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KANATLI ETLERINDEN FARKLI YONTEMLER KULLANILARAK
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KISA OZET
Bu calismada, Kayseri ilindeki siipermarketlerde paketlenmis olarak tiiketime sunulan tavuk
etlerinde; Campylobacter spp. tirlerinin farkli kiiltiir teknikleri (mCCD agar, CAT agar ve
filtrasyon) kullanilarak prevalansinin arastrilmasi, kiiltiir tekniklerini karsilagtirarak en verimli
izolasyon yonteminin belirlenmesi, identifiye edilen izolatlarin mPCR( multipleks Polymerase
Chain Reaction) ile dogrulanmas: ve elde edilen verilere gore tavuk etlerinin gida ve insan
sagligi acisindan tasidigi risk diizeyinin tespit edilmesi amaglandi. Yedi farkli firmadan alinan
25’er adet tavuk but eti, gogiis eti, kanat eti ve karkas olmak lizere toplam 100 adet tavuk eti

ornegi gerec olarak kullanildi.

Tiim 6rneklerin mCCDA besiyeri ve CAT besiyeri kullanarak 87’sinden (% 87), kanli mCCDA
besiyeri kullanarak filtrasyon yontemiyle 52°‘sinden (% 52) termofilik Campylobacter izole
edilmistir. Her ii¢ yontem ile 295 termofilik Campylobacter izolati elde edilmistir. izolatlarn %
37,9’u (112/295) mCCDA besiyerinden, % 39,6’s1 (117/295) CAT besiyerinden, % 22,3’ii
(66/295) filtrasyon yontemiyle elde edilmistir. mPCR ile mCCDA besiyerindeki 112 izolatin
78’1 (% 69,7) C. jejuni, 341 (% 30,3) C. coli, CAT besiyerindeki 117 izolatin 851 C. jejuni (%
72,6), 32°si C. coli (% 27,4), filtrasyon ile elde edilen 66 izolatin 551 C. jejuni (% 83,3), 111 C.
coli (% 16,7) olarak identifiye edilmistir.

Termofilik Campylobacter tiirlerinin biiyiik cogunlugu direkt ekim yontemi uygulanan mCCDA
ve CAT besiyerinden elde edilmistir. izolasyon oramnin CAT besiyerinde, mCCDA besiyerine
gore daha fazla oldugu tespit edilmis ancak istatistiksel olarak bu iki besiyeri arasindaki farkin
izolayon oram acisindan 6nemli olmadigr saptanmustir (p>0,05). Gida hijyeni ve halk sagligi
icin dnem arz eden Campylobacter kaynakli infeksiyonlarin Onlenmesinde, tavuk eti ve
Urtinlerinin iiretiminden tiiketimine kadar tiim asamalarda gida giivenligi sistemlerinin
uygulanmasinin, iiretimde teknolojik kosullarinin gelistirilmesinin ve mutfak, personel ve alet-

ekipman hijyenine dikkat edilmesinin uygun olacagi degerlendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler : Campylobacter, Tavuk Eti, mPCR.
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ISOLATION OF CAMPYLOBACTER SPP. FROM POULTRY MEATS BY USING
DIFFERENT METHODS AND IDENTIFICATION OF ISOLATES WITH MULTIPLEX
POLIMERASE CHAIN REACTION

Aytug BARIS
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Microbiology
M.Sc. Thesis, October 2011
Supervisor: Prof.Dr. Fuat AYDIN

ABSTRACT

In this study, was aimed that to investigate of the prevalance of Campylobacter spp. species by
using different culture techniques (mCCD agar, CAT agar and filtration method), determination
of the most efficient isolation method by comparing culture techniques, confirmation of
identified isolates with mPCR and according to the data obtained from chicken meat in terms of
food and human health to determine the level of risk, chicken meat which were packaged
available for consumption supermarkets in Kayseri. A total of one hundred chicken meat
samples that contain 25 chicken legs, wings, breasts and chicken carcass which were purchased
from seven from seven different firms, used specimen.

Thermophilic Campylobacter were isolated 87% of all the samples by using mCCD agar and
CAT agar, 52% of all the samples by using mCCD agar with filtration method. 295
thermophilic Campylobacter isolates were detected with all three methods. 37,9% (112/295) of
isolates from mCCD agar 39,6% (117/295) of isolates from CAT agar, 22,3% (66/295) of
isolates from filtration method were obtained. 112 isolates were identified as 78 C. jejuni
(69,7%) and 34 C. coli (30,3%) in mCCD agar, 117 isolates were identified as 85 C. jejuni
(72,6%) and 32 C. coli (27,4%), 66 isolates were identified as 55 C. jejuni (% 83,3) and 11 C.
coli (% 16,7) with mPCR.

The majority of thermophilic Campylobacter species were obtain from mCCD agar and CAT
agar which are aplied direct plating. It was detected that the isolation rate in CAT agar was more
than mCCD agar, however, it was statictically assigned that the variation between these two
plates is not important about isolation rate. Prevention of Campylobacter source infection, the
foof safety in all stages of chicken meat and products from production to consumption,
developments of technical requirements of production and pay attention to kitchen stuff and

tools-equipments hygiene are thought to be appropriate food hygiene and public health.

Keywords: Campylobacter, Chicken meat, mPCR.
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1.GIRIS VE AMAC

Tavuk; uluslararas1 terminolojide “Kanathh Eti” kavrami icinde ge¢mekte olup, bu
kavramin i¢inde pili¢, hindi, bildircin, ordek, kaz gibi hayvanlarin etleri de yer
almaktadir. Tavuk etinin, kirmiz1 ete oranla daha az yagl, protein degeri yiiksek,
vitamin ve mineral ac¢isindan zengin olmakla beraber fiyatinin da daha ucuz olmasi

nedenleriyle diinyada tiikketimi giderek artmaktadir (1).

Bununla birlikte, diinyada kanathh eti iiretiminin 2/3’linii olusturan tavuk eti ve
iirtinlerinin tiiketiminin artmakta oldugu bilinen bir gergektir. insan beslenmesinde
Oonemli bir yer tutan tavuk, hayvansal gidalar arasinda uygun bilesimi ve cevre kosullar1
nedeniyle patojen mikroorganizmalarin gelisimi ve zoonoz hastaliklara yol agmasi
bakimmdan 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. Diinyanin cesitli yerlerinden bildirilen
epidemiyolojik raporlar, kanatl etinin gida kaynakl salginlardan en ¢ok sorumlu olan
besin maddesi oldugunu gostermistir. Insanlarda salginlarin biiyiik boliimii genellikle
Salmonella spp., Campylobacter spp., Clostridium perfringens ve Staphylococcus
aureus’tan kaynaklanmaktadir (2,3).

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde ise zoonotik enterik enfeksiyonlarin 6nde gelen
nedenlerinden birinin Campylobacter spp. oldugu bildirilmekle birlikte tiim diinyada
Campylobacter tiirlerinin neden oldugu hastaliklar sonucu 6nemli ekonomik kayiplar

meydana gelmektedir (4).



2

Diinyada tavuk eti tiretimi 2007 yil1 verilerine gore 68,525 000 ton, 2009 yilinda ise
72,293,000 tondur. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) verilerine gore Tiirkiye’deki
tavuk eti liretimi de diinyadaki artisa paralel bir artis gostermistir. Buna gore 2007

yilinda iiretim 1.059.483 ton iken, 2009 yilinda 1.277.082 ton olmustur (5,6).

Tablo 1.1. Ulkemizde yillara gére tavuk eti iretimi

Uretim Yili Uretim Miktar1 (Ton)
2000 639 342
2001 612 744
2002 694 060
2003 862 956
2004 866 862
2005 925 900
2006 910 226
2007 1 059 483
2008 1 069 696
2009 1277082

Campylobacteriosis diinyada yaygin olarak tiim yas gruplarini etkileyen zoonotik bir
hastaliktir ve Campylobacter tiirleri insanlarda akut gastroenterit olusturmaktadir. Son
yillardaki tavuk eti liretiminin ve buna bagli olarak tiiketimin artmasi ile birlikte
Campylobacter tiirlerine ait gastroenterit olgularinda da bir artis meydana gelmis ve

arastirmacilar bu iligkiyi tanimlamaya ¢aligsmiglardir (7,8).

Campylobacter tiirleri, kanath bagirsak sisteminin dogal kaynagi olmasi nedeniyle
tiretim asamalar1 sirasinda karkas kontaminasyonuna yol acmaktadir. Bu sebeple
kontamine kanath etleri veya bunlarin kontamine ettigi diger gidalar insanlar i¢in en

onemli infeksiyon kaynaklarmi olusturmaktadir (9)

Kanath hayvanlarin viicut sicakliginin Campylobacter tiirleri i¢in en uygun iireme
sicakligi olan 42°C’ye yakin olmasi nedeniyle Campylobacter tiirleri kanath

hayvanlarda daha yaygin bulunmaktadir (10).



Termofilik Campylobacter tiirleri olan Campylobacter jejuni, Campylobacter coli,
Campylobacter lari ve Campylobacter upsaliensis, tireme sicakliklar1 bakimindan diger
Campylobacter tiirlerinden farklilik gosterir. Bu tiirler insanlarda ciddi gastroenteritlere

yol agabildikleri gibi 6liimle de sonlanabilen olgulara neden olabilmektedirler (11).

Bu calismada, Kayseri ilindeki siipermarketlerde taze olarak tiikketime sunulan but eti,

gogiis eti, kanat eti ve karkastan olusan tavuk etlerinde;

L. Campylobacter spp. tirlerinin farkli kiiltiir teknikleri kullanilarak prevalansinin
arastirilmasi,
II. Kiiltiir teknikleri arasinda karsilastirma yapilarak en iyi izolasyon yd&nteminin
belirlenmesi ve izolatlarin mPCR ile dogrulanmasi,
III. Elde edilen bilgiler dogrultusunda tavuk etlerinin gida ve insan saglhigi acisindan

tasidigi risk diizeyinin tespit edilmesi amaclanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. TARIHCE

Campylobacter tiirleri, ilk kez 1886 yilinda Theodor Escherich tarafindan “Kolera
Infantum” sonucu hayatin1 kaybeden ¢ocuklarin diski 6rneklerinde tanimlanmugtir. 1913
yilinda McFadyean ve Stockman, abort yapmis koyunlarda etkeni izole etmesi ile
Campylobacter spp. kaynakli infeksiyonlara ait ilk veriler elde edilmistir (12). Smith ve
Taylor (13) sigirlarda aborta neden olan bakteriyi mikroskopta spiral formda
goriinmesinden dolayr “Spirillum” olarak tanimlamistir. Smith ve Taylor c¢alisma
sonuglarint McFadyean ve Stockman’in sonuglari ile kiyaslayarak, her iki bakterinin de
aynt olduguna kanaat getirmisler ve bakteriyi Vibrio fetus olarak adlandirmislardir.
Jones ve ark (14), buzagi kis dizanterisi etkenini Vibrio jejuni olarak adlandirmislardir.

Daha sonra Doyle, domuz dizanterisi etkeninin de V. jejuni oldugunu bildirmistir (12).

1938 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde ¢ig siit tiikketimine baglh olarak toplam 335
kiside ishal ve karm kramplari ile seyreden bir salginin meydana geldigi, etkenin ise V.
jejuni oldugu bildirilmistir. E.O.King ise ilk kez termofilik Campylobacter spp.’nin
42°C’de iredigini ve insanlarda akut enteritise neden olduklarmi bildirmigtir.
Arastirmaci, Campylobacter spp.’nin morfolojik yapilarinin Vibrio tiirlerine oldukca

benzedigini ileri siirmiistiir. Ayrica sistemik infeksiyonlu hastalarin kanlarmdan izole
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edilen giinlimiizde C. fetus subsp. fetus olarak adlandirilan etkenin 42°C’de
tireyemedigini, bununla birlikte diyareli 6rneklerden izole edilen “vibrios iligkili” olarak
tanimlanan mikroorganizmanin 42°C’de iireyebildigini saptamustir (15). Daha sonra
yapilan ¢aligmalarda, dizanterili domuzlardan izole edilen Vibrio benzeri mikroaerofilik
mikroorganizmalarmn V. coli oldugu ifade edilmis ve 1956 yilinda da tavuklarda

Vibrio’larm hepatitisle baglantisimin ortaya ¢ikarildig: bildirilmistir (16).
2.2. TAKSONOMI

Sebald ve Veron tarafindan 1963 yilinda Sitozin ve Guanin baz ¢iftlerinin oranma gore,
DNA hibridizasyon yontemi yardimiyla mikroaerofilik Vibrio ’lar Campylobacter
olarak tanimlanmustir. Campylobacter ile ilgili 4 tiir bildirilmistir. Bunlar, C. fetus spp.
fetus, alt tiirli C. fetus spp. veneralis, C. jejuni, C. coli, C. sputorum ve 3 alt tiirii C.
bubulus, C. mucosalis ve C. concisus olarak tanimlanmis ve Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology’de yer almustir (17,18). Bakterilerin Onceleri V rRNA
siiperfamilya grubu ile taksonomisi yapilirken, daha sonra rRNA siiperfamilya VI
Proteobacteria grubu olusturulmustur. Bu grubun icerisine yeni bir familya olan
Campylobacteraceae dahil edilerek, Arcobacter, Campylobacter, Wolinella ve
Helicobacter cinsleri bu familya icerisinde yer almistir (19). 16S rRNA sekans analizi
gibi yeni molekiiler ve biyolojik metodlarin uygulanmasi ile 3 rRNA homolog grup
olusturularak Campylobacter, Arcobacter ve Helicobacter cinsleri Campylobacteraceae

familyasi icerisinde siniflandirilmistir (20).

Son yillarda yiiriitillen calismalarda Proteobacteria grubuna bagl epsilon alt grubu
Epsilonproteobacteria  igerisinde yer alan Campylobacteraceae familyasinda
Campylobacter, Arcobacter ve  Sulfurospirillum cinslerinin  bulundugu ve
Campylobacter cinsine ait 17 tiir oldugu tespit edilmistir. Campylobacter cinsinde yer

alan tiir ve alt tiirler ile meydana getirdigi hastaliklar Tablo 2.1°de gosterilmistir (9).



Tablo 2.1. Campylobacter cinsinde yer alan tiir ve alt tiirler ile meydana getirdigi hastaliklar (9)

Meydana Getirdigi Hastaliklar

subsp. hyointestinalis

Etken Ad1 Kaynak
insan Hayvan
) .. .| Insan, sigir, vahsi . . .

Campy %O?Jac'ter Jejum kuslar, kanatli, evcil Ishal, smtermk ha§tg liklar, Diarrhea, abortus
subsp. jejuni GBS, Reaktif artritis

hayvanlar
Campy lobac'ter JEMM | insan Diarrhea Hastalik olusturmaz
subsp. doylei

Abortus, sistemik
Campylobacter  fetus Sir, koyun hastaliklar, Abortus
subsp. fetus
Diarrhea

Campylobacter fetus ,

Sigir Hastalik olusturmaz Infertilite
subsp.venerealis

Domuz, kuslar,
Campylobacter coli Diarrhea Hastalik olusturmaz

kanatl, kedi
Campylobacter lari Kuslar, kopek Diarrhea Hastalik olusturmaz

. Evcil hayvanlar,

Camp Y l()b'acter w Diarrhea Diarrhea
upsaliensis kanath
Can'ip Y lol')act'e 4 Sigir, domuz, Proliferatif
hyointestinalis Proktitis, ishal

hamster, geyik enteritis

biovar faecalis

Campylobacter
hyointestinalis Domuz Hastalik olusturmaz Hastalik olusturmaz
subsp. lawsonii

. Proliferatif
Campy lo'bacter Domuz Diarrhea
mucosalis enteritis
Campylobacter Genital sistem
sputorum Insan Agiz hastaliklari, apseler | hastaliklari,
biovar sputorum koyunlarda abortus
Campylobacter
sputorum Sigir Diarrhea Hastalik olusturmaz
biovar paraureolyticus
Campylobacter
sputorum S1g1r, koyun Hastalik olusturmaz Enteritis




Tablo 2.1. Campylobacter cinsinde yer alan tiir ve alt tiirler ile meydana getirdigi hastaliklar (devami)

Meydana Getirdigi Hastaliklar
Etken Ad1 Kaynak
Insan Hayvan
Campylobacter <
. Domuz, Sigir Hastalik olusturmaz Hastalik olusturmaz
lanienae
Campylobacter . o
. . Deniz Memelileri Hastalik olusturmaz Hastalik olusturmaz
insulaenigrae
Campylobacter hominis | insan Hastalik olusturmaz Hastalik olusturmaz
X . Agiz ve dis
C"am‘]'? ylobacter Insan s Hastalik olusturmaz
Concisus Hastaliklar
. Ag1z ve dis
Campylobacter curvus | Insan Hastalik olusturmaz
hastaliklari
. Agiz ve dis hastaliklari,
Campylobacter rectus Insan Hastalik olusturmaz
pulmoner infeksiyonlar
. Agiz ve dis
Campylobacter showae | Insan Hastalik olusturmaz
hastaliklari
Camp Y lobacter Kopek, kedi Hastalik olusturmaz Diarrhea
helveticus
Campylobacter gracilis | Insan Bas ve boyun hastaliklar1 | Hastalik olusturmaz
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2.3. CAMPYLOBACTER TURLERININ MORFOLOJIK, BiYOKIiMYASAL VE
FiZYOLOJIK OZELLIKLERIi

2.3.1. Morfolojik Ozellikleri

Campylobacter tiirleri Gram negatif, hareketli, 0,5-5 pm uzunlugunda, 0,2-0,9 pum
genisliginde, spor olusturmayan, spiral, S, marti kanadi ya da virgiil formunda
bakterilerdir. Campylobacter’ler monopolar ya da bipolar flagellalar1 sayesinde, tipik
tirblison benzeri vidalama hareket ozelligi gosterirler (15). Flagella uzunlugunun, tiim
bakteri uzunlugunun 2 ya da 3 kati1 olabilmesi nedeniyle yiiksek derecede bir motiliteye
sahiptir. Ayrica kamg¢isiz ya da hareketsiz Campylobacter tiirleri oldugu da bildirilmistir
(18). Campylobacter’ler nem orani diisiik selektif kati besiyerlerinde kiiciik, diizgiin,
graniiler tarzda, gri bazen de kahverengiden kurugiil rengine degisen, parlak 1-2 mm
capinda koloniler olustururlar. Nem oram yiiksek besiyerlerinde ise, 10 mm’ye kadar
ulasabilen capta, basik, yaygin, diizensiz kenarli ve grimsi renkte koloniler meydana
getirirler. Taze besiyerlerinde, koloniler yiiksek nemden dolay1 tagma egilimindedir.

Eski koloniler dumanimsi ve parlak metalik goriiniimdedir (18, 21).
2.3.2. Biyokimyasal Ozellikleri

Campylobacter tiirleri selenit indirgeyen, indol negatif, katalaz ve sitokrom oksidaz
pozitif bakterilerdir. Jelatin ve iireyi hidrolize edemezler, metil red ve Voges Proskauer
negatifdir. Lipaz aktiviteleri olmayip, nitrati indirgerler ve pigment olusturmazlar.
Yiiksek miktarda sitokrom b ve c’ye sahiptirler (18, 20). Karbonhidratlar1 oksidatif ve
fermentatif  olarak  biyokimyasal reaksiyonlarda kullanamazlar.  Termofilik
Campylobacter tiirleri enerji gereksinimlerini glutamin, gulutamik asit, asparjin ve
aspartik asit gibi amino asitlerin yikimindan, trikarboksilik asit siklusunun ara

iriinlerinden, hidrojenin oksidasyonundan ve fumarattan saglarlar (18, 22).

Termofilik Campylobacter tiirlerinden ise sadece C. jejuni’nin hippurati hidrolize ettigi,
C. coli’nin H,S iiretme yeteneginin zayif oldugu bildirilmistir. C. jejuni ve C. coli
nalidiksik aside duyarl ancak sefolotine direnclidir (15, 16). C. lari, nalidiksik aside

kars1 direngli olmasiyla diger tiirlerden ayrilmaktadir (23).



2.3.3. Fizyolojik Ozellikleri

Campylobacter tiirleri; zorunlu mikroaerofilik bakteriler olup, iiremelerinde % 10 CO,,
% 5 O, ve % 85 Ny’a gereksinim duyarlar (15). 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 0Ozellikleri sebebi ile diger tiirlerden ayirt edilirler (23). Termofilik
Campylobacter tiirleri olarak adlandirilan C. jejuni, C. coli, C. lari ve C. upsaliensis
optimum iireme 1s1s1 42+1°C’dir. Bu sicaklik derecesi ayn1 zamanda rekabet¢i floranin
baskilanmasmi saglar (24). Campylobacter tiirlerinin neden oldugu gastroenteritlerin
hemen hemen tamamindan termofilik tiirler sorumludur. Kiiltiir plaklarinin 42°C'de
inkiibasyonu ile digskida bulunan diger Campylobacter tiirleri ve flora bakterilerinin
tiremesi baskilanirken termofilik tiirlerin izolasyonu kolaylasmaktadir (25, 26).
Termofilik Campylobacter tiirlerini birbirlerinden ayiran biyokimyasal 6zellikler Tablo

2.3’de gosterilmistir (27).

Tablo 2.2. Termofilik Campylobacter tiirlerinin biyokimyasal dzellikleri (27)

=
g
S
2 E
S b ) ) ) -
) g = = g £ £ 7
Tiir g = = = = = <
= = - = fes) = = =
N Cd S’ < ‘7 17} =
= = = = &L %) %) o 2z =
= S = =) T e = = = 2
= 2 W oy = @} o < = S
= > a = S w ~ N ] )
o 7759 = = = N S < y4 wn
C. jejuni + - + + - + + S R
C. coli + - - - + - + + S R
C. lari + - - - + - + + R R

S: Sensitive-Duyarli R:Resistant-Direncli (-) : Negatif (+) : Pozitif
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24. CAMPYLOBACTER TURLERININ GIDALARDA  GELISIMINi
ETKIiLEYEN FAKTORLER

2.4.1. Sicakhk

Termofilik Campylobacter tiirleri optimum 42°C’de iirerken, 25°C’de iireyemezler,
48°C’de inaktive olurlar. Etkenin en yiiksek ve en diisiik gelisme sicakliklar1 ortamin
oksijen, karbondioksit, nitrojen yogunluguna ve pH degerine gore degiskenlik
gostermektedir. Uygun sartlarin varhiginda 30-34°C’de 48 saatte, 34°C’nin lizerinde 12
saatte logaritmik iireme fazimi tamamlamaktadir (23, 27). Termofilik Campylobacter
tiirleri arasinda patojenik spektrumu en genis tiir olan C. jejuni’nin optimal gelisme
sicakligr 42-45°C arasinda olup 30°C’nin altindaki sicakliklarda iirememektedir.
Gelismeleri i¢in gerekli sicaklik araligi; ortamim oksijen, karbondioksit, nitrojen

yogunlugu ve pH degerine gore degisim gosterir (27).

Termofilik Campylobacter suslar1 30°C altinda lirememelerine ragmen giines 15181 ile
temasin olmadigi ve kimyasal dezenfektan icermeyen sularda ve gidalarda 4°C’de bir
hafta, - 20°C’de li¢ ay, pili¢ etinde -18°C’de 2 ay, -20°C’de 12 hafta, -15°C’de 30 hafta
canliliklarmi kaybetmedigi belirtilmistir. Bu tiirlerin biiyiik bas hayvanlarin yasadiklari
batakliklarda 4°C’de 41 giin, 37°C’de 7 giin canl kaldiklar1 bildirilmistir (28).

2.4.2. Sodyum Kloriir (NaCl) Konsantrasyonu ve pH Degeri

Termofilik Campylobacter tiirlerinin optimal 42°C’de % 0,5 diizeyindeki sodyum kloriir
konsantrasyonunda gelismekte oldugu, etkenin % 1,5 ve iizeri sodyum Kkloriir
konsantrasyonunu tolere edemedigi bildirilmistir (29). Campylobacter spp.'nin iiremesi
icin gerekli pH araliginin 4,9-9,5 oldugu, laboratuvar kosullarin optimal pH degerinin
6,5-7,5 arasinda degistigi, 4,0’tin altindaki pH degerlerinde canli kalamadiklari
bildirilmistir (30).

2.4.3. Rutubet ve Su Aktivitesi

Campylobacter spp.’nin gelisimi ve kiiltiire edilmeleri i¢in gerekli olan optimum su
aktivitesi degerinin 0,997 minimum su aktivitesinin ise 0,987 oldugu bildirilmistir (31).

Bakterinin kurumaya kars1 yiiksek duyarlilik gosterdigi ve su aktivitesi degeri 0,97°den
diisiik ortamlarda ancak kisa bir siire yasayabildigi bildirilmistir (16).
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2.44. Oksijen Duyarhhg

Campylobacter jejuni oksijene karsi asirt duyarlilik gosterebilir bir bakteri olmasina
ragmen, % 3-5 diizeyindeki oksijeni tolere edebildigi ve bazi suslarinin da % 21
diizeyindeki oksijene kars1 tolerans gosterdigi bildirilmistir (32). Campylobacter
tiirlerinin sahip oldugu siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi sayesinde oksijeni, hidrojen

peroksit ve dioksijene ¢evirerek oksidatif strese karsi korunduklar: bildirilmistir (33).
2.4.5. Rekabetci Flora

Campylobacter tiirleri, besin 6gelerince zengin kanli agar ve selektif ogeleri igeren sivi
besiyerlerinde (Skirrow, Karmali, Preston ve Bolton) ve farkli antibiyotiklerin katilarak
rekabet¢i floranin baskilandigr (Charcoal Cephoperazone Deoxycholate agar) kati

besiyerlerinde tiremektedir (30).
2.4.6. Isinlama

Kanatl karkasindaki 10’ diizeyindeki Campylobacter spp.‘nin yikimlanmasi i¢in 2,5-3
kGy dozundaki gama 1sinmin yeterli oldugu bildirilmistir. C. jejuni’nin UV 1sinina E.
coli ve Yersinia enterocolitica’dan daha hassas oldugu ve 3,4-3,7 mW/cm® dozundaki
UV 1smimin 10 saniye siireyle ¢ig pili¢ karkas yilizeyine uygulanmasiyla toplam C. jejuni

miktarmi 2 log diizeyde azalttig1 bildirilmistir (34).
2.4.7. Kimyasal Inhibitorler
2.4.7.1. Klorin, Klorindioksit ve Diger Klorin Tiirevleri

Kanath eti iiretim tesislerinde, karkas yikama suyuna ilave edilen 25-50 ppm
diizeyindeki klorinin karkas yiizeyindeki toplam Campylobacter spp. sayisini azalttigy,
klorine maruz kalan bircok Campylobacter tiiriiniin subletal hasara ugradig: ve selektif
besiyerlerinde iireyemedigi saptanmistir. Karkas yilizeyine tutunan bakteri sayisini
azaltmak i¢in kullanilan klorindioksitin klorinden daha etkili oldugu, bununla birlikte
Campylobacter spp.'nin sitrik aside fosforik asitten cok daha duyarli oldugu
bildirilmistir (34).

2.4.7.2 Laktik asit

Karkas yiizeyine, 4°C’de sprey seklinde uygulanan % 1,0-2,0’lik laktik asidin karkas
yiizeyindeki Campylobacter tiirlerinin miktarim1 azalttigir fakat tamamen ortadan

kaldirmadig bildirilmistir (35).
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2.5. CAMPYLOBACTER TURLERININ GIDALARDA CANLI KALMALARINI
SAGLAYAN OZELLIKLERI

Campylobacter tiirleri olumsuz c¢evre kosullarinda besin miktar1 azaldiginda veya
yiiksek oksijen konsantrasyonunda kiiltiire edilemeyen canli form (Viable But Non
Culturable-VBNC) fazina gecerler ve hareketli spiral formdan kokoid forma doniisiirler.
VBNC formdaki bakteri canli olmasina ragmen c¢ogalamamasi nedeniyle klasik
mikrobiyolojik yOontemlerle belirlenemez. Boyle bir durumda gidada Campylobacter
varlig1 belirlenemedigi halde enfeksiyon etmenini yiiksek sayida icerme olasilig1 risk
olarak goriilmektedir (36). Kokoid forma doniisen hiicrelerde flagella olusumu
saptanmasina karsin, bu formun hareketsiz oldugu ifade edilmektedir. Bunun nedeni
olarak hiicrelerin metabolik faaliyetlerinin minimum diizeyde olmas1 ve flagellar

hareket i¢in yeterli enerji saglayamamalar1 gosterilmektedir (37).

Hiicrelerin ekstraseliiler polimerik madde icinde bir arada bulunmasi olarak tanimlanan
biyofilm, bakterilerin olumsuz kosullarda canli kalma sansimi artirabilir. Campylobacter
tirleri su bulunan ortamlarda, paslanmaz celik ve cam lizerinde biyofilm

olusturabilmektedirler (38).

Campylobacter tiirleri mikroaerofilik olmalarma ragmen normal atmosfer kosullarinda
biyofilm i¢inde wuzun siire canli kalabilmektedir. Biyofilm i¢inde mikro-cevre
olusturduklar1 ve bdylece yiiksek konsantrasyondaki oksijenin toksik etkisinden

korunduklar diisiiniilmektedir (36).

Pek cok bakteride duragan faz veya acliga giris ile birlikte bakteriyi 1s1 soku, oksidatif,
ozmotik ve asit stresi gibi olumsuz kosullardan korumaya yarayan proteinler
tretilmektedir. Ancak C. jejuni’de bu proteinlerin tretimi i¢in gerekli genlerin

bulunmadig: belirlenmistir (39).

Kemotaksi ve aerotaksi 6zelligi, Campylobacter tiirlerinin besin maddesi veya oksijen
konsantrasyonu bakimindan daha 1iyi kosullara sahip ortamlara tasinmalarini
saglayacagindan bu patojenin canli kalmasinda 6nemli rol oynayan 6zelliklerden biridir
(40). Bakteriyel kemotaksi bir sinyal transdiiksiyon sistemi olup, bu yolla bakteriler
cevresel uyarilar: algilayabilir ve flagella hareketi ile cevap verebilirler (41). Hava veya
oksijenin uyarici oldugu kemotaksi tiirii olan aerotaksi 6zelligi, fakiiltatif anaerob olan
bircok bakteride gozlenmistir. C. jejuni’nin normal atmosfer kosullarinda inkiibe edilen

yar1 kat1 besiyerindeki tiiplerde aerotaktik bantlar verdigi bildirilmistir (23).
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2.6, CAMYPLOBACTER TURLERININ STRES TOLERANS
MEKANIZMALARI

Campylobacter tiirlerinin yiiksek sicakliklarda varliklarini siirdiirebilmek igin sicak
soku proteinlerini (heat shock protein) sentezledigi, bu proteinlerin ayn1 zamanda
kolonizasyonda da rol oynadigi bildirilmektedir (42). Buna karsin etkenin soguk
sartlarda herhangi bir soguk soku proteini (cold shock protein) sentezlemedigi, 30°C’de
etkenin neden gelisemediginin cevabinin da bu sekilde agiklanabilecegi bildirilmistir.

Ancak tiim bu mekanizmalar halen tam anlamiyla anlagilamamaistir (39).

Campylobacter tiirleri mikroaerofilik olup, oksidatif stresle miicadele etmek ve oksijen
metabolizmasinin toksik bilesiklerinden kendilerini korumak zorundadirlar. Ancak,
yiiksek oksijen konsantrasyonuna duyarli olmalarina ragmen gidalarda canliliklarini
devam ettirerek enfeksiyona neden olabilirler (36). Campylobacter tiirlerinde, O,, -H>0O,
ve OH- gibi reaktif oksijen derivatlarinin inaktivasyonunda rol oynadiklar: diisiiniilen
SodB, katalaz (katA) ve alkilhidroksiperoksit rediiktaz (AhpC) enzimlerinin bakteriyi
oksidatif strese karsi korudugu bildirilmistir (27, 36).

Pek cok bakteride ozmotik basinca karsi direng, uygun ¢oziiniir maddenin sentezi veya
tasinmas1 ile gerceklesmektedir. Ancak Campylobacter tiirleri ozmotik basmci
dengeleyecek c¢oziiniir madde sentezleyemediklerinden bu strese oldukca duyarhdirlar

(43).

2.7. CAMPYLOBACTER TURLERININ VIRULENS FAKTORLERI
2.7.1. Kemotaksis ve Motilite

Campylobacter spp.'nin kimyasal maddeleri belirleme ve bakterinin bu maddelere dogru
hareket edebilme fonksiyonuna sahip olduklar1 kaydedilmistir. Molekiiler diizeyde,
Campylobacter spp.’nin kemotaksisinde tek regiilatorik komponent olan cheY genindeki
mutasyonlarin invazyon ya da motilite iizerine etkili olmadig: fakat in vitro ortamda

kemotaksis kaybina neden oldugu saptanmistir (44).

Campylobacter’lerin flagella ve spiral forma sahip oluslar1 ve bunun sonucunda farkli
viskdz ortamlarda, diger bakteri tiirlerine gore etkin sekilde hareketli olusu, bagirsagin
musin tabakasina girebilmesini ve {iremesini saglar (45). Musin tabakasinin

komponenetleri olan L-Fruktoz, L-Serin, miisin ve safra sivisinin Campylobacter tiirleri



14

icin pozitif kemotaksise neden olduklari, safra asidinin negatif kemotaksiste etkili

oldugu bildirilmistir (41).
2.7.2. Adezyon

Campylobacter tiirlerindeki adezinlerin varhigina yonelik olarak yapilan arastirmada,
bagirsak epitel hiicrelerine ve mukus tabakasina tutunabilirligi Onceden bilinen,
flagellali, flagellasiz ve flagellas1 hareketsiz hale getirilmis Campylobacter suslarindan
flagellali olanlarin baglanma kabiliyetinin yiiksek oldugu, flagellas1 kisaltilan suslarin
baglanma yeteneginde azalma oldugu ve flagellasiz suslarin ise epitel hiicrelerine ve
mukus tabakasina baglanamadigi saptanmistir. Bunun bir sonucu olarak flagella bir

adezyon faktorii olarak tanimlanmustir (46).
2.7.3. Toksin

Campylobacter tiirlerinin, bilinen toksinleri olarak bir enterotoksin ve alt1 sitotoksin
varlig1 bildirilmistir. Bu sitotoksinler; molekiil agirligi 70 kDa olan HeLa hiicreleri
tizerinde toksik etkisi olan fakat Vero ve hayvan hiicresine etkisi olmayan toksin, HeLa
ve Vero hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi olan toksin, sitoletal distending toksin
(CDT), Shigella benzeri toksin, hemolotik etkili sitotoksin ve hepatotoksindir (47).
Kolera toksinine benzemesi ve kolera antitoksini ile inaktive olmasi nedeniyle, bir
enterotoksin olan C. jejuni toksini (CJT), cholera-like toksin (CLT) olarak

tanimlanmustir (48).
2.7.4. invazyon ve intraseliiler Yasayabilme Ozelligi

Yapilan ¢calismalarda invazyon i¢in flagellin A ya da aktif Campylobacter’lerin gerekli
oldugu, invazyon mekanizmasinda cok sayida genin rol oynadigi ve invazyon icin

gerekli proteinlerin kodlandig: tespit edilmistir (49).
2.7.5. Demir Ihtiyaci

Campylobacter spp.’nin siderofor (diisiik molekiill agirhigindaki demir baglayici
bilesikler) iiretemedikleri, ancak eksojen sideroforlar1 kullanabildikleri bildirilmistir.
Campylobacter spp.‘nin ceu geni kodlanan, demir transport sistemi olarak adlandirilan
ve invazyon sirasinda 6nemli rol oynayan bir sisteme sahip oldugu bu sistemin bagirsak
kanalindaki sideroforlar1 yakalayarak, konaga ait demir baglayici proteinleri tasidig:

saptanmustir (50).
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2.7.6. LPS (Lipopolisakkarit) ve LOS (Lipooligosakkarit)

C. jejuni LPS’ini olusturan lipid A komponentinin endotoksik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir. Sistemik infeksiyonlarda meydana gelen sepsis ve sok durumlarinin,
LPS'in serbest kalmasiyla iliskili oldugu tahmin edilmektedir (51). Sekil 2.1°de
Campylobacter tirlerinin infeksiyon asamasinda bagirsak epitel hiicresine gecis

asamalar1 gosterilmistir (52).

Cevre Bagirsak

Sekil 2.1. Campylobacter tiirlerinin bagirsak epitel hiicresine gegis asamalar1 (52).

1- Motilite 2- Kemotaksis 3- Oksidatif savanma 4- Adezyon 5-Invazyon 6-Toksin iiretimi
7-Demir alinim1  8-Sicaklik 9- @ Kokoid form % Vejatatif form —o )Bagirsak epitelyum hiicresi

2.8. CAMPYLOBACTER TURLERININ ANTIiBiYOTiK DIiRENCLILIGi

Campylobacter tiirlerinde antibiyotik direncinin olusumu kromozomlarda meydana
gelen mutasyonlar sonucu ve antibiyotik direng geni tasiyan plazmid veya
transpozonlarin transferi yoluyla sekillenmektedir (53). Campylobacter tiirlerinin
basitrasin, sefalotin, rifampin, streptogramin B, novobiosin, vankomisin, trimetoprim,
gibi antibiyotiklere karst1 dogal direngli oldugu, tetrasiklin, minosiklin ve
kloramfenikole kars1 plazmid aracilig: ile transfer yoluyla, streptomisin, spektinomisin,
ampisilin, eritromisin ve nalidiksik aside kars1 kromozomal transfer yoluyla, kanamisine
ise hem plazmider hem de kromozomal transfer yoluyla direnc gelistirdigi bildirilmistir

(54).
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2.9. CAMPYLOBACTER INFEKSIYONLARININ EPIDEMiYOLOJISi

Toplumlarin gida tiiketim aligkanliklarina, cografi ve demografik degisimlere,
uluslararas1 hayvansal {iriin ticaretine ve turizmin gelismesine bagli olarak
Campylobacteriosis vakalarinda bilyiik artis kaydedildigi goriilmiistiir. Mikrobiyolojik
tanimlama metotlarindaki gelisimin de, infeksiyon etkeninin belirlenmesi bakimimdan
kolaylik sagladigi kaydedilmistir (54). Yapilan arastirmalarda Campylobacter
infeksiyonlarmin sporadik olarak sicak ve nemli aylarda goriildiigii, Mayis-Haziran-
Temmuz aylarinda ise pik yaptigi bildirilmistir (55). Yaz aylarinda infeksiyonlarda
goriilen bu artisin nedeninin, etkenin iklim sartlarma uyum saglamasi, yaz aylarindaki
gida tiikketim aligkanliklari, kus hareketleri ve turizmde goriilen hareketlilikten
kaynaklandig1 bildirilmistir (54). C. jejuni’nin konakcida infeksiyona neden olan
viriilens determinantlar1 ile gida, hayvanlar ve cevredeki yasam siklusu Sekil 2.2°de

gosterilmistir (55).

Zoonotik
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Sekil 2.2. C. jejuni’nin konakta infeksiyona neden olan viriilens faktorleri ile gida, hayvanlar ve
cevredeki yasam siklusu (55).
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Diinyada, yillik ortalama 10 milyon kisinin Kampilobakteriozis’e yakalandigi, bunun
% 25’inin  Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde, % 20’sinin Amerika Birlesik
Devletleri’nde, % 5’inin ise Avustralya, Yeni Zelanda ve Japonya gibi Okyanus Otesi

ilkeler de yasadigi bildirilmektedir (56).

EFSA (Europe Food Safety Authority) tarafindan yiiriitillen bolgesel bir arastirmada
(57), AB pazarindaki tavuk karkaslarmin yaklasik % 80’inin Campylobacter ile bulasik
oldugunu gostermistir. Otorite, arastirmanin bir iilke disindaki tiim AB iiye devletleri ve
Norve¢ ve Isvicre’de yapildigini, tavuk etinin insanlarda goriilen gida kaynakl
Kampilobakteriozis hastaliginin 6nemli bir kaynagi ve AB iiyesi ilkelerdeki

tiikketicilerinin bakteriye maruz kalmalarindaki en dnemli etmen oldugunu bildirmistir

Iskocya'da 2002 yili boyunca her 100.000 bireyin 101'inde Kampilobakteriozis
belirlenmis, bu oranin aynt donemde ABD'de 13, Kanada'da 37 ve Yeni Zelanda'da 232
kisi oldugu kaydedilmistir (58). Diinya’da yas gruplarina gore Campylobacter

infeksiyonlarmin insidensi Sekil 2.3‘de gosterilmistir (59).
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Sekil 2.3. Yas gruplarina gore Campylobacter infeksiyonlarinin insidensi (59).

ABD’de yapilan bir epidemiyolojik calismada, 2000 yilinda 12,390 gastroenteritis
olgusunun 4,713’tinden termofilik Campylobacter tiirlerinin sorumlu olarak ilk sirada
yer aldig: bildirilmistir (60). Avrupa Birliginin 13 iilkesinden elde edilen verilere gore
1996-2001 yillar1 arasinda toplam 156,323 Kampilobakteriozis vakasi bildirilmistir
(61).
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NDSC (National Diseae Surveilance Center) verilerine gore (62), 1999-2000 yillar1
arasinda Campylobacter insidensinin 44,5/100.000 ile 57,5/100.000 oranlarinda
oldugunu bildirmistir. AB iilkelerinden Ispanya’da insidensin 9,5/100.000 iken,
Iskocya’da 108/100.000 oraninda oldugu belirtilmistir. Bundan dolayr Campylobacter
tiirlerinin Iskogya’da gastroenteritis olgularinda, en sik izole edilen bakteriler oldugu
bildirilmistir

Tiirkiye’de Campylobacter yayginligi iizerine yapilan caligmalardan alinan sonuclar
gelismis iilkelerin verilerine uymaktadir. Kampilobakteriozis sikliginin iilkemizde de
azimsanmayacak oranda oldugu goriilmektedir. Oztiirk ve ark (63), Istanbul’da 1890
ishalli vakanin 125’inin Campylobacter cinsi (% 6,6), Giiltekin ve ark (64), Sivas
yoresinde 231 ishalli vakada; % 4,7 oraninda Campylobacter cinsi, Aktas ve Tuncel
(65), Erzurum’da 125 vakada % 8,8 oranmnda C. jejuni, Arslan (66), Sivas’ta yaptigi
arastirmada 270 ishalli hastanin 12’sinde (% 4,44), Campylobacter tiirlerini, Gencer ve
ark (67), Ankara’da 450 ishalli hastada % 7,1 oraninda C. jejuni izole ettiklerini
bildirmislerdir.

2.10. CAMPYLOBACTER SPP. INFEKSIYONLARI

2.10.1. Insanlarda Kampilobakterozis

Hastalik etkeni, insanlara direkt temas yoluyla ya da indirekt yolla bulagmaktadir.
Direkt bulasmanin, insanlarin hasta hayvanlarla olan temasiyla, indirekt bulagmanin ise
yeterli 1s1 islemi uygulanmamis kanath eti ve karacigeri, sigir ve domuz eti, ¢ig siit,
kontamine yiizey sulari, klorlanmamis igme sular1 ve gidanin hazirlanmasi sirasindaki

capraz kontaminasyonlarla olustugu bildirilmistir (10).

Termofilik Campylobacter tiirleri, insanlarda en sik olarak gastroenterite neden olurken,
endokarditis, meningitis, pankreatitis, peritonitis, septik abort ve neonatal sepsis gibi
ekstraintestinal bozukluklara da yol acarlar. Buna ilaveten, Guillain-Barré Sendromu
(GBS), Miller Fisher Sendromu (MFES), hemolitik iiremik sendrom, obstriiktif hepatit
gibi komplikasyonlara da neden olurlar (68). Campylobacter tiirlerinin neden oldugu
infeksiyonlarda, minimal infeksiyon dozu; Campylobacter suslarinin viriilensi ve
konak¢inin bagisiklik sistemine bagl olarak degismekle birlikte tiim bireylerde ayni
semptomlarin ortaya ¢ikmadig: bildirilmistir (69).
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Campylobacter infeksiyonlarinda inkiibasyon siiresinin 1-7 giin arasinda degistigi,
hastaligin, ates, bas agrisi, eklem agrisi, kas agris1 ve bulant1 gibi semptomlarla, daha
sonra sulu-kanli diyare ve abdominal agr1 ile karekterize enterite ve enterokolit

tablosuna sahip oldugu bildirilmistir (70).

Termofilik Campylobacter tiirlerinin insanlarda sebep olduklar1 infeksiyonlarin sadece
basit bir enterekolit tablosu olmadigi, ¢cocuklarda kanli diyare ve hatta 6liimlere neden
olabilecegi bildirilmistir (71). Cogu kez termofilik Campylobacter tiirlerinin neden
oldugu infeksiyonlar1 izledigi bilinen, Guillain Barre Sendromu’nun, akut inflamatuar
demyelinizan polindropati ile karekterize kranial ve spinal sinirlerin koklerinin yangisal
hastaligit oldugu bildirilmistir (72). Guillain-Barre sendromu eklemlerde sertlik
olusturmadan gelisen akut paralizin en yaygin sebepleri arasinda ilk sirada yer

almaktadir (73).
2.10.2. Evcil ve Vahsi Hayvanlarda Kampilobakterozis

Tavuk, hindi, 6rdek ve kaz gibi insan beslenmesinde 6nemli yeri olan evcil kanatlhlar ile
dogada serbest yasayan kanath tiirlerinin C. jejuni’nin dogal rezervuarit oldugu ve
kanathlarda kommensal olarak bulundugu bildirilmistir (18). Campylobacter spp.
infeksiyonlarinda, horizontal bulasma ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Rodentlerin,
insektlerin, pet hayvanlarmin, intensif kanath yetistiriciliginin, su ve yem maddelerinin

onemli infeksiyon kaynaklar1 oldugu bildirilmistir (10, 74).

2.11. CAMPYLOBACTER TURLERININ GIDALARDA BULUNUSU
2.11.1. Kanath Eti ve Uriinlerinde Campylobacter Tiirlerinin Varhg

Whyte ve ark (75), 444 pili¢ eti, 33 hindi eti ve 11 oOrdek etinde termofilik
Campylobacter tiirlerinin sirasiyla % 49,9, % 37,5 ve % 45,8 oraninda bulundugunu
bildirmislerdir. Ayn1 caligmada, pili¢ etlerinden izole edilen 444 izolatin 376’s1 C. jejuni
(% 84,7), 68’1 C. coli (% 15,3) olarak identifiye edilmistir.

Harrison ve ark (76) yaptiklar1 caligmada, marketlerden alinan 55 pilic gogiis eti
Orneginin % 82,0’sinin ve paketleme mataryellerinin ise % 44’{iniin termofilik

Campylobacter ile kontamine oldugunu saptamislardir.

Britanya adasinda 1500 perakende satis noktasindan Nisan, Mayis ve Haziran

donemlerinde alinan 4886 pilic karkas Orneginin 2697’sinin (% 55,4) termofilik
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Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugu ve izole edilen 1636 Campylobacter
susundan 1210’unun (% 74,0) C. jejuni ve 421’inin (% 25,0) ise C. coli oldugu tespit
edilmistir (77).

Uyttendaele ve ark (78), Belgika'da satisa sunulan kanatli karkas ve iirlinlerinden olusan
772 ornek iizerinden yaptiklar: bir caligmada, orneklerin % 28,5'inin C. jejuni ve C.
coli ile kontamine oldugunu, derisi ¢ikaridlmamis tiriinlerdeki Salmonella spp., C. jejuni
ve C. coli kontaminasyonunun derisi ¢ikarilmis iriinlere oranla daha yiiksek oldugunu

ortaya koymuslardir.

Atanassova ve Ring (79), 111 pili¢ karkasinin % 45,9 Campylobacter spp. ile
kontamine oldugunu ve karkaslardan elde ettikleri 47 izolat1 (% 43) C.jejuni olarak

izole ettiklerini kaydetmislerdir.

Meldrum ve ark (80) caliymalarinda, marketlerden topladiklar1 739 pili¢ eti 6rneginin,
% 71’inden termofilik Campylobacter tiirlerini izole ettiklerini ve insidensin en fazla

Haziran ayinda goriildiigiinii bildirmislerdir.

Van Nierop ve ark (81), marketlerden aldiklar1 45 taze pili¢ karkasi ve 16 dondurulmus
pili¢ karkasi ile kasaplardan topladiklar: 15 taze ve 17 donmus pili¢ karkas drneklerinin,
srastyla % 48,9, % 12,5, % 6 ve % 23,5 diizeyinde termofilik Campylobacter tiirleri ile

kontamine oldugunu belirtmislerdir
2.11.2. Kirmiz1 Et ve Et Uriinlerinde Campylobacter Tiirlerinin Varhg

Kanath eti, Campylobacter infeksiyonlar1 acisindan risk grubu gidalarin basinda yer
almasina ragmen, koyun, sigir, domuz gibi evcil c¢iftlik hayvanlarmin intestinal
sistemlerinin termofilik Campylobacter tiirleri yoniinden rezervuar olmalar1 bakimindan
bu hayvanlardan elde edilen iiriinlerin de infeksiyon agisindan onem teskil ettigi
bildirilmistir (82).

Kramer ve ark (83), Ingiltere’deki marketlerden alinan kuzu, domuz ve sigir karaciger

orneklerinde sirasiyla; % 72,9, % 71,7 ve % 54,2 oraninda Campylobacter tiirleri izole

etmislerdir.

Devane ve ark (84), 178 sigir, 162 koyun ve 187 domuz sakatatinin swrasiyla, 16 (%
9,0), 69 (% 42,5) ve 18inden (% 9,6) termofilik Campylobacter tiirlerini tespit

ettiklerini bildirmislerdir.
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Whyte ve ark (75), irlanda’da yapmus olduklar1 ¢ahsmada 262 kuzu etinin 31’inde (%
11,8), 221 dana etinin 7’sinde (% 3,2) ve 197 domuz etinin 10’nunda (% 5,1) termofilik

Campylobacter tiirleri izole ettiklerini bildirmislerdir.
2.11.3. Siit ve Siit Uriinlerinde Campylobacter Tiirlerinin Varhg

Termofilik Campylobacter tiirlerinin siit ve siit iiriinlerinde bulunma orani, diger
iriinlere gore oldukca diisiik seviyede kalmaktadir. Siite bulagsmanin genellikle sagim
esnasinda fekal yolla oldugu, bazi olaylarda mastitisli hayvanlarin siitlerinden etken
izole edilebilecegi bildirilmis olup, ancak yetersiz pastdrizasyon uygulamalar1 veya
daha sonra maruz kaldig1 kontaminasyon neticesinde siitlerin Campylobacter tiirleriyle

kontamine olabilecegi bildirilmistir (85).

PHLS (Public Health Laboratory Service) verilerine gore (86), Ingiltere ve Galler’de
1995-1996 yillar1 arasinda siselenmis ¢ig siitlerde termofilik Campylobacter varligina
yonelik bir arastirmada, toplanan 985 Ornegin % 6’sinin Campylobacter tiirleriyle

kontamine oldugu bildirilmistir.

Whyte ve ark (75), Irlanda’nin 3 farkli sehrindeki perakende satis noktalarindan
aldiklar1 62 ¢ig siit 6rneginin 1’inden (% 1,6) termofilik Campylobacter tiirlerini izole
ettiklerini, cig siitlerden yapilmis 66 peynir 6rneginden etken izole edemediklerini

bildirmislerdir
2.11.4. Su ve Su Uriinlerinde Campylobacter Tiirlerinin Varhg

Kanalizasyon sularinda Campylobacter tiirlerinin bulunma orani, bolgenin hayvan ve
insan niifusu yogunlugu ile mevsimsel etkiye bagl olarak degiskenlik gostermektedir.
Campylobacter tiirlerinin atik sularda canli kalabilmeleri i¢in gerekli yasam maddeleri
ve oksijenin azhig1 nedeniyle diger mikroorganizmalara gore daha az canli kalabildigi

bildirilmistir (87).

Termofilik Campylobacter’lerin diisiik sicaklik derecelerinde, yeterli klorlanmamis
sehir sebeke sularinda canliliklarin1 uzun siire koruduklar1 bildirilmistir. Bu konuda
yapilan bir ¢calismada C. jejuni’nin 8-10°C’de 8 giin canliligini siirdiirdiigii belirtilmistir.
Yang ve ark (88), kaynak ve yiizey sularinin C. jejuni ile kontaminasyon diizeyini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada her biri 75’er adet olmak iizere toplam 150
Ornegi analiz etmisler ve kaynak sularinin % 8,0’inin, ylizey sularinin % 19,3’iiniin C.

Jjejuni ile kontamine oldugunu saptamislardir.
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2.12. KORUNMA VE KONTROL

Avrupa Birligine iiye iilkelerde meydana gelen Kampilobakterozis vakalarmimn yillik
raporlar halinde bildirilmesi Avrupa Birligi 1999/72/EC sayili Zoonozlar Direktifi
uyarinca zorunlu kilinmistir. Bu raporlarin hazirlanmasinda, halk saghigi hekimleri,
veteriner hekimlerin, halk saglig1 ve cevre sagligi personellerinin birlikte calistiklar:
bildirilmistir (89). Termofilik Campylobacter spp. infeksiyonlarmin Onlemesinde
kanath karkaslarindaki mikrobiyel kontaminasyonun azaltmasi Onemlidir. Kanath
karkaslarindaki Campylobacter spp. kontaminasyonunu azaltmak amaciyla genel olarak
soguk-sicak su ve yiiksek basing uygulamalar1 gibi fiziksel yontemler ile organik,
inorganik asitler ve bazlar, klorin ve ilgili bilesiklerin kullanimi gibi kimyasal
yontemler tercih edildigi kaydedilmistir (90).

Campylobacter tiirlerinin neden oldugu gida infeksiyonundan korunma ve kontroliin
saglanmasi i¢in c¢iftlikten baslayarak mezbaha, dagitim, muhafaza ve mutfak asamalari
da dahil olmak iizere gerekli tedbirler alinmalidir. Etkenin yem, su, rodent, insekt,
personel ve kullanilan cesitli ekipmanlarla saglkli ciftlik ve kanathh hayvanlara
bulagmas1 onlenmelidir. Bu amagla, mezbahalarda ¢apraz kontaminasyonun onlenmesi
icin basta Kritik Kontrol Noktalar1 ve Tehlike Analizleri (HACCP: Hazard Analysis and
Critical Control Points) olmak iizere, Iyi Uretim Uygulamalari (GMP: Good

Manufacturing Practices) gibi sistemler uygulamaya gecirilmelidir (55).

2.13. TERMOFILIK CAMPYLOBACTER TURLERININ iZOLASYON VE
IDENTIFIKASYONUNDA KULLANILAN TEKNIiKLER
2.13.1. Klasik Kiiltiir Teknikleri

Termofilik Campylobacter tiirlerinin mikroaerofilik 6zellikte olmalar1 ve mikrofloradaki
rekabetci mikroorganizmalarin etkilerinden dolayi, gidalardan izolasyonunda ve
identifikasyonunda kullanilacak besiyerlerinin yiiksek selektif ozellikte olmasi gerektigi
bildirilmistir (91). Termofilik Campylobacter’lerin izolasyonunda selektif kat1 besiyeri
olarak Skirrow agar, Butzler agar, Blazer-Wang agar, Charcoal Cephoperazone
Desoxycholate agar (CCDA), Karmali agar ve Abeyta-Hunt-Bark besiyeri
kullanilmakta, oksijenin toksik etkisinden korumak i¢in de besiyerlerine, defibrine kan,
komiir, ferro siilfat, sodyum metabisiilfit, sodyum piruvat ve hemin gibi maddeler
katilmaktadir. Cevresel etkenlere karsi duyarliliklar g6z Oniine alinarak yapilan

zenginlestirme isleminde Preston Broth, Bolton Broth, Campylobacter Enrichment
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Broth, Exeter Broth, Park ve Sanders Broth kullanilmaktadir. Bolton besiyerinin hem
yarismac1t mikroorganizmalarin inhibe edilmesi hem de saf Campylobacter tiirlerinin
tiremesini en iyi destekleyen zenginlestirme besiyeri oldugu bildirilmistir (26).
Termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda, besi yerlerinin koliform,
pseudomonas, streptokok tiirleri, maya ve kiiflerlerle kontamine olmasini engellemek
icin antibiyotik ilave edilmektedir. Selektif besiyerlerine katilan degisik antibiyotik
suplementler ve etkileri Tablo 2.3’de gosterilmistir (54).

Tablo 2.3. Termofilik Campylobacter izolasyonunda kullanilan antibiyotikler ve etkileri (54)

Antibiyotik Etkiledigi Mikroorganizma
Vankomisin Gram pozitif koklar
Polimiksin B Enterobactericeae, Pseudomonas spp.

Trimetoprim Laktat Proteus spp.

Streptococcus faecalis, Enterobacter spp., Yersinia enterocolitica, Serratia

Sefalosporinler spp., Pseudomonas areuginosa, Bacterioides fragilis
Amfoterisin B Maya ve Kiif
Siklohekzimid Maya ve Kiif

2.13.2. immunolojik Teknikler

Kiiltiir teknikleri ile elde edilen Campylobacter tiirlerinin dogrulanmasi amaciyla
immunolojik tespit metodlar1 kullanilmaktadir. Bu yOntemlerin prensibi; Kiiltiir
ortammdan alman bakteri soliisyonundan antijenlerin ac¢iga c¢ikarilarak, spesifik
polivalan anti-serumlarla lateks ortaminda stabilize edilen Campylobacter tiirlerinin,

antikorlarla reaksiyon vermesi esasina dayanmaktadir (92).
2.13.3. Hizh Teknikler

Klasik kiiltiir tekniklerinin hem pahali olmasi, hem de ¢cok zaman almalarindan dolay1,
identifikasyonda daha hassas ve hizli identifikasyon tekniklerinin gelistirildigi
bildirilmistir. Hizl1 teknikler sayesinde, hem zaman tasarrufu saglanabilmekte hem de,
identifikasyonlar daha duyarh bicimde yapilabilmektedir (93). Campylobacter tiirlerinin
saptanmas1 ve genomik karakterizasyonu amaciyla identifikasyonda Polymerase Chain

Reaction (PCR), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), flagellin tiplendirme,
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multiplex PCR-RFLP, Ribotyping, Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD),
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Nucleotide Sequencing, ve
Immunomagnetic Capture-Fluorescent PCR (IMC-FPCR) gibi genetik tiplendirme
metodlar1 uygulanmaktadir (94).

2.13.3.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, in vivo sartlarda gerceklesen DNA replikasyon isleminin, in vitro tasimmasi
olayidir. Bu teknik sayesinde, tiim DNA zincirinin kopyalanmas: yerine, ilgili gen

bolgesinin kopyalanmasiyla spesifik veriler elde edilebilmektedir (95).

PCR teknigine gore, oligoniikleotid primerlerin ilgili DNA bolgesini tiretebilmeleri icin
bu bolgenin gen sekansinin bilinmesi gereklidir. PCR islemindeki asamalar su sekilde
bildirilmistir:

1. Ilgili DNA parcasinin sitilarak denatiire edilmesi ve ikili sarmal halinden bagimsiz
iki zincir haline doniistiiriilmesi,

2. Oligoniikleotid primerlerin, azotlu bazlarin ve DNA polymerase enziminin ortama

katilmasi ve ortamin sogutulmasi,

3. DNA polymerase enziminin primerleri kullanarak ilgili bolgenin sentezinin

saglanmasi,

4. Inkiibasyon siiresinin sonunda, ilk islemin yenilenmesi ve iiretilecek DNA parcasmnin

belirli bir sayiya ulagmasi.

Sentez agamasinda ortamda bulunan ve sentezlenen tiim hedef gen parcgalari, primerlerle
yeni bir gen parcasi olusturma 6zelligine sahiptir. Bu nedenle kisa zamanda yiiksek

yogunluga sahip DNA konsantrasyonu elde edilebilmektedir (93).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Calismamizda 2011 yili Nisan-Temmuz aylarinda Kayseri ilindeki siipermarketlerde
paketlenmis olarak satiga sunulan 7 farkh firmaya ait tavuk but, gogiis, kanat ve tavuk
karkas1 olmak iizere toplam 100 adet Ornek, termofilik Campylobacter yoniinden
incelenmistir. Tavuk eti Orneklerinin alindig1 firmalar ve 6rnek sayilar1 Tablo 3.1°‘de

verilmistir.

Tablo 3.1. Tavuk eti 6rneklerinin alindig1 firmalar ve 6rnek sayilari.

. Firmalar Miktar
Ornek Tipi

A B C D E F G (Adet)
Tavuk But Eti 6 6 6 4 1 1 1 25
Tavuk Gogiis Eti 6 6 6 4 1 1 1 25
Tavuk Kanat Eti 6 6 6 4 1 1 1 25
Tavuk Karkas 6 6 6 4 1 1 1 25
Toplam 100
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3.2. CAMPYLOBACTER SPP. iZOLASYONU VE IDENTIFIKASYONUNDA
KULLANILAN BESiYERLERi, SUPPLEMENT VE DiGER KiMYASALLAR

Tavuk eti orneklerinden termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda kullanilan

besiyerleri ve supplementleri Tablo 3.2‘de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda kullanilan besiyerleri ve supplementler

BESIYERI ICERIGi SUPPLEMENT
Charcoal Desoxycholate (CCD)
Campylobacter Blood-Free Agar Selective Supplement
mCCDA .
Selective Agar Base (Oxoid SR155E)
Besiyeri
(Oxo0id CM739) Cephoperazone 8 mg/l
Amphotericin 10 mg/l
CAT Supplement
Campylobacter Blood-Free (Oxoid SR 0174E)
CAT Besiyeri Selective Agar Base Cephoperazone 8 mg/1
(Oxoid CM739) Amphotericin 10 mg/l
Teicoplanin 4 mg/1
Campylobacter Blood-Free
Kanli CCDA % 5 Steril Defibrine
Selective Agar Base
Besiyeri Koyun Kani
(Oxoid CM739)

3.2.1. Modified Charcoal Cephoperazone Desoxycholate (nCCDA) Besiyeri

Kiiltiir tekniginde selektif kat1 besiyeri olarak kullanilmak tizere, Campylobacter Blood-
Free Selective Agar Base (Oxoid CM 739) hazir besiyerinden 22,75 g tartilarak 500 ml
distile su icerisinde ¢oziindiiriildii ve pH degeri 7,4+0,2’ye ayarlandiktan sonra sicak su

banyosunda iyice eritildi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilizasyonu saglanda.
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Tablo 3.3. 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

Besiyeri otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve sonra iizerine 2 ml
steril distile su ile siispanse edilmis Charcoal Cephoperazone Desoxycholate (CCDA)

Selective Supplementten eklendi.

Tablo 3.4. mCCDA selektif supplement icerigi (Oxoid, SR155E)

icerik Miktar (mg/vial)
Cephoperazone 16mg/vial
Amphotericin B Smg/vial

Besiyeri herbiri 20 ml olacak sekilde steril petrilere dokiildii ve donmaya birakild1.
Daha sonra da 4°C’de muhafaza edildi.

3.2.2. CAT Supplement iceren mCCDA Besiyeri

Modifiye Campylobacter Blood-Free Selective Agar (mCCDA) besiyeri tarif edildigi
sekilde hazirland1 ve otoklavda 120°C‘de 15 dakika bekletilerek sterilize edildi. Oda
1s1sinda sogumaya birakilan besiyerinin 1s1s1 40-42°C’ye gelince igerisine, her biri ayr1
olarak tartilip 2 ml steril distile suda eritilmis olan 8 mg Cephoperazone, 10 mg
Amfotericin B ve 4 mg Teicoplanin besiyerine eklendi. Steril petri kutularina 20 ml
miktarinda dokiilen besiyerleri donmaya birakildi. Daha sonra kullanilincaya kadar

4°C‘de muhafaza edildi.
3.2.3. Kanh mCCDA Besiyeri

Modifiye Campylobacter Blood-Free Selective Agar (mCCDA) tarif edildigi sekilde
hazirland1 ve otoklavda 120°C‘de 15 dakika bekletilerek steril edildi. Otoklavdan

cikarilan besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra iizerine 50 ml steril defibrine koyun kani



28

eklenerek % 5’lik olarak hazirlandi. Besiyeri steril petrilere dokiilerek 4 °C’de muhafaza
edildi. Steril petri kutularina 20 ml miktarinda dokiilen besiyerleri, donmaya birakildi.
Kullanilincaya kadar 4°C‘de muhafaza edildi.

3.2.4. Kanh Agar Besiyeri

Blood Agar Base No:2 (Oxoid CM 271 B) hazir besiyerinden 40 g tartilarak 1 It distile
su icerisinde ¢Oziindiiriilldii ve pH degeri 7,44+0,2’ye ayarlandiktan sonra sicak su
banyosunda eritildi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilizasyonu saglandi. Besiyeri
otoklavdan c¢ikarildiktan sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve sonra iizerine % 7 steril
koyun kani eklendi. Besiyeri her biri 20 ml olacak sekilde steril petrilere dokiildi ve
donmaya brrakildi. Kullanilincaya kadar 4°C‘de muhafaza edildi.

Tablo 3.5. Blood Agar Base No:2 besiyeri icerigi

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

3.2.5. Brucella Broth Besiyeri

Elde edilen izolatlarm PCR ile identifikasyonu yapilana kadar uygun sartlarda
saklanmasi i¢in Brucella Broth hazirlandi. Brucella Broth Base (Sigma B 3051) hazir
besiyerinden 14,05 g alinarak 500 ml distile su i¢inde cozdiiriildii ve pH seviyesi
7,4+0,2’ye ayarlanarak Onceden hazirlanan tiiplere 1 ml olacak sekilde dagitildi
121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi ve besiyerleri sogumasini takiben
buzdolabina kaldirilarak kullanilincaya kadar sakland1.

Tablo 3.6. Brucella Broth Besiyeri Icerigi

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
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3.2.6. Triple Sugar Iron (TSI) Agar Besiyeri

H,S olusum testinde kullanmak iizere hazirlandi. Triple Sugar Iron (TSI) Agar hazir
besiyerinden (Oxoid CM 277) 65 g alinarak 1 It distile su icerisinde ¢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 ekstrakti 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

3.2.7. Katalaz Test Ayiraci

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

karigtirilarak testte kullanilmak iizere % 3’liik H,O; soliisyonu hazirlandi.
3.2.8. Oksidaz Test Kiti

Hazir Oxydase test kitleri (Oxoid BR 64) kullanild.

3.2.9. 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 kullanild:.
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Tablo 3.8. Sodyum Hippurat soliisyonu igerigi

icerik Miktar(g/1)
Sodyum hippurat 10g

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Sodyum klorit 85¢g
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat 8,98 g
Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat 2,71 g
Distile su 1000 ml

3.2.10 Membran Filtreler

Gozenek capr 0,45 um 47 mm’lik selilloz asetat filtreler (Sartorius AG 37070)
kullanildi.

3.2.11. Mikroaerobik Ortam Kitleri

Anaerobik jarlar (Merck, M116387.0001) ve i¢inde mikroaerobik ortam saglayan ticari
gaz kitleri (Anaerocult C, Merck M116275.0001) kullanilda.

3.3. MULTIPLEKS PCR iSLEMINDE KULLANILAN MALZEMELER

PCR isleminde kullanilan malzemeler asagida listelenmistir.

Tablo 3.9. PCR Isleminde Kullanilan Malzeme Listesi

Malzeme Miktar
Taq DNA polymerase (Dr.Zeydanli, DZTQ-5) 500U
PCR Buffer (Dr.Zeydanli, DZPBS10-05) 10X
MgCl, (Merck, 105833) 25 mM

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Dr.Zeydanli, DZ010-S) 10 mM

3.3.1. Primer Ciftleri

Campylobacter jejuni i¢in; 323 baz c¢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-1I (CJR) : 5°- GCC ACA ACA AGT AAAGAAGC-3

Campylobacter coli i¢in; 126 baz cifti biiyiikliigiinde DNA band1 veren, C. coli glyA
gen primeri kullanildi. (Alpha DNA, Montreal, Kanada)

Primer-1I (CCF) : 5°- GTAAAACCAAAGCTTATCGTG -3’
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Primer-1II (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-1 (CLF) : 5’- TAGAGAGATAGCAAAAGAGA -3
Primer-1I (CLR) : 5’- TACACATAATAATCCCACCC -‘3 (96).
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 kullanilmustir.
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 firmda 90 saniyede eritilmistir. Yaklasik 50°C‘ye sogutulduktan

sonra icerisine 300 pl Ethidium Bromide eklenmis ve katilasmaya birakilmistir.
3.3.5 Standart Suslar

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

suslar1 kullanilmastir.
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3.4. YONTEM

Kayseri ilindeki cesitli siipermarketlerde paketlenmis olarak satisa sunulan tavuk but,
g0giis, kanat ve karkas Ornekleri aseptik sartlarda alinarak soguk zincir altinda ayn1 giin
icinde laboratuvara getirildi ve ayni giin analize baslandi. Tavuk Orneklerindeki
termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonu TS EN ISO 10272-1
yontemine gore yapilmistir (97). Tiim asamalara ait izolasyon ve identifikasyon semasi

Sekil 3.1°de gosterilmistir.
3.4.1. Campylobacter spp.’nin izolasyonu ve Identifikasyonu

Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda Orneklerin yikanmasi, yikant1 sivisinin kati
besiyerine ekimi ve inkiibasyon sonunda secilen siipheli kolonilerin identifikasyonu
asamalar1 uygulandi. Identifikasyon amaciyla morfolojik testler (Gram boyama ve
mikroskobik morfoloji, hareketlilik) ve biyokimyasal testler (oksidaz, katalaz, sodyum
hippurat hidrolizi, H-S olusumu) uygulandi.

Tavuk but, kanat, gogiis ve karkas 6rnekleri, steril stomacher posetlerine konularak 200
ml TPS (Tamponlanmig peptonlu su) ile 3 dakika siireyle elle ovulup yikandiktan sonra

elde edilen yikanti s1vist 6rnek olarak kullanildi.

Elde edilen yikant1 sivisndan 0,1 ml alindi. ik yontemde daha once ekim igin
hazirlanmis olan mCCDA besiyerine (Oxoid CM 739, Oxoid SR 155E), ikinci
yontemde CAT supplement iceren mCCDA (Oxoid CM 739, Oxoid SR0174) besiyerine
direkt ekim yapild1. Ugiincii yontemde ise 0,3 ml yikant1 sivis1 0,45 um gozenek capina
sahip 47 mm’lik seliiloz asetat filtreler kullanilarak membran filtrasyon yontemiyle % 5

steril koyun kani iceren mCCDA besiyerine filtre edildi.

Besiyerleri mikroaerobik kosullarda 42°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakild1
Inkiibasyon sonras1 her ii¢ besiyerinde iireyen 1-2 mm ¢apinda konveks, parlak, diizgiin
kenarli ve grimsi renkte termofilik Campylobacter spp. siipheli tipik 6zellik gosteren
farkl koloniler secilerek % 7’lik steril defibrine koyun kani iceren kanli agara (Blood
Agar Base No:2 CM 271 B) ekimi yapild1 ve petriler 42°C’de 24-48 saat mikroaerobik
ortamda inkiibe edildi.
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Gogiis + 200 ml TPS ~ 3 Dak.
Kanat

Biitiin Karkas

\ /

J

Yikant1 Sivisindan Kati Besiyerlerine Ekim

0,1 ml ﬂ 0,1 ml ﬂ 0,3 ml ﬂ

~

Orneklerin Yikanmasi

mCCDA ] [ CAT Agar ] [ Kanh mCCDA ]

Mikroaerobik ortamda
42°C¢de 48-72 saat inkiibasyon

% T’lik Koyun Kam
(Siipheli Kolonilerin Ekimi)

Mikroaerobik ortamda
42°C¢de 24-48 saat inkiibasyon

[ Gram Boyama ]

4

[ Oksidaz Testi ]

4

[ Katalaz Testi ]

4

[ H,S Olusumu ]

4

[ Hippurat Hidrolizi ]

Sekil 3.1. Termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyon ve identifikasyon semasi
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3.4.2. lidentifikasyon
3.4.2.1. Gram Boyama ve Mikroskobik Muayene

Kanli agarda iireyen kolonilerinden bir 6ze dolusu almarak, Gram boyama islemi
gerceklestirildi. Mikroskopta (YS2-H Nikon, Japonya) incelenen Gram negatif, kivrik
spiral veya mart1 kanadi goriiniimiindeki mikroorganizmalar Campylobacter spp. olarak

degerlendirildi (97).
3.4.2.2. Hareketlilik Testi

Kanl agarda iireyen koloniler bir 6ze ile alinarak lam iizerine konuldu ve faz kontrast
mikroskobunda hareketlilik ve morfolojik a¢idan incelendi. Helezon sekilli, kivrik ve
yon degistiren hiicrelerin gozlenmesi ile hareket yoOniinden pozitif olarak

degerlendirilmistir (97).
3.4.2.3. Katalaz Testi

Test icin % 3°‘lik H,O; soliisyonundan bir 6ze dolusu bir lam iizerine alind1 ve iizerine
0ze ile kanl agarda iireyen siipheli kolonilerden konuldu. Bir ka¢ saniye igerisinde

olusan gaz kabarciklar1 pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (97).
3.4.2.4. Oksidaz Testi

Kanl agarda iireyen siipheli koloniler 6ze yardimi ile alinip hazir oksidaz test kitlerine
(Oxoid BR 64 A) siiriildii, 10-20 sn sonunda olusan menekse rengi pozitif olarak kabul
edildi (97).

3.4.2.5. Hippurat Hidroliz Testi

Kanli agarda iireyen siipheli Campylobacter spp. kolonilerinden, icerisinde 0,4 ml
sodyum hippurat ¢ozeltisi bulunan tiip icerisine bir 6ze dolusu alind1 ve 37°C’de 2 saat
siireyle su banyosunda inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi, % 3,5°lik ninhidrin
ayrracindan he bir tiipe 0,2 ml ilave edilerek 10-15 dakika daha inkiibasyona devam
edildi. Inkiibasyon sonrasi koyu mavi renk olusumu hippurat pozitif, acik mavi veya

renk olusmamast hippurat negatif olarak degerlendirildi (97).
3.4.2.6. H,S Olusumu

Campylobacter spp. besiyerlerinde bulunan glikoz, siikroz ve laktozu kullanamaz ve

H,S olusturmadiklar1 i¢in renk degisimi goriilmez. Test i¢in kanli agardan alinan
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izolatlar, yatik TSI agara inokiile edilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda besiyerinde renk degisiminin olmamasi Campylobacter spp. pozitif olarak

degerlendirildi (97).
3.4.2.7. 30°C’de Ureme Ozelligi

Kanli agar besiyerinde iireyen siipheli kolonilerden bir 6ze dolusu almarak kanh agara
inokiile edildi. 30°C’de 2-5 giin siireyle mikroaerobik ortamda inkiibasyona birakilarak

tireme yoniinden test edildi.
3.5. CAMPYLOBACTER iZOLATLARININ MUHAFAZASI

Kanath etlerinden ayrilan izolatlar molekiiler identifikasyonlar1 yapilana kadar % 10
gliserol iceren, Brucella broth besiyerinden hazirlanan cryotiipler icerisinde — 85°C‘de

(Sanyo MDF-U5186S) dondurularak saklandilar (98).
3.6. CAMPYLOBACTER iZOLATLARININ mPCR iLE iDENTiFiKASYONU
3.6.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu amaciyla arastirmacilar tarafindan daha once bircok kez kullanilan
direkt kaynatma metodu kullanilmistir. Bu amacla izolatlar, 200’er ul 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 sagland1. Ustteki siipernatant template DNA kullanilmak
tizere baska ependorf tiipe alindi. DNA’lar PCR islemi yapilana kadar -20°C’de
muhafaza edildi (99).

3.6.2. Multipleks PCR Uygulamasi

Wang ve ark (96) uyguladigi protokolde bazi diizenlemeler yapilarak mPCR islemi
yapilmustir. C. fetus ve C. upsaliensis primerleri ¢ikarilarak modifiye edilen uygulamada
her bir PCR tiipiine, 200 uM deoxynucleoside triphosphate (ANTP); 2,5 ul 10X PCR
buffer (500 mM Tris-HCI (pH 8,3), 100 mM KCl ve 50 mM (NH4),SO4); 20 mM
MgCly; 0,5 uM C. jejuni ve C. lari primeri; 1 uM C. coli primeri, 0,2 uM 23S rRNA
primeri, 1,25 U Taq DNA polymerase ve 2,5 ul hedef DNA iceren karigim hazirland:.
PCR islemi toplam 25 pl hacimde gerceklestirildi. 22,5 ul PCR karisimima 2,5 pl hedef
DNA ilave edilerek toplam 25 pl hacim elde edildi. Termal Cycler’da (Biometra T,



36

Personal Thermal Cycler) gerceklestirilen amplifikasyon dongii swras1 asagidaki gibi

uygulandiktan sonra elde edilen amplikonlar 4°C’de muhafaza edilmistir.

95°C’de 6 dak ilk denatiirasyon

e 95°C’de 30 sn denatiirasyon )
e 59°C’de 30 sn baglanma (annealing) >— 30 Siklus
e 72°C’de 30 sn uzama (extension)

_

e 72°C’de 7 dak son uzama (final extension)

3.6.3. Elektroforez

Bir sonraki asamada amplikonlardan 5 pl alnarak, 1 pl 6X jel yiikleme soliisyonu
(Dr.Zeydanli, DZLB6X-5 Orange G) ile boyanmistir. Amplifikasyon sonucu elde edilen
PCR iiriinleri, ethidium bromide iceren % 1,5’luk agaroz jelde, 100 Voltta 1 saat
elektroforez (Thermo EC 330) islemine tabi tutulduktan sonra jel dokiimantasyon
sistemi (Vilber Laurmat ECX-20-M) kullanilarak goriintiilenmistir. Elektroforez
sirasinda hedef gene 6zgii olusan DNA bantlarinin molekiil agirliklarim belirlemek i¢in

100 bp DNA ladder (Dr.Zeydanli) kullanilmistir (100).

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel analizler, 6rneklerden izole edilen termofilik Campylobacter verileri dikkate
almarak kiiltiir teknikleri arasindaki farkhiliklar yoniinden yapilmistir. Calismada elde
edilen bulgular degerlendirilirken istatistiksel analizler i¢in SPSS (Statistical Package
for Social Sciences for Windows 13.0) programui kullanildi. Niteliksel verilerin

karsilastirilmas: “T” testi istatistiki yontemine gore yapildi.



4. BULGULAR

Bu calismada, 2011 Nisan-Temmuz aylarinda Kayseri’deki siipermarketlerde
paketlenmis olarak satisa sunulan, 7 farkli firmaya ait toplam 100 adet tavuk eti 6rnegi,
tic farkli kiiltiir teknigi ile termofilik Campylobacter tiirlerinin varligi yoniinden
incelenmistir. Konvansiyonel yontemlerle ile izole ve identifiye edilen termofilik

Campylobacter tiirlerinin mPCR teknigi ile dogrulanmas: yapilmustir.

Her iic yontem ile yapilan incelemelerde 100 Ornegin 94‘linden termofilik
Campylobacter spp. izolasyonu saglanirken, sadece 6 adet ornekte her {ic yontem
negatif sonu¢ vermistir. Negatif sonu¢ veren 6 Ornegin tamaminin tavuk gogiis eti

oldugu tespit edilmistir.

Incelenen 100 adet tavuk eti 6rneginin mCCDA besiyeri kullamlarak 87’sinden (% 87),
CAT supplement iceren mCCDA besiyeri kullanarak 87°‘sinden (% 87) ve kanli
mCCDA besiyeri kullanarak filtrasyon yontemiyle 52‘sinden (% 52) termofilik
Campylobacter tiirleri izole edilmistir. Her ii¢ kiiltiir teknigi uygulandiginda ortaya

cikan Campylobacter spp. prevalansi Tablo 4.1’dedir.



Tablo 4.1. Kiiltiir tekniklerinden elde edilen Campylobacter spp. prevalansi
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.. Campylobacter spp.
Ornek Sayisi Kiiltiir Yontemi
Prevalansi
mCCDA Besiyeri % 87
100 Adet
CAT Besiyeri % 87
Tavuk Eti
Kanlt mCCDA Besiyeri % 52

Tiim 6rneklerden toplam 295 termofilik Campylobacter izolat1 elde edilmistir. Bunlarin
% 37,9’u (112/295) mCCDA besiyerinden, % 39,6’s1 (117/295) CAT besiyerinden, %
22,3’ii de (66/295) kanli mCCDA besiyerinden izole edilmistir (Tablo 4.2, Sekil 4.1).

Tablo 4.2. Calismada kullanilan izolasyon yontemleri ve izolatlarin tiir diizeyinde dagilimlari

Kullamlan Kiiltiir Teknigi
Ornek Tipi N I II I

o | G| e || G| Ce | | G| ce
Tavuk But Eti 25 21 8 17 9 11 3
Tavuk Gogiis Eti | 25 14 14 15 9 5 4
Tavuk Kanat Eti | 25 (3171’29) 20 9 (3191,76) 30 8 (262?3) 15 1
Tavuk Karkas 25 23 3 23 6 24 3
Toplam 100 78 34 85 32 55 11

N: Ornek Sayis1 I: mCCDA besiyerine direkt ekim II: CAT besiyerine direkt ekim III: Kanli mCCDA

besiyerine filtrasyon TC: Termofilik Campylobacter pozitif 6rnek sayisi
sayist Cc: C. coli pozitif 6rnek sayisi

Cj: C. jejuni pozitif 6rnek




22,30%

39,60%

OmCCDA
B CAT

O Kanh
mCCDA

Sekil 4.1. Termofilik Campylobacter izolatlariin kiiltiir tekniklerine gore dagilimi.

Analiz sonucunda elde edilen termofilik Campylobacter izolatlarmin kiiltiir tekniklerine
gore dagilimi degerlendirildiginde, mCCDA besiyerinden izole edilen 112 izolatin 78’1
(% 69,7) C. jejuni, 340 (% 30,3) C. coli, CAT besiyerinden elde edilen 117 izolatin
851 C. jejuni (% 72,6), 32°si C. coli (% 27,4) olarak identifiye edilirken, kanli mCCDA

besiyerinden filtrasyon ile elde edilen 66 izolatin 551 C. jejuni (% 83,3), 11°‘inin de C.

coli (% 16,7) oldugu saptanmustir. Elde edilen izolatlarin izolasyon yontemlerine gore

sayisal dagilimi Tablo 4.3.’dedir.

Tablo 4.3. Termofilik Campylobacter izolatlarinin izolasyon yontemlerine gore dagilimi.

Elde Edilen izolat Sayis1

Kiiltiir Teknigi Termofilik L. .
Campylobacter spp. C. jejuni % C. coli %
mCCDA Besiyeri 1124295 78 69,7 34 30,3
CAT Besiyeri 117/295 85 72,6 32 27,4
Kanh mCCDA 66/295 55 83.3 11 167
Besiyeri

a: Kiiltiir teknigi ile elde edilen izolat sayis1 b: Her ii¢ kiiltiir tekniginden elde edilen toplam izolat say1si
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130+

112

mCCDA CAT Kanlt mCCDA

O Campylobacter spp. B C. jejuni OC. coli

Sekil 4.2. Kiiltiir yontemlerinden elde edilen termofilik Campylobacter’lerin sayisal dagilimlari

Kiiltiir teknikleri kullanilarak elde edilen termofilik Campylobacter tiirlerinin 6rnek
tipine gore dagilimlar1 degerlendirilmistir. Buna gére mCCDA besiyerine ekimi yapilan
25 but etinin 24 ‘linden, 25 gogiis etinin 17 ‘sinden, 25 kanat etinin 23’iinden ve 25 tavuk
karkasimnin 23’tinden termofilik Campylobacter spp. izolasyonu saglanmistir. CAT
besiyerinde 25 but etinin 22‘sinden 25 gogiis etinin 16‘sindan, 25 kanat etinin
tamamindan ve 25 tavuk karkasmin 24’iinden termofilik Campylobacter spp. izole
edilmistir. Kanli mCCDA besiyerinde, 25 but etinin 13‘linden 25 g6giis etinin 9 ‘undan,
25 kanat etinin 13‘linden ve 25 tavuk karkasinin 17’sinden termofilik Campylobacter

spp. izole edilmistir.

25 adet but eti drneginden her li¢ besiyerine ekiminden elde edilen 69 izolatin 49’u C.
Jejuni, 20°si C. coli olarak identifiye edilmistir. C. jejuni izolatlarinin % 42,9’u (21/49)
mCCDA‘dan, % 34,7’si (17/49) CAT besiyerinden, % 22.4’t (11/49) kanh
mCCDA’dan, C. coli izolatlarinin % 40,0’1 (8/20) mCCDA’dan, % 45’1 (9/20) CAT
besiyerinden, % 15’1 (3/20) de kanli mCCDA’dan elde edilmistir (Tablo 4.4; Sekil 4.3).
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Tablo 4.4. Tavuk but etindeki termofilik Campylobacter izolatlarmin kiiltiir tekniklerine gore sayisal
dagilimi.

Izolasyon mCCDA CAT Kanl mCCDA Toplam Izolat
Y ontemi Sayis1

izolat C.jejuni | C.coli | C. jejuni | C.coli | C.jejuni | C.coli | C.jejuni | C. coli

Tavuk But
Eti
(%)

21 8 17 9 11 3

(42,9) (40,0) (34,7) (45,0) (22,4) (15,0) 49 20

25 adet kanat eti 6rneginden elde edilen 83 izolatin 65’1 C. jejuni, 18’1 C.coli olarak
identifiye edilmistir. C. jejuni izolatlarimin % 30,8’1 (20/65) mCCDA‘dan, % 46,1’1
(30/65) CAT besiyerinden, % 23,1 (15/65) kanli mCCDA’dan, C. coli izolatlarmin
% 50,0’si (9/18) mCCDA’dan, % 44,4’t (8/18) CAT besiyerinden, % 5,6’s1 da (1/18)
de kanlt mCCDA’dan elde edilmistir (Tablo 4.5; Sekil 4.4).

Tablo 4.5. Tavuk kanat etinde termofilik Campylobacter izolat sayilar1 ve izolasyon yontemlerine gore
dagilimi.

Izolasyon mCCDA CAT Kanl mCCDA Toplam Izolat
Y ontemi Sayis1

izolat C.jejuni | C.coli | C.jejuni | C.coli | C. jejuni | C.coli | C.jejuni | C. coli

Tavuk
|20 9 30 8 15 !
Ka?%t)Etl (30.8) (50,0) (46,1) (44,4) (23,1) (5,6) 65 18

25 adet gogiis eti orneginden elde edilen 61 izolatin 34t C. jejuni, 27°si C.coli olarak
identifiye edilmistir. C. jejuni izolatlarinin % 41,2’si (14/34) mCCDA‘dan, % 44,1°1
(15/34) CAT besiyerinden, % 14,7°si (5/34) kanli mCCDA’dan, C. coli izolatlarmin
% 51,9’u (14/27) mCCDA’dan, % 33,3’ii (9/27) CAT besiyerinden, % 14,8’i de (4/27)
de kanlt mCCDA’dan elde edilmistir (Tablo 4.6; Sekil 4.5).
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Tablo 4.6. Tavuk gogiis etinde termofilik Campylobacter izolat sayilar1 ve izolasyon yontemlerine gore
dagilimi.

Izolasyon mCCDA CAT Kanl mCCDA Toplam Izolat
Y ontemi Sayisi

izolat C.jejuni | C.coli | C.jejuni | C.coli | C.jejuni | C.coli | C.jejuni | C. coli

Tavuk
Lavue 14 14 15 9 5 4
G"(g},/‘:)Et‘ 412) | 51,9 | @41 | 33,3 | 147 | (14,8 34 27

25 adet tavuk karkas Orneginden elde edilen 82 izolatin 70’1 C. jejuni, 12’si C.coli
olarak identifiye edilmistir. C. jejuni izolatlarinin % 32,9’u (23/70) mCCDA‘dan, %
32,9’u (23/70) CAT besiyerinden, % 34,2°si (24/70) kanli mCCDA’dan, C. coli
izolatlarinin % 25,01 (3/12) mCCDA’dan, % 50,0’1 (6/12) CAT besiyerinden, % 25,0’1
de (3/12) de kanli mCCDA’dan elde edilmistir (Tablo 4.7; Sekil 4.6).

Tablo 4.7. Tavuk karkasinda termofilik Campylobacter izolat sayilar1 ve izolasyon yontemlerine gore
dagilimi.

Izolasyon mCCDA CAT Kanl mCCDA Toplam Izolat
Y ontemi Sayis1

izolat C.jejuni | C.coli | C. jejuni | C.coli | C. jejuni | C.coli | C.jejuni | C. coli

Tavuk
Karkas 23 3 23 6 24 3 70 12
(%) (32,9) (25,0) (32,9) (50,0) (34,2) (25,0)

Istatistiksel olarak, termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda mCCDA ve
CAT besiyerleri arasindaki farkin (but eti-kanat eti pcarccpa=0.161, gogiis eti-karkas
Pear_ccpa=0.574) dnemli olmadigi tespit edilmistir. But eti ve gogiis etlerinden termofilik
Campylobacter tiirlerinin elde edilmesinde CAT besiyeri ve kanli mCCDA besiyerleri
arasindaki farkin ise ©6nemli oldugu (p<0,05) saptanmustir. Kanat eti ve karkas
etlerinden izolat elde edilmesinde CAT besiyeri ve kanli mCCDA besiyeri arasinda

p<0,01 diizeyinde anlaml1 bir farkin oldugu tespit edilmistir.
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OC. jejuni

B C.coli

mCCDA CAT Kanli mCCDA

Sekil 4.3. Tavuk but eti 6rneklerindeki C. jejuni ve C. coli izolatlarmin kiiltiir yontemlerine gore ytizde
dagilimi.

50

407

%

L OC. jejuni
B C. coli

204 |

mCCDA CAT Kanli mCCDA

Sekil 4.4. Tavuk kanat eti 6rneklerindeki C. jejuni ve C. coli izolatlarinin kiiltiir yontemlerine gore yiizde
dagilimi.
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60-

40

% 304 OC. jejuni

B C. coli
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mCCDA CAT Kanli mCCDA

Sekil 4.5. Tavuk gogiis eti orneklerindeki C. jejuni ve C. coli izolatlarinin kiiltiir yontemlerine gore
yiizde dagilima.

% OC. jejuni

B C. coli

mCCDA CAT Kanli mCCDA

Sekil 4.6. Tavuk karkas orneklerindeki C. jejuni ve C. coli izolatlarinin kiiltiir yontemlerine gore yiizde
dagilimi.
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Kiiltiir yontemleri ile elde edilen termofilik Campylobacter tiirlerinin 6rnek tiplerine

gore sayisal dagilimlar1 Tablo 4.7.’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. Kiiltiir yontemlerinden elde edilen C. jejuni ve C. coli izolatlarinin 6rnek tiplerine gore
sayisal dagilimlar1

Ornek Tipi
- But Eti Gogiis Eti
OrN‘:fk 1 1l I 1 11 11

Gj [ Cc | G [cCe | cC[ce|clce|lc[ce]| ¢ ce

1 - 1 - 1 - - - - - - - -

2 - - 1 - - - - - - - - -

3 1 - 1 - - - 1 - 1 - 1 -

4 1 - - - - - 2 - - - -

5 1 - 1 1 - - - - - 1 - -

6 1 - 1 - 1 - - - 1 - - -

7 1 - 1 1 - - - - 1 - 1 -

8 2 - 1 - - - 2 - 1 - - -

9 - - - - 1 - - - - - - -
10 1 1 1 - - - 1 1 2 - 1 -
11 1 1 1 1 1 - - - - 3 3 3
12 1 - - 1 - - - - - 3 3 3
13 - - - - - - - - - - - -
14 - - 1 - - - - - - - - -
15 2 - 2 - 2 - - 2 - 1 - -
16 1 - 2 - - - - - - 3 3 3
17 - 1 - 1 2 | 3 2 - 3 - 2
18 1 1 1 - 1 - 2 1 - 1 - 1
19 1 - - - - - 2 - 1 - -
20 1 - - - - - - 1 2 - 1 -
21 1 1 1 1 1 - 1 - 2 - - -
22 1 1 1 - 1 - 2 1 - 1 - 1
23 1 - - - - - 1 2 1 - -
24 1 - - 1 - - - 1 2 - 1 -
25 1 1 1 1 1 - 1 2 - - -
Toplam | 21 | 8 | 17 | 9 | 11| 3 | 14 |14 |15 9 | 5 | 4

I : mCCDA besiyerine direkt ekim I : CAT besiyerine direkt ekim IIT : Kanli mCCDA besiyerine
filtrasyon Cj: Izole edilen pozitif C. jejuni sayis1 Cc: 1zole edilen pozitif C. coli sayis1 (-) : Izolasyon
yapilamadi



Tablo 4.8. Kiiltiir yontemlerinden elde edilen C. jejuni ve C. coli izolatlarinin 6rnek tiplerine gore
sayisal dagilimlar1 (devami)

Ornek Tipi
. Kanat Eti Tavuk Karkas
OrN‘:)ek 1 11 I I 11 I
G [Ce | CGlce|ci[cee|cJcecelc|cel cJce
1 2 - 1 - - - - - 1 - - -
2 - - - - - - 1 - 1 - - -
3 - - 1 - - - - 1 - 1 - -
4 - - 1 - - - 2 - 1 - 1 -
5 1 1 1 - 1 - 1 - 1 - 1 -
6 1 - 1 - 1 - - - - - 1 -
7 1 - 2 - - - - 1 2 - 1 -
8 2 - - 1 1 - - 1 - - -
9 - - 2 - - - 1 - 1 - - -
10 - 1 - 1 - - - - - - 1 -
11 1 - - - - - 2 - 1 - 1 -
12 1 - 1 - 1 - 2 1 2 1 1 1
13 - 1 - 1 - - - - - - - -
14 2 - 5 - 1 - 2 - 1 1 - 1
15 - 2 1 1 1 1 1 - - - - -
16 1 - 3 1 1 - 1 - 1 1 - 1
17 - - 1 1 1 - 2 - 2 I -
18 - 1 3 - 2 - 2 - 1 1 3 -
19 1 - 1 - - - - - - - - -
20 1 - - - 1 - - - 1 - 1 -
21 2 1 1 1 - - 1 - 2 - 3 -
22 1 - 1 - - - 2 - 1 1 3 -
23 1 - - 1 2 - - - - - - -
24 2 1 - - - - - - 1 -
25 - 1 3 - 2 - 1 - 2 - 3 -
Toplam |5 1 9 | 30 | 8 | 15| 1 | 23| 3 | 23| 6 | 24 | 3

I : mCCDA besiyerine direkt ekim Il : CAT besiyerine direkt ekim III : Kanli mCCDA besiyerine
filtrasyon Cj: Izole edilen pozitif C. jejuni sayis1 Cc: 1zole edilen pozitif C. coli sayis1 (-) : Izolasyon
yapilamadi
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Sekil 4.7. mPCR ile ampfliye edilen iiriinlerin % 1,5 agaroz jeldeki goriintimleri. M:100
bp DNA ladder, 1: C.coli izolati, 2-6, 8-15,17: C.jejuni izolatlar1, 7-16: Negatif Kontrol
(Steril distile su), 14: Pozitif kontrol (C. coli DCC2), 20: Pozitif kontrol (C. jejuni

NCTC 11168)

47



5. TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada, ¢esitli marketlerde paketlenmis olarak satisa sunulan 25’er adet tavuk
but eti, kanat eti, gdgiis eti ve tavuk karkasi ornekleri ile ¢aligilmistir. Tiiketime sunulan
100 adet tavuk eti Orneginden yikama yOntemi ile elde edilen yikanti sivisindan
mCCDA besiyerine ve CAT besiyerine direkt ekim, kanli mCCDA besiyerine filtrasyon
yontemiyle ekim yapilmis ve kiiltiir yontemleri arasindaki verimlilik incelenerek

Campylobacter spp. izolasyonunun en fazla saglandigi teknik belirlenmeye calisiimistir.

Temofilik Campylobacter tiirlerinin kanath etlerinden veya kanatli bagirsak iceriginden
izolasyonunda kullanilan besiyerleri, floradaki rekabet¢i mikroorganizmalarin
tiremelerini baskilamak amaci ile ¢esitli kompozisyonlarda antibiyotik ve antimikotik
gibi antimikrobiyal maddelerin ve kimyasallarin (charcoal, demir siilfat, sodyum piruvat
vb.) ilavesi ile selektif besiyerine doniistiiriilmektedir. Besiyerlerine ilave edilen
antibiyotiklerin tiirli ve konsantrasyonlar1 bu besiyerlerinin duyarliligim belirleyen en

onemli faktorler olarak gosterilmistir (101, 102).

Calismamizda izolasyon sonucu elde edilen termofilik Campylobacter tiirlerinin biiyiik
cogunlugu direkt ekim yontemi ile mCCDA besiyeri (%37,9) ve CAT besiyerinden
(%39,6) elde edilmistir. Her iki besiyeri arasinda yapilan karsilastirmada izolatlarin
izolasyon oranmin, CAT besiyerinde mCCDA besiyerine gore daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bu durum CAT besiyerinin mCCDA besiyerine gore daha secici ve duyarh
olmasi ile izah edilebilir. Istatistiksel olarak besiyerleri arasindaki farkin izolasyon orani
acisindan ~ 6nemli  olmadigi  saptanmustir  (p>0,05). Ornek tiplerine  gore

degerlendirildiginde CAT besiyerindeki C. jejuni izolatlar1 en fazla kanat eti ve gogiis
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etinden elde edilmistir. Campylobacter tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonunda

kiiltiir yontemleri arasindaki etkinligin karsilastirildig ¢esitli calismalar bulunmaktadir.

Corry ve Atabay (103), mCCDA besiyeri ve CAT besiyerinin verimliliklerini
karsilastirdiklar1 bir calismada, Campylobacter tiirlerine ait 35 susun besiyerlerindeki
tireme kabiliyetlerini test etmislerdir. Her iki besiyerinde iiretilen 35 susun 19‘unun,
CAT besiyerinde mCCDA besiyerine gore daha iyi gelistigi goriilmiistiir. mCCDA
besiyerinde 35 susun 8’inde gelisme goriilmezken, CAT besiyerinde sadece 1 susun
gelismedigi saptanmistir. Arastiricilar sonu¢ olarak Campylobacter ve Arcobacter
tiirlerin gelisiminde, CAT besiyerinin mCCDA besiyerine gore daha verimli oldugu
kanaatine varmuslardir. mCCDA besiyeri ve CAT besiyeri arasindaki temel
farkliliklardan biri, CAT besiyerinde digkilardaki enterokok gelisimini baskilamak i¢in
katilan teicoplanin bulunmasidir. Bu durum mCCDA ve CAT besiyerlerine katilan

antibiyotik kompoziyonlarmdaki farklilik ile iligkilendirilebilir.

Acke ve ark (104), 5 farkh kiiltiir yontemini (CAT besiyeri, mCCDA besiyeri, kanli
agar-membran filtrasyon, CAT agar-membran filtrasyon ve CCDA broth besiyeri)
karsilastirdiklar1 ¢calismalarinda Campylobacter spp. yoniinden inceledikleri 361 kedi ve
kopek rektal swab Orneginin 163‘linde (% 45,2) Campylobacter spp. pozitif tespit
etmislerdir. Diger dort yonteme gore CAT besiyerinden elde edilen Campylobacter
spp.. prevalansinin (% 33,0) daha yiiksek oldugu kanl agar-filtrasyon ve CAT besiyeri-
filtrasyon yoOnteminin diisiik oranda (% 19,5 ve % 17,5) Campylobacter spp.
prevalansina sahip oldugu saptanmistir. Aym arastiricilar PCR ile identifikasyonda
izolatlarm % 50,0 C. wpsaliensis, % 41,9 C. jejuni oldugunu tespit etmis ve
Campylobacter izolasyonu icin tek bir yontem tercih edildigi takdirde bunun CAT

besiyeri olmas1 gerektigi goriisiine varmiglardir

Oyarzabal ve ark (105), kiiltiir tekniklerini karsilastirdiklar1 benzer olarak bir
caligmada, taze tavuk karkaslarindan yikama yontemi ile elde ettikleri yikama sivisini
mCCDA besiyeri ile birlikte antibiyotik kompozisyonlar: farkli olan 5 farkl kati
besiyerine (Campy-Cefex, mCampy-Cefex, Campy, Campy-line ve Karmali) dogrudan
ekim yapmislar, mCCDA besiyeri yontemi ile 240 tavuk karkas orneginin 109 ‘undan
(% 45,4) Campylobacter spp. izole etmislerdir. Kiiltiir teknikleri karsilastirdiginda C.
coli izolasyonu i¢in Campy kat1 besiyerinin diger selektif besiyerlerinden daha verimli

oldugunu bunun sebebinin de kati besiyerinin igeriginde bulunan antibiyotik
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kompozisyonu (polymyxin, trimethoprim, vancomycin ve novobiocin) oldugunu

bildirmislerdir.

Ergeldi (106), 35 adet pili¢ 6rneginin 21’inden (%60) termofilik Campylobacter tiirleri
izole ettigi caligmasinda, kiiltiir teknigi olarak mCCDA ve Campylobacter Selective
Agar (CSA) besiyerini kullanmis, her iki besiyerinin birlikte kullaniminin tek baslarina
kullanimina gore daha iyi sonu¢ verdigini bildirmistir. Pamuk (107) yaptig1 ¢calismada,
Campylobacter spp. izolasyonunda tipik kolonilerin elde edilmesi ve istenilen se¢iciligi
saglamasindan dolayr mCCDA besiyerini kullanmis ve 240 pilic karkas Orneginin
141’inden (%67,1) termofilik Campylobacter izole ve identifiye etmistir. Endtz ve ark
(108), alt1 farkli besiyerinde Campylobacter tiirlerinin duyarliligint arastirdiklar1 ve
besiyerlerini karsilastirdiklar1 bir cahismada, mCCDA besiyerinin istenen selektiviteyi

sagladigini bildirilmistir.

Calismamizda tavuk eti 6rneklerinden yikama yontemi ile elde edilen yikant1 sivisindan
besiyerlerine direkt ekim yontemi kullanilmistir. Arastirmacilar (109, 110), kanath
karkaslarindan yikama yontemi ile elde ettikleri yikanti sivisindan Campylobacter spp.
izolasyonu i¢in kat1 besiyerine direkt ekim teknigini calisilmaya deger bulunmaktadir.
Bununla birlikte kanathi hayvanlarim bagirsak icerigi ve karkas yikama sivisindaki
Campylobacter spp. prevalansi diisiiniildiigiinde izolasyon i¢in zenginlestirme islemine
cok sik gerek olmadigi, bu islemin yapilmasi sonrasinda ortaya ¢ikan suslarin asil izole
edilmesi istenen tiir veya tiirleri baskilayarak, elde edilecek verilerde yaniltici sonuclara

neden olabilecegi bildirilmistir (111).

Calismamizda da, yikanti sivisinin ii¢ farkli besiyerine direkt ekimi ile 100 tavuk eti
orneginin 94‘linden termofilik Campylobacter spp. izolasyonu saglanirken (% 94),
sadece 6 adet Ornekte her lic yontem negatif sonu¢ vermistir. Negatif sonu¢ veren 6
Ornegin tamaminin tavuk gogiis etidir. Oyarzabal ve ark (105), 240 Ornegin %
63,3‘linde termofilik Campylobacter spp. izole edilmistir. Bulgularimiza gore bu
caligmadaki verilerin diisiik olmasini parca kanath eti (but, kanat, gbgiis) yerine sadece
kanatl karkasi orneklerinin kullanilmasi ve selektif besiyerlerinin bilesiminde bulunan

antibiyotik kompozisyonlarinin farkliligi olarak diisiiniilebilir.

Wisessombat ve ark (112), klasik kiiltiir yontemi ile membran filtrasyon ydntemini
karsilastirdig1 caligmalarinda, toplam 84 adet tavuk but eti, tavuk gogiis eti ve tavuk

kanat etini termofilik Campylobacter spp. yoniinden incelemislerdir. 84 6rnegin standart
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kiiltiir yontemi ile (mCCDA+Bolton Broth) 7°‘sinden (% 8,3) ve Campylobacter
enrichment broth besiyerine filtrasyon yontemi ile 16°‘sindan (%19,0) termofilik
Campylobacter spp. izole edilmistir. Kiiltiir yontemindeki pozitif drneklerin tamaminin
C. coli, filtrasyon yontemindeki pozitif drneklerin 14‘tniin C. coli ve 2°sinin de C.

Jejuni oldugu saptanmustir.

Tang ve ark (113), sokak pazarlar1 ve siipermarketlerde satisa sunulan 185 adet taze
tavuk eti 6rneklerindeki termofilik Campylobacter spp. prevalansini sirasiyla % 70,7 ve
% 91,4 olarak saptamislardir. Bolton broth ile zenginlestirme sonrasi mCCDA
besiyerine ekim yonteminin kullanildigi bu calismada elde edilen Campylobacter spp.
prevalansi izolasyon yontemlerinin farkliligina karsin bizim bulgularimiz ile parallellik

gosterdigini sOylemek miimkiindiir.

Calismamizda elde edilen bulgularda siipermarketlerden alinan tavuk orneklerinde C.
jejuni prevalansinin yiiksek olmasina karsin C. coli prevalansmin diisiik oldugu
goriilmektedir. Sokak pazarlar1 ve marketlerde satisa sunulan tavuk orneklerinden C.
Jejuni‘nin siklikla izole edildigi buna karsin C. coli‘nin daha az bulundugu rapor edilen
cesitli caligmalar bulunmaktadwr (113, 114, 115). Tirlerin prevalans oranidaki
farkliliga, tavuklarin islenme asamasinda ve paketleme islemi sirasindaki capraz
kontaminasyonun ya da kullanilan alet ve ekipmandan kaynaklanan kontaminasyonun

neden oldugu diisiiniilebilir.

Termofilik Campylobacter varliginin incelenmesine yonelik kullanilan bu yontemlerde
en sik kullanilan gere¢ olarak tavuk etinin disinda, kanathh hayvanlara ait i¢ organlar,
evcil/vahsi hayvanlar ve insanlara ait diski Ornekleri de kullanilmaktadir. Ancak
diinyanin bir¢cok iilkesinde Campylobacter spp. kontaminasyonunun asil kaynaginin

kanatl etleri oldugu kabul gérmektedir (116).

Tiirk Gida Kodeksi (TGK) mikrobiyolojik kriterler tebliginde (Teblig No: 2009/6),
tiketime hazir kanath eti ve {riinlerinde termotolerant Campylobacter spp.
bulunmamast gerektigi bildirilmektedir (117). Yasal degerlerin bu sekilde olmasina
karsin Tiirkiye’de satisa sunulan taze pili¢ karkasinda ve parca etlerinde (but, gogiis,
kanat) Campylobacter spp. prevalansinin genel olarak % 40,0-83,5 araliginda oldugu
bildirilmistir (118, 119, 120, 121).

Yildiz ve Diker (122) yaptiklar1 ¢alismada, mezbaha isleme asamasinda karkaslarin
gogiis, kanat, boyun ve budundan aldiklar1 480 6rnegin tiimiinden (% 100), satisa hazir
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karkaslardan aldiklar1 200 6rnegin 195 inden (% 97.5) Campylobacter spp. izole
ettiklerini bildirmislerdir. Bununla birlikte, karkaslardan izole ettikleri 675 susun
378'ini (% 56) C. jejuni, 281'ini (% 41.6) C. coli, ve 16'sm1 da (% 2.4) C. lari olarak

identifiye ettiklerini belirtmislerdir.

Arastirmamizda farkli yontemlerle elde edilen termofilik Campylobacter izolasyonuna
ait sonuclar ile farklh iilkelerde benzer ¢alismalardan elde edilen bulgularin bir kism
farkli ¢ikmustir. Ancak tiiketime sunulan tavuk etlerinde termofilik Campylobacter

prevalansi diger iilkelere nazaran tilkemizde daha yiiksektir.

Bazi1 biyokimyasal testlerin giivenilirliginin diisiik olmasi etkenin tanimlanmasinda
yaniltict sonuglara neden olabilir. Campylobacter tiirlerinin izolasyonu ve
identifikasyonunda klasik yontem ile molekiiler yontemin birlikte ¢aligilmasi daha hizli

ve giivenilir olacag: diisiiniilmektedir (123).

Arastirmamizda, tavuk etlerinden kiiltiir teknigi ile elde edilen 100 6rnege ait termofilik
Campylobacter tiirlerinin dogrulanmas1 amaciyla mPCR teknigi uygulanmistir. Bu
amagcla hipO ve glyA genine 6zgii Wang ve ark (96) tarafindan bildirilen primer c¢iftleri
kullanilmistir. Calisma sonucunda ii¢ farkli besiyerinden elde edilen 295 izolatin mPCR
teknigi ile dogrulamasi yapilmistir. mCCDA besiyerinden izole edilen 112 izolatin 78’1
(% 69,7) C. jejuni, 34’1 (% 30,3) C. coli, CAT besiyerinden elde edilen 117 izolatin
851 C. jejuni (% 72,6), 32°si C. coli (% 27,4) olarak identifiye edilirken, kanli mCCDA
besiyerinden filtrasyon ile elde edilen 66 izolatin 551 C. jejuni (% 83,3), 11‘inin de C.
coli (% 16,7) olarak saptanmistir. izolasyon oranmnin CAT besiyerinde, mCCDA
besiyerine gore daha fazla oldugu tespit edilmis ancak istatistiksel olarak bu iki besiyeri

arasindaki farkin izolayon orani a¢isindan 6nemli olmadig1 saptanmistir (p>0,05).

Elde edilen veriler sonucunda termofilik Campylobacter tiirlerinin gidalardaki
varhigmin ve c¢evre ve insan saghgi iizerindeki etkilerinin kanath hayvanlarin
Campylobacter epidemiyolojisinde énemli bir role sahip oldugu goriilmektedir. Bu tez
calismasinda kullanilan Orneklerin tamami siipermarketlerde tiiketime hazir olarak
sunulan {irtinlerdir. Farkli iiretici firmalar tarafindan entegre tesislerdeki {iiretim
proseslerinden gecerek mutfagimiza kadar gelen bu iiriinlerin hijyenik kalitesinin

istenen standartlarda olmadig calismamizda elde edilen verilerde goriilmektedir.

Uretici firmalar son iiriinde olusabilecek mikroorganizmalarmn ya da diger zararhlarmn

tehlike arz etmesi bakimindan tiiketiciye ulasmadan 6nce hangi asamalarda oldugunun
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tespiti ve Onleme yOntemleri gelistirmede yetersiz kalmakta ya da hijyen yonetim
sistemlerini art1 maliyet olarak gormeleri nedeniyle uygulamamaktadir. Bu da satisa
sunulan {iiriiniin mikrobiyolojik a¢idan riskli hale gelmesine neden olmaktadir. Bu
nedenle hammaddenin temininden onu isleyecek elemanlarin se¢imine, iiretimde
kullanilan makinelerden yan sanayi degerlendirmelerine, iiriin kontrollerinden sevkiyata
kadar hemen her agsamada tehlike analizlerinin yapilarak, mikrobiyolojik riski minimize
edecek noktalarin belirlenmesi gerekir. HACCP (Hazard Analysis At Critical Control
Points), GMP ( Good Manufacturing Practise) gibi gida giivenligine yonelik sistemlerin
uygulanmas1 gidanin tiiketiciye giivenli bir sekilde ulasmasi acisindan Onem arz

etmektedir.
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