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Investigation on the Presence of Spoilage Bacteria Clostridium estertheticum in
Vacuum-Packed Beef by PCR

Abstract: One of the psychrophilic Clostridia , Clostridium estertheticum has been recognized as
causative agents of “blown pack” spoilage of vacuum-packed chilled (0-4°C) meats indicative of odor and
vacuum pack distension. Therefore, this stuy was planned to investigate the presence of potential spoilage
bacteria, Clostridium estertheticum in vacuum-paked beef. For this, DNA samples from 70 vacuum-packed
beef from Istanbul, Turkey were analysed for the presence of Clostridium estertheticum DNA by PCR. No
targeted Clostridium estertheticum DNA was found in the samples, In conclusion, although no positivity for
Clostridium estertheticum found in this study, it should be monitored in meat sectory whether this bacteria
causes spoilage in vacuum-packed beef in Turkey or not. In this study, presence of Clostridium estertheticum
was investigated by PCR for the first time in Turkey and the results will aid scientific infomation and
background to meat sectory .
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Ozet: Psikrofil Klostridiumlardan Clostridium estertheticum vakum paketli sogukea (0-4°C) tutulan
etlerde bozulmalara ve dolayisiyla koku ve bombaja (blown pack) neden olmaktadir. Bu nedenle bu
calismada, vakum paketli etlerde potansiyel bozulmaya neden olabilecek Clostridium estertheticum varlifinin
arastiriimasi amaglandt. Bu amaca yénelik olarak, degisik firmalardan temin edilen 70 vakum paketli siir eti
Clostridium estertheticum DNA’st yoninden PCR ile incelendi. incelenen DNA 6rneklerinde hedeflenen
Clostridium estertheticm DNA’s1 saptanmadi. Sonug¢ olarak ¢aligmada vakum paketli sigir etlerinde
Clostridium estertheticum saptanmamis olsa da etkenin Glkemizde et sektdriinde problem olusturup
olusturmadi izlenmelidir. Bu calisma ile etken PCR ile iilkemizde ilk kez arastinlarak sektdre ve
arastiricilara bilimsei katki saglanmaya ¢ahsilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium estertheticum, sigir eti, vakum paket, PCR
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Psikrofil klostridiumlardan Clostridium estertheticum ve daha az oranda
Clostridium gasigenes vakum paketli sogukta (0-4 °C) tutulan kunuzi etlerde
bozulmalara ve dolayisiyla koku ve bombaja (blown pack) neden olmaktadir (2, 6, 8,
9). Her ne kadar psikrofil mikroorganizmalar 22 °C nin iizerindeki sicakliklarda {ireme
imkanina sahip olmasalar da, sporlar kotii kosullara ve yiiksek 1s1iya dayamiklidir (11).
Bu nedenle sigir gaitasi ve toprak parcalanyla sigirlarin derisi veya ayaklarina yapisan
sporlar mezbaha ortamina tasinarak, uygun kosullar buldugunda (soguk, nem ve diger
faktorler) vejetatif hale doniisiip ¢ogalarak mezbahalardaki psikrofil bakteri saysimin
artisina neden olmaktadwr (1, 5, 7, 10, 12). Etkenin vakum paketli etlere kesim ve
paketlemeyi de igeren iiretim asamlarinda bulasabilecedi bildirilmistir (3, 6, 9).
Hayvanlarin ayaklan ve dis derilerine bulasmadaki baslica kaynagin yasam alanlarinda
yani ¢evrelerinde bulunan etken oldugu bildirilmistir (3, 7, 10). Hayvanlarin digkist,
derileri ve ortamda bulunan bakteriler kesim sirasinda etlerine yapigmakta ve buradan
paketlere kadar ilerleyebilen bir zincirle bulagma sekillenmektedir (1, 10). Ayrica ¢ok az
oranda da olsa, konvey6ér ve vakumlama swrasinda da bulagsmalarin olabilecegi
bildirilmistir (9).

Vakum paketli kirmizi etlerde bozulmalar gézlendiinde, mezbahalarin ve
sogukta tutulan vakum paketlerin Clostridium estertheticum yoniinden arastirilmasinda
yarar vardir. Etken standart izolasyon yontemleri ile zor iiredigi igin, saptama amaciyla
molekiiler yontemlere gereksinim duyulmaktadir (3, 5). Bu amacgla PCR en sik
kullamlan yéntemdir (3, 4, 8). PCR, spesifiklik ve duyarliliinin yiiksek olmasi ve hizli
olmasi nedeniyle tercih edilen bir yontemdir.

Bu c¢aligmanmn amaci, vakum paketli etlerde potansiyel bozulmaya neden
olabilecek Clostridium estertheticum varhigim PCR ile arastirmak ve bulunma sikhif
hakkinda bilgi edinmektir.

Materyal ve Metot
Ornekler ve DNA ekstraksiyonu

Calismada, degisik firmalara ait vakum paketli sigir etleri piyasadan (satig
noktalarindan) 2008 yilinda temin edildi. Toplam 70 adet vakum paketin i¢inde biriken
sivi ayri ependorflara aseptik kosullarda alinarak DNA ekstraksiyonuna tabi tutuldu.
Ekstraksiyon DNA kan kiti (Macherey-Nagel, NucleoSpin Blood, 740951.50)
kullanilarak, firmanin bildirdigi yénteme gore yapildi. Ozetle, proteinaz-K ile yapilan
inkiibasyondan sonra gerekli ¢ozeltiler eklenerek ve yikanarak DNA ekstraksiyonu
tamamlandi. DNA 6rnekleri PCR asamasma kadar -20°C de tutuldu. Ekstraksiyon
sonucu elde edilen tiriindeki DNA miktan, Nanodrop cihaz: ile §l¢iildii.

PCR
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Calhismada kullanilan primerler MACVECTOR ver. 5 programu kullanilarak
hazirland: ve Clostridium estertheticum 16S rribosomal DNA (rDNA) geni hedeflendi
(NCIMB 12511, Accession No. $46734). Primerlerin sirasiyla 173-197 ve 813-792
pozisyonlarina baglanarak 641 bp iriin elde edilmesi amaclandi. Forward, 5-
TGATCGCATGATCTTAACATCAAAG ve Reverse, 3-
TCGACCCCGACACCTAGTATT diziliminden olusan primerler, Genosys (United
Kingdom) firmas: tarafindan sentezlendi. PCR reaksiyonu, Tag Master Mix (Qiagen,
Tag Master Mix) ile farkli konsantrasyonlarda primerler ve pozitif kontrol (Dr.
Christopher Helps, University of Bristol, Veterinary School, United Kingdom)
kullamlarak standardize edildi. Standart PCR reaksiyonu, 1.5 mM MgCl, iceren I1XPCR
bufer, 0.2 mM dNTP’ler ve 1 Unite Tag, 0.3 uM her primer ve 5 pl hedef DNA
eklenerek total miktar 40 ul olacak sekilde hazirlandi. PCR, 94 °C de 5 dk, 94 °C de 1
dk, 60 °C de 1 dk ve 72 °C de 1 dk olmak lizere son ii¢ basamak 40 siklus olarak
gerceklestirildi (BioRad-DNAengine, 1.U. Veteriner Fakiiltesi, Viroloji AbD). PCR
driinleri %1 agaroz (Sigma) ve 0.5 uM/ml ethidium bromide igeren jel iginde, TAE
buffer (Qiagen) kullanilarak elektroforez yapildiktan sonra UV altinda incelendi.

Bulgular

Organoleptik agidan vakum paketlerde koku ve bombaj tespit edilmedi.
Nanodrop cihazi ile yapilan DNA 8l¢iimi sonucunda, ekstraksiyon iriinlerinde DNA
miktar1 30-40 ng/pl arasinda degistidi saptandi. incelenen 70 6rnekten elde edilen DNA
orneklerinde ve negatif kontrolde hedeflenen Clostridium estertheticum DNA’s1 (641bp

iirlin) saptanmadi. Buna karsin pozitif kontrolde, 641 bp PCR triinii saptand: (Sekil 1).

Tartisma ve Sonucg

Clostridium estertheticum bazi tilkelerde, 6zellikle ingiltere ve Yeni Zellanda’da,
koku ve bombajla karakterize ciddi bozulmalara (blown pack) ve bunun sonucunda
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (4, 8). Calisma iilkemizde, vakum paketli sigir
etlerinde Clostridium estertheticum arastirilmasma yénelik ilk caligmadir ve etkenin
izolasyonu zor oldugu i¢cin molekiiler yéntemden yararlamilmistir. Bu calismada PCR’1n
tercih nedeni duyarlihiimin ve spesifikligiginin yiiksek olmasi ve lizli bir ydntem
olmasidir. Testin duyarlih@: ve spesifikligi daha 6nceki ¢aligmayla (8) ortaya konuldugu
i¢in, bu caliymada tekrar duyarlilik ve spesifiklige yonelik ¢aligma yapilmamugtir.
Ancak primerler ve hedef DNA degisik miktarlarda kullamlarak, test standardize
edilmistir. Bu test igin kullamilan primerler Helps ve ark. (8) tarafindan Primer 3
programu kullamlarak gen bankasinda meveut Clostridium estertheticum sekanslarindan
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yararlamlip hazirlanmistir (8). Primerler M-fold programinda denenmis ve sekonder
vapi izlenmemistir (8). Bu primerler bu ¢alismada da kullamlmus ve PCR yapilarak
vakum paketli si@ir etlerinde bozulmalar ggriildiigiinde etlerde Clostridium
estertheticum saptanabilece@i gosterilmistir. Bu sayede tilkemizde bu konuda yasanan
veya yasanacak problemlerde yardimci olunabilecektir.

Sekil1 : PCRile pozitif kontrolde elde edilen 641 bp driiniin jel elektroforez gériintisa.

Figure 1 : Gel electrophoresis of 641 bp PCR product seen in positive control. /-5: Incelenen
orneklerden bazilari; 6: Negatif kontrol; 7: Pozitif kontrol; 8: Molekiiler belirtegler
(100bp, 250bp, 500bp, 1000bp, 2000bp).

Clostridium estertheticum s131ir eti sektoriinde 6nemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Ancak etkenin molekiiler yontemlerle saptanmasma yonelik yapilan
calismalar sinirli sayidadir (3, 4, 8). Bu nedenle, s6z konusu etken hakkinda iilkemizde
de caligmalarin yapilmasinda yarar vardw. Calismada Clostridium estertheticum
saptanmamug olsa da, vakumlu siZir etlerinde sorun yasayan et sektorii ve arastiricilara
151k tutaca@i kamsindayiz.

ingiltere ve Yeni Zellanda’da yapilan ¢alismalarda, etkenin kaynag arastirilmak
lizere vakum paketli kirmiz: etler ve ¢evresel drnekler incelenmis ve etkenin mezbaha
ortarundan kaynaklanabilecedi saptannustir (3, 4, 8). Etkenin mezbaha ortanunda ve
vakum paketlerde iireyebilmesi i¢in, diisiik 1siya ihtiyact vardir. Bu nedenle soguk
ortamlarda uzun siire tutulan vakum paketli etlerde bozulmalara neden olmaktadir.
Calismada etkenin saptanamamasinin nedeni iilkemizde vakum paketli etlerle ilgili
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uygulamalara bagh olabilece@i gibi bu calismada incelenen &rneklerin problemli
drneklerden olmamasina da bagh olabilir. Clinkii vakum paketli etlerle ilgili problemler,
daha ¢ok uzun siireli muhafaza edilmeleri sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Ulkemizde vakum
paketli etler genellikle uzun siireli sogukta tutulmadan tiiketilmektedir. K&tii koku ve
bombaj sorununun sik yasandidi ingiltere ve Yeni Zelanda gibi iilkelerde (4, 8) ise
vakum paketli etler uzun siireli tutulabilmektedir.

Sonug olarak “blown pack™ nedeni olabilen etkenler, hijyen kosullarimn iyi
olmad:ig ortam ve iglemeden kéken alan ve uzun siireli muhafaza edilen vakum paketli
etlerde problemler olusturmaktadir. Ulkemizde ise, bu sorunun ciddiyetinin daha fazla
calismalarla ortaya konulmasinda yarar vardir. Ayrica vakum paketli sigir etlerinde
yapilacak olan 6nleme ve kontrole yonelik yasal diizenlemelerde, Clostridium
estertheticum varh@imin arastirilmas: yonii dikkate alimmahdir. Etkenin kontrolu igin,
saptamaya yonelik testlerin mutlaka glindeme alinmasi ve molekiiler yéntemlerden PCR
ve real-time PCR yonteminin tercih edilmesinde yarar vardir.
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