. Cahisma kiiltiirii 1

Bu iretimde yine ve ATCC-13124 C. perfringens kullanilmistir. — 80 °C derin
dondurucudan ATCC-13124 susu cikarilarak oda sicakliginda, ani 1si1l soklara maruz
birakilmadan ¢6ziinmesi beklenir. Biyogiivenlik kabininde deney tiipiinde bulunan steril 20 mL
BHI (Brain Heart Infusion) besi yerine ATCC-13124 susu ekilmistir (CK 1). 6 saat 37 °C ‘de
inkiibasyona birakilir. 6. saatte iireme goriilmedigi i¢in 8. ve 10. saatlerindeki iireme durumu
gbozlemlenmemistir. Bu saatlerde ’de iireme gozlenmedigi icin CK 2 gecis yapilmamustir.
Kiiltiir ortam1 saflik kontrolii Gram boyama ile yapilir. 16. saat kiiltiir numunesinde az miktarda

iireme gozlenmistir. OD degeri bakilmamustir.

4.6.2. Degerlendirme
C. perfringens ATCC-13124 susunun BHI hazir besi yeri ortaminda lireme hiz1 ¢ok diisiik

oldugu i¢in CK 2 ve iiretim kiiltlirleri denenmemistir.

4.7. Uretim 7
4.7.1. Cahisma Kkiiltiirii 1

Bu iiretimde 2 adet iiretim planlanmistir yine ATCC-13124 C. perfringens kullanilir.
Baslik 4.1.1. ‘de aciklandig1 sekilde tekrarlanmistir. Ayrica kiiltlir ortamlart saflik kontroli
Gram boyama yontemi ile yapilir. Yapilan kontrollerde kiiltiirlerin saf oldugundan emin

olunduktan sonra 6l¢ek biiyilitme yapilarak CK-2 ye gecis yapilir.

4.7.2. Cahisma Kkiiltiirii 2
CK-1 ’den 10-12 mL kiiltiir biyogiivenlik kabini igerisinde steril sartlarda, 2 ser adet 90
mL M1-1 besiyerlerine aktarilir. Baslik 4.2.2. ‘de belirtildigi sekilde islemler yapilir.

4.7.3. Uretim Kiiltiirii

Hem biyoreaktéorde hem de erlende 2 farkli iiretim ve bilesenden olusan besi yeri
denemesi yapilmistir. Biyoreaktorde 1.5 L hacminde besi yeri ortamina vitamin ilaveli ve ayrica
bacto pepton yerine protease pepton kullanilmistir ve tryptone ortamdan ¢ikarilir.
Biyoreaktérde bulunan modifiye M1-1 besi yerine ATCC-13124 susunu igeren CK-2
kiiltiirtinlin timii (100 mL) inokiile edilir. Biyoreaktor tiretim sartlari, Ph 7.0, sicaklik 37 °C ve
100 rpm karistirma kosullarinda kontrollii olarak baglatilir. Kiiltiir ortamina, 2 ‘ser saat
araliklarla 2 dk boyunca azot beslemesi yapilir. 6. ve 24. saatlerde OD 0l¢iimii ve toksin

titrasyon testi icin 6rnek alinir. OD degeri 6. Saatte 2,4 ve 24 saatte 3.1 olarak bulunmusgtur.
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Erlende bulunan besi yerine ise biyoreaktér ortamindan farkli olarak bacto peptone
kullanilmig, strese sokmak amaciyla da starch eklenmemistir. CK-2 kiiltiirinden digeri
biyogiivenlik kabini icerisinde erlene inokiile edilir ve 37 °C ‘de inkiibasyona birakilarak
iiretime baslanir. Belirli araliklarla kiiltiir ortaminin pH kontrolii pH stripleri ile yapilir. 6. ve
24. saatlerde OD kontrolii ve toksin titrasyon testi i¢in 6rnek alinmistir. OD degeri 6. saatte 2,1

ve 24 saatte 2,7 olarak bulunmustur.

4.7.4. Toksin titrasyon testi

Biyoreaktor kiiltiirlinden ve erlen kiiltiiriinden 6. ve 24. saatlerinde alinan 6rnekler ayn
oranda diliisyonlar1 yapilarak, drnek alindiktan sonra vakit kaybi olmadan bu diliie toksinler
hemen farelere enjekte edilir. Biyoreaktor kiiltiiriinden alinan 6rneklerde 6. saat 20-40 MLD ve
24. saat ise 20 MLD alt1 olarak bulunmustur. Erlen kiiltiirlinden alinan 6rneklerden ise her iki

ornek 6. saat ve 24. saat icinde 20 MLD alt1 olarak bulunmustur.

4.7.5. Degerlendirme

Besi yerlerinde yapilan degisikliklerin toksin {iretimini diisiirdiigli tespit edilmistir.
Erlende iiretilen kiiltiiriin, ortam sartlar1 kontrol edilemedigi i¢in toksin iiretiminin diisiik
oldugu diisliniilmektedir. Biyoreaktor besi yeri ortaminda yapilan degisikliklerde de toksin

iiretiminin diistiigii gézlenmistir.

4.8. Uretim 8
4.8.1. Cahisma Kkiiltiirii 1

Bu iiretimde yine ATCC-13124 C. perfringens kullanilmistir. Baglik 4.1.1. de agiklandig1
sekilde tekrarlanir. Ayrica kiiltiir ortamlar saflik kontrolleri Gram boyama yontemi ile yapilir.

Yapilan kontrollerde kiiltiirlerin saf olduguna emin olunduktan sonra 6l¢ek biiyiitme yapilarak

CK-2 ye gecis yapilir.

4.8.2. Cahisma Kkiiltiirii 2
CK-1den 10-12 mL kiiltiir biyogiivenlik kabini igerisinde steril sartlarda, 2 adet 90 mL
M1-1 besiyerlerine aktarilir. Baglik 4.2.2. de belirtildigi sekilde islemler yapilir.

4.8.3. Uretim Kiiltiirii

Hem biyoreaktdorde hem de erlende 2 farkli iiretim ve bilesenden olusan besi yeri
denemesi yapilmistir. Biyoreaktérde 1.5 L hacminde besi yeri ortaminda vitamin eklenir ve
protease pepton kullanilmistir Biyoreaktdrde bulunan modifiye besi yerine ATCC-13124
susunu iceren CK 2 kiiltiiriiniin tiimii (50 mL) inokule edilir. Biyoreaktor sartlari, pH 7.0,

sicaklik 37 °C ve 100 rpm karistirma hiz1 kosullarinda kontrollii olarak iiretim baslatilir. Kiiltiir
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ortamina 2 saat araliklarla 2 dk boyunca azot beslemesi yapilmistir. 6, 8, 10 ve 24. saatlerinde
de toksin titrasyon testi i¢in 6rnek alinir. OD degeri sadece 6. Saatte 5,4 ve 24. saatte 3.8 olarak

bulunmustur. Diger saatlerde OD degeri bakilmamistir.

Erlende bulunan besi yerine ise biyoreaktor ortamindan farkli olarak RCM besi yeri
kullanilmigtir. CK 2 kiiltiirtinden biyogiivenlik kabini igerisinde inokiile islemi yapilir. 37 °C
‘de tiretime baglanir. Belirli araliklarla kiiltiir ortaminin pH kontrolii pH stripleri ile yapilir. 6,
8 ve 24. saatlerde toksin titrasyon testi i¢in 6rnek alinmistir. OD degeri 6. saatte 0,5 ve 24. saatte

1,84 olarak bulunmustur. 8. saatte OD degeri bakilmamustir.

4.8.4. Toksin titrasyon testi

Biyoreaktor kiiltiiriinden 6, 8, 10 ve 24. saatlerde ve erlen kiiltlirlinden 6, 8 ve 24.
saatlerde alinan 6rnekler ayn1 oranda diliisyonlar1 yapilarak, 6rnek alindiktan sonra vakit kaybi
olmadan diliie toksinler hemen farelere enjekte edilir. Biyoreaktor kiiltiirinden alinan
orneklerde 6. saat 100 MLD fiizeri, 8. Saat 80-100 MLD arasi, 10. saat 80 MLD alt1 24. saat 40
MLD alt1 olarak bulunmustur.

Erlen kiiltiirtinden alinan 6rneklerde ise 6. saat 20 MLD alt1 olarak bulunmustur ve bu

yiizden 24. saate bakilmamustir.

4.8.5. Degerlendirme

ATCC-13124 susu ile biyoreaktor kosullarinda vitamin eklemeli ve protease peptonlu
modifiye M1-1 besi yerlerinde iiretilen kiiltiirlerde en yiiksek toksin seviyesine ulasilmigtir.
Besi yerinde pepton kaynagi olarak protease pepton kullanilmasinin, B kismina vitamin
eklemesi yapilmasinin gerekli oldugu sonucuna varilmistir. Biyoreaktor kosullar1 olarak en iyi
sonuglarin alindig1 pH 6.8-7.0 araligi, sicaklik 37 °C ve 100 rpm karistirma sartlarinin alfa
toksin iiretimi i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Erlende iiretilen kiiltiir ortami1 sartlarinin,

kontrol edilemedigi i¢in, toksin iiretimi agisindan verimli olmadig1 goriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan bu ¢alismada tiim Ck 1 besi yerlerinde M1-1 etli besi yeri ve Ck 2 de ise M1-1
modifiye clostridial besi yeri kullanilmistir. Uretim kiiltiirleri besi yerlerinde Modifiye M1-1,
RCM ve BHI besi yeri denemeleri yapilmistir. Yapilan arastirmalarda Mariano E. ve dig,
yaptig1 calismada C. perfringens tip A iiretimde yaygin kullanilan 3 besi yerinde en 1yi sonug
BHI da alinmistir; ancak bu ¢alismada yapilan deneme iiretimlerinde BHI ile yapilan iiretimde
CKI1 de 16. saatin sonunda tireme miktarinin gézle goriliir diizeyde az oldugu tespit edilmistir
bu yiizden 6lgek biiyilitme islemlerine gecilmemistir. Bu deneme ile besi yeri olarak BHI nin
kullaniminin iiretim acgisinda mantikli olmadig1 karar verilmistir ve bir sonraki iiretimlerde
kullanilmamistir. RCM besi yeri ile yapilan iiretimde {iremenin normal oldugunu ancak toksin
iiretim miktarinin az oldugu goriilmiistiir. Biyoreaktor kiiltiiriinde RCM’li besi yeri ortami
denenmemistir bu deneme erlenle sinirli kalmistir ancak erlende iiretilen M1-1 besi yerindeki
elde edilen MLD degerleri karsilastirildiginda yine RCM besi yeri ortamlar1 kullanimina sicak
bakilmamistir. Modifiye M1-1 clostridial besi yerinde bazi deneme iiretimlerinde starch,
dextrose ve tryptone gibi bilesenler bakteriyi strese sokma amaci ile besi ortamindan
cikarilmistir ancak {iremenin ve toksin iiretiminin diistiigii tespit edilmistir. Yine modifiye M1-
1 clostridial besi yerine sterilizasyon sonrasi vitamin eklenmesi ve ayrica bacto pepton yerine
protease pepton kullanilmasi toksin {liretimini O6nemli Ol¢lide artirdigr alinan sonuglarda
goriilmektedir. En yiiksek oranda MLD degerine M1-1 clostridial besi yerinde ulasilmistir.
Yapilan arastirmalarda clostridial tiirler i¢in en uygun besi yeri M1-1 clostridial besidir ve bu
caligmadada ulasilan sonuglardan bu agik olarak géziikmetedir. Bu besi yeri modifiye edilerek
alfa toksin salinimi miktart arttirilmistir. Yapilan bu calisma ile ATCC-13124 referans kodlu

sus i¢in en uygun besi yeri ortami1 M1-1 modifiye clostridial besi olarak belirlenmistir.

Tablo 5.1. Yapilan tiretimlerde elde edilen sonuglar
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Tiim Uretim Tablosu

Sug  Reaktdr/Eren (1,51) Besiyeri 4.saat Tok. Titr.  6.saat Tok. Titr. 8. saat Tok. Titr. 10.saat Tok. Titr. 18, saat Tok. Titr. 24.saatTok. Titr. 26, Saat Tok. Titr.

Denemel  ATCC Biyoreaktér Modifiye M1-1
x 10MLD _ _ _ X
Deneme2  ATCC Biyoreaktdr Modifiye M1-1
20 MLD 20-40 MLD _ _ . X
Deneme3  Pendik Biyoreaktdr Modifiye M1-1
_ _ _ 10-20MLD _ X
Denemed4  Pendik Biyoreaktdr Modifiye M1-1
_ 20MLD _ _ _ 40-60 MLD
ATCC Biyoreaktdr Modifiye M1-1
Deneme5
_ x _ _ _ 20MLD
Pendik Erlen Modifiye M1-1
Deneme 6
ATCC CK1L BHI
= 20-40 MLD _ _ . 20MLD &
ATCC Biyoreaktdr Modifiye M1-1
Deneme 7
- 20MLD | _ _ _ 20MLD
ATCC Erlen Modifiye M1-1
) = 100-125MLD 80-100MLD 80MLD alti = 40MLD
Denemes  ATCC Biyoreaktdr Modifiye M1-1
- 20MLD 4 _ _ _
ATCC Erlen RCM

Bu arastirmada 2 farkli susun alfa toksin liretim diizeyleride arastirilmistir. Kullanillan bu
suslar ATCC-13124 referans kodlu ve Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Mudurligi
tarafindan izole edilen sustur. Pendik susu hem biyoreaktdr kosullarinda hem de erlen kiiltiirii
iretiminde kopiik olusumu gozlenmistir. Bu kopiik olusumu hem erlen hem de biyoreaktor
Olceginde problemler olusturmaktadir. Biyoreaktorde pH kontroliiniin zorlasmasina ve
dolayisiyla besi ortaminin asitlik derecesinin artmasina, hava filtresinin tikanmasina dolayisiyla
besi ortaminin ¢ozlinmiis azot degerini etkilemektedir. Kopiik kiric1 kullanilmistir ancak kopiik
olusum miktar1 fazla oldugu icin yetersiz kalmistir. Koptik kirict miktari arttirilmistir bu da
ortamdaki proteinlerin yikimlanmalarina sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu gibi
sebeplerden dolay1 biyoreaktdr sisteminin isletimini ciddi derecede zorlastirmaktadir. Olgek
biiylitme yapildiginda iiretim hacmi biiyiidiigiinde kopiik olusumu daha ciddi sonuglara sebep
olabilcegi diisiiniilmektedir. Sonug olarak alfa toksin iiretimi seviyesi diisiik kalmaktadir ve
fazla miktarda kopiik olusumundan dolay1 Pendik susu kullanimi tercih edilmemistir. Tiim bu
nedenlerden dolay1 ATCC-13124 susu ile {iretim yapilmasina karar verilmistir. ATCC-13124
susunda kopiik olusumu minimum diizeydedir. Besi ortamina kopiik kirici eklendigi takdirde
boyle bir sorunla karsilagilmamistir. Besi yeri ortamina antifoam eklenmesi ile kopiik
olusumunun engellenmesi ortamdaki proteinlerin yikimlanmasini engellemektedir. Besi ortami
zenginlestirildiginde ATCC-13124 susu alfa toksin fiiretimi 100-125 MLD degerine
ulagilmakatadir. Yapilan arastirmalarda 100 MLD iizeri iyi bir deger oldugu sonucuna

ulagilmistir. Tiim bu nedenlerden dolay alfa toksin tiretimi icin ATCC-13124 referans susu
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kullaniminda verim artmistir ve biyoreaktor parametlerinin isletimi ag¢isindan ise Pendik susuna

gore daha kolaydir.

Yapilan arastirmalarda toksin iiretiminin bakteriyel lireme egrisine baktigimizda log
fazda toksin iiretiminin maksimum oldugu belirtilmistir. Uretimde elde ettigimiz baz tiiketim
grafigine Sekil 5.1°de bakacak olursak 6 — 7. saatleri arasinda log fazi tamamlamaktadir. 7.5
saatlerde duragan faza ge¢mektedir. Bu saatten sonra besi ortamina salinan toksinler ortamda
yikimlanmaktadir. Siire ilerledikge 10.” den 24.” e kadar ortamdaki alfa toksin seviyesi
azalmaktadir. Bu grafikte 6liim fazi tayin edilememektedir. 7.5 saatte sabitlenen baz tiiketim

miktar1 bize diger fazlar hakkinda bilgi vermektedir. Oliim faz1 hakkinda bilgi verememektedir.

— EAST.¥alue:bh 5.0 ml

History Plot
ATCC CFR

CFR DGU1ZZ{Finiahed| Selectica :06.01.2022 10:31:50 - 03012022 05:30:5d

Tixe / hwurs [GHT +2|G7H Stendact Saeti

Sekil 5.1. Bioastat B + CpA alfa toksin iiretim siirecinde tiiketilen baz grafigi

Tablo 5.3’e baktigimizda log fazda yani 6. saatte 100-125 MLD aras1 alfa toksin {iretimi
saglanmistir. Tablo 5.3 ’e baktigimizda 6-8. saatleri arasinda toksin miktarinin maksimum
oldugu goriilmiistiir. Duragan faza gectikten sonra toksin miktar1 10. saatte diislise gectigi
toksinlerin yapisinin bozuldugu diisiiniilmektedir. Ayrica 24. Saatin sonunda alfa toksin miktar1
40 MLD ye kadar diistigii tespit edilmistir. Reaktdrde tim islemler 24 saat siireyle
gergeklestirilmistir. Ancak elde edilen verilere gore 6-8. saatleri arasinda harvest isleminin
tamamlanmas1 gerekmektedir. Bu saatler arasinda ortamdaki toksin miktar1 maksimumdur.
Isletim siiresinin kisalmasi hem verimin artmasi hemde isletim maliyetlerinin azalmasi

acisindan dnemlidir.

Erlende yapilan iiretimlerde kontrolsiiz sartlar oldugu ig¢in, kismi karistirma

saglanabilmis ve pH kontrolii saglanamadigi sadece 37 °C ortam kosullar1 saglanabilmistir.
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CK2 de anaerobik jar kullanilmistir. Ancak iiretim kiiltliriinde erlenlerde ihtiya¢ duyulmamastir.
Bu yiizden erlende yapilan iiretimlerde hem OD degerleri hem de farelerdeki MLD degerleri
diisiikk bulunmustur. Biyoreaktor kosullarinda iiretim kiiltiir 1 ‘de sicaklik kontrolsiiz iiretim
yapilmistir; ancak farelerde 6liim gozlenmemistir. Bu ylizden diger tiim tiretimlerde sicaklik 37
°C’ de kontrollii olarak proses isletilmistir. Karistirma, pH ve sicaklik parametrelerin kontrollii
kosullar altinda alfa toksin iiretimi i¢in dnemli oldugu ve biyoreaktdrlerin bu gibi liretimler i¢in
onem arz edildigi agikca goriilmektedir. Biyoreaktdr bu gibi ¢alismalarda steril sartlarin
korunumuna olanak saglamasi, arzu edilen parametrelerin kontrollii sartlar altinda
saglanabilmesi, ph, sicaklik, Oz vb. parametrelerin silirekli olarak anlik Ol¢limii
yapilabilmektedir ve bu 6l¢iimlere gore otomatik miidahale edebilmesi tiretimlerde 6nem arz
etmektedir. Erlen kiiltiiriine gore steril sartlarda kiiltiir ortamima miidahale daha kolaydir.
Biyoreaktorde 1s1 transferi ve kiitle transferi daha iyi saglanir. Kiitle transferinin iyi bir sekilde
saglanamaz ise bakteriler yeterli derecede beslenememesi s6z konusudur. Biyoreaktorde 1s1 ve
kiitle aktarimi homojen olarak saglanabilmektedir. Kullanim1 ve bakim kolayligi sayesinde

biyotransformasyon siire¢lerin de pek ¢ok kolaylik saglamaktadir.

Ayrica besi ortamina inokiilasyon yapilmadan 6nce azot verilerek besi ortaminda anaerob
ortam olusturulmasi ve sonrasinda inokiilasyon yapilarak iiretimin baglatilmasi gerekmektedir.
CK1’ lerin tiimii anaerobik jarda inkiibasyona birakilmistir. CK2 baslangi¢ denemeleri jarda
inkiibasyona birakilmis ancak daha sonra oda sicakligi sartlarinda inkiibasyona alinmistir.
Bakteriyel iiremede herhangi bir olumsuzluk goézlemlenmedigi i¢in CK2 de anaerobik jar
kullanimina gerek olmadigina karar verilmistir. Uretim sirasinda azot beslemesi yapilmayan
iretim ile 2 ‘ser saat veya 4 er saat araliklarla besi ortamina azot beslenmesi yapilan alfa toksin
tiretimi seviyesinde farklilik oldugu gozlemlenmistir. Belirli aralikla besi ortamina azot

beslemesi yapilmasi, alfa toksin {iretim verimini artirmak icin gereklidir.

SDS- PAGE jelinde Sekil 4.4 ‘de goriildiigli gibi bantlanmalar bizlere alfa toksin veya
ortamda bulunan diger proteinler hakkinda bilgi vermektedir. Kiiltiir ortamindan alinan
ornekler santrifiijlendikten sonra elektroferez islemi yapilmistir. Jelde bircok bantlanma
gorilmektedir. Kiiltiir ortam1 harvest islemi yapildiktan sonra saflastirma islemine tabi tutulursa
bantlanmalarin daha az olacag1 ve 43 kDa boyutundaki bantlanmanin daha belirgin bir sekilde
goriilebilecegi ve ayirt edilebilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan arastirmalarda amonyum siilfat
ile ¢oktiirme veya TFF saflagtirma sistemleri ile kismi saflastirma yapildiktan sonra 43 kDa
‘liikk bantlanmanin daha belirgin ve ayirt edilebilir olacag: diisiiniilmektedir. Kiiltiir ortaminin

24. saatte ortamdaki alfa toksin ve ortamdaki diger proteinlerin yapisi bozulmustur.
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Formaldehit ile inaktivasyon islemi ile alfa toksin ve diger proteinlerin tiimiiniin yapisi

bozulmustur. inaktivasyon sonrasi jelde hicbir bantlanma gériillmemistir.

Besi yeri ortamin pH degeri alfa toksin iiretimi i¢in en 6nemli parametreler arasinda
oldugu goriilmiistiir. pH degistirilerek bakteride stres olusturulmaya calisilmistir. Inokiilasyon
7.2 pH da yapilip ph degeri 4. saatten sonra 6.5 ‘e kadar diismesi saglanip, tekrar 6.7 ye
setlendiginde maksimum alfa toksin iiretimi degerine ulagilmistir. Bu ¢alismadan pH degerinin

6.5—7 arasinda olmasi gerektigi sonucuna ulasilmistir.

Sonug¢ olarak yapilan caligmada biyoreaktdrde modifiye M1-1 clostridial besi yeri
ortamina bacto pepton ve vitamin eklemesi yapilmalidir. Modifiye besi yeri ortami bakteriyel
biliylime ve toksin salinimi agisindan daha avantajlidir. Bu bilesenlerin verimi arttirdig: elde
edilen sonuglardan goriilmektedir. Besi ortami kontrollii sartlarda isletilmelidir. Biyoreaktor
baslangi¢ parametreleri 37 °C, 100 rpm, pH 7.2 olarak ayarlanmalidir. pH 4. saatten sonra 6.5-
7 arasma diisiiriilmelidir. Besi yeri ortamina diizenli olarak 2 saat aralikla azot beslemesi
yapilmalidir. Harvest islemi 6. ve 8. saatleri arasinda yapilmalidir. Toksin miktarinin
maksimum oldugu siire olarak 6 — 8. saat olarak belirlenmistir. Besi ortamina antifoam eklemesi

ithtiyac halinde minimum diizeyde yapilmaladir.
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