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TAVUK ORJINLi TERMOFILiK CAMPYLOBACTER TURLERININ BiOFiLM
OZELLIKLERIi VE ANTIBiYOTIiK DUYARLILIKLARI

Ozgiin OZKAN
Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2012
Damsman: Prof. Dr. Fuat AYDIN

KISA OZET

Bu calismada tavuk orjinli termofilik Campylobacter tiirlerinin biyofilm 6zellikleri ve
antibiyotik duyarliliklar1 arastirildi. Arastirma kapsaminda termofilik Campylobacter tiirlerinin
izolasyonu amaciyla broylerlerden 100 adet barsak, ayni broylerlere ait 100 adet karkas ve
yumurtaci tavuklardan 100 adet diski 6rnegi incelendi. Ornekler izolasyon amaciyla mCCDA
(cefoperazone charcoal desoxycholate agar)’a ekildi. Termofilik Campylobacter’lerin
identifikasyonunda fenotipik testler ve PZR (Polymerase Chain Reaction)’den yararlanildi.

Izolasyon sonuglarina gore broyler barsak orneklerinin % 94°ii, broyler karkas orneklerinin
%1001, yumurtact diski 6rneklerinin % 84’ii termofilik Campylobacter tiirleri yoniinden pozitif
bulundu ve toplam 348 termofilik Campylobacter izolat1 (337 C. jejuni ve 11 adet C. coli) elde
edildi. Elde edilen C. jejuni izolatlar1 i¢inden rastgele secilen 60 adet (her bir orijinden 20 adet
olmak {iizere) izolat, biyofilm olusturma o6zelligi yoniinden incelendi. Biyofilm ozellikleri
acisindan broyler karkas, broyler barsak ve yumurtaci digki ornekleri arasinda fark gézlenmedi.
Incelenen 60 adet C.jejuni izolatinin 34 adedi biyofilm olusturmazken, 25 adedinin zayif, 1
adedinin ise orta derecede biyofilm olusturdugu tespit edildi. Biyofilm o6zellikleri incelenen
toplam 60 adet C. jejuni izolatinin antibiyotik duyarliliklar1 E test yontemi ile belirlendi. Tiim
suslarin trimetoprime-sulfametoksazol’e direngli oldugu, gentamisine, duyarh oldugu saptandi.
Strastyla eritromisin, metronidazol, enrofloksasin, amoksisilin ve tetrasiklin duyarliliklar1 %
96,7, % 45, % 91,7, % 16,7 ve % 53,3 olarak saptandi. Zayif ve orta derecede biyofilm
olusturan izolatlarla biyofilm olusturmayan izolatlar arasinda antibiyotik duyarlilig1 agisindan

fark gozlenmedi.

Sonug¢ olarak, termofilik Campylobacter tiirlerinin tavuklardaki yiiksek izolasyon orani
kiimeslerde ve kesimhanelerde hijyen kurallarina yeterince uyulmadigimi diisiindiirmektedir.
Campylobacter enfeksiyonlarinda siklikla kullanilan antibiyotiklerin direngliligi de g6z Oniinde
bulunduruldugunda kanatli etinin insan saghig acisindan ciddi bir risk oldugu sonucuna

varilmigtir.

Anahtar Kkelimeler: Antibiyotik duyarlilik, biofilm, camylobacter, tavuk
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BIOFILM FEATURES AND ANTIMICROBIAL SUSCEPTABILITY OF CHICKEN
ORIGINATED - THERMOPHILIC CAMPYLOBACTER STRAINS
Ozgiin OZKAN

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology
Master’ s Thesis, January 2012
Supervisor: Prof. Dr. Fuat AYDIN

ABSTRACT

In this study, biofilm features and antibiotic susceptibilities of chicken-originated thermophilic
Campylobacter species were investigated. For the isolation of thermophilic Campylobacter
species, 100 samples of intestine from broilers, 100 samples of carcass belonging to the same
broilers and 100 samples of feces from layer hens were examined. The samples were plated onto
mCCD (cefoperazone charcoal desoxycholate) agar for the isolation. In order to identify
thermophilic Campylobacter spp., phenotypic tests and PCR (polymerase chain reaction) were
performed.

According to isolation results, 94% of broiler intestine samples, 100% of broiler carcass
samples, 84% of layer hen feces samples were found positive for thermophilic Campylobacter
species, A total of 348 Thermophilic Campylobacter strains (337 C. jejuni and 11 C. coli) were
obtained. 60 C. jejuni strains (20 strains from each origin) were randomly selected among C.
Jjejuni isolates were examined in terms of biofilm formation feature. No difference was observed
on biofilm features among broiler carcass, broiler intestine and layer hen samples. It was
detected that while 34 samples of 60 C. jejuni isolates did not form biofilm, 25 of them formed
it weakly and 1 of them formed it moderately. Antibiotic susceptibilities of 60 samples of C.
Jjejuni stains were determined with Test E method. It is monitored that all strains were resistant
to sulfametaxazol — trimetoprim and sensitive to gentamicin. Susceptibilities of erythromycin,
metronidazole, enrofloxacin, amoxicillin and tetracycline were 96,7%, 45%, 91,7%, 16,7% and
53,3% respectively. No difference for antibiotic susceptibility was observed among isolates that
weakly and moderately form biofilm and those that did not form biofilm.

In conclusion, high isolation rates of thermophilic Campylobacter species in in chicken causes
us to think that hygienic measures in coops and slaughterhouses are not fulfilled properly.
Having in mind the resilience of antibiotics that are frequently used in Campylobacter

infections, poultry meat is a serious risk for human health.

Keywords : Antibiotic susceptibility, biofilm, campylobacter, chicken
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1.GIRIS VE AMAC

Campylobacteriozis tim diinyada yaygin olarak goriilen zoonotik bir enfeksiyondur.
Cesitli evcil hayvanlarin gastrointestinal ve genital sistemin normal florasinda
bulunurlar. Bu hayvanlarin diskilar1 ile kontamine olmus et, siit ve i¢cme sularinin
tiikketilmesi ile veya kontamine iiriinlerle direkt temas sonucu insanlara bulagabilen bir

enfeksiyondur (1, 2).

Ozellikle 90’1 yillardan itibaren gelismis iilkelerde Campylobacter enfeksiyonlarma
Salmonella ve Shigella enfeksiyonlarindan daha sik rastlanmaya baslanmistir. Yapilan
caligmalarda  gelismis {ilkelerde = Campylobacter tiirlerinin neden oldugu
gastroenteritlerin % 90’indan C. jejuni, % 5-10’undan da C. coli’nin sorumlu bulundugu
bildirilmektedir (3). Insanlarda ciddi enfeksiyonlarda kullanilan kinolonlar, beta-laktam
gurubu antibiyotikler ve makrolidler gibi bircok antibiyotige karsi diren¢ gosteren

Campylobacter suglarinin giderek arttig1 gosterilmistir (4).

Bir¢ok caligma insanlarda ve hayvanlarda Campylobacteriosis’in en yaygin nedeninin
termofilik Campylobacterler oldugunu gostermektedir. Ureme 1silarmin kanath viicut
1s1s1na uygun olmasindan dolayi1 termofilik Campylobacter olarak adlandirilan C. jejuni,
C. coli ve C. lari’nin kanath barsagina adaptasyonu oldukc¢a fazladir ve normal barsak
florasinda hastalik olusturmadan bulunurlar. Termofilik tiirler icerisinde ise bagirsak

mukozasinda 6zellikle C. jejuni kolonizasyonuna rastlanmaktadir ( 3, 5, 6).
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Uretim asamasinda hem tavuk eti hem de yumurta Campylobacter tiirleri ile kontamine
olabilmektedir. Bu sebeple Campylobacter kaynakl gastroenteritlerin en yaygin nedeni
tavuk eti olarak bildirilmektedir (7). Kontaminasyonun onlenmesi amaci ile kullanilan
dezenfektanlar ve tedavi amaci ile kullanilan antibiyotikler Campylobacter tiirlerinin
planktonik formlar1 iizerine etkili olmalarmna karsin, etkenin biyofilm formlarina

yeterince etkili olamamaktadir (4).
Bu caligmanin amaci,

*  Yumurtac1 ve broylerlerden izole edilen termofilik Campylobacter tiirlerinin

biyofilm olusturma 6zelliklerinin ve antibiyotik duyarliliklarinin arastirilmasi,

*  Yumurtac1t ve broyler Ornekleri arasinda biyofilm olusum diizeylerinin

karsilastirmasi

* Biyofilm ve plaktonik formlar1 arasindaki antibiyotik duyarhilik farkliliklarinin

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1.SINIFLANDIRMA

Campylobacterler’le ilgili ilk smiflandirma, 1963 yilinda yapilmistir. Bu
smiflandirmaya gore Campylobacterler’in vibriolardan farkli bir tiir olduklar1 ve bu
mikroorganizmalarin fenotipik o©zellikleri dikkate alinarak Spirillaceae tfamilyasi
icerisinde C. fetus ve C .bubulus olarak adlandirilan 2 cins icerisine alindiklar1
bildirilmistir. Bu siniflamadan on yil sonra biyokimyasal ve immiinolojik 6zellikleri ile
G + C icerigine gore siniflandirma yeniden diizenlemis ve daha 6nce V. jejuni ve V. coli
olarak siniflandirilan 2 tiir de C. jejuni ve C. coli ad1 ile Campylobacter cinsi icerisine

dahil edilmistir (8).

Bakterilerin son siniflandirmasinda fenotipik 6zelliklerden cok bakteri DN Asindaki 16S
rDNA dizilerinin baz olarak alindigr genotipik yontemler kullanilmaktadir.
Campylobacterler, Campylobacterler’le iliskili diger bakterileri ve isimlendirilemeyen
Campylobacter benzeri mikroorganizmalar, Vandamme and Ley tarafindan, DNA-RNA
hibridizasyon yontemi, 16 S ribozomal RNA sekans analizleri ve immiin tiplendirme
teknikleri kullanilarak Proteobacteria takimi icerisinde "rDNA superfamily VI" adli
yeni bir filogenetik gruba dahil edilmistir. Aymi arastirmacilar, Superfamily VI

icerisindeki bakterileri, gosterdikleri filogenetik heterojeniteye gore, kendi aralarinda ii¢
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RNA homoloji gurubuna ayirmislardir. RNA homoloji I'de gercek Campylobacterler ve
Bacteroides ureolyticus, TDNA homoloji II’de Arcobacter cinsi, IDNA homoloji III’de
Helicobacter cinsi ve Wollinella succinogenes yer almaktadir. rDNA homoloji gurup I
ve II icerisindeki bakteriler filogenetik olarak yakm iligkili olduklarindan

Campylobacteraceae familyasi icerisinde yer almaktadir (9).

Son olarak 2007 de yapilan calismalarda Campylobacteraceae familyasinda
Campylobacter, Arcobacter ve  Sulfurospirillum cinslerinin  bulundugu ve

Campylobacter cinsine ait 17 tiir ve 8 alt tiir bulundugu gosterilmistir (10). (Sekil 2.1).
Alem: Bacteria

Bolim: Proteobacteria

Simuf: Epsilonproteobacteria

Takim: Campylobacterales

Aile: Campylobacteraceae

Cins: Campylobacter

G feiury sy e (L 14630)
._.|_ G fejuri subsp degded (D01 74144)
- G, col (L19738)
| !_l— C fan (LDAS16)
— O Insulasmgras (AJEZ0504)
| | — . halvelicus (LO03022)
| —— & upsalonaln (L14508)
1 O fefus subep. fefus (L14533)
C fetus subsp. venereals (DOQ174131)
| L. hyolnlestinads subsp. hyoimesfinalis (AFDOTESD)
_|: C. lamtenas [AF0A3425)
G hyointestinals subsp. lswsond (AFDETSE5)
C. mucasabs (DO174173)
i C. concisus (LOA3Z2)
C. curves (DQ174765)
. ~ . hominis (AJ251584)
i > C. spuforum subsp. sputorum (XETTTS)
3 . rectus (LO4317)
[ b— & showae (LOBST4)
! G. graciis (LO4220)
— — Ba. ureclicus (LO4321)
— A nitrafigifis (L14627)
. - _'[ — A cryaerophils (L14624)
A, skimowii [L145235)
= |—_S defeianum (Y13671)
|_ & hamegi (AFTRARLT)
&, halorespirans (AF2180TE)
5 arcachonense (Y11561)
H. pylon (Z25741)
H. hepaticus (LOTST4)
W succinogemes (MBB15S)
Bu. capacia (LFBESET)

Sekil 2.1.Campylobacter genusu ve filogenetik olarak yakin olan genuslar.(10).
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Campylobacter cinsi icinde yer alan tiirler ve alt tiirler sunlardir; C. fetus subsp.fetus,
C.fetus subsp. venerealis, C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis, C. helveticus, C.
hyointestinalis subsp. hyointestinalis, C. hyointestinalis subsp. Lawsonii, C. sputorum,
C. faecalis, C. mucosalis, C. concisus, C. showae, C. curvus, C. rectus, C. gracilis, C.

hominis, C. lanienae (11)
2.2.MORFOLOJIK VE FiZYOLOJIiK OZELLIiKLERI

Campylobacter ismi Yunanca ‘“egik-cubukcuk” anlammma gelen “kampylos”
kelimesinden tiiretilmistir. Campylobacterler Gram negatif, kapsiilsiiz, sporsuz
bakterilerdir. 0,5-5 pum uzunlugunda, 0,2-0,9 pm genisliginde comak formundadirlar.
Diger bakterilere oranla daha ince bir yapiya sahip olduklarindan 0,65 ve 0,45 pum
capindaki filtrelerden gecebilirler. Campylobacterler mono ya da bipolar monotrik
flagellalar1 sayesinde aktif hareketlidirler. Taze preparatlarda faz-kontrast veya karanlik
saha mikroskobunda tirbiison benzeri "cork screw" hizli hareketleri tipiktir.
Campylobacterler kivrimlarinin sayisia baglh olarak mikroskopta S, virgiil ya da marti
kanad1 seklinde goriiniirler (11, 12, 13). Kat1 besiyerinde {iiretilen yeni kolonilerden
hazirlanan preparatlarda spiral veya flemantoz sekil daha belirgin iken, eskimis kiiltiirde
veya yiiksek oksijenli ortamda kokoid sekle (Dormand, VBNC-Viable but non-
culturable) doniisebilirler (12, 13). Fimbria veya piluslar1 yoktur. Aside direngli
olmadiklar1 icin alkalen-metilen mavisi, kristal viyole ve karbol fuksinle iyi boyanirlar.

DNA’larinin G+C orani1 termofilik tiirlerde % 30-36 diger tiirlerde % 29-46’dir (12).

Campylobacterler’in hiicre duvar1 digta lipoprotein tabaka, ortada lipopolisakkarit
tabaka ve icte mukopeptid tabakadan olusur ki bu yap1 diger bakterilerde de aynidir.
Fosforile glikolipitlerden olusan Lipopolisakkarit (LPS) ya da Lipooligosakkarit (LOS)
yap1i, dis membranda yer alir ve Campylobacter tiirlerinin major yiizey antijenlerini
icerirler. LPS de yer alan ve tekrarlayan oligosakkarit iinitelerinin lineer birlesmesinden
olusan O-polisakkarit zinciri, anomerik konfiigiirasyonunda ve tekrarlayan seker
tinitelerinde degisiklikler gostererek O-antijenine 6zgiinliigiinii kazandirmaktadir (14).
Campylobacter enfeksiyonu sirasinda bakteriye ait bu antijenik determinantlara karsi
gelisen antikor cevabi, sinir hiicresi myelin tabakasindaki gangliozid reseptdrlerinin
tahribine sebep olur. Boylece, Guillain-Barre sendromu (GBS) ve Miller-Fisher
sendromu olarak tanimlanan periferik sinir hiicrelerinde myelin kaybina baglh olarak

gelisen norolojik komplikasyonlar ortaya ¢ikar (15). Bir diger 6nemli ylizey antijeni de
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Campylobacterler’in  flagellasin1  olusturan Flagellin adi verilen proteindir.
Campylobacter enfeksiyonlar1 sirasinda, flagelline karsi intestinal (IgA) ve serum (IgM,

IgG) antikorlarinin olustugu bildirilmektedir (16).
2.3.BiYOKIMYASAL OZELLIiKLERi

Campylobacter gracilis disinda tim Campylobacter tiirleri oksidaz pozitiftir. Yine
katalaz negatif ya da zayif katalaz reaksiyonu gosteren C. upsaliensis harig, tiim
Campylobacter tiirleri katalaz pozitiftir. Campylobacterler jelatini ve iireyi hidroliz
etmezler. Lipaz aktiviteleri yoktur. Karbonhidratlar1 kullanamadiklar1i i¢in Voges
Proskauer ve Metil Red testleri negatiftir. Diger enterik bakterilerin ¢ogunda oldugu
gibi nitratlar1 rediikte ederler (12, 17). Campylobacterler’in TSI agarda H,S olusturma,
nitrat rediiksiyonu, hippuratin hidrolizi ve 1s1 tolerans testleri gibi smnirli sayidaki

fenotipik 6zellikten yararlanilmaktadir (11).
2.4.UREME VE KULTUR OZELLIiKLERI

Optimal tireme 1silar1 37 °C’dir. Campylobacter tiirlerinin ¢ogu obligat mikroaerofilik
bakteriler olup, iiremelerinde %10 CO,, %5 O, ve %85 N;’a gereksinim duyarlar ve en
iyi 48-72 saatte iirerler (11, 17). Optimum iireme sartlarinin olugmasi acisindan
atmosferdeki CO, miktar1 tiirler arasinda farklilik gosterebilir. Riboniikleotid rediiktaz
enziminin aktivasyonu i¢in, % 5-15 O, konsantrasyonunda oksijene ihtiya¢ duyan
C.jejuni ortamdaki yiiksek oksijen yogunlugunda iireyemez. Buna karsilik, C. fetus, C.
sputorum C. concisus ve C. mucosalis gibi baz1 Campylobacter tiirleri, fumarat, aspartat
veya nitrat gibi elektron akseptorlerinin varliginda, anaerop ortamda da iireyebilirler

17).

Mikroaerofilik ortam, desikator icerisine mum yerlestirilmesi, anaerobik jarlarin havasi
almip yerine % 5 O,, % 10 CO, ve % 85 N, gaz karigimlarinin verilmesi ya da
giinlimiizde daha ¢ok tercih edilen yontem olan Campy-Pack, Campy-Gen v.d. gibi
ticari olarak iiretilen, kullamima hazir, gaz iireten iyon zarflarinin yerlestirilmesi ile

saglanir (12).

Campylobacter genomunun diger bakterilere oranla daha kiiciik olmasi sebebi ile
metabolik aktiviteleri, daha yavas ve secicidir. Campylobacterler giiclii oksidaz
aktivitesine sahip olmalarina ragmen 6 -fosfofruktokinaz enzimleri yoktur. Bu sebeple,

karbonhidratlar1 oksidatif veya fermentatif yolla metabolize edemezler. Ureme icin
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gerekli olan enerjiyi trikarboksilik asit siklusundan elde ederler. Siklusa dahil ettikleri
karbon ve nitrojeni aminoasitlerden ve atmosferdeki CO,’den saglarlar. Karbon
metabolizmasinin son {iriinleri asetat, format ve laktattir (18). Metabolik defekt sebebi
ile in vitro sartlarda adi besiyerlerinde iiretilmeleri son derece zordur. Uremenin
optimizasyonu i¢in besiyerine protein, yag ve eser element kaynagi olarak % 7-10
oraninda defibrine at, koyun veya insan kani ve B vitamin kompleksleri ve cesitli
suplementler ilave edilmektedir. Campylobacterler, 24-48 saat mikroaerofilik
atmosferde inkiibasyon siiresi sonunda, mukoid, saydam, hemoliz yapmayan, birbirine
karisma egilimindeki kolonileri gozle goriilir hale gelmektedir. Ancak, nem orani
koloni morfolojisini etkilemektedir. Nem oran1 diisiik besiyerlerinde 1-2 mm c¢apinda,
diizgiin, graniiler tarzda, gri veya kahverengi renkte, parlak koloniler olusurken, nem
oram yiiksek besiyerlerinde, capt 10 mm’ye kadar ulasabilen, basik, yaygin, diizensiz
kenarli ve gri renkte koloniler olusmaktadir Koloni morfolojileri tiirler arasinda, hatta

ayni tiir i¢inde bile farklilik gosterebilir (11, 12).

Campylobacterler normal sartlarda kiiltiire edilmelerine karsm, olumsuz kosullarda
(besin yetersizligi, yliksek ya da diisiik sicaklik derecesi, aerobik ortam, kiiltiiriin
eskimesi, antibiyotiklerin varliginda), mikroskopta kokoid sekilde goriilen canli fakat

kiiltiire edilemeyen forma doniismektedir (19).
2.5.FiZIKSEL VE KIMYASAL ETKENLERE DUYARLILIK

Campylobacterler’in diisiik 1s1iya duyarli olmalarma ragmen, dogal sularda uzun siire
yasayabilmeleri, bu sulardaki diger fermentatif mikroorganizmalarin iiriinii olan format
ve maleat1 solunumlarinda, substrat olarak kullanabilmeleri ile agiklanmistir. Yiiksek
1s1ya son derece duyarli olan Campylobacterler kat1 ve sivi gidalar icerisinde 60 °C de
kisa siirede inaktif hale gelirler. Yine standart sartlarda klorlanan i¢gme suyu ve pastorize

edilmis siit icerisindeki Campylobacterler hizla dliirler (20).

Campylobacterler, makrolidler ve kinolon grubu antibakteriyel ajanlara genellikle
duyarli, sefalothin, sefaperazon, sefazolin gibi sefalosporin grubu antibakteriyel
ajanlarla trimethoprime kars1 direnclidirler. C.lari suslarinda nalidiksik asite de direng

tant koydurucu olup onun diger termofilik tiirlerden ayirt edilmesinde kullanilir (21).
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Campylobacter cinsine ait bakteriler cevresel strese duyarl olsalar da pek cok bakteri
gibi kendilerini bu stres faktorlerinin 6ldiiriicti ya da gelismeyi engelleyici etkilerinden
korumay1 basaracak farkl formlara doniisebilmektedirler. Bu formlarin basinda VBNC
formu gelmektedir. Bu forma doniisen Campylobacterler’in genellikle hiicresel
morfolojileri de degismektedir. Etkenlerin soguk ylizey sularinda, VBNC formda
aylarca canli kalabildikleri saptanmustir (22, 23). Campylobacterler’in c¢evresel
etkilerden korunmasi i¢in en uygun alanlardan birinin de biyofilm yapilar oldugu ve
Campylobacterler’in olusturdugu biyofilm yapilarin antibiyotik, dezenfektan ve
cevresel sicaklik derecelerine karsi koruyucu 6zellik gosterdigi bildirilmistir. Ayrica C.

Jjejuni’nin biyofilm yapilarda da VBNC formda bulunabilecegi gosterilmistir (24).
2.6.CAMPYLOBACTER ENFEKSIYONLARI

Campylobacter tiirleri normal barsak florasinda bulunmakta ve bu hayvanlarda enterik
enfeksiyonlar ve genital sistem enfeksiyonlarna neden olmaktadir. C.jejuni’nin
insanlarda goriilen gastroenteritlerin onemli sebeplerinden oldugu belirtilmistir (25, 26,

27, 28).

C. fetus subsp. fetus, koyunlarda epidemik, sigirlarda sporadik abortuslara, diger
hayvanlarda sporadik enfeksiyonlara neden olurlar. C.fetus subsp. venerealis, sadece
sigirlarda bulunur ve abortus veya infertilite ile seyreden veneral enfeksiyona neden
olur. C. jejuni, C. coli ve C. lari, ortak konaklara sahiptir ve benzer enfeksiyonlar
olustururlar. Cesitli hayvan tiirlerinin ve insanlarin barsaklarina yerlesir, basta
gastroenterit ve abortus olmak {izere cesitli enfeksiyonlara neden olurlar. C. upsaliensis
ve C. helveticus, kedi, kopek ve insanlarda bulunur ve intestinal kokenli enfeksiyonlara
neden olurlar. C. faecalis sigir ve koyunlarin digkilarinda bulunurlar. C. sputorum, boga
prepusyumunda, insanlarin agiz boslugunda, gingiva florasinda yer alir ve hastaliga
neden olmaz. C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis, C. hyointestinalis subsp.
Lawsonii, C. hyoilei ve C. mucosalis’in primer konagi domuzlardir. C. concisus, C.
showae, C. curvus ve C. rectus insanlarin gingival bosluklarinda bulunurlar ve
periodontal hastaliklara neden olurlar. C. gracilis insanlarin bas boyun ve visseral derin
yumusak dokularinda enfeksiyonlara neden olurlar. C. hominis ve C. lanienae insan

barsaklarindan izole edilmislerdir (11).



2.7.CAMPYLOBACTER ENFEKSIYONLARINDA TANI
2.7.1.Mikroskopik Inceleme

Klinik materyal etken yoniinden, taze preparatlarda veya boyali preparatlarda
karakteristik hareket veya goriiniimlerinin tespiti acisindan degerlendirilmelidir. Ornek
alindiktan sonra iki saat icinde, karanhk saha veya faz-kontrast mikroskobunda
incelenir. Bu incelemede Campylobacterler’in tirbuson tarzinda, hizli tipik

hareketlerinin goriilmesi taniya yardim eder.

Gram boyama veya sadece % 1’lik bazik fuksin ile boyanarak soluk pembe renkte,
mart1 kanadi, S veya virgiil seklindeki tipik goriinimleri aranir. Campylobacter
enfeksiyonlarinda, direkt mikroskobiye ait yontemlerin duyarlilig1 cesitli yayinlarda %

66-94 olarak bildirilmektedir (21).
2.7.2.Kiiltiir Ortaminda Izolasyon

Besiyerleri, ekim yapildiktan sonra 37°C’de % 5 O,, % 10 CO, ve % 85 N, iceren
mikroaerofilik ortamda inkiibe edilir. Campylobacterler kanli agarda 24-48 saatlik
inkiibasyon sonunda, 0,3-0,5 mm c¢apinda, su damlast gibi nemli, gri/beyaz, hemoliz
yapmayan tipik kolonileri olusurlar. Kansiz komiir tozu iceren besiyerinde ise; 72-96
saatlik inkiibasyon sonunda 0,5 mm c¢apinda, grimsi renkte, bazen metalik refle veren

diiz yiizeyli ancak yayilma egilimi gosteren koloniler olustururlar (21).
2.7.3.1dendifikasyon

Kat1 besiyerlerinde {iretilen siipheli koloniler koloni morfolojileri, mikroskobik
morfolojik ozellikleri, oksidaz ve katalaz aktiviteleri, 1s1, tuz ve glisin tolerans testleri,
antibakteriyel duyarliliklar1 ile hippurati hidrolize edebilme 6zelliklerini gore identifiye
edilirler (29). Hippurat hidroliz testi, C.jejuni’yi diger tiirlerden ayiran en Onemli
biyokimyasal testtir. Ancak hippurikaz negatif C.jejuni suslarmminin gosterilmesi,
hippurat hidroliz testinin identifikasyondaki degerini azaltmistir. Diisiik hippiirikaz
aktivitesinin bu testte belirlenememesi ve ekilen bakteri yogunlugunun yontemin

duyarliligin etkilemesi bu testin dezavantaji olarak gosterilmektedir (30).
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2.7.4.Molekiiler Tam1 Yontemleri

Campylobacterler’in tanisinda kullanilan klasik identifikasyon yontemleri, uygulanmasi
zor, pahali, zaman alici, diisiik duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugundan son yillarda
klinik orneklerden Campylobacter tanisinda, daha yiiksek duyarlilik ve ozgiilliige sahip
olan Niikleik asit amplifikasyonu bazli molekiiler yontemler kullanilmaya baslanmistir.
Molekiiler tan1 yontemleri ile Campylobacter tiirlerinin genom diizeyinde tanimlanmasi
ve tiplendirilmesinin yan1 sira, patogenez ve antibakteriyel direncinden sorumlu genler

ve gen mutasyonlarinin tespiti de miimkiin olabilmektedir (31,32).
2.7.4.1.Polimeraz Zincir Rekasiyonu (PZR)

Tiirler icindeki genetik farkliliklarin belirlenmesi, tiirler arasindaki farkliliklarin
belirlenmesinden daha zordur. DNA dizisindeki farkliliklar ve mutasyonlar sonucu
ortaya cikan varyasyonlar her zaman fenotipe yansimayabilir. Ustelik ayn1 yapidaki
genler farkli fenotipik Ozelliklerin kaynagi da olabilmektedir. Bu nedenlerden dolay1
ozellikle ayni tiirtin farkli bireyleri arasindaki farkliliklar en kesin ve dogru bicimde

molekiiler tiplendirme yontemleri kullanilarak ortaya konulabilmektedir (33).

Gonzalez et al, C. jejuni ve C. coli’nin ayriminda her iki tiirde farkli dizilim gosteren ve
siderofor tasima proteinini kodlayan ceuE genini kullandiklarini bildirmislerdir (34).
PZR reaksiyonu ii¢ asamada gerceklesmektedir. Bunlar sirasiyla; hedef DNA cift
zincirinin a¢ilmasi (denaturation; 94°C’de 30-90 saniye), primerin baglanmasi
(annealing; 55-60 °C’de 0,5-2 dakika) ve primerin uzamasi (extension; 72°C’de 1
dakika) asamalaridir. Bu sicaklik dongiisii 30-35 defa tekrar ettirildikten sonra
polimerizasyonun tam olarak gerceklesmesi i¢in son asamada 5 dakika daha beklenerek
reaksiyon tamamlanir. Bir sonraki kullanimina kadar PZR {iriinleri 4-25°C’de bekletilir.
Burada her bir dongiiden sonra olusan zincirler yeni dongiiniin hedef zinciri olarak

gorev yapmaktadir (35).

Campylobacter tiirlerinin  molekiiler tamimlanmasinda asagidaki  bilgilerden

faydalanilmaktadir (31).
1. Termofilik Campylobacter tiirlerinin 23S rDNA geni

2. Bu gende 43. ve 69. heliksler arasinda yer alan 491bp uzunlugundaki spesifik
bolge
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3. Alu I ve Tsp 5091 restriksiyon enzimleriyle kesim sonucu elde edilen DNA

fragmentlerinin polimorfizmi

Tip bazinda molekiiler tanimlamada kullanilan kriterler Tablo 2.1°de her tiir i¢in

verilmistir

Tablo 2.1.Tip bazinda molekiiler tanimlamada kullanilan kriterler (31).

Tip Alul Tsp 5091

C.jejuni 202bp /166 bp/ 124 bp 491 bp

C.coli 290bp/ 202bp 491 bp

C.upseliensis 290 bp/ 202bp 339 bp/126 bp
C.upseliensis var.1 290 bp/115 bp/87 bp 339 bp/126 bp

C.lari 290 bp/115 bp/ 51 bp 177 bp/162 bp/126 bp

2.8. TERMOFILIK CAMPYLOBACTERLER

Termofilik Campylobacterler 6zellikle C. jejuni ve C. coli tiirleri, diinyanin pek cok
bolgesinde insan ve hayvanlarda ishal ve enteriris vakalarmin en sik rastlanan nedenleri

arasinda yer almaktadir (29, 36, 37).

Termofilik Campylobacter tiirleri (cogunlukla C.jejuni ve C.coli) cok 6zel ekolojik
ortamlara adapte olmus zorunlu mikroaerofilik mikroorganizmalardir. Ticari olarak
yetistirilen ve serbest yasayan evcil hayvanlar disinda yabani kanathlar da termofilik
Campylobacter tiirleri i¢in dogal konakg¢ilar olarak kabul edilmektedir (26, 38, 39).
Kanatli hayvanlardan en sik izole edilen Campylobacter tiirii ise C. jejuni’dir (26, 37,
40). Campylobacter tiirlerinin kanath hayvanlarda diger hayvan tiirlerine gore daha
yaygin bulunmasinin baslica nedenleri arasinda kanath hayvanlarin viicut sicakliginin
Campylobacter tiirlerinin optimal iireme sicakligi olan 42°C’ye yakin olmasi yer
almaktadir (41, 42). Bu sicaklik derecesi, aym1 zamanda rekabet¢i floranin

baskilanmasin1 saglar (43).
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Campylobacter tiirlerinin kanath barsagina adaptasyonunu kolaylastiran diger ozelikler;

1. Tirbuson seklindeki hizli hareketleri ile olduk¢a viskoz olan barsak mukozasinda

hareket edebilirler.

2. Kemotaktik mekanizmalar1 sayesinde barsak mukozasinin bilesiminde bulunan

fukoza yonelirler.
3. Mikroaerofilik 6zellikleri barsakta kolonize olmalarini kolaylastirir.

4. Gastrointestinal sistemdeki bakterilerle temel besin maddeleri icin rekabet
edebilmek amaciyla bazi mekanizmalar gelistirmistir. Ornegin bazi suslar demir
baglayic1 molekiiller olan sideroforlar1 iiretirler. Siderofor iiretemeyen suslar ise

diger bakteriler tarafindan iiretilen sideroforlar1 ortamdan uzaklastirabilirler (42).

C. jejuni, C. coli ve C. lari birbirlerine ¢ok yakin ve ortak ozelliklere sahiptirler. 0,2-
0,3%1,5-2,5 um boyutlarindadirlar. “S” harfi yada virgiil seklinde olan bakterilerin
kivrimlarinin aciklhigi 1,1 pm dir. Genom biiyiikliikleri 1,7 megabazdir. DNA % G+C
orant C. jejuni’de 29-32, C. coli ve C. lari de 31-33 moldiir (11). C.jejuni, C coli ve C
lari gibi insanlarda ishal olusturan tiirler hem 37°C’de hem de 42°C’de iireyebilirler ve
bu termofilik ozellikleri sebebi ile diger tiirlerden ayirt edilirler. Termofilik tiirlerin
35°C altinda iiremeleri oldukca yavaglamaktadir. Mesela C.jejuni logaritmik iireme
fazim1 34°C’de 12 saatte, 30-34°C’de ise 48 saatte tamamlamaktadir (44). C. jejuni’nin
tireyebildigi pH degeri 4,9-9,0 olup, optimum pH degeri 6,5-7,5’tir. C. jejuni 0,2-0,9
um genisliginde, 0,5-5,0 um uzunlugundadir. C. jejuni’nin flagellalarinin uzunlugu
etkenin 2-3 katidir. Etkenler, diisiik su aktivitesi (aw) degerlerine ve kurumaya karsi
oldukca duyarl olup, 0,97’ nin altindaki aw degerlerinde canliligini siirdiiremez. Benzer
sekilde, %2 tuz iceren besiyerlerinde de {iireyemedigi bildirilmistir Termofilik

Campylobacter tiirleri tiremelerinde mikroaerofilik ortama (% 10 CO,, % 5 O, ve % 85
N,) gereksinim duyarlar (17). C. jejuni, 1stya Salmonella ve E. coli O157:H7 gibi diger

Gram negatif patojenlerden daha hassastir. Ayrica, kurutma, asitlik, dondurma, tuzlama,
ozmotik stres ve basing, % 5’in ilizerindeki O, konsantrasyonu ile cesitli kimyasal

madde ve dezenfektanlara duyarhdir (45, 46).

Koloni morfolojileri ortamin nem oranina gore degisir. 42°C’de 24-48 saat inkiibasyon
sonunda, nem orani diisiik besiyerlerinde 1-2 mm capinda, yuvarlak ve diizgiin kenarly,

graniiler tarzda, gri veya kahverengiden kuru giil rengine kadar degisen renkte, seffaf
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“S” tipi koloniler olustururlar. Nem orani yiiksek besiyerlerinde ise 10 mm’ye kadar
ulasabilen capta, basik, yaygin, diizensiz kenarl1 ve gri renkte koloni olustururlar.
Besiyerinin iizeri su dokiilmiis goriintiisii alir (swarming koloni). Etkenler kanli agarda
hemoliz olusturmazlar ancak bazi suslar kan ile reaksiyona girerek pembe renkli

koloniler olustururlar (11).

Termofilik Campylobacter tiirlerinden sadece C. jejuni’nin hippurati hidrolize ettigi,
C.coli’nin H,S iiretme yeteneginin zayif oldugu kaydedilmistir. C. jejuni ve C. coli
nalidiksik aside duyarli, sefolotine direnclidir (17). Termofilik Campylobacter tiirlerini

birbirlerinden ayiran baslica biyokimyasal 6zellikler Tablo 2.2’de gosterilmistir.

Tablo 2.2.Termofilik Campylobacter tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (43).

: | & 3
S 7]
<) = - e £ < =
S| 5% | ZE| ES || B g |2 zg| 2| = £
_ | 2 | 82| BE |G| B | D 8|0 5| E g
= é (723" e E‘ E“ 'E A w0 = o = a = “5‘
< £ £ 2 || o * < = R
5 & | K Z
==t
C. jejuni + - - + + - + + S
C. coli + - - - + - + + S
C. lari + - - - + - + + R

(S) Sensitive; duyarli (R) Resistant; direngli (-); Negatif (+); Pozitif

Campylobacter’ler 1ireme ihtiyaglari ve ortak fenotipik karakterleri onlarin
mikrobiyolojik tespitini ve identifikasyonlarini oldukca zaman alic1 ve hassas bir islem
haline getirmektedir. Birbirine c¢ok yakin olan bu Campylobacter tiirlerinin
biyokimyasal ve serolojik olarak aymrt edilmesi olduk¢a problemlidir. Bu ayirim
cogunlukla C. jejuni’nin Na-hippurat1 hidrolize etmesi esasina dayanir ki, bu da her

zaman dogru sonu¢ vermemektedir (34).

C.jejuni suslarmin {iicte ikisinde, hiicre duvarinda LPS yerine O-polisakkarit zinciri
icermeyen, kor-oligosakkarit ve lipid A’dan olusan ve bu nedenle daha diisiik molekiiler
agirliga sahip oldugu bildirilen LOS yap1 bulunur. Hem LPS hemde LOS un yapisinda

yer alan ve kisa heteroseker dizilerinden olusan kor oligosakkaritleri de antijenik
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varyasyonlar gostermektedir. Ayrica, C.jejuni’nin bazi1 suslarinda kor oligosakkaridi,
diger prokaryotlarda bulunmayan, insanda 6zellikle periferik sinir sisteminde GMI,
GM1b, GDla, GalNAc-GDla ve GQIb gibi gangliositlerin yiizeyinde bulunan D-

galaktoza bagh N-asetil noraminik asit (sialik asit) rezidiileri icermektedir (14).

Campylobacterler’in genomu lizerinde yapilan caligmalarda, bazi C.jejuni suslarinin
genomunda, E.coli’nin kapsiil sentezinden sorumlu gen bolgesi (kps) ile benzer
niikleotid dizilerinin yer aldig1 gosterilmistir. Bu benzerlik daha 6nce bilinenin aksine
C.jejuni’nin kapsiillii olabilecegini diisiindiirmiistiir. Daha sonra yapilan arastirmalarda
fosfolipid ve tekrarlayan oligosakkarit iinitelerinden olusan ve hiicre yiizeyine zayifca
baglanmis C.jejuni kapsiiliiniin varlig1 gosterilmistir. Ayrica C.jejuni kapsiiliiniin farkl
antijenik determinantlar icerdigi ve hatta daha ©Once hiicre duvarinda yer aldigi
diisiiniilen ve Penner yontemi ile belirlenen LPS yapidaki 1siya direngli antijenlerinde
C.jejuni kapsiiliinde yer aldig1 belirlenmistir. Campylobacter kapsiilii antijenik 6zelligin

disinda bakteri i¢cin 6nemli bir viriilans faktoriidiir (47).

C. jejuni tarafindan iiretilen sitotoksinin hiicre se¢iciligi bakimindan farkl 6zellikler
tasimast Shigella benzeri toksinden, CDT’den ve hemolizinlerden farkli oldugu
gozlenmistir. Yapilan bir arastirmada, C. jejuni’nin enterotoksin iirettigi ve genetik
olarak kolera toksini ile iligskisinin olmadig1 fakat kolera toksinine benzer sekilde sulu
ishale sebep oldugu saptanmistir. Genellikle sitotoksin olarak bilinen ve E. coli
tarafindan iiretilen cdt ABC genlerinin C. jejuni tarafindan da kodlandigi bildirilmistir

(48).

C. jejuni ile konakci barsak epitel hiicreleri arasindaki etkilesim dort asamada
olusmaktadir: Ilk asamada etken hareketlilik 6zelligi ile mukus tabakasini gecerek
konak¢1 hiicresine tutunabilmektedir. Burada adezin reseptor etkilesimleri [(major
OMP, lipooligosakkarit, kapsiiler oligosakkarit, fibronektin baglama proteini (CadF),
yiizey lipoprotein A (JIpA) ve polyoma antijenik protein (PEBI1)] Onemli rol
oynamaktadir. ikinci asamada, mikrofilament ve mikrotubuller yardimiyla hareketlilik
kazanan C. jejuni, hiicre icinde cogalmaya baslamaktadir. Uciincii asamada, bakteri
tarafindan salgilanan DNase 0zelligine sahip sitoletal distending toksin (CDT), konak¢1
hiicrelerinin gelisimini inhibe etmektedir. CDT’nin salmim zamani tam olarak

bilinmemekle birlikte, konak¢r tarafindan alinimi takiben barsaklardan salimmaya
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basladig1 diisiiniilmektedir. Son asamada ise hiicreler aras1 baglant1 saglayarak diger

hiicrelerde de invazyona neden olmaktadir (49).

Termofilik Campylobacter tiirlerinin minimal enfeksiyon dozu, konagin hassasiyetine,
cevresel stresin bakteri hiicresinde olusturdugu zarara ve tiire bagh olarak
degismektedir. Gida enfeksiyonuna neden olan bakterilerin ¢ogunun aksine
Campylobacteriosis ortamda olduk¢a diisiik populasyonda bakteri bulunsa dahi
gerceklesebilmektedir. Termofilik Campylobacter tiirlerinin insanda enfeksiyona sebep
olabilmesi icin 500 canli bakteri hiicresi bile yeterli gelmektedir. Bu nedenle tavuk eti
temel enfeksiyon kaynagi olarak gosterilmektedir. Tavuk etinin yani sira ¢ig siitiin ve

klorlanmamis sularin da kontaminasyon kaynagi olabilecegi bildirilmistir (36, 50).

Kulugkudan ¢ikan civcivlerin tiimiiniin Campylobacter’den ari oldugunun ve broylerler
kiimese girdikten 3 hafta sonra kolonizasyonun hizla arttig1 ve kesime gelen broyler
cinsi tavuklarda bu oranin % 95’e ulastigi, bu donemdeki tavuklarin digkilarindaki C.
jejuni yogunlugunun ise 10° cfu/g’a kadar yiikseldigi bildirilmektedir (51). Dogal
beslenen ev tipi ve Ozel ciftliklerde yetistirilen kiimes hayvanlarinda kolonizasyonun
baslama yasi ve siklig1 arasinda fark gosterilememis ve kolonizasyonun siiresinin
konaga ve susa gore degisiklik gosterdigi bildirilmistir (52, 53, 54, 55). Tavuklar
koprofajik oldugundan, etkenin diski ile ¢ikisi infeksiyonun siiriide yayilmasi acisindan
onemli bir yer tutmaktadir. Siiriide ilk Campylobacter varligi saptandiktan sonra,
etkenin yayilis1 ¢ok hizli olur ve sadece birkag¢ giin i¢inde tavuklarin tiimii enfekte olur
(56). Campylobacterler’in kolonizasyonunda daha cok horizontal bulagsma iizerinde
durulmakta ve altlik, yem, su, onemli bulagsma kaynaklar1 olarak diistiniilmektedir (53,
57). Yetistirme doneminde kiimeslerde baslayan bu kontaminasyon tavuklarin
kesimhane girmesinden sonra proses boyunca da devam etmektedir. Tavuk
isletmelerinde haslama, tiiy yolma, organ ¢ikarma, sogutma ve paketleme islemleri
esnasinda Campylobacter kontaminasyonu olabilmektedir. Ozellikle i¢ organ ¢ikarma
basamag1 kontaminasyon riski acisindan énemli bir noktadir. islem esnasinda barsagin
kesilmesi veya delinmesi bu riski artirmaktadir. Bu asamalarda karkas kontamine
olabilmekte ve az pigmis kontamine iiriinlerin tiiketimi de insanlarda Campylobacter
infeksiyonlarinin gelismesine neden olabilmektedir (58). Son yillarda insan, tavuk

karkasi, et ya da ¢evreden izole edilen pek ¢cok Campylobacter susunun tip ve veteriner
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hekimlik alaninda kullanilan genel antibiyotiklere diren¢li oldugunun godzlenmesi

Campylobacterler’in insanlar i¢in yarattigi tehlikenin boyutlarimi da arttirmaktadir (59).

Kanath et isletmelerinde karkas kontaminasyonu siklikla haslama ve sogutma tankindan
kaynaklandig1 da bildirilmektedir. Sogutma ve haslama tanklar: ise biyofilm olusumu
icin ideal ortamlar olup bu biyofilmlerden siklikla C. jejuni, Salmonella spp., S. aureus
ve E. coli izole edilmektedir. Laboratuar testleri Campylobacterler’in optimum
kosullarda paslanmaz celik ve cam yiizeylerde 2 giin igerisinde biyofilm yapabilme
yeteneginde olduklarmi gostermistir. Biyofilm igerisindeki canli C. jejuni miktar1; bu
bakterinin biyofilm olustururken tekrar VBNC forma doniisebildigini ortaya koyan,
kiiltir tekniginden ziyade direkt canli sayim teknigi kullanilarak daha iyi
belirlenebilmektedir. Biyofilm olusturarak C. jejuni’nin 12-23°C sicaklik araliginda 7
giinliik bir periyot boyunca hayatta kalabilme yetenegini arttirabildigi bildirilmektedir.
Campylobacterler’in bulundugu yilizeyde gida kalintis1 ya da rutubet olmasi yasama
sanslarin1 arttirmaktadir. Odunsu yiizeylerdeki girinti ¢ikintilar C. jejuni hiicrelerini
O;’nin Oldiiriicii etkisinden korudugu icin odun ve benzeri ylizeylerde de oldukca iyi
biyofilm olusturarak hayatta kalabilmektedirler Biyofilm icerisindeki Campylobacter
tiirleri planktonik hallerine gore antibakteriyel maddelere daha c¢ok direnc
gosterebilmektedir. Bu nedenle temas ettikleri ylizeyden uzaklastirilmalar1 ¢ok kolay
olmamaktadir (60). C.jejuni cevreye adaptasyonunu saglayan VBNC formuna, C.coli’ye
gore de daha hizli doniismekte ve bu formda, ylizey sularinda uzun siire
bulunabilmektedir. Kiiltiir plagindaki Campylobacterler’in timi VBNC forma
doniistiigiinde, pasajlandiklarinda iiretilememektedir. Ancak, VBNC formunda alinan
C.jejuni’nin intestinal fazdan sonra tekrar kiiltiire edilebilir hale geldigi, adezyon ve
enteropatojenite Ozelligini yeniden kazandigi, hayvanlar {izerinde deneysel olarak
gosterilmistir  (19). VBNC  formdaki  bakteriler, metabolik  aktivitelerini
sirdiirdiiklerinden dolayi, gida kaynakli enfeksiyonlarda risk olarak degerlendirilirler.
Ancak VBNC forma gecen bakterilerden kaynaklanan, gida enfeksiyonlar1
bildirilmemistir (61).
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2.9.BiYOFIiLM

Pek c¢ok mikroorganizma savunma, adezyon ve kolonizasyon olusturma, yasanabilir
cevre gelistirme ve topluluk olusturabilme amaciyla biyofilm yapmaktadir. Biyofilm
yapan mikroorganizmalarin biiyiikk bir ¢ogunlugu insan ve hayvanlarda ki patojen
mikroorganizmalardir. Ayrica gidanin yapisindaki su ve igerigindeki besin maddeleri,
optium pH degeri ve ideal sicaklik gibi faktorler mikroorganizmalar icin en uygun
ortami sagladigindan, ozellikle gidalar ve gida isletmeleri, bir¢ok mikroorganizma i¢in
biyofilm gelistirmek icin uygundurlar. Ozellikle taze ve islenmis, bitkisel gidalar, et,
tavuk, balik, siit ve siit iiriinleri gibi hayvansal orijinli gida isleyen isletmelerde siklikla

rastlanmaktadir (60).

Bakteriyel hiicrelerin doniisiimsiiz olarak polisakkarit matriks ve yiizey ile baglanti
kurmasi ve bu yapida iireyip gelismesi sonucu makroskobik olarak opak yapida,
ortalama 100-500 mm yiikseklikte kosullara gore degisen boyutlarda, kaygan, piiriizsiiz,
giderilmesi ¢ok zor olan yapiya biyofilm denir. Matriks i¢inde kan pihtisi, kristaller,
toprak, metal korozyon artiklar1 bulunabilir bu nedenle biyofilmin rengi bulundugu
ortama gore degisir. Bakteriler degisik ylizeylere tutunabilirler; bu ylizeyler arasinda
canli dokular, dogal deliklerden viicut i¢i uygulanan medikal cihazlar, endiistriyel ve

icilebilir su sistemleri, dogal su sistemleri yer alir (62).

Watnick and Kolter (63), biyofilmi cansiz yada canli bir yiizeye tutunmus bircok
bakterinin salgiladiklar1 miik6z yapi icersinde bir araya gelmesiyle olusan, “mikroplar
sehri” olarak tanimlamislardir. Biyofilm; bakteriyel olarak degisime ugramis, yiizeye ya
da birbirine tutunarak, matriks ya da hiicre dis1 polimerik madde (Extracelluler
polymeric substances-EPS) i¢ine gomiilmiis olan planktonik hiicrelerden cogalma,
genetik yap1 ve protein sentezi agisindan tamamen degisik yapida olan biyolojik bir

olusumdur (62, 63).

Yapilan arastirmalar, biyofilmlerin sadece yiizeye yapismis durumda bulunan ve
icerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan ibaret olmadigini,
bakterilerin belirli bir yapiya sahip, koordinasyon yetenegi bulunan fonksiyonel

topluluklarin olusturdugu biyolojik sistemler oldugunu ortaya koymustur (64).

Donlan and Costerton biyofilm tanimmi daha da genisleterek biyofilmleri asagidaki
Ozelliklere sahip bakteri hiicrelerinden olusan hareketsiz bir topluluk olarak

tanimlamiglardir:
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1) Hiicreler irreversibl olarak bir substrata, ara yiize veya birbirlerine tutunmuglardir.

2) Hiicreler kendi iirettikleri ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan bir matriks

icerisinde gomiiliidiirler.

3) Biiyiime hizlar1 ve gen transkripsiyonlari acgisindan serbest dolasan tiirdesleri ile

aralarinda farkliliklar vardir (65).
2.9.1.Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm olusumu bakterilerin bir yiizeye tutunmalari ile baslayan dinamik bir prosestir.
Bu rasgele gerceklesen bir olay degildir, bakteriler biyofilm olusturmak igin c¢esitli
quorum sensing mekanizmasi kullanirlar. Yiizeye tutunan bakterilerin sayis1 arttik¢a, bu
sinyalin ~ lokal  konsantrasyonlar1  artmaktadir. Bu  sinyal = molekiiliiniin
konsantrasyonundaki artig ile birlikte, biyofilm olusumuna yonelik bir dizi islem
baslatilmis olur. Ikinci basamak ise bakterilerin yiizeye yapisma veya kuvvetli bir
sekilde tutunma islemidir. Uciincii evrede ise bakteriler mikrokoloniler haline
doniigiirler. Dordiincii evrede ise mikrokoloniler biiyiirler ve kompleks, mantar
seklindeki yapilara veya kulelere doniisiirler. Cesitli yiiksekliklerde kuleler olusturan
mikrokolonilerin aralarinda, besinlerin ulastirilmas1 ve metabolik atik iiriinlerin
uzaklastirilmasi i¢in primitif bir dolasim sistemi olarak gorev yapan su kanallari
bulunmaktadir. Biyofilm gelisiminin besinci evresi ise kopma veya ayrilma evresidir.
Bu evrede tek bir bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama
yayilir. Bu ayrilma islemi dig kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum
prosesinin bir pargasi olarak tek bir hiicrenin veya multipl hiicrelerin emboli seklinde

kopmasinin bir sonucudur (66).

Biyofilmin en kii¢iik birimi mikro kolonidir. Mikro kolonideki hiicrelerin yakinligimnin;
besin maddesi sentezi, gen degisimi ve Quorum Sensing i¢in ideal ortamu sagladigi
belirtilmistir. Farkli mikroorganizmalardan olusan mikro kolonilerde ise redoks
reaksiyonlarina baglh olarak, degisik elementlerin (nitrojen, siilfiir, karbon, oksijen)

aligverisinin goriildiigu bildirilmistir (67).
2.9.2.Bakterilerin Biyofilm Olusturma Nedenleri

Bakteriler gerek in vitro gerekse in vivo ortamlarda biyofilm olusturmak suretiyle bir
dizi avantaja sahip olurlar. Biyofilmler bakterileri nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi

cevresel kosullardaki fluktuasyonlarin ve ultraviyole 151ga maruz kalmanin doguracagi
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zararlardan korur. Besinlerin depolanmasinin ve atiklarin uzaklastirilmasinin
kolaylastirilmas: da biyofilm olusumunun getirdigi diger avantajlardir. Bakterilerin
kiimeler halinde ve ekzopolisakkarid matriks icerisinde bulunmalar1 sonucu fagosite
edilmeleri giiclesir ve humoral immiin sistem bilesenlerinin bakterilere ulasmalari

engellenmis olur (66).

Biyofilmleri olusturan ekstraseliiler polimerler biyofilm cevresindeki besin ve iyon
degisimini kontrol etmektedir. Bu degisiklikler bakteriye antibiyotik direngliligi,

biyosid ve immiin sistemden korunma yetenegi kazandirmaktadir (68).

Biyofilmin planktonik bakteriden iistiinliikkleri Donlan (62) tarafindan doért madde

altinda toplanmustir. Bunlar sirasiyla:

1. EPS ¢evreden besin maddelerini (C - N - PO, gibi) konsantre ederek bakterilerin

kullanimina sunar.

2. Biyofilm olusumunda bulunan bakteriler antibakteriyel maddeler, yiizey gerilimi
degistiren ajanlar, sicaklik, konakg¢iya ait fagositler, konak¢i oksijen radikalleri,
proteazlar gibi cesitli kosullara ve maddelere kars1 direnclilik gelistirirler. Bu direng,
gelisimin durdurulup canliligin korunmasindan, genetik diizenleme ile yukari ya da
asagilya dogru diizenleme ile modifikasyona kadar degisen reaksiyonlar halinde

gozlemlenir.

3. Tabakali dizilim sonucu yiizeyde bulunan cesitli bakteriler mekanik kalkan etkilerinin
yanmisira;  katalaz, peroksidaz, proteaz ve lipaz inhibitorleri salgilayarak

antibakteriyellere karsi i¢ ylizeyde bulunan bakterileri korurlar.

4. Biyofilm parcalar1 koparak yeni ylizeylere yayilir. Planktonik bir hiicrenin

tutunmasindan daha kolay bir tutunma gerceklestirirler.

Hiicrelerin bireysel olarak yasamak yerine neden biyofilm olusturduklari ile ilgili 6ne
stiriilen bu mekanizmalar arasinda en 6n planda ¢evrenin zararh etkilerinden korunmak,
besin elde etme ve metabolik isbirligi, yeni genetik 6zelliklerin kazanilmasi yer alir.
EPS matriksinin bir iyon degistiricisi gibi davranarak c¢esitli ajanlarin biyofilm icerisine
girislerini engelledigi bilinmektedir. Ayrica UV 1s1ma, pH degisiklikleri, osmotik sok ve
kuruma gibi c¢evresel streslerin zararli etkilerinden korumada rol oynar. Biyofilm
icerisindeki bulunan su kanallar1 hem besinlerin biyofilm icerisinde esit bir sekilde

dagitilmasi, hem de potansiyel olarak toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi gorevini
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istlenir. Horizontal gen transferi dogal bakteriyel topluluklarin evrimi ve genetik
cesitliligi icin cok 6nemlidir. Bu durum 6zellikle ¢coklu ilaca direng gosteren bakterilerin
ortaya ¢ikmasinda ©nemlidir. Ozellikle biyofilm icerisindeki kapali ortam
konjiigasyonun kolaylikla yapilabilmesine imkan tanir (64).

2.10. BIYOFILM VE ANTIBAKTERIYEL DIRENC

Antibiyotikler bakteri hiicre duvari sentezinin inhibe edilmesi, hiicre membraninin
permabilitesinin  arttirilmasi, ribozomal protein sentezinin bozulmasi ve ara
metabolizmanin bozulmasi yollar1 ile etki gosterirler (69). Diren¢ mikroorganizmanin
antibakteriyel ajanin iiremeyi durdurucu veya Oldiiriicii etkisinden korunabilme
yetenegidir. Minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerinin diinya standartlarinda
(CLSI gibi) belirtilen MIK degerinden daha yiiksek olmas1 antibakteriyel direnc olarak
tanimlanir (70). Bakterilerin antibiyotik direncinin mekanizmalari; disar1 atim
pompalart (effluxpumps), enzim modifikasyonlari, belli hedeflerin mutasyonlaridir
(target mutations). Ancak bu mekanizmalarin biyofilm bakterilerinde ise yaramadigi
ortaya konmustur. Klebsiella pneumoniae’ya ait Beta-laktamaz negatif susun planktonik
halinin 2 mg/ml ampicilin bulunan sivi ortamda inhibe oldugu, ayni planktonik
bakterinin biyofilm gelistirdikten sonra inhibisyonu i¢in 5000 mg/ml ampicilin gerektigi
ve bu miktarin planktonik hiicrelerin yaklasik % 66’sinin inhibisyonuna yeterli oldugu

bildirilmistir (71).
Biyofilmlerin antibakteriyel ilaclara direnci birden fazla mekanizmayla agiklanmaktadir.

1. Biyofilm matriksi icerisindeki polimerik maddeler antibiyotik difiizyonunu
giiclestirmektedir. Bu durum yeterli antibiyotik konsantrasyonuna ulasilamamasi ile

sonuclanmaktadir.

2. Biyofilm icerisindeki hiicrelerden en azindan bir kismi besin yetersizligi yasamakta

ve bu nedenle yavas biiylime fazina girmek zorunda kalmaktadirlar.

3. Yavas biiyiiyen veya biiylime gostermeyen hiicreler bir¢cok antibakteriyel maddeye

kars1 duyarh degildirler ve bircogu hayatta kalabilmektedirler.

4. Biyofilm igerisindeki bakteriler arasinda diren¢ goOsteren genlerin degisimi soz

konusudur (72).



3. GEREC VE YONTEM

3.1.GEREC

Calismamizda 2011 yili Mayis-Agustos aylarinda Kayseri ilindeki farkli kiimes ve

kesimhanelerden alinan toplam 300 6rnek kullanildi.

3.2.CAMPYLOBACTER SPP. iZOLASYONU VE IDENTIFIKASYONUNDA
KULLANILAN BESIYERLERI, SUPPLEMENT VE DIGER KIMYASALLAR
3.2.1. Modified Charcoal Cephoperazone Desoxycholate (mCCDA) Besiyeri

Tablo.3.1 Termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda kullanilan besiyeri ve supplement

Besiyeri Supplement
Charcoal Desoxycholate (CCD)
mCCDA Besiyeri Agar Selective Supplement

Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base
(Oxoid CM739)

(Oxoid SR155E)
Cephoperazone 8 mg/l
Amphotericin 10 mg/l
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Kiiltiir tekniginde selektif kat1 besiyeri olarak kullanilmak iizere, Campylobacter Blood-
Free Selective Agar Base (Oxoid CM 739) hazir besiyerinden 22,75 g tartild1 ve 500 ml
distile su icerisinde ¢Ozdiiriildi. pH degeri 7,4+0,2’ye ayarlandiktan sonra sicak su
banyosunda eritildi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilizasyonu saglandiktan sonra
50°C’ye kadar sogutuldu ve iizerine 2 ml steril distile su ile siispanse edilmis Charcoal

Cephoperazone Desoxycholate (CCDA) Selective Supplementten eklendi.

Tablo 3.2. Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base besiyeri igerigi

Icerik Miktar (g/1)
Nutrient Broth No:2 25,0
Bakteriyolojik komiir 4,0

Kasein hidrolisat 3,0
Sodyum desoksikolat 1,0

Ferros Siilfat 0,25
Sodyum piruvat 0,25

Agar 12,0

Distile Su 1000 ml

Tablo 3.3. mCCDA selektif supplement igerigi (Oxoid, SR155E)

Icerik Miktar (mg/vial)

Cephoperazone 16mg/vial
Amphotericin B Smg/vial
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3.2.2. Kanh Agar Besiyeri
Blood Agar Base No:2 (Oxoid CM 271 B) hazir besiyerinden 40 g tartild1 ve 1 It distile

su icerisinde ¢ozdiiriildii. pH degeri 7,4+0,2’ye ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda
eritildi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilizasyonu saglandiktan sonra 50°C’ye kadar
sogutuldu ve lizerine % 7 steril koyun kani eklendi. Besiyeri her biri 20 ml olacak
sekilde steril petrilere dokiildii ve donmaya birakildi. Kullanilincaya kadar 4°C‘de

muhafaza edildi.

Tablo 3.4. Blood Agar Base No:2 besiyeri igerigi

Icerik Miktar (g/1)
Proteose peptone 15,0

Liver digest 2,5

Yeast extract 5,0

Sodium chloride 5,0

Agar 12,0

Distile Su 1000 ml

3.2.3. Brucella Broth Besiyeri

Elde edilen izolatlarn PZR ile identifikasyonu yapilana kadar uygun sartlarda
saklanmasi i¢cin Brucella Broth hazirlandi. Brucella Broth Base (Sigma B 3051) hazir
besiyerinden 4,215 g alinarak 150 ml distile su icinde cozdiiriildii ve iizerine %10
gliserin ilave edildi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi ve sogumasini

takiben buzdolabina kaldirilarak kullanilincaya kadar saklandi.
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Tablo 3.5. Brucella Broth Besiyeri Igerigi

Icerik Miktar (g/1)
Casein Enzymic Hydrolysate 10,0

Peptik Digest of Animal Tissue 10,0
Dekstroz 1,0

Maya oziitii 2,0

Sodyum klorid 5,0

Sodyum bisiilfit 0,1

Distile Su 1000 ml

3.2.4. Katalaz Test Ayiraci

9% 30’luk 2 ml hidrojen peroksit (H,O,) (Merck 107209), 27 ml distile suda

karistirilarak testte kullanilmak iizere % 3’liikk H,O, soliisyonu hazirlandi.
3.2.5.0ksidaz Test Kiti

Ticari Oxydase test kitleri (Oxoid BR 64) kullanildi.

3.2.6. Hippurat Test Ayiraci

PBS (Phosphate Buffered Saline) i¢inde hazirlanan %1 ‘lik sodyum hippurat solusyonu
filtrasyon yontemi ile sterilize edildi. Steril tiiplere paylastirilarak —20°C’de muhafaza
edildi. 3,5 g ninhidrin, 50 ml aseton ve 50 ml biitanol kullanilarak hazirlanan % 3,5

ninhidrin soliisyonu ise taze olarak kullanildi.

Tablo 3.6. Sodyum Hippurat soliisyonu igerigi

Icerik Miktar(g/l)
Sodyum hippurat 10

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Sodyum klorit 8,5
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat 8,98
Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat 2,71

Distile su

1000 ml




25

3.2.7. Triple Sugar Iron (TSI) Agar Besiyeri

H2S olusum testinde kullanmak iizere hazirlandi. Triple Sugar Iron (TSI) Agar hazir
besiyerinden (Oxoid CM 277) 65 g alinarak 1 It distile su igerisinde ¢oziindiiriildii ve pH
degeri 7,4+0,2’ye ayarlandi. Su banyosunda kaynatilarak eritildikten sonra sivi halde
iken tiiplere 10 ml olacak sekilde dagitildi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edildikten sonra yatik agar seklinde hazirland1 ve 4 °C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.7. Triple Sugar Iron Agar Besiyeri icerigi

Icerik Miktar (g/1)
Peptone from casein 15,0
Peptone from meat 5,0

Et ekstrakt1 3,0
Maya oziitii 3,0
Sodyum klorid 5,0
Laktoz 10,0
Sukroz 10,0

D (+) glukoz 1,0
Amonyum demir (III) sitrat 0,5
Sodyum tiyosiilfat 0,5
Fenol kirmizisi 0,024
Agar-agar 12,0
Distile Su 1000 ml

3.2.8. Mikroaerofilik Ortam Kitleri

Anaerobik jarlar (Merck, M116387.0001) ve icinde mikroaerofilik ortam saglayan ticari
gaz kitleri (Anaerocult C, Merck M116275.0001) kullanild.
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3.3. MULTIPLEKS PZR iSLEMINDE KULLANILAN MALZEMELER

PZR isleminde kullanilan malzemeler asagida listelenmistir.

Tablo 3.8. PZR isleminde Kullanilan Malzeme Listesi

Malzeme Miktar
Taq DNA polymerase (Dr.Zeydanli, DZTQ-5) 500 U
PZR Buffer (Dr.Zeydanli, DZPBS10-05) 10X
MgCl12 (Merck, 105833) 25 mM
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Dr.Zeydanl, DZ010-S) 10 mM

3.3.1. Primer Ciftleri

Campylobacter jejuni igin; 323 baz ¢ifti (bp) biiyiikliigiinde DNA band1 veren, C. jejuni
hipO gen primeri kullanildi. (Alpha DNA, Montreal, Kanada)

Primer-I (CJF) : 5’- ACT TCT TTA TTG CTT GCT GC - 3’
Primer-II (CJR) : 5’- GCC ACA ACA AGT AAA GAAGC-3

Campylobacter coli i¢in; 126 baz cifti biiyiikliigiinde DNA bandi veren, C. coli glyA
gen primeri kullanildi. (Alpha DNA, Montreal, Kanada)

Primer-I (CCF) : 5’- GTAAAACCAAAGCTTATCGTG -3’
Primer-II (CCR) : 5’- TCCAGCAATGTGTGCAATG -3’

Campylobacter lari i¢in; 251 baz cifti biiylikliigiinde DNA band1 veren, C. lari glyA gen
primeri kullanildi. (Alpha DNA, Montreal, Kanada)

Primer-I (CLF) : 5’- TAGAGAGATAGCAAAAGAGA -3

Primer-1I (CLR) : 5’- TACACATAATAATCCCACCC -‘3 (73).
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3.3.2. TBE soliisyonu

Tris-Borik Asit-EDTA hazir stok soliisyonu (Dr.Zeydanli, DZTBE10-1) olarak temin
edilen 10X (TBE) 1 1t’lik tampon ¢ozelti olarak kullanilmustir.

3.3.3. Ethidium Bromide

Ethidium Bromid stok soliisyon (Dr.Zeydanli, DZEB-10) 10 pg/ml olarak temin edilmis

ve 1:9 oraninda sulandirilarak 1 pg/ml konsantrasyonda kullanilmastir.
3.3.4. Agaroz jel

% 1,5’luk agaroz jel i¢in, 4,5 g agaroz (HyAgarose LE, Vivantis) ve 300 ml 1X TBE
eklenerek mikrodalga firinda 90 saniyede eritilmistir. Yaklasik 50°C‘ye sogutulduktan

sonra icerisine 18 pl Ethidium Bromide eklenmis ve katilasmaya birakilmaistir.
3.3.5. Standart Suslar

Bu calismada, termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyon, identifikasyon ve PZR
islemleri asamasinda C. jejuni NCTC 11168, C. coli DCC2 ve C. lari DCC4 referans

suslar1 kullanilmustir.

3.4. BIYOFIiLM AKTIVITESI OLCUMU IiCIN KULLANILAN BESIYERLERI
VE MALZEMELER

3.4.1. Miiller-Hinton Buyyon

Dehidre besiyeri (Merck 1.10293) 21,0 g/l olacak sekilde distile su i¢inde eritildi ve
tiiplere dagitilip, otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edildi.

Icerik Miktar (g/1)
Meat infusion 2.0
Casein hydrolysate 17,5
Starch 1,5

3.5. ANTIBAKTERIYEL DIiRENC OLCUMU iCIN KULLANILAN TESTLER

Campylobacter izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar1 E test yontemi ile belirlendi. E-
test kat1 besi yerinde difiizyon yoluyla MIK degerinin saptanmasi prensibine dayanan
kantitatif bir yOntemdir. Antibiyotik iceren plastik stripler agar ortamina

yerlestirildiginde icerdikleri antibiyotik ortama difiize olur.
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Calisma kapsaminda gentamisin, tetrasiklin, metronidazol, enrofloksasin, amoksisilin,
eritromisin, trimetoprim+sulfametaksasol antibiyotik diskleri kullanildi (AB Biodisk,

bioMérieux).
3.6. YONTEM

Farkli kiimeslerden alman (broyler tavuklardan 100 adet barsak, ayn1 broylerlere ait 100
adet karkas ve yumurtaci tavuklardan 100 adet diski 6rnegi) numuneler soguk zincirde

laboratuvara getirildi.
3.6.1.Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Izolasyonu

Alinan numunelerden direkt Campylobacter selektif supplement ilave edilmis CCD
agara ekimler yapildi. Mikroaerofilik ortamda 37°C’de 48—72 saat inkubasyonu takiben
besiyerinde iireyen Campylobacter siipheli koloniler oncelikle koloni morfolojisi, rengi
ve kivami acisindan degerlendirildi. Tipik Campylobacter kolonileri kanli agarda
saflagtirihidiktan sonra Gram boyama, hareket muayenesi ve biyokimyasal testler

yapildi.
3.6.2.Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Identifikasyonu
3.6.2.1. Gram Boyama ve Mikroskobik Muayene

CCD agarda iireyen kolonilerinden bir 6ze dolusu alinarak, Gram boyama islemi
gerceklestirildi. Mikroskopta (YS2-H Nikon, Japonya) incelenen Gram negatif, kivrik
spiral veya mart1 kanad1 goriiniimiindeki mikroorganizmalar Campylobacter spp. Olarak

degerlendirildi (74).
3.6.2.2. Hareket Testi

CCD agarda iireyen kolonilerden bir 6ze ile alinarak lam {izerine konuldu ve faz
kontrast mikroskobunda hareketlilik ve morfolojik acidan incelendi. Helezon sekilli,

kivrik ve hizli hareket pozitif olarak degerlendirilmistir (74).
3.6.2.3.Katalaz Testi

Taze tiremeden bir 6ze dolusu alimarak lam iizerinde bir damla % 3’lik H,O, i¢inde
siispanse edildi. Gaz kabarciklarinin olusmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edildi.

(74).
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3.6.2.4.0ksidaz Testi

Taze kiiltiirden alinan bir 6ze dolusu koloni bactident oxidase kagit seridi iizerine

stiriildii. Seritte mor rengin olusmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (74).
3.6.2.5.Hippurat Hidrolizi

Taze Campylobacter kiiltiiriinden bir 6ze dolusu almarak 0,4 ml’lik sodyum hippurat
soliisyon i¢inde siispanse edildi ve 37°C’lik su banyosunda 2 saat bekletildi. Bu siirenin
sonunda 0,2 ml % 3,5 ninhidrin soliisyonu eklendi. 37°C de 10 dakika inkiibasyon

sonunda iistte koyu mor renk halka olusumu pozitif olarak degerlendirildi (74).
3.6.2.6. H,S Olusumu

Test i¢in kanl agardan alinan izolatlar, yatik TSI agara inokiile edilerek 37°C’de 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda besiyerinde renk degisiminin olmamasi

Campylobacter spp. pozitif olarak degerlendirildi (74).
3.7. CAMPYLOBACTER iZOLATLARININ MUHAFAZASI

Elde edilen izolatlar molekiiler identifikasyonlar1 yapilana kadar % 10 gliserol igeren,
Brucella broth besiyerinden hazirlanan cryotiipler igcerisinde — 85°C‘de (Sanyo MDF-
U5186S) dondurularak saklandilar (74).

3.8. CAMPYLOBACTER 1iZOLATLARININ mPZR YONTEMi IiLE
IDENTIFIKASYONU

3.8.1.Genomik DNA’min Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu amaciyla arastirmacilar tarafindan daha once bir¢ok kez kullanilan
direkt kaynatma metodu kullanilmistir. Bu amagla izolatlar, 200’er pl steril distile su

icinde homojenize edildikten sonra 15 dakika su i¢inde kaynatma islemine tabi tutuldu.

Kaynatilan 6rnekler 15000 rpm’de 10 dakika santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5430 R)
edilerek DNA ekstraksiyonu saglandi1. Ustteki siipernatant template DNA kullanilmak
tizere baska ependorf tiipe alindi. DNA’lar mPZR islemi yapilana kadar -20°C’de
muhafaza edildi (75).

3.8.2. izolatlarin Multipleks PZR yontemi ile Tiir Tayinlerinin Yapilmasi

Amplifikasyon 2,5 pl hedef DNA, 5 ul 10x PZR buffer, 1.25U Taq polymerase, 0,2 mM
dNTP, karisimi, 2 mM MgCl,, 0,5 uM C.jejuni ve C.coli primer c¢ifti ve 1 uM C.lari
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primer ¢ifti iceren toplam 25 pl hacimde hazirlanan PZR karisiminda gerceklestirldi.
DNA amplifikasyonu 95°C’de 6 dk on denatiirasyon ve 30 siklus, 95°C‘de 30 sn,
59°C’de 30 sn 72°C’de 30 sn ve son olarakta 72°C’de 7dk olacak sekilde uygulandu.

Amplifikasyon islemi sonrasinda hedeflenen bolgeyi temsil eden biiyiikliikteki

amplikonlarin varligin1 gosterebilmek amaci ile amplikonlar elektrikli ortamda agaroz

jel icerisinde migrasyonel seperasyona tabi tutuldu. Bu islem asagidaki sekilde yapilds;

1.

Elektroforez matriksi olarak kullanilmak iizere % 1,5’lik agaroz jel 0,5xTBE

soliisyonu ile hazirlandi.

Daha iyi homejenizasyon saglamak amaciyla karigim iki ayr1 balonda
hazirland1. ki ayr1 balon icerisine tartilarak konulan 2,25’ser gr agaroz iizerine

150’ser ml 0,5xTBE ilave edildi.
Karigimlar homojenizasyon saglanana kadar mikrodalga firinda eritildi.
Oda 1s1sinda 60°C’nin altina diismeyecek sekilde bekletilerek sogutuldu.

Eriyik haldeki her 2 agaroz igerisine stok soliisyondan 9’ar ul ethidium bromide

(50 ml buffere 3 ul) eklendi.

Hazirlanan %1,5’lik agaroz jel, taraklar1 yerlestirilmis jel kalibinin {izerine

yavasca dokiildii.
Oda sicakliginda 20-30 dakika bekletilerek jel kalibinin katilagmasi saglandi.

Taraklar yavasca ¢ikarilarak, jel kalib1 elektroforez tankina yerlestirildi. Uzerine

0,5xTBE ilave edildi.

DNA orneklerinden 5’er pl alinarak parafilm iizerinde 1’er upl looding dye
solution ile karistirildi. 2. kuyudan itibaren agilan her kuyuya bu karisimlar

konuldu. Ilk ve son kuyulara 10 ul DNA ladder yiiklendi.

10. 100 watt, 500 amperde 1,5 saat kosturuldu.

11. Jel goriintiileme sistemi ile UV 15181 altinda incelendi.
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CAMPYLOBACTER TURLERININ BiYOFIiLM OLUSTURMA

YETENEKLERININ BELIRLENMESIi

Elde edilen C. Jejuni izolatlar1 biyofilm olusturma 6zelligi yoniinden incelenmesinde

Teh’in (76) bildirdigi yontem kullanilda.

Bu yonteme gore

C. jejuni izolatlar1 Mueller-Hinton buyyon icerisinde 42°C de bir gecelik

inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonrasi elde edilen siv1 kiiltiirden 1ml alinarak S5ml Mueller Hinton

buyyon igerisine inokiile edildi.

Hazirlanan bu inokulumdan her bir 6rnek icin 96°‘lik polisteren mikropleytlerin

24 kuyucuguna 200’er ul konuldu. Ayn1 zamanda her ornek icin 12 kuyucuga

herhangi bir inokulasyon yapilmamis Mueller-Hinton buyyondan 200°er ul

konuldu.

Bu mikropleytler jar icerisinde (anaerocult C) mikroaerofilik ortamda 37 °C ye

ayarlanmis su banyosu igerisinde 72 saat hafif calkalamali olarak (30 rpm)

inkiibasyona birakildi. i1k 48 saat sonrasi jar icerisindeki mikroaerofilik kit
yenilendi.

Inkiibasyon sonrasi pleytlerde olusan biyofilm formasyonunun okunmasi

amaciyla mikropleytler sirasiyla asagidaki islemlere tabi tutuldu.

1. Pleytlerdeki icerik bosaltildi ve distile su ile 3 kere elle yikandi.

2. 42°C de 30 dakika kurutma islemi uygulandi.

3. Her bir 6rnek i¢in 3 tane 12 kuyucuk kullanildiginda ilk 24 inokulasyon
yapilmis Mueller Hinton buyyon igeren kuyucuklarin ilk 12 sine ve
inokulasyon olmayan kuyucuklara % 0,5 kristal viyole solusyonundan
200’er ul konuldu ve 15 dakika oda 1sisinda boyandi.

4. Kristal viyole dokiildii pleytler 3 kere steril distile su ile yikandi.

5. 30 dakika 42°C’de kurutuldu. Pleytlerin her bir kuyucuguna % 98’lik etil
alkolden 200’er pl konuldu. Kuyucuklarin OD (optik dansite) si 595 nm de
olgildii.

6. Bu islemlerden sonra biyofilm formasyonunun hesaplanmasi icin BFI= (AB-

CW)/G formiilii kullanildi.
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BFI: Biyofilm formasyon indeksi
AB: Bakteri bulunan ve boyanan kuyucuklarin optikal dansitesi
CW: Bakteri bulunmayan ve boyanan kuyucuklarin optikal dansitesi
7. Biyofilm formasyonu Naves at al (77) calismalarindaki skalaya gore
degerlendirildi.
Giicli (G): > 1,10
Orta (0): 0,70-1,09
Zayif (Z): 0,35-0,69
Negatif (N): < 0,35

3.10. ANTIBIiYOTIK DUYARLILIK TESTI

Campylobacter izolatlar1 igerisinden secilen 60 adet C. jejuni susunun antibiyotik
duyarliliklar1 E test yontemi ile belirlendi. Campylobacter suslar1 0,5 McFarland
yogunluguna getirilerek Mueller Hinton agar yiizeyine ekiivyonla yayildi. Agar
yiizeyine E-test seritleri yerlestirildi. 37° C de 48 saat mikroaerofilik ortamda inkiibe
edildi. Serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit iizerindeki olcekle kesistigi nokta
MIK degeri olarak degerlendirildi. Duyarlilik ve direnglilik sinirlart NCCLS kriterlerine

gore belirlenmistir (78).
3.11. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Calismada istatistiksel analizler icin SPSS (Statistical Package for Social Sciences for
Windows 13.0) programu kullanildi. Niteliksel veriler Ki-kare (xz) testi ile

degerlendirilmistir. BFI, Microsoft Excel programi kullanilarak hesaplanmistir.



4. BULGULAR

4.1. IZOLASYON VE IiDENTIFIKASYON SONUCLARI

Aragtirma kapsaminda termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonu amaciyla
broylerlerden 100 adet barsak, ayni broylerlere ait 100 adet karkas ve yumurtaci
tavuklardan 100 adet diski1 6rnegi incelendi. Yapilan izolasyon sonuclarma gore broyler
barsak orneklerinin % 94’{i, broyler karkas orneklerinin % 100’#, yumurtac1 diski
orneklerinin % 84’1 termofilik Campylobacter tiirleri yoniinden pozitif bulundu. Pozitif
94 broyler barsak orneginden 123, pozitif 100 broyler karkas 6rneginden 114 ve pozitif
84 yumurtaci diski 6rneginden 111 Campylobacter spp izolat1 olmak iizere toplam 348
izolat elde edildi. PZR sonuclarina gore broyler barsak orneginden elde eilen 123
Campylobacter spp izolatmin 121 adedi C. jejuni, 2 adedi C. coli, broyler karkas
orneginden elde edilen 114 Campylobacter spp izolatinin tamamu C. jejuni ve yumurtact
disk1 orneginden elde edilen 111 Campylobacter spp izolatinin 102 adedi C. jejuni, 9
adedi C. coli olarak tespit edildi (Tablo 4.1.).
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Tablo 4.1. izolasyon ve identifikasyon sonuglar1

. Campylobacter Toplam Tiir Dagilhm
. _ Ornek A, .
Ornek Tiirii Savisi pozitif 6rnek Sayisi 1zolat

y (%) Sayisi C. jejuni (%) C. coli (%)

Broyler
Barsak 100 94 (94) 123 121 (98,4) 2 (1,6)
Broyler 114 (100)
Karkas 100 100 (100) 114 0(0)
Yumurtaci
Disks 100 84 (84) 111 102 (91,9) 9(@®8,1)
Toplam 300 278 (92,6) 348 337 (96,8) 11(0,3)

Sekil 4.1.PZR sonuglarinin % 1,5lik agarozdaki goriintiisii. M:100 bp DNA ladder, N: Negatif kontrol
(steril distile su), 1-3: C.jejuni izolatlari, 4: C. coli izolat, 5: C.jejuni standart sus (NCTC 11168), 6: C.
coli standart sus.(DCC2). (C jejuni 323 bp, Genus pozitif 23s 650 bp, C.coli 126 bp).

4.2. CAMPYLOBACTER TURLERININ BiYOFIiLM AKTIiVIiTELERI

Biitiin 6rneklerde baskin tiir olarak C. jejuni saptandi. Bu sebeble elde edilen C. jejuni
izolatlar1 icerisinden 20 adet tavuk karkas, 20 adet yumurtaci digki ve 20 adet broyler
barsak orjinli rastgele secilen toplam 60 izolat, biyofilm olusturma 6zelligi yoniinden
incelendi. Biyofilm ozellikleri agisindan broyler karkas, broyler barsak ve yumurtact
ornekleri arasinda fark gozlenmedi. Incelenen 60 adet C.jejuni izolatimn 34 adedi
biyofilm olusturmazken, 25 adedinin zayif, 1 adedinin ise orta derecede biyofilm

olusturdugu tespit edildi (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.2.0rnek tiirlerine gére biyofilm formasyonlari

Ornek Tiirii Ornek Sayisi Giiclii (G) Orta (O) Zayif (Z) Negatif (N)
g;ﬁg;‘l’: 20 0 0 10 10
ﬁ;‘:}{(‘:: 20 0 0 6 14
E:‘;“m"mc‘ 20 0 1 9 10
Toplam 60 0 1 25 34

43.TERMOFILIK CAMPYLOBACTER TURLERININ ANTIBiYOTIK
DUYARLILIKLARI

C. jejuni izolatlar1 i¢inden biyofilm olusturma 6zelligi incelenen 20 adet broyler karkas,
20 adet yumurtact digk1 ve 20 adet broyler barsak orjinli izolat antibiyotik direngliligi
yoniinden degerlendirildi. Toplam 60 adet C. jejuni izolatna E- test uygulanarak MiK
degerleri tespit edildi. Zayif ve orta derecede biyofilm olusturan izolatlarla biyofilm
olusturmayan izolatlar arasinda antibiyotik duyarlilig1 agisindan fark gozlenmedi. Ornek
tiirlerine gore antibiyotik duyarhiliklar1 tablo 4.3.1., tablo 4.3.2. ve tablo 4.3.3. de

gosterilmistir.

Tablo 4.3. Broyler barsak orneklerinde C. jejuni izolatlarmin MiK degerleri ve duyarlilik oranlar

C. Jejuni . . .

MIK Arahg MIK 50 MIK 90 Duyarh Direncli
(n:20)
SXT 16-128 64 128 % 0 % 100
E 1-8 2 4 % 95 % 5
GM 1-4 1 2 % 100 % 0
MET 1-64 8 32 % 47 % 53
ENR 0,5-8 2 4 % 92 % 8
AX 0,25-32 16 32 % 16 % 84
TE 0,125-64 8 32 % 52 % 48

SXT: Sulfametoksazol —Trimetoprim, E: Eritromisin, GM: Gentamisin, MET: Metronidazol, ENR:
Enrofloksasin, AX: Amoksisilin, TE: Tetrasiklin
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Tablo 4.4. Broyler karkas 6rneklerinde C. jejuni izolatlarmin MIK degerleri ve duyarlilik oranlar1

C. Jejuni . . .

MIK Arah@ MIK 50 MIK 90 Duyarh Direncli
(n:20)
SXT 16-128 64 128 % 0 % 100
E 1-8 2 4 % 97 % 3
GM 1-2 1 2 % 100 % 0
MET 1-64 8 32 % 46 % 54
ENR 1-8 2 4 % 90 % 10
AX 0,5-32 16 32 % 16 % 84
TE 0,125-64 8 32 %53 % 47

SXT: Sulfametoksazol —Trimetoprim, E: Eritromisin, GM: Gentamisin, MET: Metronidazol, ENR:
Enrofloksasin, AX: Amoksisilin, TE: Tetrasiklin

Tablo 4.5. Yumurtaci disk1 drneklerinde C. jejuni izolatlarmin MiK degerleri ve duyarlilik oranlar

€. Jejunt MIK Arahg MIK 50 MiK 90 Duyarh Direncli
(n:20)

SXT 32-128 64 128 % 0 % 100

E 0,5-8 2 4 % 96 % 4

GM 0,5-4 1 2 % 100 % 0
MET 0,5-64 8 32 % 43 % 57
ENR 0,5-8 2 4 % 90 % 10

AX 0,25-32 16 32 % 18 % 82

TE 0,25-64 8 16 % 55 % 45

SXT: Sulfametoksazol —Trimetoprim, E: Eritromisin, GM: Gentamisin, MET: Metronidazol, ENR:
Enrofloksasin, AX: Amoksisilin, TE: Tetrasiklin




5. TARTISMA VE SONUC

Diinya’da tavuk eti tiiketimiyle bulasan patojenler arasinda insanlarda akut ishale yol
acan Campylobacter tiirleri diger diyare etkeni patojenlerden daha yiiksek siklikla izole
edilmektedir. Cesitli tiirdeki hayvanlarda hastalik olusturmaktadir. Ozellikle evcil ve
yabani kanatlhilarin barsagma adaptasyonu fazla oldugundan kanatlilarda siklikla izole
edilmektedir. Bu calismada 100 adet broyler karkas orneginde % 100 oraninda
termofilik Campylobacter izole edilmis ve tamaminda C.jejuni, kontaminasyonu
saptanmigtir. Ayni broylerlere ait barsak Orneginden % 94 oraninda izole edilen
termofilik Camylobacterler’in, % 98,4’ C. jejuni, % 1,6’s1 C. coli, olarak bulunurken,
100 adet yumurtact digki Orneginden % 84 oraninda izole edilen termofilik

Campylobacterler’in % 91,9’u C. jejuni, % 8,1 ‘i C. coli olarak bulunmustur.

Akan ve ark. (79), broyler karkaslarinda, C. jejuni sikliginin yiiksek diizeyde oldugunu
(%90-100) saptamuslardir. Giilmez (80), Kars yoresinde marketlerde satisa sunulan
dondurulmus tam pili¢, gogiis, but ve kanattan muhafaza siiresinin 10. 20. 30. ve 45.
giinlerinde dogrudan ekim ve zenginlestirme yoOntemiyle ekim yaparak termofilik
Campylobacter yoniinden degerlendirmistir. Dogrudan ekim yontemiyle muhafaza
stiresinin 10. ve 20. giinlerinde tiim 6rnek tiirlerinden Campylobacter izole edildigini,

30. giinde sadece tiim pili¢ ve butta Campylobacter izole edildigini, 45. giinde ise hicbir
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ornekte Camplobacter izole edilemedigini bildirmistir. Svapla yapilan ekimin pili¢
etlerinde Campylobacter izolasyonu ic¢in yeterli oldugunu ve bu etkenlerin dondurma
1sisina ve bekletmeye karsi duyarli olduklarini gostermistir. Ayrica dondurulmus
tiriinlerde tiir diizeyinde yapilan incelemede % 97 oraninda C. jejuni, % 3 oraninda C.
coli izole edilirken C. lari hi¢ izole edilememistir. Dizgah (81), istanbul piyasasinda
satisa sunulan ¢ig tavuk karkaslarinin 48’inde (% 96, termofilik Campylobacter izole
edildigini bildirmistir. Kesimhanelerden alinan barsak igerigi orneklerinde termofilik
Campylobacter tiirleriyle kontaminasyon iizerine yapilan ¢alismalarda, Musgrove et al.
(82) % 63,30 Saleha (83) % 72,63 diizeylerinde kontaminasyon bildirilmislerdir.
Arikoglu ve Aydin (6), Kars yoresinde cesitli tiirde evcil ve yabani hayvanlarin rektal
ve kloakal svaplar1 incelemisler, C. jejuni’nin tavuklarda % 87,5 oraninda oldugunu
tespit etmislerdir. Koluman (5), 160 kanath barsak icerigi orneginin 106 (%
66,25)’sinin termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugu ortaya koymus,
bunlardan 82 (% 51,25)’sinde C. jejuni oldugu saptamistir. Bu sonuclar arastirma

sonuclarimizla uyum gostermektedir.

Ono ve Yamamoto (84), pili¢ kesimhanesinden i¢ organ cikartma islemi sonrasinda
aldiklar1 44 pili¢ karkas orneginde C. jejuni kontaminasyonunun % 77,8 diizeyinde
oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirma da C.jejuni izolasyon oraninin % 100 olmasi,
karkasin i¢ organ c¢ikarma isleminden sonra (sogutma ve paketleme islemleri)
kontamine oldugunu diisiindiirtmektedir. Sampers et al (85), Belgika’da inceledikleri 11
tavuk eti isletmesinin tamaminda Campylobacter spp. varligi yoniinden pozitif sonuc
elde etmisler ve inceledikleri 6rneklerde % 8,89 ile % 84,81 oranlar1 arasinda termofilik
Campylobacter tiirlerinin varliim1 ortaya koymuslardir. Hansson (10), 375 adet cig
tavuk etini inceledikleri calismada ise orneklerde % 8,5 oraninda termofilik
Camplobacter tiirii ile kontamine oldugunu gormiislerdir. Barsak icerigi orneklerinde C.
Jjejuni’nin Stern et al.(86) % 40,90 Shreeve et al. (87) % 53 Herman et al. (88) % 54 ve
Berrang et al. (89) % 63 diizeyinde bulundugu bildirilmislerdir. Arastirmamizda elde
edilen izolasyon sonuclarinin bu calismalardan daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu
durum arastirmada kullanilan besi yerinin yiiksek selektif 6zelligine sahip olmasma
baglanabilir. Ridsdale et al (90), ordek karkaslar1 iizerinde yaptiklar1 calismada
Campylobacter tiirlerinin izolasyonu i¢in CCD agara ekim yapilmasinin en etkili metod
oldugunu bildirmistir. Diger bir neden mevsimsel aktivite ile agiklanabilir. Termofilik

Campylobacterler’in tireme 1silart yliksek oldugu i¢in mevsimsel aktivite dnemlidir.
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Prevalansmin yiiksek olmasi oOrneklerin yaz mevsiminde toplanmis olmas: ile
aciklanabilir. Ayrica bolgesel farklar ve hijyen acisindan isletmeler arasindaki

farkliliklar da prevalansda 6nemli degisikliklere neden olmaktadir.

Bakteriler tarafindan olusturulan biyofilmler cesitli antibakteriyellere, antiseptik ve
endiistriyel biositlere daha direncli olduklari, biyofilm bakterilerinin planktonik
hallerine gore, 10-1000 kat daha direncli olduklar1 bildirilmistir (91, 92). Dogal ve
endiistriyel cevrelerde olusan biyofilmler bakteriyofaj, amipler ve c¢esitli kimyasal
biyosidlere karsi daha duyarh iken, tibbi alanda planktonik formda olan bakterilere
oranla, antibiyotiklere cok daha fazla direncli olabilmektedirler. Biyofilmlerin bu

dirence multipl mekanizmalar araciligiyla sahip olduklar1 diisiiniilmektedir (72).

Floyd et al (93), kanath eti isletmelerinde yaptiklar1 calismada, sogutma tanki ve
haglama tankinda olusmus biyofilmden C. jejuni, Salmonella spp, S. aureus, E. coli
izole etmiglerdir. Kanath karkaslarinin kontaminasyonun da haslama ve sogutma

tanklarinin 6nemli olduklarini ortaya koymuslardir.

Campylobacterler mikroaerofilik olmasina ragmen normal atmosfer kosullarinda
biyofilm i¢cinde uzun siire canli kalabilmektedir. Biyofilm i¢inde mikro-¢evre olustugu
ve boylece yiiksek konsantrasyondaki oksijenin toksik etkisinden korundugu
diisiiniilmektedir (94). C. jejuni’nin gida isleme ortamlarinda bulunmasi biyofilm

olusumunda 6nemli rol oynayabilir.

Calismada % 96,8 oraninda elde edilen C. jejuni izolatlar1 arasindan rastgele secilen 60
izolatin biyofilm olusturma 6zelligi incelendi. 34 adedinin biyofilm olusturmadigi tespit
edilirken, 25 adedidinin zayif, 1 adedinin ise orta derecede biyofilm olusturdugu tespit
edildi. Broyler karkas ve barsak ornekleri ile yumurtaci digki 6rnekleri arasinda
biyofilm olusturma o6zelligi acisindan fark gozlenmedi. Biyofilm aktiviteleri ile ilgili

literatiir iliskisi bulunamamustir.

Calisma kapsaminda biyofilm formasyonlar1 incelenen 60 adet C. jejuni izolatina E-test
yontemi uygulanarak MIK degerleri tespit edildi. Broyler barsak, broyler karkas ve
yumurtact digki Ornekleri arasinda antibakteriyel diren¢ agisindan fark gozlenmedi.
Yildirim ve ark. (95), termofilik Campylobacter tiirlerinin eritromisin duyarliligini % 28
orta duyarli, % 72 duyarl, tetrasiklin duyarhiligmm1 % 100 duyarli olarak tespit

etmislerdir.
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Yilmaz ve Tugrul (3), termofilik Campylobacter tiirlerinin sulfametoksazol —
trimetoprim’e kars1t % 100 direngli oldugunu, eritromisin’e % 87 duyarli, gentamisin ve
tetrasikline kars1 % 100 duyarl olduklarini saptamislardir. Modolol et al (96), yaptiklar1
caligmada MIK araligi, MIK 50 ve MIK 90 degerlerini sirasiyla enrofloksasin igin 1-8,
0.5-1, 4-8, eritromisin i¢in MIK araligim <0.06, gentamisin icin 0.5-4, 2, 2-4,

bulmuslardir.

Ica ve ark. (97), termofilik Campylobacter tiirlerinin metronidazol direncini %91.7

olarak tespit etmislerdir.

Olson et al (98), antibiyotiklerin bakterilerin biyofilm formasyonlarina kars1 direncli
olduklari ortaya koymustur. Kondoh et al (99), yaptiklar1 ¢alismada clarithromycinin
Pseudomonas aeruginosa’nin biyofilm olusturma iizerindeki baskilayic1 etkisini
arastirmislar ve polisakkarid sentezini inhibe ederek biyofilm olusumunu baskiladigini
ortaya  koymuslardir.  Clarithromycinin  tedavi amaciyla  kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Ichimiya et al (100), Klindamisin ve makrolitlerin P. aeruginosa’nin
biyofilm olusturmasi iizerine baskilayici etkileri oldugunu ortaya koymuslardir. Kronik

solunum yollar1 enfeksiyonlarinda kullanabilecegini belirtmiglerdir.

Bu calismada biyofilm olusturmayan Campylobacter tiirleri ile zayif ve orta derecede
biyofilm olusturan Campylobacter tiirleri arasinda antibiyotik duyarliliklar1 agisindan
fark gozlenmemistir (p>0,05). Campylobacter tiirlerinin planktonik ve biyofilm formlar1
arasinda antibiyotik direngliligi acisindan fark gozlenmemesi, caligmalarin farkh

bolgelerde yapilmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Sonug olarak kanatli orjinli 6rneklerde termofilik Campylobacter tiirleri yiiksek oranda
bulunmustur. Bu durum, kiimeslerde ve kesimhanelerde hijyen kurallarina yeterince
uyulmadigin1 diisiindiirtmektedir. Campylobacter enfeksiyonlarinda siklikla kullanilan
antibiyotiklerin direngliligi de g6z Oniinde bulunduruldugunda kanatli etinin insan

saglhig1 acisindan ciddi bir risk oldugu sonucuna varilmistir.

Saglikli hayvanlarin etleri steril kabul edilmektedir. Fakat etler; kesim, yiizme,
parcalama ve depolama sirasinda kontamine olmaktadirlar. Ayrica kesimhanelerde
gerek proses gerekse muhafaza sirasinda; alet, ekipman, hava, yilkama suyu, ambalaj
malzemesi, uygun olmayan sartlarda tagima, depolama ve personel kaynakli ¢apraz ve

direkt bulagma s6z konusudur. Uretim asamasindan 6nce de kiimeslerde diski yoluyla
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campylobacteriosisin yayilma olasilig1 yiiksektir. Bu durum hem yetistiricilik hemde et

tiretimi asamasinda kaliteyi diisiirmektedir.

Tavukguluk isletmelerinde genel hijyen ve personel hijyeni kurallarma ¢ok dikkat
edilmiyor olmasi, ¢apraz bulagmalari engelleyici Onlemlerin yeteri kadar alinmamis
olmasi, etkenin isletmedeki varligini ¢esitli formlara doniiserek korumas: ve bu
formlar kuvvetli dezenfektanlar kullanilarak da giderilemiyor olmasi nedenlerinden
dolay1 tavuk eti termofilik Campylobacter tiirleri bakimindan temel enfeksiyon kaynagi

olma 6zelligini korumaktadir.

Tavuk yetistiriciliginde ve tavuk eti iiretimi asamalarinda hijyen kurallarina uyulmasiyla
olas1 campylobacteriosis vakalarinin olusma riski en aza indirilebilecektir. Kritik
kontrol noktalar1 iyi bir bicimde belirlenerek proses sirasinda rutin kontrollerin

yapilmas1 gerekmektedir.

Dykes et al (101), biyofilm icindeki C. jejuni’'nin klor ile tamamen inaktive oldugunu
bildirmislerdir. Campylobacter enfeksiyonlarindan korunmak i¢in kiimes ve

kesimhanelerin klorlanmasi onerilmektedir.

Tiiketicilerin de almasi gereken bir takim onlemler mevcuttur. Tavuk et ve et {iriinleri
iyice pisirilmeden tiiketilmemelidir. Hayvansal tiim {iiriinlerin ele alindiktan sonra
muhakkak ellerin iyice sabunla yikanmasi gerekmektedir. Dezenfekte edilmemis su
tilketilmemelidir. Mutfakta capraz kontaminasyonun engellenmesi icin, kullanilan

materyallerin hijyenine dikkat edilmesi gerekir.
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