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SIGIR KARKASLARINDAN VE ETLERINDEN TERMOFILIK
CAMPYLOBACTER SPP. iZOLASYONU VE iZOLATLARIN
ANTIBAKTERIYEL DUYARLILIKLARI

Aydin YAGIZ

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans, Ocak, 2017
Damsman: Prof. Dr. Fuat AYDIN

KISA OZET

Bu calismada, sigir karkaslarindan ve etlerinden termofilik Campylobacter spp.’nin
izolasyonu ve elde edilen izolatlarin cesitli antibakteriyellere duyarliliklarmin
belirlenmesi amaclandi. Bu amagla, 100 adet sigir karkas yiizey 6rnegi ve farkli satis
birimlerinden (kasap, siipermarket) alinan 100 adet sigir eti 6rnegi (50 adet kiyma ve 50
adet parga et) materyal olarak kullanildi. Campylobacter spp. izolasyonu i¢in Bolton
zenginlestirme besiyeri (Oxoid CMO0983) ile Modified charcoal cephoperazone
desoxycholate agar (NCCDA)’dan yararlanildi. Elde edilen izolatlarin identifikasyonu
fenotipik ve molekiiler (mPCR) testler ile gerceklestirildi. Izolatlarm amoksisilin-
klavulonik asit, enrofloksasin, eritromisin, gentamisin, nalidiksik asit streptomisin ve
tetrasiklin’e duyarliliklar1 ise disk diffuzyon yontemi ile belirlendi. Incelenen 100 adet
sigir eti 6rneginin 8 (%8)’1, 100 adet sigir karkas ylizeyinin ise 28 (%28)’i termofilik
Campylobacter spp. yoniinden pozitif bulundu. Et 6rneginden elde edilen izolatlarin
6’s1 C. jejuni ve 2’1 C. coli olarak identifiye edildi. Karkas 6rneginden izole edilen 32
adet izolatin 26’s1 C. jejuni, 3’i C. coli ve 3’1 de C. lari olarak tanimlandi. Otuziki C.
jejuni izolatinin 6’s1 enrofloksasin, 11’1 nalidiksik asit ve 4’{i de tetrasikline direngli
bulundu. Analiz edilen sigir karkaslarinin ve etlerinin gesitli termofilikCampylobacter
tiirleri ile kontamine olmasi, bu etleri tiikketen insanlarda Campylobacter enfeksiyonlari
acisindan bir risk olusturabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica ¢alismada C. lari’nin de
izole edilmesi, farkli kontaminasyon kaynaklarindan dolayr mezbaha hijyen kalitesinin

arttirllmasi zorunlulugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel duyarlilik, Campylobacter spp., mPCR, sigir eti, sigir

karkas
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ISOLATION OF THERMOPHILIC CAMPYLOBACTER SPP. FROM
CATTLE CARCASSES AND MEATS AND ANTIBACTERIAL
SUSCEPTIBILITY OF ISOLATES
Aydin YAGIZ

Erciyes University, Institue of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology
Master Thesis, January 2017
Supervisor: Professor Dr. Fuat AYDIN

ABSTRACT

In this study, the isolation of thermophilic Campylobacter spp. from cattle carcasses and
meats and the determination of susceptibility of the isolates to various antibacterials
were aimed. For this purpose, 100 beef carcass surface samples and 100 beef samples
(50 diced meat and 50 minced meat) taken from different retail units (butcher,
supermarket) were used as a material. Bolton Broth (Oxoid CM0983) and Modified
charcoal cephoperazone desoxycholate agar (MCCDA) (Oxoid CM739) were used for
the isolation of thermophilic Campylobacter spp. Identification of isolates was
performed by phenotypic and molecular (mPCR) tests. Antibacterial susceptibility of
the isolates to amoxicillin-clavulanic acid, enrofloxacin, erythromycin, gentamicin,
streptomycin tetracycline and nalidixic acid was determined by disk diffusion method.
Eight (8%) of the 100 beef samples and 28 (28%) of the 100 beef carcass samples were
found to be positive for thermophilic Campylobacter spp. six and 2 isolates obtained
from beef samples were identified as C. jejuni and C. coli respectively. In addition,
twenty six, 3 and 3 of 32 isolates obtained from beef carcass samples were defined as C.
jejuni, C.coli, and C. lari respectively. Six, 11 and 4 of 32 C. jejuni isolates were found
to be resistant to enrofloxacin, nalidixic acid and tetracycline respectively. It is thought
that the contamination of beef carcasses and meats with various species of thermophilic
Campylobacters could pose a risk factor for Campylobacter infections in humans. In
addition, due to isolation of C. lari in this study reveals that hygiene quality should
improve in slaughterhouses.

Keywords: Antibacterial sensitivity, beef, beef carcass, Campylobacter spp., mPCR,
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda artan diinya niifusu ile birlikte insanoglu i¢in en biiylik ugraslardan birisi,
temel besin kaynagini olusturan protein kaynaklarini artirmak olmustur. FAO verilerine
gore 2000 yilinda, 1.47 milyar bas olan diinya biiyiikbas hayvan sayisi (sigir ve manda)
2005 yilinda 1.56 milyar basa, 2013 yilinda ise 1.69 milyar basa ulasmistir. Kiiciikbag
hayvan sayis1 (koyun ve keci) 2000 yilinda 1.86 milyar bas, 2005 yilinda 2 milyar bas
ve 2013 yilinda 2,17 milyar bag seviyesine ulasmistir. 2000 yilinda 16 milyar adet olan
kanatli hayvan varlig1 ise yillar itibartyla siirekli artis gostererek 2013 yilinda 23.9
milyar seviyesine ulasmistir. Goriildiigii tizere diinya biiylikbas, kiiglikbas ve kanath
hayvan varlig1 artis egilimindedir. Kanatli hayvan varlig1 2013 yilinda 2000’1i yillarin
baslangicina gore %50 artis gostermistir (1).

Tablo 1.1 Diinya Kirmiz1 ve Beyaz Et Uretim Miktarlar1 (Bin ton) (1)

Yillar 2009 2010 2011 2012 2013
Kirmizi 79864 80017 79739 80657 81668
Et

Diinya | Bijyiikbas 66462 66686 66333 66886 67706

Kiigiikbas 13402 13331 13406 13771 13961

Beyaz Et 95062 99202 102249 105637 108648




Artan ihtiyaclar1 karsilamak i¢in diinya ¢apinda konvansiyonel iiretime yonelik biiyiik
bir doniisiim yagsanmis ve artan bu konvansiyonel iiretim ile birlikte de daha fazla gida
kaynakli infeksiyon insan sagligimi tehdit etmeye baslamistir. Genellikle insanlarda
gastroenteritise sebep olan bu tehditler az gelismis tilkelerde hastaliklarin ve dliimlerin

birincil sebebini olusturmaktadir.

Gastroenteritis ile seyreden hastaliklarin biiyiik bir cogunlugu gida kaynakli olmakla
birlikte az gelismis iilkelerde hastaliklarin ve 6liimlerin birincil sebebini olusturmakta,
global capta her yil 1.9 milyon kisinin 6liimiine sebep oldugu tahmin edilmektedir (2).
Gida kaynakli hastaliklar siklikla Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Campylobacter spp. ve Escherichia coli O157:H7. vb. patojen
bakteriler ile kontamine hayvan karkaslarinin ya da infekte hayvan etleri gibi hayvansal

tirlinlerin tiiketimi sonucu sekillenmektedir (3).

Kampilobakteriozis diinya c¢apinda insanlarda goriilen bakteriyel kaynakli
gastroenteritin en dnemli nedenlerinden biridir. Hastalik Kontrol Merkezleri raporlarina
gore sadece Amerika Birlesik Devletleri'nde tek basmna, Kampilobakteriozis’in yilda
yaklagik 850000 kisiyi etkiledigi tahmin edilmektedir. Campylobacter'ler yiiksek bir
mortalite orani olusturmasalar da, enfeksiyonun yilda 8000 hastaneye yatis ve 76
oliimle sonuglanan vaka oldugu tahmin edilmektedir (4). Bu vakalarin ise %90’ indan C.

Jjejuni nin sorumlu oldugu bildirilmektedir (5).

Diinyadaki toplam et tiiketiminde beyaz etten sonra en biiylik payr kirmizi et
olusturmaktadir. Bu g¢alismada sigir et ve karkaslarindan termofilik Campylobacter
Spp. ‘nin izolasyonu, identifikasyonu ve elde edilen izolatlarin ¢esitli antibakteriyellere

duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Campylobacter tiirleri, ilk kez 1886 yilinda Theodor Escherich tarafindan “kiiltiire
edilmeyen ve spiral sekilli bakteri” olarak “chlorea infantum” sonucu hayatini kaybeden
cocuklarda tanimlanmstir (6, 7 ,8). Daha sonra varlig: ilk kez 1906 yilinda iki ingiliz
veteriner hekim tarafindan gebe koyunlarin uteruslarinda tespit edilmistir (9, 10). Bu
mikroorganizmalar 1913 yilinda Mcfedyan ve Stockman tarafindan aborte sigir
fetuslarindan izole edilmistir (6, 8). Smith ve Taylor 1919 yilinda sigir atik
materyalinden izole ettikleri etkene Vibrio fetus ismini vermislerdir (11). Daha sonra
1927 yilinda ishalli sigir diskilarinda tespit edilen bu bakteriler Vibrio jejuni olarak
adlandirilmislardir. Ishalli domuz digkilarinda, 1944 yilinda, farkl: bir tiir tespit edilmis
ve Vibrio coli olarak adlandirilmistir (6, 8). Campylobacter cinsine ait tiirler spiral
goriintiilerinden dolay1 1963 yilina kadar Vibrio cinsi i¢inde yer alan ancak Sebald ve
Véron tarafindan oksijenli ortamda {irememeleri, karbonhidratlar1 fermente
edememeleri ve DNA baz yapisindaki guanin + sitozin (G+C) oranlarinin farkliliklari,

bu yildan itibaren Campylobacter olarak isimlendirilmelerine yol agmustir (12).



2.2. Taksonomi

Vibrio fetus, 1963 yilindan sonra Campylobacter fetus olarak adlandirilmistir.
Campylobacter genusu Campylobacteraceae familyasi Campylobacterales takimi
Epsilonproteobacteria sinifi, Proteobacteria subesinde yer almaktadir. Giiniimiizde ise
Campylobacter cinsi 26 tiir, 2 gegici tiir ve 9 alttiirden olusur (13). Bu genusta yer alan
C. jejuni, C. coli, C. lari ve C. upseliensis 42 °C de tiremelerinden dolay1 termofilik

kampilobakterler olarak da adlandirilirlar (14).

Domain : Bakteri
Sube : Proteobacteria
Simif  : Epsilon Proteobacteria
Takim : Campylobacterales
Aile : Campylobacteraceae
Genus : Campylobacter
01. Campylobacter avium
02. Campylobacter canadensis
03. Campylobacter coli
04. Campylobacter concisus
05. Campylobacter corcagiensis
06. Campylobacter cuniculorum
07. Campylobacter curvus
08. Campylobacter fetus
1) Campylobacter fetus subsp. fetus
2) Campylobacter fetus subsp. testudinum
3) Campylobacter fetus subsp. venerealis
09. Campylobacter gracilis
10. Campylobacter helveticus
11. Campylobacter hominis
12.  Campylobacter hyointestinalis
1) Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis
2) Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii
13. Campylobacter insulaenigrae

14. Campylobacter jejuni


http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=4211181
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=1130261
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296171
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296172
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=4211182
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=4211183
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296174
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=444
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296176
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=4211184
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296178
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296179
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296180
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296181
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296183
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296184
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296185
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=1130262
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296186

1) Campylobacter jejuni subsp. doylei
2) Campylobacter jejuni subsp. jejuni
15. Campylobacter lanienae
16. Campylobacter lari
1) Campylobacter lari subsp. lari
2) Campylobacter lari subsp. concheus
17. Campylobacter mucosalis
18. Campylobacter peloridis
19. Campylobacter rectus
20. Campylobacter showae
21. Campylobacter sputorum
1) Campylobacter sputorum subsp. bubulus
2) Campylobacter sputorum subsp. sputorum
22. Campylobacter subantarcticus
23. Campylobacter upsaliensis
24. Campylobacter ureolyticus

25. Campylobacter volucris

Liste 2.1. Campylobacter spp. Taksonomisi (15)

2.3. Campylobacter Tiirlerinin Morfolojik, Biyokimyasal ve Fizyolojik Ozellikleri
2.3.1.Morfolojik Ozellikleri

Kampilobakterler 0.2 ile 0.8 um genisliginde, 0.5 ile 5.0 mikron uzunlugunda Gram
negatif, spiral veya kivrik ¢ubuk seklinde sporsuz bakterilerdir. Tiirlerinin ¢ogu mono
veya bipolar ¢ikan bir kilifsiz flagellum sayesinde tribison tarzi hareket ederler (16).
Kampilobakterler igerisinde Campylobacter gracilis haraketsizken, Campylobacter
showae ise birden fazla flagellaya sahiptir (17). Kampilobakterler olumsuz {ireme
kosullar1 altinda canli kalabilen fakat {ireyemeyen hiicreler olusturabilirler (VBNC;
Viable but non-culturable cells) (18).

Campylobacter spp. izolasyonu igin zenginlestirilmis ortamlara ve selektif besi
yerlerine ihtiya¢ vardir. Besi yerlerinde Campylobacter spp.’lerin olusturdugu koloni

morfolojileri olduk¢a degiskenlik gostermektedir. Koloniler genellikle pigment


http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296187
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296188
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296189
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296190
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http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=448
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=4211187
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296195
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296196
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=450
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296197
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296199
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=4211188
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=296200
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=4211189
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=4211190

meydana getirmezler ve kanl agarda hemoliz olusturmazlar. Kolonilerin olusmasi igin
ortalama 48-72 saat inkubasyon stiresi gereklidir (19).

Campylobacter spp. i¢in iki dnemli koloni tipi bildirilmistir. Ilk tip diiz, mukoid ve 1slak
goriintimliidiir. Biyiik adaciklar seklinde irerler. Diger tip ise yuvarlak, konveks veya
sigkin bir goriiniime sahiptir. Zaman zaman her iki koloni morfolojisinin de ayni anda

iireyebildigi bildirilmistir (20).

2.3.2.Biyokimyasal Ozellikler

Campylobacter spp. mikroaerofiliktir, optimal iireme i¢in diisiik oksijen seviyesine (% 3
ila 5) ihtiya¢ duyarlar; bununla birlikte, nispeten yiiksek seviyede karbondioksit (% 2 ila
10) tercih etmektedirler. Campylobacter spp.nin respiratuvar bir metabolizma tiirii
vardir. Optimum tireme i¢in anaerobik bir ortam gerektiren birkag tiir vardir veya diisiik
oksijen konsantrasyonlarinda tiremek igin hidrojen ile fumarata ihtiya¢ duyar. In vivo
olarak, anaerobik {ireme, Campylobacter spp.'’nin bagirsak kolonizasyonunda ve
hastaliga neden olma kabiliyetinde 6nemli bir faktor olabilir (21).

Campylobacter spp. katalaz ve oksidaz pozitiftirler. Ancak C. gracilis oksidaz negatiftir
(22). C. jejuni subsp. doylei hari¢ nitrat pozitiftirler. indol, asetoin ve metil red
negatifken fumarati, siiksinata dondstiirtirler (23).

Campylobacter spp.'nin iiremesi i¢in gerekli pH araliginin 4.9-9.5 oldugu, optimal pH
degerinin 6.5-7.5 arasinda degistigi, 4’iin altindaki pH degerlerinde canli kalamadiklar
bildirilmistir (24).

Calismalarda en sik izole edilen iki tiir olan, C. jejuni ve C. coli’nin ayrimi i¢in hippurat
testi kullanilmaktadir. Campylobacter jejuni hippurat pozitifken, C. coli hippurati
hidrolize edemez (25).

Tablo 2.1 Campylobacter tiirlerinin identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal testler

(26).

C.jejuni C.coli C.lari C. upsaliensis

Oksidaz + + + +
Katalaz + + + +/-

Hippurate Hidrolizi + - - -




2.3.3.Fizyolojik Ozellikler

Termofilik Campylobacter tiirleri, 37°C ile 42°C arasinda iireyebilirler (optimum
sicaklik degeri 41.5°C’de), diisiik sicaklikta adaptasyonda rol oynayan soguk sok
protein genlerinin yoklugu nedeni ile {ireyemezler (27). Campylobacter spp.
mikroaerofilik bakterilerdir. Campylobacter tiirleri i¢in en ideal lireme ortami %5-7
oksijen ve yaklasik %10 karbondioksit i¢eren ortamdir (28, 29).

2.4. Campylobacter Tiirlerinin Gidalarda Gelisimini Etkileyen Faktorler

2.4.1. Sicakhk

Dogada termofilik olmasina ragmen, kampilobakterler 1s1 ile kolaylikla inaktif olurlar
ve pastOrizasyon islemlerinde veya tipik pisirme prosediirlerinde sag kalmazlar. C.
jejuni, tiremesi i¢in optimal 1smin tstiindeki sicakliklara maruz birakildiktan hemen
sonra, hizla sentezledigi proteinler araciligi ile 1siya sok cevabi sergiler (30).

Termofilik Kampilobakterler 30°C’nin altinda iireme yeteneklerini kaybetmelerine
karsin, oda sicakliginda gida maddelerinde tiremedikleri, ancak canliliklarini
koruduklart bildirilmistir (31). Baska bir ¢alismada ise sigir etinden yapilan kiyma ve
kusbasinda iki farkli 1sida (+4°C ve -18°C) C. jejuni’nin varligi incelenmis ve
calismanin 9, 45 ve 60. giinlerinde giderek azalan bir aktivite saptanirken, arastiricilar,
calismanin 60. giiniinde ise etkeni yalnizca zenginlestirme besiyerinde iiretebildiklerini
bildirmislerdir (32). Ayrica farkli vakum ve paketlerde yapilan arastirmalarda -1.5
°C’de C. jejuni’nin higbir sansinin kalmadigi tespit edilmistir (33, 34). Dondurma-
¢ozdiirme isleminin ise Campylobacter spp. varligini 6nemli derecede azalttigi

bildirilmistir (35).

2.4.2.Rutubet ve Su Aktivitesi

Campylobacter spp. i¢in optimum aw degerinin 0.997, minimum su aktivitesinin ise
0.987 oldugu bildirilmistir (36). Kampilobakterlerin buzdolabi ortaminda ya da
%]14’den daha diisiik relatif nemde haftalarca canli kalabildiklerini ancak oda
sicakligindaki saklama ve kurutmaya oldukg¢a duyarl olduklari bildirilmistir (37). Sigir
karkaslarinda sogutmadan Once yapilan Orneklemelerde Campylobacter spp.
insidensinin, sogutma yapildiktan sonraki insidensten yiiksek oldugu belirlenmis ve bu
durum; karkaslarin sogutulmasi esnasinda uygulanan soguk havanin karkasin yiizeyinde

ve dokularda kurumaya sebep olmasi ile agiklanmustir (36).



2.4.3.Sodyum Klorid (NaCl) Konsantrasyonu ve pH

Campylobacter jejuni i¢in ideal tuz konsantrasyonunun % 0.5 oldugu, maksimum % 1.5
tuz konsantrasyonunda gelisim gosterebildigi ve % 2’lik tuz konsantrasyonunda gelisim
gostermedigi, ancak nalidiksik aside direngli termofilik kampilobakterlerin, %2’lik tuz
konsantrasyonunda dahi tiredikleri bildirilmistir (38). Campylobacter spp.'nin tiremesi
icin gerekli pH araliginin 4.9-9.5 oldugu, optimal pH degerinin 6.5-7.5 arasinda

degistigi, 4’lin altindaki pH degerlerinde canli kalamadiklar1 bildirilmistir (24).

2.4.4.Rekabet¢i Floranin Etkisi

Campylobacter tiirlerinin bulunduklar1 ortamdaki dogal flora tarafindan baskilandiklar
bildirilmistir (37, 38). Skirrow, Karmali, Preston ve Bolton gibi sivi besiyerlerinde,
besin dgelerince zengin kanli agarda ve rekabetci floranin baskilandigt CCD (Charcoal

Cephoperazone Desoxycholate) agar gibi kat1 besiyerlerinde tiremektedirler (37).

2.4.5. Oksijen duyarhhg:

Campylobacter jejuni mikroaerofil olarak kabul edilmekle birlikte, kismen oksijen
yogunlugu % 21 olan atmosferlerde in vitro tiremektedir (39). Bu organizmalar tiremek
icin oksijene ihtiya¢ duyarlar ancak yiiksek oksijene duyarlidirlar. Campylobacter spp.

i¢in optimum iireme i¢in O, yogunlugunun %2-10 arasinda oldugu bildirilmistir (40).

2.4.6.Isinlanma
Campylobacter tiirlerinin ultraviyole 1sinlarina duyarli olduklar1 ve kolayca inaktive
olabildikleri, 6zellikle gastrointestinal sistem rahatsizliklarinin diger bir sebebi olan

E.coli den daha fazla duyarli olduklar1 bildirilmistir (41).

2.4.7.Kimyasal Inhibitorler

Campylobacter spp. i¢in kuaterner amonyum bilesigi Mikro QUAT B, hidrojen peroksit
ve potasyum sorbatin %1(w/v)’lik konsantrasyonda en etkili inhibitorler oldugu bunun
yaninda sodyum hipoklorit, askorbik asit, siiksinik asit ve sodyum nitritin ise orta

derecede etkili oldugu bildirilmistir (42).



Tablo 2.2. Kimyasallarin C. jejuni tizerine etkileri (42)

Kuvvetli Etki Orta Derece Etki Zayif Etki
Amonyum Bilesigi* Sodyum Hipoklorit Nitrik Asit
Hidrojen Peroksit Askorbik Asit Edta
Potasyum Sorbat Sodyum Nitrit fodoforlar
Siiksinik Asit Propionik Asit

Sodyum Profosfatat
Laktik Asit
Sodyum Diasetat
Fenol

Trisodyum Fosfat

2.5. Campylobacter Tiirlerinin Gidalarda Canh Kalmalarim Saglayan Ozellikleri

Campylobacter spp. tiremek i¢in mikroerofilik atmosfer, nétr pH ve 37°C ila 42°C
arasindaki sicaklik gibi titiz ilireme kosullar1 gerektirdigi icin, oldukg¢a kirilgan
bakterilerdir. Campylobacter tiirleri igerisinde gidalardan en ¢ok izole edilen tiir olan C.
jejuni, perakende satis yerlerinde depolama kosullar1 esnasinda, bulundugu ortamdaki
besin sinirlamasi, yiiksek veya diisiikk sicaklik, diisiik pH gibi etkenler sebebi ile
olumsuz etkilenir. Bu bakteriler, 5’in altinda diisiik pH, 30 °C'nin altindaki sicakliklar,
% 2.5’tan fazla tuz seviyesi, yiiksek oksijen seviyeleri, yiiksek sicaklik ve kuruma gibi
gida ve kanathi isletmelerinde kullanilan streslere karsi ¢ok hassastir (43, 44). Bu
bakteriler normal olarak diger Gram negatif bakterilerde bulunan global sabit faz yanit
faktoriine (RpoS), oksidatif stres yanit faktorlerine (SoxRS ve OxyR), soguk sok
proteinlerine (CspA) ve global 1s1 soku tepki diizenleyicisine (RpoH) sahip degildirler.
Bunlarin RpoD, FliA ve RpoN olmak {izere sadece ii¢ sigma faktoriine sahip oldugu
bulunmustur (45). Bununla birlikte C. jejuni’nin gidalarda canli kalmasini saglayan;
canli fakat kiiltiire olamayan form (VBNC), yiiksek derecede genetik heterojenlik,
biyofilm olusumu, c¢ubuk formdan kokoid forma doniisim ve tolerans adaptasyon

cevabi gibi bir ¢cok mekanizma bildirilmistir (46).
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2.5.1. Canl Fakat Kiiltiire Olamayan Form (VBNC)

C. jejuni’nin ¢evresel stres kosullarina maruz kaldiginda organizmanin hayatta
kalmasina yardimci olan canli ancak Kkiiltiire olamayan bir form olusturdugu
bildirilmistir (47). VBNC durgunluk hali olarak tanimlanir ve organizma olumsuz
kosullarda, metabolik aktivitesini azaltarak canli kalsa da, bu hali kiiltiire edilemez ve
cogalamaz. Metabolik aktiviteyi veya hiicre biitiinliigiinii 6l¢cen canlilik testleri, bir
organizmanin canli veya 6lii olup olmadigini ayirt etmek i¢in kullanilir (48).

C. jejuni, 4°C’de uzun siireli inkiibasyonu ile VBNC formuna doniismekte ve bu
formdaki viriilans genlerinin transkripsiyon seviyesinin diismesine ragmen bakterilerin
insan bagirsagindaki epitel hiicrelerini istila etme kabiliyetini muhafaza edebilmektedir

(49).

2.5.2. Kokoid forma doniisiim

Organizmalarin ¢ubuktan kokoid sekline gegisi, organizmanin olumsuz kosullarda
hayatta kalmasina yardimci oldugu rapor edilmistir (50). Bakterilerin kokoid sekline
gecisle birlikte hiicrelerinin kiiltiire edilmesinde azalma oldugu bildirilmistir (51).
Ayrica aragtirmacilar, C. jejuni’nin kokoid hale doniismiis formunun, hiicre kiiltiirii

ortamindaki spiral halinden daha az viriilent oldugunu da ortaya koymuslardir (52).

2.5.3.Genetik Heterojenite

Campylobacter tiirlerinde tespit edilen genetik c¢esitliligin organizmanin olumsuz
kosullarda hayatta kalmasina yardimci bir mekanizma oldugu bildirilmistir (46). C.
jejuni‘de bu genetik ¢esitliligi kontrol eden molekiiler mekanizmalar tam olarak
anlagilamamistir. Genetik cesitlilige 3 mekanizmadan birinin neden oldugunu ileri
stiriilmustiir: (1) niikleotidlerin ikame, ekleme veya silinmesiyle ortaya ¢ikan DNA'daki
lokal sekans degisikligi (2) DNA parcalarinin rekombinasyonu ile DNA sekanslarinin
yeniden diizenlenmesi, (3) doniisiim, konjugasyon veya transdiiksiyon yoluyla yatay
gen transferi (53).
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2.5.4.Biyofilm formasyonu

Campylobacter tiirlerinde gevresel faktorlere karsi baska bir tolerans mekanizmasinin
da biyofilm oldugu bildirilmistir (54). Aerobik kosullarin C. jejuni’deki biyofilm
olusumunu arttirdigi ve stres kosullarinda bakterilerin hayatta kalmasina yardimei
oldugunu ve bu tiir biyofilmlerin canli planktonik hiicrelere adeta bir rezervuar gorevi
yaptig1 bildirilmistir (55). Ayrica son donemlerde yapilan bir arastirmada, C. jejuni’nin
insan bagirsaklarinda mikrokoloniler ve biyofilm olusturabildigi ve bunun hastaligin

patogenezinde 6nemli rol oynayabilecegi bildirilmistir (56).

2.5.5. Adaptif Tolerans Cevabi (ATR)

Kampilobakterler gida kaynakli patojenler olarak Dbelirlenmesine ragmen, bu
organizmalarin aerobik ve asidik stres dahil olmak iizere stresli ¢cevre kosullarina tepkisi
cok az bilinmektedir. Subfetal stres bircok bakteride uyarlanabilir bir tolerans tepkisine
neden olur ve sonra ATR olarak bilinen bir mekanizma, organizma 6liimciil bir strese
maruz kaldiginda koruma saglar (57). C. jejuni’nin iireme sirasinda 1siya dayanikli bir
hiicre dis1 protein salgiladigi ve bununda, asit ve 1s1 streslerine kars1 koruma sagladig
bildirilmistir (58).

Asit ortamda ve aerobik kosullarda ATR mekanizmasinin varligi, C. jejuni patogenezi
ile ilgili ipuglar1 verebilir. Etkenin ¢ok diisiik dozlarda (500 hiicre) bulunmasi hastaligi
sekillendirmeye yeterli olabilmektedir. Gida ve ¢evrede C. jejuni’nin hayatta kalmasini
500 kat arttiran bir ATR mekanizmasinin olmasi, etkenin, insanlarda ishale neden
olabilecek kadar yiiksek sayida hayatta kalma yetenegi sergilemesinde énemli bir faktor

olabilir (57).

2.6. Kampilobakter Tiirlerinin Stres Tolerans Mekanizmalari

2.6.1.Soguk Stresi

C. jejuni’nin sogutma ve dondurma sicakliklarinda iyi bir sekilde hayatta kaldigi
bildirilmistir (59). Termofilik kampilobakter 30°C ve altindaki sicakliklarda ¢ogalmasa
da, oksijen tiiketimi, ATP {iretimi ve protein sentezi gibi metabolik aktivitelerin 4°C
gibi diisiik sicakliklarda galistigi bulunmustur (60). C. jejuni’'nin soguk soka maruz
kalmasi, SodB gibi strese bagli proteinlerin asir1 iiretilmesine neden olur (61). Yine
aragtirmacilar enerji metabolizmasina katilan bir dizi genin, 5°C’de, 25°C'ye kiyasla

daha yiiksek oranda sentezlendigini bildirmislerdir (62).
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Bu bulgular, C. jejuni’nin soguk sok toleransi ve adaptasyon mekanizmasinin
anlasilmasin1 saglasa da, daha fazla arastirma ve genetik yaklasimlara ihtiyag

duyulmaktadir (46).

2.6.2.S1caklik Stresi

Yiiksek sicaklikta (55°C), C. jejuni’nin sadece 1 dakika hayatta kaldigi bildirilmistir.
Ciinkii bu organizmalar diger Gram negatif bakterilerde mevcut olan ¢esitli 1s1 soku
yanit faktorlerinden yoksundurlar (60). Yapilan bir ¢alismada 56°C’de C. coli’nin
logaritmik olmayan bir sekilde azaldigi bildirilmistir. Bu durum Campylobacter
spp.’lerin 1s1l islem goren gidalarda canliliklarini slirdiirmeleri agisindan 6nemli bir
esigi teskil etmektedir (40).

C. jejuni'deki 1s1 soku karsiligi igin Onerilen diger alternatif mekanizmalar, sicakliga ve
kolonizasyona yanit veren iki bilesenli bir diizenleyici sistem olan RacRS regiilatorii ve
HrcA ve HspR'nin diger ortologlaridir (60). Son yillardaki aragtirmalar racR ve racS
mutantlarinin yetersiz iremesine, 42°C’de hayatta kalamadiklarina, motilitede azalmaya
ve civcivlerde kolonize olmadiklarina isaret etmektedir. Bu bulgular, 1s1 soku tepkisine
bagli hayatta kalma streslerinde RacRS diizenleyici sistemin Onemini ortaya

koymaktadir (64).

2.6.3. Oksidatif Stres

Campylobacter spp. mikroaerofiliktir ve oksidatif stres ile oksijen metabolizmasi
tarafindan iiretilen toksik iirlinlerle bas etmelidir. Bununla birlikte, bu organizmalar, bu
duyarliligin dayattig1 kisitlamalara ragmen, enfeksiyona neden olacak sayida gidada
hayatta kalabilirler (63). Oksijen toleransi bir¢ok caligmada da bildirilmistir (65). Hatta
Campylobacter spp.nin aerobik metabolizmaya uyum gosterebilecegi bile ileri

stiriilmiistiir (66).

2.6.4. Asit Stresi

Gastrointestinal patojenler tarafindan karsilasilan en 6nemli bir stres durumu, yutulmasi
tizerine midede asit pH ortam1 ve bagirsak epitel hiicrelerinin fagozomlari
fagolizozomlar icerisinde sag kalmaktir. Diisiik pH da adaptasyon ve canli kalabilme,
gastrointestinal patojenlerin hastalik yapabilmesindeki en onemli faktorlerden biridir.

Bugiline kadar bir¢ok bakteri tiirlinde diisiik asidik ortamlara karsi bir cevap
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mekanizmasi olarak ATR (adaptive tolerance response) denilen bir stres mekanizmasi
goriildiigii  bildirilmistir (67). Bugiine kadar Campylobacter tiirlerine dair ATR
mekanizmasiin gelistigine dair tek bir referans bulunmaktadir. Bu c¢aligmada
kanatlidan izole edilen bir C. jejuni izolatinda yiiksek asidik direng tespit edilmis ve

bunun sebebinin de ATR mekanizmasini gelistirmesi oldugu bildirilmistir (57).

2.7. Campylobacter Tiirlerinin Viriilens Faktorleri

2.7.1.Flagella

Campylobacter tiirlerinin baslica viriilens faktorlerinden olan flagella tipki diger
bakteriyel flagellalar gibi, temel yapis1 3 parcadan olusur; hiicre duvari i¢ine gomiilii
olan ve flagellumun motorunu olusturan bir bazal govde, genel eklem goérevi goren bir

kanca ve pervane gibi gorev yapan bir dis flamentten olusur (68).

v,
@ Filament Cap

(a)

~ Filament
(Helical screw)

" Hook (Universal joint)

(b)

| Basal body
(Reversible motor)

™~
" Flagellar Protein export
apparatus

Flagellar Protein

100 nm Current Opinion in Structural Biology

Sekil 2.1. Bakteriyal flagellanin temel goriiniimii (68)
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Flagellanin dis aparat1 6 integral membran proteini (FIhA, FlhB, F1iO, FliP, FliQ ve FliR
veya homologlari), ti¢ ¢oziiniir komponent (FliH, Flil ve FliJ) ve sitoplazmik koruyucu
proteinlerinden olusur ve bunlar birlikte Vvirulans faktorlerinin konakg¢i hiicrelere
translokasyonunda rol oynayan tip III salgilama sistemine (TTSS / T3SS) benzer bir

mekanizma olustururlar (68).

2.7.2. Kemotaksis ve motilite

Kemotaksis ve motilitenin Campylobacter spp.’lerin degisik ¢evre ortamlarinda
kolonizasyonunda onemli bir rol oynadigi bildirilmistir. C. jejuni’nin kemotaktik
davraniglari tizerine yapilan ¢alismalarda, ¢esitli aminoasitlerin (L-aspartat, L-sistein, L-
glutamat ve L-serin), ¢esitli organik asitlerin (piruvat, siiksinat, fumarat, sitrat, malat ve
ketoglutarat), L-fruktozun ve miisinin Campylobacter tiirleri i¢in kemotaktik etKi
yaptigi ve bu etkinin bakteri kolonizasyonunu kolaylastirdigi tespit edilmistir (69).
Campylobacter spp. nin hareketliligi i¢in flagellumun yapilanmasi gerektigi ve
flagellumun en iyi karakterize edilmis viriilens determinant1 oldugu bildirilmistir (70).
Mide bariyerini gegen C. jejuni’nin, hastalik siirecini baglatabilmesi i¢in bagirsak

mukozal yilizeyine ulasmasi ve kolonize olmasi gerektigi belirtilmistir (71).

2.7.3. Adezyon ve invazyon

Campylobacter tiirlerinin bagirsak epitel hiicrelerine ve mukus tabakasina tutunabilirligi
detayli arastirilmistir. Campylobacter tiirlerindeki adezinlerin varligina iliskin olarak
yapilan bir arastirmada, flagellali, flagellasiz, flagellasi kisaltilan ve flagellasi hareketsiz
hale getirilmis Campylobacter suslarindan flagellali olanlarin, flagellasi kisaltilan
suslara nispeten baglanma kabiliyetinin yiiksek oldugu, flagellasiz suslarin ise epitel
hiicrelerine ve mukus tabakasina hi¢ baglanamadig1 saptanmistir. Bunun bir sonucu
olarak flagella bir adezyon faktorii olarak tanimlanmustir (72).

Kampilobakterler, ya intestinal mukoza tabakasi i¢inde kalarak canliliklarii devam
ettirirler ya da bagirsak epitel hiicrelerini isgal ederler. Invazyon esnasinda etkenler
oncelikle epitel hiicrelerine akin etmektedirler. In vivo ortamlarda yapilan ¢alismalarda,
kampilobakterlerin ~ epitel hiicrelerine invazyonu hiicrede hasara, hiicrelerin
fonksiyonlarinda kayiplara ve ishale neden olmaktadir. Bu sebeple invazyon, C.

Jejuni’nin patogenezinde 6nemli bir role sahiptir (73, 74).
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2.7.4.Toksin

Campylobacter spp.’nin toksijenik dogasmin ishalle seyreden hastaliklardaki
patogenezinde onemli bir rol oynadigi tespit edilmistir. Enteretoksin ve sitotoksin
insandaki enteritiste rol oynayan iki toksin tiiriidiir. Enterotoksinler konakg¢i hiicre
reseptorlerine baglanir, hiicrenin igine girer ve hiicre ici cAMP seviyelerini yiikseltir,
oysa sitotoksinler hiicrelerdeki hiicre i¢i aktivite veya gdzenek olusumu yoluyla hedef
hiicreleri oldiiriir (75).

Terminolojide kullanilmasa da birgok olguda enteretoksinin, E.coli ve Vibrio
enteretoksinleriyle homolog olan sitotonik toksini temsil ettigi, sitotoksinlerin ise, orta
veya yiizeye bagl salgilanan ve hiicrelere toksik etkisi olan diger biitiin faktorleri
(protein tabiatindakiler) temsil ettikleri bildirilmistir. C. jejuni nin baz1 tiirleri i¢in diigiik
diizeyde sitotonik aktivite belirlenmis olmasina ragmen, endotoksin genleri identifiye
edilememistir. Bu yiizden gozlemlenen diisiik diizeydeki sitotonik etkilerin muhtemelen
enteretoksine benzer sekilde etki gosteren diger toksinler tarafindan olusturuldugu
bildirilmistir. Campylobacter spp.’nin hiicre iizerinde meydana getirdigi toksik etkilerin
bir veya birkag sitotoksine bagli oldugu bildirilse de en az 6 farkli toksin veya toksin

simifinin varhigindan s6z edilmektedir (74, 75)

Sitotoksik 6zellikteki Campylobacter toksinleri sunlardir: (74)

I. 70 kDa agirligindaki HeLa, Cin hamster ovaryumu

ve diger hiicrelere etkili fakat Vero hiicrelerine etkisiz toksinler
I1. Vero ve HeLa hiicrelerine etkili toksinler

I11. Sitoletal distending toksin (CDT)

IV. Stx antitoksini ile nétralize edilen toksinler, Shiga-like toksin
V. Hemolitik aktivite gosteren toksin

IV. Hepatotoksin

2.7.5.Karbonhidrat yapilar

Kampilobakterlerin hiicre duvari tipki diger Gram negatif bakterilerde oldugu gibi dista
lipoprotein bir tabaka, ortada lipopolisakkarit bir tabaka ve i¢te mukopeptidden olusan
3 katmanli bir yap1 sergiler. Dig membranda yer alan, Lipopolisakkarit (LPS) ya da
Lipooligosakkarit (LOS) yapi, kampilobakter tiirlerinin, major yiizey antijenlerini
icermektedir (76). Cekirdeginde bir oligosakkarit ve lipid A'dan olusan LOS molekiilii,
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bagisiklik kaginma , konakei hiicreye yapisma ve istila gibi ¢esitli fonksiyonlara hizmet
eder (77).

C. jejuni, 60°dan fazla periplazmik proteinin sentezinden sorumlu olan (flagellin ve
hiicre membran1 proteinleri dahil), pgl ¢oklu gen lokusunda kodlanan N-linked
glycosylation sistemine sahiptir (78). Sadece flagellin alt birimlerinde O-linked
glycosylation sistemi ile modifiye olur (79).

Campylobacter enfeksiyonu sirasinda bakteriye ait bu antijenik yapilara karsi gelisen
antikor cevabi, sinir hiicresi myelin tabakasindaki harabiyete sebep olur. Boylece,
Guillain-Barre sendromu (GBS) ve Miller-Fisher sendromu olarak tanimlanan periferik
sinir hiicrelerinde myelin kaybina bagli olarak gelisen norolojik komplikasyonlar

sekillenir (80).

2.7.6.Demir Ihtiyaci

Demir bakterileri iki sekilde etkiler; ilk olarak bakterilerin iiremesi i¢in mikro bir besin
kaynagidir, ikincisi ise hidroksil radikallerinin olusumu i¢in bir katalizor olarak goérev
yapar (80). Campylobacter spp.’nin sahip oldugu ceuE geni; diisik molekiil
agirligindaki demir baglayict bilesikleri iiretemeyerek dis ortama ait demir bilesiklerini
kullanabilmelerinden dolay1 6nemli bir viriilens faktoriidiir. Ayrica bu gen tarafindan
kodlanan demir transport sisteminin, invazyon sirasinda konaga ait demir baglayici

proteinleri tasidig1 kaydedilmistir (81, 82).

2.8. Antibiyotiklere Direnclilik

Son yillarda hem gelismis hem de gelismekte olan {ilkelerde, hayvansal kdkenli
gidalardan izole edilen Campylobacter tiirlerindeki antimikrobiyal direng 6nemli bir
kamu saghigr sorunu haline gelmistir (83, 84). Artan sayida Campylobacter izolatinda,
florokinolon, makrolidler, aminoglikozidler ve betalaktamlar gibi diger antimikrobik
maddelere karsi direng sekillendigi bildirilmistir. Dahasi, C. jejuni ve C. coli’deki
direng, penisilinlere ve sefalosporinlerin ¢oguna oldugu kadar trimetoprim,
sulfametaksazol, rifampisin ve vankomisine karst da bildirilmistir (85,86).

Artan bu antibiyotik direnclilik ile insan ve hayvan sagliginda kullanilan antibiyotik
miktarinin arasinda bir korelasyon oldugu ve c¢ogu zaman tedavi gerektirmeyen bu
enfeksiyon ¢esidine karsi kullanilan antibiyotiklere giderek artan diizeylerde direng

olustugu bildirilmistir (87).
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2.9. Insanlarda Campylobacter Enfeksiyonlari

2.9.1.Insidans

Campylobacter spp., diinya c¢apinda insanlarda goriilen bakteriyel kaynakli
gastroenteritin en Onemli nedenlerinden biridir. Hastalik Kontrolii Merkezleri
raporlarina  gére sadece  Amerika  Birlesik  Devletlerinde tek  basina,
Kampilobakteriyozisin yilda yaklasik 850000 kisiyi etkiledigi tahmin edilmektedir.
Campylobacter spp.’ler yiiksek bir mortalite orani olusturmasalar da, bunlarin yilda
8000 hastaneye yatis ve 76 Oliimle sonuglandigi bildirilmektedir (4). Belirtilen bu
vakalarin yani sira sadece Amerika Birlesik devletlerinde dahi Campylobacter kaynakli

kaybin 1.5 milyar dolar civarinda oldugu hesaplanmistir (88).

2.9.2. Hastahigin Kaynag
Kampilobakteriozis gida kaynakli bir enfeksiyondur (89). Cok diisikk sayida (500
bakteri) Campylobacter varliginin bile enfeksiyon olusturabilir olmasi, Campylobacter

spp.’leri insan saglig1 agisindan 6nemli bir tehdit haline getirmektedir (90).

2.9.3. Enterik Enfeksiyon

Campylobacter spp., oral yoldan alinmasinin ardindan enfeksiyonun inkiibasyon siiresi
24-72 saattir. Bu siire, maruz kalinan organizma miktar: ile dogrudan alakali olup bir
haftaya kadar uzayabilir. Oncii semptomlar 24 saat sonra ortaya ¢ikar ve karin agrisi,
bas agrisi, titreme, ates gibi spesifik olmayan belirtilerdir. Hastaligin ilerleyen
giinlerinde ortaya ¢ikacak baslica tipik semptomu, kramp seklinde karin agrisidir, bazen
o kadar agirdir ki apandisitten ayirt edilemez. C. jejuni ile iliskili ishal, bireylere ve
enfeksiyon siddetine bagli olarak hafif ila agir kanli dizanteri arasinda degisiklik
gosterebilir (91). Bircok vaka da herhangi bir antimikrobiyal tedaviye gerek

kalmaksizin 5-8 giin arasinda kendiliginden iyilesme gosterir (90).

2.9.4.Guillain-Barre Sendromu

Guillain-Barre sendromu (GBS), kampilobakter enfeksiyonlarinda her 1000 vakanin 1’
inde rastlanan ciddi bir sendromdur. Guillain-Barre sendromunda etken periferik sinir
sisteminde polindropati sekillendirerek noromiiskiiler felce neden olur. Sinir hasart o
kadar siddetlidir ki Guillain-Barre sendromu goriilen vakalarin %5’inde felg yada

Oliimler goriilebilmektedir. Guillain-Barre sendromu enfeksiyondan 1-3 hafta sonra
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ortaya ¢ikar. Bu sendrom, etkenin hiicre duvarinda bulunan lipooligosakkarit yapiya
sekillenen antijenik yanit sebebiyle ortaya ¢ikar. Guillain-Barre sendromunun; AIDP
(Acute inflammatory demyelinating polyneuropathy), AMAN (acute motor axonal
neuropathy), MFS (Miller Fischer syndrome) seklinde 3 formu oldugu bildirilmistir
(92).

2.10. Epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), 2013 yilma dair yaymladig1 raporunda yiiksek gelirli
olarak belirtilen iilkelerde campylobacter kaynakli gastroenteritis insidansinin her 1000
kiside 4.4-9.3 arasinda oldugunu bildirmistir (93). Son on yil i¢inde ise bu toplam
rakam igerisinde kiiresel anlamda enfeksiyonun arttigi bildirilmistir. Kampilobakteriyoz
vakalarinin sayis1 Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya’da artmistir. Afrika, Asya ve
Orta Dogu'daki epidemiyolojik veriler yetersiz olsa da, bu veriler Campylobacter
enfeksiyonunun bu bolgelerde endemik oldugunu gostermektedir (13).

Amerika Birlesik Devletleri'nde CDC’nin (Center For Disease Control and Protection)
2012 yilinda yaynladigi rapora gére Campylobacter kaynakli infeksiyonlarin 2006-
2008 Vibrio enfeksiyonlarindan sonra %14 liik artisla ikinci sirada oldugu bildirilmistir.
Yine Amerika Birlesik Devletlerinde 7 farkli eyalette 2004-2009 yillar1 arasinda
yiriitillen ¢aligmada bildirilen 8270 gida kaynakli enfeksiyon vakasinda 9 etken tespit
edilmis ve 3445 vaka ile (%41.7) ilk sirada Campylobacter enfeksiyonlarinin oldugu,
bunu sirayla %36.7 ile Salmonella ve %13 ile Shigella enfeksiyonlarmin izledigi
bildirilmistir (13).

Avrupa Birligi Gida Giivenligi otoritesinin yayinlamis oldugu raporda da yine 2010
yilinda 212064 Campylobacter vakasmin goriildiigii ve bu rakamin 2009 yilina gore
%7’ lik bir artig gosterdigi ifade edilmistir (94).

Almanya'da 2001 ile 2010 yillar1 arasinda bildirilen Campylobacter vakalarinin
incelendigi bir calismada 588308 Kampilobakteriyozis vakasi kaydedilmistir. Yillik
ortalama insidans, 2001’de her 100.000 niifus i¢in 67 iken bu oran 2010 yilina
gelindiginde her 100.000 niifus i¢in 80’e yiikselmistir. Enfeksiyonun mevsimsel
dagiliminda; yaz aylarinda daha yiiksek ve Ocak ayinda daha diisiik oranda gozlendigi
bildirilmistir. Hastaligin yas dagilimi ¢ikartildiginda en yiiksek insidansin, 4 yasin
altindaki cocuklarda ve 20-29 yaslarindaki gen¢ eriskinlerde oldugu goriilmiistiir.
Ozellikle Almanya'daki kirsal bolgelerde yasayan kiiciik ¢ocuklarm Campylobacter
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enfeksiyonu agisindan en riskli grupta oldugu bildirilmistir (95).

Kanada'da yapilan bir ¢alismada 1997 ve 2001 yillar1 arasinda incelenen toplam 44451
olgudan sekiz patojenin (Campylobacter, Salmonella, verotoksijenik E.coli, Yersinia,
Shigella, Hepatit A, Listeria, Clostridium) tespit edildigi ve her 100.000 birey igin 42.3
kisi ile en yiiksek goriilme sikliginin Campylobacter spp.’ye ait oldugu bildirilmis ve bu
olgularin %68’inde enfeksiyon kaynaginin et oldugu bildirilmistir (96).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada Ocak 2000-Aralik 2004 tarihleri arasinda 6835 diski
orneginden toplam 82 (%1.2) Campylobacter spp. izole edildigi ve bu suslarin 69'unun
(%84) C. jejuni, 5’inin (%6) Campylobacter spp., 4'iniin (%5) C. upsaliensis, 2’ser
izolatin ise (%2) C. coli ve C. lari oldugu saptanmistir (97). Baska bir ¢aligmada ise
2008-2011 yillar1 arasinda tespit edilen 53 adet Campylobacter susunun %86,8’inin
cocuk hastalardan (yas <16) izole edildigi bildirilmistir (98).

2.11. Campylobacter Tiirlerinin Gidalarda Bulunusu

2.11.1. Kirmuzi Et ve Et Uriinlerinde Campylobacter Tiirlerinin Varhg

Ingiltere'de yapilan bir calismada 2003-2005 yillar1 arasinda 3959 ham kirmizi et
incelenmis ve et 6rneklerinin %7.2’sinde Campylobacter spp. tespit edilmistir. Kuzu
etinde %12.6, domuz etinde % 6.3 ve sigir etinde % 4.9 oraninda Campylobacter spp.
bulundugu bildirilmistir (99).

Kore’de 2001 ve 2006 yilinda incelenen 500 kirmizi et 6rneginde (250 adet sigir ve 250
adet domuz) domuz eti 6rneklerinde %1.6 oraninda, sigir eti orneklerinde ise %1.2
oraninda Campylobacter spp. izole edildigi bildirilmistir (100).

Pezotti ve ark. (101), 2003 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada 151 sigir eti 6rneginin 2 (%
1.32)’sinden Campylobacter spp. izole ettiklerini ve her iki izolatin da C. jejuni
oldugunu bildirmislerdir.

Vipham ve ark. (102) 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada parga ette %17.24 oraninda,
kiymada ise %7.35 oraninda Campylobacter spp. izole etmislerdir.

[ran’da yapilan bir ¢aligmada arastirmacilar inceledikleri 90 adet kirmiz1 et 6rneginin 21
(%23)’inin Campylobacter spp. ile kontamine oldugunu, bu izolatlarin 13(%61.9) *iiniin
C. jejuni, 6(%28.6)’smnin C. coli ve 2(%9.52)’sinin C. lari oldugunu bildirmislerdir
(103).
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2.11.2. Kanath Eti ve Uriinlerinde Termofilik Kampilobakter Tiirlerinin Varhg
Italya’da 2011-2014 yillar1 arasinda Lazio bdlgesinde bulunan isleme tesislerinden ve
perakende satis magazalarindan alinan toplam 209 adet kanath eti incelendiginde bu
etlerin 162 adetini olusturan tavuk etlerinden toplamda 11 (%6.8) adet Campylobacter
spp. izole edildigi bildirilmistir. Bu 11 izolatin 7(%63.63)’sinin C. coli, 3(%27.27)’iiniin
C. jejuni ve 1 izolatin ise baska bir tiir oldugu bildirilmistir (104).

Polonya’da 2009-2013 yillar1 arasinda perakende satis yerlerinden toplanan 1400
kanatl eti 6rneginden 690 (%49.3)’inda termofilik Campylobacter tiirii tespit edildigi
bildirilmistir. Tavuk etlerinde elde edilen izolatlardan en yiiksek insidansa sahip olan tiir
C. jejuni (%46.6) olarak belirlenirken, hindi etlerinden en fazla izole edilen tiir C. coli
(%71.2) olarak tespit edilmistir (105).

Wong ve ark. (106) tarafindan yapilan bir c¢alismada 2003-2004 yillar1 arasinda
incelenen 230 kanath eti 6rneginden, 205 (%89.1) adetinin C. jejuni ya da C. coli ile
infekte oldugunu bildirmislerdir. Bu o&rneklerden 199 (%86.5) adeti C. jejuni ile
kontamine iken, 1 (%0.4)’i C. coli ile, 5 (%2.2)’i ise hem C. jejuni hemde C. coli ile
infekte olarak bulunmustur (106).

Fransa’da incelenen 361 adet tavuk etinden 275(%76) ’inden Campylobacter spp. tespit
edildigi ve bu izolatlarin %46.5’inin C. jejuni oldugu, %34.9’un C. coli oldugu ve
%18.2’sinin ise her iki tiirle de kontamine oldugu tespit edilmistir (107).

Ulkemizde ise Elazig ilinde yapilan bir ¢alismada arastiricilar, toplam 264 adet kanath
eti  Orneginden 110(%41.7)’nun  Campylobacter jejuni  ve 38(%14.4)’inin
Campylobacter coli ile kontamine oldugunu bildirmislerdir (108).

2.11.3. Siit ve Siit Uriinlerinde Termofilik Kampilobakter Tiirlerinin Varhg:

Kampilobakterlere iliskin ilk biiyiik gida zehirlenmesinin 1938 yilinda kontamine siitiin
tiiketilmesi sebebi ile oldugu bildirilmistir (109). Amerika birlesik devletlerinde 2007 ile
2009 yillart arasinda pastorize edilmemis siit kaynakli 30 gida zehirlenmesi bildirilirken
bu say1, 2010-2012 yillar1 arasinda 51 olarak bildirilmistir (110). 2015 yilinda toplam
240 adet siit ve siit Uriinti 6rnedi (85 bufalo siitii, 65 inek siitii, 30 peynir, 30 dondurma
ve 30 panir (Bir tiir peynir)) ile yapilan bir ¢alismada arastirmacilar ¢ig siit 6rneklerinin
7(%2.91)’sinin Campylobacter spp. ile kontamine oldugunu ve tiim izolatlarin C. jejuni
oldugunu, buna ragmen siit iriinlerinin tamaminin Campylobacter spp. yoniinden

negatif oldugunu bildirmislerdir (111).
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2.11.4. Su ve kaynaklarmmda Termofilik Kampilobakter Tiirlerinin Varhgi

Kuzey irlanda da yapilan bir calismada ¢esitli su kaynaklar1 (gélet, irmak, deniz,
siselenmis su, havuz suyu, musluk suyu vb.) Campylobacter yoniinden incelenmis ve
incelenen toplamda 768 su 6rneginden sirayla aritilmamis kuyu suyunun %9.1 oraninda,
arttilmamis yiizey sularindan %41.7 oraninda ve aritilmamis nehir sularinda %87.5
oraninda Campylobacter spp. tespit edilmistir (112). Yine Yunanistanin kuzeyinde
gerceklestirilen bagka bir ¢alismada incelenen 500 su 6rneginden 5(%]1)’inin C. jejuni

ile kontamine oldugu bildirilmistir (113).

2.12. Korunma ve Kontrol

Campylobacter spp.’lerin gida kaynakli enfeksiyonlara sebep oldugu diisiiniildiigiinde
alinacak onlemlerinde bu eksende olmasi zorunlulugu dogmaktadir.

Campylobacter spp.’nin en 6nemli bulagsma kaynaklarindan biri kanatlilardir. Kanath
kaynakli 6zellikle derisi ile olusabilecek bulagmalari azaltmaya yonelik olarak; haglama
yonteminin uygulanabilecegi, karkasta ve deride mevcut olan Campylobacter sayisini
onemli derecede azalttigi ancak tamamen yok edemedigi bildirilmistir (113). Ayrica bu
islemin etkili olabilmesi i¢in, islem esnasinda suyun pH’min 3-4 arasinda olmasi
gerektigi, Campylobacter tiirlerinin pH 7’de yiiksek sicakliklara oldukg¢a direngli oldugu
bildirilmigstir (114). Bu yontemin disinda karkaslarin kesimden sonra 20 ppm klorin
iceren su ile durulanmasinin varolan mikrobiyal yiikii azalttigi da bildirilmistir (115).
Karkaslarin sogutulmasinin da Campylobacter varligin1 azalttigi, ancak sogutmanin
suyla yapilmasi durumunda kros kontaminasyon sekillenebilecegi bildirilmistir (113).
Karkaslarin dondurulmasinin ise Campylobacter spp.’lere karsi etkili oldugu ancak bu
etkinligin sicaklik, depolama zamani ve dondurma kosullar1 gibi faktorlerden
etkilendigi bildirilmistir (116).

Sigir karkaslarina uygulanan 20-24 saatlik sogutmanin Campylobacter sayisin1 6nemli

derecede azalttig1 ancak tamamen yok edemedigi de bildirilmistir (117).
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2.13. Izolasyon ve identifikasyon Teknikleri

2.13.1. Klasik Kiiltiir teknikleri

Campylobacter tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonunda standart veya yaygin bir
yontem belirtilmemistir. Campylobacter tiirlerinin 6zellikle de termofilik tiirlerin
izolasyonunda cesitli selektif agarlar, kanl ya da kansiz agarlar kullanilmaktadir (118).
Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda Bolton, mCCDA(Modifiye Charcoal
Cephoperazone Desoxycholate agar), Brucella-FBP, Doyle ve Roman, Park ve Sanders,
Hunt ve Randle, Hunt, Preston gibi zenginlestirme besi yerleri kullanilir (119).
Zenginlestirme besiyerlerine ekilen ornekler genellikle mikroaerofilik ortamda inkiibe
edilir (%5 O;, %10 CO, ve %85 nitrojen), boylelikle aerob olarak iireyen diger
bakterilerin ¢gogalmasi engellenmis olur (120).

Termofilik Campylobacter’lerin izolasyonunda selektif kati besiyeri olarak Skirrow
agar, Butzler agar, Blazer-Wang agar, Charcoal Cephoperazone Desoxycholate agar
(CCDA), Karmali agar ve Abeyta-Hunt-Bark besiyeri kullanilmaktadir. Oksijenin toksik
etkisinden korumak i¢in ise besiyerlerine, defibrine kan, komiir, ferro siilfat, sodyum

metabisiilfit, sodyum piruvat ve hemin gibi maddeler katilmaktadir (121).

2.13.2. Molekiiler Identifikasyon Teknikleri
Molekiiler identifikasyon teknikleri Campylobacter spp. i¢in hizli ve spesifik
yontemlerdir. Spesifik DNA segmentlerini tespit ederek bakterilerin varligini tespit

etmenin yani sira tlir hatta alt tlirlerin ayriminda da hizli ve kolay bir sekilde

kullanilirlar (122).

2.13.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonunun Campylobacter izolasyonunda ilk olarak 1992 yilinda
kullanildigi bildirilmistir (123). Gegen bu siire zarfinda PCR, Campylobacter spp.
izolasyonunda en fazla kullanilan molekiiler yontem haline gelmistir. Yalnizca
Campylobacter spp.’ler i¢in spesifik olan genler PCR metodunda Campylobacterlerin
varhigimi tespit etmek ya da tiirlerin ayrimini yapmak icin kullanilir. PCR tabanli
metodlarin {iireticileri, PCR ile molekiiler identifikasyon yapilacak 6rneklerde, 6zellikle
hasar gormiis hiicrelerin sayisin1 artirmak ve identifikasyon yapilabilecek sayiya

ulastirabilmek i¢in protokollerinde 6n zenginlestirme Onerirler (122).
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PCR, bakteri DNA sinin ¢ift sarmal yapisinin a¢ilmasi, daha sonra agilan her bir tek
sarmalin tekrar replike olarak ¢ogalmasi ve bunun tekrarlayan dongiiler halinde devam
etmesi ile baslar ve genetik materyal tespit edilecek diizeye gelinceye kadar devam eder.
PCR amplifikasyonu bahsedilen bu isleme, yani DNA replikasyonuna dayanir. Bu islem
birgok protein ve enzimin yardimi ile gergeklesir. Bu zincir reaksiyon 3 basamak
halinde gerceklesir;

- Denatiirasyon; Yiksek sicaklik kullanilarak DANN’nin ¢ift sarmalli yapisinin tek
sarmall1 hale gelmesi

- Primer Eslesmesi; Primer olarak kullanilan iki oligoniikleotidin hedef DNA’ya
baglanmasi

- Primer Uzamasi; DNA polimeraz sayesinde primerlere niikleotid eklenmesi ve DNA
zincirlerinin uzamasi.

PCR reaksiyonunda 6zel bir gen sekansini g¢ogaltmak igin tek bir primer cifti
kullanilirken, multipleks (¢ogul) PCR’da bir¢ok sekansi es zamanli ¢ogaltmak amaci ile
birden fazla primer ¢ifti kullanilir (124).

2.13.2.2. Diger genotipik testler

Giliniimiizde Campylobacter tiirlerinin molekiiler tiplendirilmesinde, MLST (Multilocus
sequence typing), flaA-RFLP(restriction fragment length polymorphism), PFGE
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis) ve REP-PCR (Repetetive extragenic palindromic
polymerase chain reaction (REP-PCR) testleri de kullanilmaktadir (120).

2.13.3. Hazh Testler

Campylobacter spp.'lerin izolasyonunda; mikroorganizma sayisini tespit etmeye
yonelik: Simplate (Biocontrol), Campylobacter ID agar (bioMerieux), Brillance
CampyCount Agar (Oxoid), immiinolojik teknikler kullanan: 3 M Tecra Visual
Immunoassay VIA (3 M), Assurance Gold Campylobacter EIA (Biocontrol), Transia
Plate Campylobacter (Biocontrol), VIDAS system (bioMerieux), biyokimyasal
teknikler kullanan: Biolog mikrobiyal identifikasyon sistemi, Vitek 2 system
(bioMerieux) ya da molekiiler teknikler kullanan; Phenotype Microarrays (Biolog),
BAX System Real Time PCR Assay (Dupond), kalitatif tespit igin Campylobacter DNA
PCR Kitleri (Biotecon Diagnostics), RiboPrinter, Mikrobiyal karakterizasyon (Dupond)
sistemler mevcuttur. Ayrica serolojik hizli testler de (Dryspot Campylobacter test
(Oxoid)) bulunmaktadir (120).


https://en.wikipedia.org/wiki/Multilocus_sequence_typing
https://en.wikipedia.org/wiki/Multilocus_sequence_typing

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Sigir Karkas ornekleri

Calismada, Kayseri bolgesinde kesim yapan 4 farkli firmanin kesimhanelerinden 100
adet sigir karkasi {izerinden alman o6rnekler kullanildi. Ornekler, steril distile su
emdirilmis iki adet gazli bezin, bas asag1 asilmis olan karkasin gogiis bolgesi, butlarin i¢
ve dis kism1 ve pelvik bolgesine siiriilmesi yardimi ile alindi. Her iki bezde steril bir
plastik kabin icerisine konularak agzi sikica kapatildi. Numuneler soguk zincirde
laboratuvara getirilerek ayn1 giin igerisinde analize tabi tutuldu. Ornekler, Mart-Haziran
2012 tarihleri arasinda toplandi. Orneklerin alindig1 firmalar ve her ziyarette alman

ornek sayisina iligkin bilgiler Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Sigir karkas 6rneklerinin firma ve giin dagilimi

Firma A B C D Toplam
Ziyaret
1. 10* 0 0 0 10
2 0 10 0 0 10
3 0 0 10 0 10
4 0 0 0 10 10
5. 10 0 0 0 10
6 0 10 0 0 10
7 0 0 10 0 10
8 0 0 0 10 10
9 5 5 0 0 10
10. 0 0 5 5 10
Toplam 25 25 25 25 100

Firma: Orneklerin alindig1 Kayseri ilinde kesim yapilan mezbahalar
*.Kesimhaneye yapilan her ziyarette alinan 6rnek sayisi
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3.1.2. Sigir kiyma ve parca et 6rnekleri

Kayseri sehir merkezinde kirmizi et satis1 yapan 25 farkli kasap ve siipermarketten (her
bir satig yerinden ayni giin 1 adet kiyma ve 1 adet parca et olacak sekilde 2 farkli giinde)
alinan 100 farkli s1i8ir eti numunesi (50 adet kiyma ve 50 adet parga et) incelendi.

Sigir kiyma ve parga et ornekleri kasap ve siipermarketlerden 200 gr olacak sekilde
alind1 ve tiim numuneler soguk zincirde laboratuvara getirilerek ayni giin igerisinde

analize tabi tutuldu.

3.2. Campylobacter spp. izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri,
Supplement ve Diger Kimyasallar
Kampilobakterlerin izolasyonu amaci ile 6n zenginlestirme besiyeri olarak, Bolton
Broth Zenginlestirme Besiyeri (Oxoid CM0983) ve Modified Charcoal Cephoperazone
Desoxycholate (MCCDA) kullanildi.

3.2.1. Bolton Broth Zenginlestirme Besiyeri

Icerik Miktar(g/l)
Meat Peptone 10.0
Lactalbumin hydrolysate 5.0

Yeast Extract 5.0

Sodium Chloride 5.0
Alpha-ketoglutaric Acid 1.0

Sodium Pyruvate 0.5

Sodium Methabisulphite 0.5

Sodium Carbonate 0.6

Haemin 0.01
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Bolton Broth Selective Supplement

Icerik Miktar(mg/vial)
Cefoperazone 10.0
Vancomycin 10.0
Trimethoprim 10.0
Cycloheximide 25.0

Hazir besiyerinden 13.8 g tartilarak 500 ml distile su icerisinde ¢oziindiiriildii ve pH
degeri 7,4+0,2’ye ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda iyice eritildi. Otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilizasyonu saglandi.

Besiyeri otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve sonra iizerine 25 ml
Lize At Kam (Oxoid, SR0048) ve 5 ml etanol ile siispanse edilmis Bolton Broth
Selective Supplement ( Oxoid, SR0183) eklendi.

Besiyeri her biri 45 ml olacak sekilde, steril kapakl tiiplere konularak 4°C’de muhafaza
edildi.

3.2.2. Modified Charcoal Cephoperazone Deoxycholate (MCCDA) Besiyeri

Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base besiyeri igerigi

Icerik Miktar(g/l)
Nutrient Broth No:2 25,0
Bakteriyolojijk 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
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MCCDA selektif supplement icerigi (Oxoid, SR155E)

Icerik Miktar(g/l)
Cephoperazone 16mg/vial
Amphotericine B 5mg/vial

Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base (Oxoid CM 739) hazir besiyerinden
22.75 g tartilarak 500 ml distile su igerisinde ¢oziindiirildii ve pH degeri 7,4+0,2’ye
ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda iyice eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilizasyonu saglandi.

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

Besiyeri herbiri 20 ml olacak sekilde steril petrilere dokiildii ve donmaya birakildi.

Daha sonra da 4°C’de muhafaza edildi.

3.2.3. Kanh Agar

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

Liver digest 2,5

Yeast extract 50

Sodium chloride 5,0

Agar 12,0

Distile su 1000 ml

Blood Agar Base No:2 (Oxoid CM0271) hazir besiyerinden 40 g tartilarak 1 It distile su
icerisinde ¢oziindiiriildii ve pH degeri 7,4+0,2’ye ayarlandiktan sonra sicak su
banyosunda eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilizasyonu saglandi. Besiyeri
otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50°C’ye kadar sogutuldu ve sonra iizerine %7 steril
koyun kani eklendi. Besiyeri her biri 20 ml olacak sekilde steril petrilere dokiildii ve
donmaya birakildi. Kullanilincaya kadar 4°C*de muhataza edildi.
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3.2.4. Katalaz Test Ayiraci
% 30’luk 2 ml hidrojen peroksit (H2O;) (Merck 107209), 27 ml distile suda

karistirilarak testte kullanilmak tizere % 3’liik H,0; soliisyonu hazirlandi.

3.2.5. Oksidaz Test Kiti
Hazir Oxydase test kitleri (Oxoid BR 64) kullanildi.

3.2.6. Mikroaerobik Ortam Kitleri
Anaerobik jarlar (Merck, M116387.0001) ve mikroaerobik ortam saglayan ticari gaz
kitleri (Anaerocult C, Merck M116275.0001) kullanild.

3.3. Multipleks PZR isleminde Kullanilan Malzemeler
PCR isleminde kullanilan malzemeler asagida listelenmistir.

PCR isleminde Kullanilan Malzeme Listesi

Malzeme Miktar
Tagq DNA polymerase (Thermofisher EPO402) 500 U
PCR Buffer (Applied Biosystems N8080129) 10X
MgCI2 (Thermofisher, R0971) 25 mM
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas R0241) 10 Mm

3.3.1. Primer Ciftleri
Campylobacter spp.’nin molekiiler yontemle identifikasyonu amaci ile kullanilan

primerler asagida verilmistir (125).
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Tablo 3.2. mPZR’de kullanilan primerler, ait oldugu gen bolgeleri ve beklenen bant

bityiikliikleri
Gen Adi Primer Primer dizileri (5°--- 3”) Amplikon
Biiyiikligii (bp)
C. jejuni hipO CJF ACTTCTTTATTGCTTGCTGC
CJR GCCACAACAAGTAAAGAAGC 323
C. coli glyA CCF GTAAAACCAAAGCTTATCGTG
CCR TCCAGCAATGTGTGCAATG 120
C. lari glyA CLF TAGAGAGATAGCAAAAGAGA
CLR TACACATAATAATCCCACCC 2ot
C. upsaliensis glyA CUF AATTGAAACTCTTGCTATCC 204
CUR | TCATACATTTTACCCGAGCT
C. fetus sapB2 CFF GCAAATATAAATGTAAGCGGAGAG 435
CFR TGCAGCGGCCCCACCTAT
C. jejuni 23S rRNA 23SR | TATACCGGTAAGGAGTGCTGGAG 650
23SF | ATCAATTAACCTTCGAGCACCG

3.3.2. TBE soliisyonu
Tris-Borik Asit-EDTA hazir stok soliisyonu (Thermoscientific B52, ABD) olarak temin
edilen 10X (TBE) 1 1t’lik tampon ¢ozelti olarak kullanilmistir.

3.3.3. Ethidium Bromide
Ethidium Bromid stok soliisyon (Gerbu 1341, GmbH, Almanya) 10 pg/ml olarak temin

edilmis ve 1:9 oraninda sulandirilarak 1 pg/ml konsantrasyonda kullanilmistir.

3.3.4. Agaroz jel

Agaroz jelin (% 1,5’luk) hazirlanmasi i¢in; 0.75 g agaroz (HyAgarose LE, Vivantis) ve
50ml 0,5XxTBE eklenerek mikrodalga firinda eritilmistir. Yaklasitk 50°C’ye
sogutulduktan sonra igerisine 3 pl ethidium bromide eklenmis ve elektroforez tankina

dokiilerek katilagsmaya birakilmistir.
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3.3.5. Standart Suslar
Bu ¢alismada, Campylobacter tiirlerinin izolasyonu, identifikasyonu ve PCR islemleri
asamasinda C. jejuni NCTC 11168, C. coli DCC2, C. upsaliensis DCC3 ve C. lari

DCCA4 referans suslar kullanilmstir.

3.3.6. DNA ekstraksiyon kiti
Campylobacter spp. izolatlarindan DNA ekstraksiyonu amaci ile ticari DNA
ekstraksiyon kiti (Ultraclean DNA ekstraction kit, mobio 12224-50, ABD) kullanild:.

3.3.7 Antibakteriyel Duyarhhk Test Diskleri

Calismada amoksisilin-klavulanik asit (30pg), enrofloksasin (5pg), eritromisin (15ug),
gentamisin (10pg), nalidiksik asit (30pg), streptomisin (10pg) ve tetrasiklin (30pg)
antibiyotiklerine ait diskler (Oxoid, ingiltere) kullamildi.

3.4. YONTEM

3.4.1. Campylobacter spp.’nin izolasyonu

Sigir karkaslarindan Campylobacter spp.’nin tespiti amaci ile karkas yikanti sivisindan
5 ml alinarak 45 ml Bolton broth (Lize at kani katilmis) iceren tiiplere ilave edildi.
Kasap ve marketlerden alman numunelerden 200 gram et ornegi stomacher posetine
konularak tizerine 300 ml fizyolojik tuzlu su ilave edildi ve stomacherde
homojenisazyonu saglandi. Bu homojenattan 5 ml alinarak 45 ml Bolton broth ( Lize at
kanmi katilmis) iceren tiiplere ilave edildi. Ekim yapilan tiipler homojenize edilerek
mikroaerobik ortamda 41.5 °C’de 48 saat inkiibe edildi. On zenginlestirme yapilan bu
stvi kiiltiirden 0,1 ml 6rnek almarak mCCDA agarin orta noktasina birakildi ve
drigalski ile agar yiizeyine yayildi. Petriler kuruduktan sonra mikroaerobik ortamda 37
°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda Campylobacter spp. siipheli koloniler makroskobik olarak koloni
morfolojisi yoniinden degerlendirildi. mCCDA’da gri beyaz renkte metalik rofle veren

koloniler segilerek, saf kiiltiirlerin elde edilmesi amaci ile kanli agara pasaj yapildi.
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3.4.2. Campylobacter spp.’nin identifikasyonu

Kanl agarda tireyen saf kiiltiirlere Gram boyama, oksidaz, katalaz testi ve hareket
muayenesi yapildi. Bu testler sonucunda Gram negatif, hareketli, mart1 kanadi, S yada
virgiil goriinimiinde, katalaz ve oksidaz testleri pozitif olan bakteriler Campylobacter

spp. olarak tanimland1 (126).

3.4.2.1.Gram Boyama ve Mikroskobik Muayene

Kanli agarda tireyen saf kiiltirden 6ze yardimi ile alinarak bir preparat hazirlandi ve
kurutulduktan sonra tespit edildi. Daha sonra preparatin {istiine kristal viyolet soliisyonu
konuldu ve 3 dakika boyandi. Preparatin lizerindeki boya dokiildiikten sonra lugol
sollisyonu konularak 2 dakika beklendi. Lugol soliisyonu 2 dakikanin sonunda
dokiilerek preparat tamamen renksiz akincaya kadar absolut alkolde dekolere edildi.
Daha sonra sudan gegirilen preparat fuksin ile 10 saniye kadar boyandiktan sonra tekrar
sudan gecirildi ve kurutuldu. Boyama iglemi biten preparatlar mikroskopta incelendi.
Gram negatif, virgiil veya spiral sekilli, kivrik bakteriler Campylobacter spp. olarak
degerlendirildi (19).

3.4.2.2 Hareket Testi

Temiz bir lam {izerine bir damla fizyolojik tuzlu su damlatildi. Siipheli izolattan bir
koloni alinarak suda homojenize edildi. Uzerine lamel kapatilarak hazirlanan preparat
immersiyon objektifinde incelendi. Virgiil, spiral sekilli, kivrik veya marti kanadina

benzeyen ve hareketli olan bakteriler Campylobacter spp. olarak degerlendirildi.

3.4.2.3 Oksidaz Testi
Kanl agarda tireyen kolonilerden 6ze yardimi ile alindi1 ve oksidaz test kitine siiriildii.
20 sn beklendikten sonra mavi-mor renk alan koloniler Campylobacter spp. pozitif

olarak degerlendirildi.

3.4.2.4 Katalaz Testi
Lam iizerinde 1-2 damla % 3 liik H,O; konulduktan sonra kanli agarda iireyen siipheli
kolonilerden biri 6ze yardimu ile aliarak lam {izerindeki soliisyon ile karistirildi. Gozle

goriilen gaz kabarcig1 olusumu pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.
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Si1gir Karkaslarinin yiizeyi

200 gr. Kiyma yada parga et,
%0.1°lik steril distile su 200 ml distile su ile
emdirilmis bezlerle yikandi.

Stomacherde homojene edildi.

5ml 5ml
Sigir Karkasi Yikanti sivist Homojenat

7

45 ml Bolton Broth
Lize At Kan1 Katilmig)

L
|

mikroaerobik ortamda 41.5 °C’de 48 saat 6n zenginlestirme

l 0,1 ml

—

mCCDA

l

mikroaerobik ortamda 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyon

l

Ureyen koloniler Gram Boyama , Katalaz Testi, Oksidaz Testi ve Haraket Testine tabi tutuldu.

Sekil 3.1 Campylobacter spp. izolasyon ve identifikasyonu amaciyla kullanilan protokol
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3.4.3. Campylobacter spp.’nin mPZR ile identifikasyonu
3.4.3.1 DNA Ekstraksiyonu
DNA ekstraksiyonu ticari DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak tiretici firmanin

direktifleri dogrultusunda gerceklestirildi.

3.4.3.2 Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (mPZR)
Fenotipik testlerle Campylobacter spp. olarak tanimlanan izolatlarin molekiiler

identifikasyonu Wang ve ark. (125)’nin bildirdikleri mPZR y6ntemine gére yapildi

Reaksiyon karisima:

Reaksiyon karigimi her bir 6rnek icin; 2.5 pl DNA 6rnegi, 2.5 pl 10x PCR buffer, 20
mM MgCl,, 0.2 mM dNTP karisimi, 0.5 uM C.jejuni ve C.lari; 1 uM C.coli, 2 uM
C.upsaliensis, 0.2 uM C. fetus ve 0.2 uM Campylobacter 23S rRNA primerleri ve 1.25
U Taq polimeraz igerecek sekilde, final konsantrasyonu steril distile su ile 25 pl’ye

ayarlanarak hazirlandi. PZR i¢in kullanilan amplifikasyon kosullar1 agagida verilmistir.

Amplifikasyon kosullari:

95°C 6 dk on denaturasyon
95°C 30sn 3 denaturasyon
5
59°C 30sn ] primer baglanmasi
siklus
72 °C 30sn primer uzamasi
72°C 7 dk final uzama

3.4.3.3 Elektroforez ve amplifikasyon urulnlerinin géruntulJlenmesi
Amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR ulJrullnleri etidium bromide ilave edilmis
(3 ul/50 ml) %1.5’1lik agaroz jelde 90 V gerilimde 500 amperde 50 dakika elektroforez
islemine tabi tutulduktan sonra, jel dokulimantasyon sistemi kullanilarak
gorulintulJlendi. Bu test sonunda elde edilen bant bullyulJklul[Jklerine goére tullr
tanimi yapildi (Tablo 3.1.).
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3.4.4 Antibakteriyel Duyarhhk Testi

Calismada izole edilen Campylobacter spp. izolatlarinin cesitli antibakteriyellere
(Amoksisilin-klavulanik asit, enrofloksasin, eritromisin, gentamisin, nalidiksik asit,
streptomisin ve tetrasiklin) duyarliliklarinin saptanmasi amaciyla disk diffuzyon
yonteminden yararlanildi (127). Her bir Campylobacter spp. izolati, %7 koyun kani
ilave edilmis Blood agar base No.2’ye ekildi ve ekim yapilan petriler mikroaerobik
(Anaerocult C, 2.5 It jar) ortamda 24-48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda
tireyen koloniler besiyeri lizerinden toplanarak steril fizyolojik tuzlu su i¢inde siispanse
edildi ve bakteri yogunlugu McFarland No.0.5 turbidite standardina ayarlandiktan sonra
1/10 oraninda sulandirildi. Bu sulandirmadan 100 pl %7 koyun kani ilave edilmis Blood
agar base No.2 besiyerinin yilizeyine svap yardimiyla yayildi ve test edilecek
antibiyotige ait diskler belirli araliklarla agar iizerine yerlestirildi. Petriler mikroaerobik
ortamda 24-48 saat inkube edildi. inkubasyon sonrasi diskler etrafinda olusan zonlar
olgtilerek sonuglar Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)’nin direktifleri
dogrultusunda duyarli, direngli veya orta derecede duyarli izolatlar olarak
degerlendirildi (128, 129).


http://clsi.org/

4. BULGULAR

4.1. Karkas orneklerinde Campylobacter spp. izolasyon ve identifikasyon sonuglari
Calisma sonucunda incelenen 100 adet sigir karkas Orne8inin  28(%28)’1,
Campylobacter spp. yoniinden pozitif olarak saptandi. Bu 28 6rnegin, 24’iinden tek tip
koloni (mCCD-modified cefoperazone charcoal deoxycholate agarda gri-duman renkli,
metalik rofle veren), 4’iinden ise iki farkli koloni (biri gri-duman renkli, metalik rofle
veren ve digeri gri-beyaz renkli, S tipli, mukoid) olmak iizere toplam olarak 32 izolat
elde edildi. Molekiiler identifikasyonda 4 6rnekten elde edilen 8 Campylobacter spp.
izolat1 C. jejuni olarak identifiye edildi. Ayrica 18 nolu 6rnekten izole edilen 2 farkli C.
jejuni izolatinin antibakteriyel duyarlilik paternlerinin de farkli oldugu gézlenmistir.
Karkas 6rneklerinden izole edilen toplam 32 adet izolatin molekiiler identifikasyonunda
26’s1 (%81.25) C. jejuni, 3’0 (%9.37) C. coli ve 3’ti (%9.37) de C. lari olarak
tanimland1 (Resim 4.1).

4.2. Et 6neklerinde Campylobacter spp. izolasyon ve identifikasyon sonuclari

Sigir eti Orneklerinde, 100 adet numuneden 8(%8)’i, Campylobacter spp. yoniinden
pozitif bulundu ve 8 adet izolat elde edildi (Tablo 4.1).

Et orneklerinden elde edilen izolatlarin molekiiler identifikasyonunda 6’s1 (%6) C.

jejuni ve 2’si (%2) de C. coli olarak identifiye edildi (Tablo 4.1., Resim 4.1.)
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Tablo 4.1 Sigir Karkas ve et Orneklerinden Campylobacter spp. izolasyon ve

identifikasyon sonuglar1

Srnck Campylobacter spp. | Elde edilen | Campylobacter spp. dagilimi
Ornek Sayis Pozitif rnek sayist | Izolat Sayist | Cjejuni | C.coli | C.lari
(%) (%) (%) (%)
Karkas 100 28 (28) 32 26(81,2) | 3(94) |3(9,49
Kirmiz1 Et | 100 8 (8) 8 6 (6) 2(2) 0
Parca Et 50 5 (10) 5 4 (80) 1 (20) 0
Kiyma 50 3(6) 3 2(66.6) | 1(33.3) 0

2 was b i R b EEr 819 M

700 bp
600 bp

500 bp
400 bp

8 300 bp
200 bp

100 bp

Resim 4.1. Campylobacter tiirlerine ait mPZR iiriinlerinin %1.5 agaroz jel goriintiisit M: Marker,
100bp DNA ladder 1: C. coli DCC2 pozitif kontrol (126 bp); 2: C. upsaliensis DCC3 pozitif kontrol
(204 bp); 3: C. lari DCC4 pozitif kontrol (251 bp); 4: C. jejuni NCTC 11168 pozitif control (323
bp); 5: C.fetus (saha izolati) pozitif kontrol, (435 bp); 6-8: sigir et ve karkas izolatlar1 (6: C. coli, 7:
C. jejuni; 8: C. lari); 9: Negatif kontrol; 650 bp: 23S rRNA (Campylobacter spp. i¢in genus pozitif
bandlar)

4.3. Sigir karkaslarindan izole edilen Campylobacter spp.’lerin antibakteriyel
duyarhlik test sonuclari

Sigir karkaslarindan elde edilen toplam 32 adet Campylobacter spp. izolatinin disk
difiizyon testi sonuglar1 Tablo 4.2.1 de verilmistir. Buna gore elde edilen 32 izolattan
3’1 (%9.4) enrofloksasine, 7’si (%21.9) nalidiksik asite, 1’1 (%3.1) streptomisine, 4’
(%12.5) ise tetrasikline direngli bulunurken, 1’1 (%3.1) amoksisilin/klavulonik asite, 4’
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(%]12.5) enrofloksasine, 5’1 (%15,6) eritromisine, 1’1 (%3.1) gentamisine ve 2’si (%6.2)
nalidiksik asite orta derecede duyarl saptandi.

Tablo 4.2. Sigir karkaslarindan ayrilan Campylobacter spp.’lerin antibakteriyel

duyarliliklar
Sigir karkaslarindan elde edilen
Campylobacter spp. izolatlar1 (n=32)
S(%) I (%) R (%)

Amoksisilin/Klavulonik asit 31(%96.9) 1 (%3.1) 0
Enrofloksasin 25(%78.1) 4 (%12.5) 3(%9.4)
Eritromisin 27(%84.4) 5 (%15,6) 0
Gentamisin 31(%96.9) 1 (%3.1) 0
Nalidiksik Asit 23 (%71.9) 2 (%6.2) 7(%21.9)
Streptomisin 31 (%96.9) 0 1 (%3.1)
Tetrasiklin 28(%87.5) 0 4(%12.5)

S: Duyarli, R: Direngli, I: Orta Derecede Duyarli

Sigir karkaslarindan izole edilen 32 adet izolatin tiir bazinda antibiyotik duyarlilik test
sonuglar1 Tablo 4.2.2 de verilmistir. Buna gore 26 adet C. jejuni izolatinin 2’si ( % 7.7)
enrofloksasine, 6’s1 ( % 23.1) nalidiksik asite, 4’1 (%15.4) tetrasikline direncli iken, 1°i
(% 3.8) enrofloksasine, 3’ (% 11.5) eritromisine orta derecede duyarli olarak
belirlendi.

Si1gir karkaslarindan izole edilen 3 adet C. coli izolatindan 1’i (% 33.3) enrofloksasine
ve 1’1 (%33.3) ise streptomisine direngli iken, 1’1 (% 33.3) amoksisilin/klavulonik asit,
1’1 (% 33.3) eritromisine, 1’1 (% 33.3) gentamisine ve 2’sinin (%66.7) nalidiksik asite
orta derecede duyarli oldugu tespit edildi.

Si1gir karkaslarindan izole edilen 3 adet C. lari izolatindan 1’1 (% 33.3) nalidiksik asite
direngli iken, 3’1 (%100) enrofloksasine ve 1’inin (% 33.3) eritromisine orta derecede

duyarl oldugu tespit edildi.



38

Tablo 4.3. Sigir Karkaslarindan elde edilen izolatlarin tiir bazinda antibiyotik duyarlilik

sonuglari
C jejuni (n=26) C.coli (n=3) C.lari (n=3)

S(%) 1(%) | R(%) | S(%) | 1(%) | R(%) S(%) (%) | R(%)
AMC | 26 (100) 0 0 2(66.7) | 1(33.3) 0 3(100) 0 0
ENR | 23(885) | 1(38) | 2(7.7) | 2(66.7) 0 1(33.3) 0 3(100) 0
E 23(88.5) | 3(11.5) 0 2(66.7) | 1(33.3) 0 2(66.7) | 1(33.3) 0
CN 26 (100) 0 0 2(66.7) | 1(333) 0 3(100) 0 0
NA 20 (76.9) 0 6(23.1) | 1(33.3) | 2(66.7) 0 2(66.7) 0 1(33.3)
S 26 (100) 0 0 2(66.7) 0 1(33.3) | 3(100) 0 0
TE 22 (81.8) 0 4(15.4) | 3(100) 0 0 3(100) 0 0

S: Duyarly, R: Direngli I: Orta Derecede Duyarlt

AMC: amoksisilin/klavulonik asit ENR: enrofloksasin E:eritromisin CN: gentamisin NA: nalidiksik asit
S: streptomisin TE: tetrasiklin

4.4. Sigir etlerinden izole edilen Campylobacter spp.’lerin antibakteriyel duyarhhk
test sonuclari

Sigir etlerinden elde edilen toplam 8 adet Campylobacter spp. izolatinin disk difiizyon
testi sonuglart Tablo 4.3 de verilmistir. Buna gore izolatlarin 4’4 (%50 si)
enrofloksasine, 1’1 (%12.5) eritromisine, 2’si (%25) gentamisine, 5’1 (%62.5) ise
nalidiksik asite direngli saptanirken, 1’1 (%12.5) amoksisilin/klavulonik asite, 2’si
(%50) enrofloksasine, 1’1 ise eritromisine orta derecede duyarli oldugu belirlendi.

Sig1r etlerinden izole edilen 8 adet izolat tiir bazinda incelendiginde ise elde edilen 6 C.
jejuni’nin 4’4 (%66.6) enrofloksasine, 1’1 (%16.7) eritromisine, 5’1(%83.3) ise
nalidiksik asite diren¢li bulunurken, 1’1 (%16.7) amoksisilin/klavulonik asite ve 1’1 de
(%16.7) enrofloksasine orta derecede duyarli olduklari saptandi. Elde edilen 2 adet C.
coli izolatinda ise herhangi bir direng gelisimi gézlenmezken 1’i (%50) enrofloksasine,

I’inin ise eritromisine orta derecede duyarli oldugu tespit edildi.
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Tablo 4.4. Sigir Etlerinden izole edilen Campylobacter spp.’lerin antibakteriyel

duyarliliklar
Campylobacter spp.(n=8) C jejuni (n=6) C.coli (n=2)
S(%) I (%) R (%) | S(%) I (%) R (%) | S(%) I (%) R (%)

AMC | 7(875) | 1(125) | 0 5(83.3) | 1(16.7) | O 2(100) |0 0
ENR | 2(25) |2(25) |4(50) | 1(16.7) | 1(16.7) | 4(66.6) | 1(50) 1(50) |0
E 6(75) | 1(125) | 1(125) | 5(833) |0 1(16.7) | 1(50) 1(50) |0
CN 8(100) |0 2(25) | 6(100) |0 0 2(100) |0 0
NA 3(375) |0 5(62.5) | 1(16.7) |0 5(83.3) | 2(100) |0 0
S 8(100) | 0 0 6(100) |0 0 2(100) |0 0
TE 8(100) | 0 0 6(100) |0 0 2(100) |0 0

S: Duyarli, R: Direngli I: Orta Derecede Duyarli
AMC: amoksisilin/klavulonik asit ENR: enrofloksasin E:eritromisin CN: gentamisin NA: nalidiksik asit
S: streptomisin TE: tetrasiklin
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Tablo 4.5 Sigrr Karkas1 Orneklerinin Izolasyon, Identifikasyon ve Antibiyotik
Duyarlilik Sonuglari

Numune
Sira No

Molekiiler Tiplendirme

Antibiyotik Duyarhilik Sonuglari

Campylobacter spp.

C.jejuni

C.coli

C.lari

Toplam
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CN

1

++ |+ |+
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43

44

45

46
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Numune
Sira No

Campylobacter spp.

Molekiiler Tiplendirme

Antibiyotik Duyarhlik Sonuclar:
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Tablo 4.6 Sigir Kiyma Orneklerinin izolasyon, identifikasyon ve Antibiyotik Duyarlilik
Sonuglart

Numune Molekiiler Tiplendirme Antibiyotik Duyarhhk

Sira No Campylobacter spp. C.jejuni | C.coli | C.lari | Toplam | AMC | ENR E CN N S
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Tablo 4.7 Sigir Et Orneklerinin Izolasyon, Identifikasyon ve Antibiyotik Duyarlilik
Sonuglart

Numune Molekiiler Tiplendirme Antibiyotik Duyarhhk

Sira Nu: Campylobacter spp. C.jejuni | C.coli | C.lari | Toplam | A+K | Enr. Er. G N S
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinyada insanlarda gozlenen gida kaynakli gastroenteritis vakalarinin en énemli sebebi
olarak gosterilen kampilobakterler hakkinda bugiine kadar birgok ¢alisma yapilmistir
(99-112). Yapilan literatiir incelemesinde kampilobakterler ile ilgili ¢alismalarin
¢ogunlugunun enfeksiyonun epidemiyolojisinde birincil bulasma kaynagi olarak
gosterilen kanatlilar {izerinde yiiritildigia (126, 130, 131) gozlenmistir. Bununla
birlikte bu mikroorganizmalarin kirmizi et ve et liriinlerinde varliginin arastirilmasina
iliskin yiiriitilmiis ¢alismalar (99-103) da bulunmaktadir. Ancak bunlarin sayisi
kanatlilarda ytiriitiilen calismalarla kiyaslaninca goéreceli olarak daha sinirhidir.

Kirmizi et ve et driinlerinin Campylobacter spp. ile kontaminasyon diizeylerinin
belirlenmesine yonelik gerek yurdumuzda Bostan ve ark. (132) ve gerckse diger
ilkelerde Madden ve ark. (133), Wong ve ark. (106), Little ve ark. (99) tarafindan ¢ok
degerli arastirmalar yliriitiilmiistiir. Mevcut bilgilerimize gore bu arastirmalarda
Campylobacter spp. izolasyon oranlarinin %0 ile %23 arasinda degistigi goriilmektedir.
Nitekim yurdumuzda Bostan ve ark. (132) 198 adet sigir karkasinin %11.1ini
Campylobacter spp. ile kontamine bulmuslardir. Sigir eti 6rneklerinde Campylobacter
spp. kontaminasyon oranini, Turgay ve Bozdogan (134) % 5.8, Aksu ve ark. (135) % 8
ve Elmali (136) % 4 olarak rapor etmislerdir.
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Madden ve ark. 1998 ve 2001 yilinda 100’er adet sigir karkasinda Campylobacter spp.
varligin1 saptamaya yonelik yapmis olduklari iki ayr1 ¢alismada karkaslarda herhangi bir
Campylobacter spp. kontaminasyonunun olmadigini bildirmislerdir (133,137). Yine,
Ono ve Yamamoto (138) 364 adet sigir eti 6rneginde, Campylobacter spp.yoniinden
herhangi bir kontaminasyona rastlamadiklarini bildirmislerdir. Zhao ve ark. (139) 185
adet sigir etinin 1 (%0.54)’ini Campylobacter spp. yoniinden pozitif saptamislardir.
Hong ve ark. (100) 2001-2006 yillar1 arasinda inceledikleri toplam 250 Ornekten 3
(%1.2)’tniin C. jejuni ile kontamine oldugunu tespit etmislerdir. Pezotti ve ark.(140)
yilinda yaymladiklart c¢alismada 151 sigir eti Orneginin 2 (% 1.32)’sinden
Campylobacter spp izole ettiklerini ve her iki izolatin da C. jejuni oldugunu
bildirmislerdir. Bolton ve ark. (141) 135 adet kiymay1 incelemis ve 3(%2.2) kiyma
orneginde Campylobacter spp.’nin pozitif oldugunu tespit etmislerdir. Whyte ve ark.
(142) 2001-2002 yillar1 arasinda inceledikleri toplam 221 adet sigir eti Orneginin
7(%3.16)’sinde Campylobacter spp. tespit etmisler bunlarin 6’sinin C. jejuni, 1’inin ise
C. coli oldugunu bildirmislerdir. Little ve ark. (99) 1514 sigir eti Orneginin
71(%4.7)’inde Campylobacter spp. kontaminasyonu tespit etmislerdir.

Korsak ve ark. (143) 420 adet sigir karkas 6rneginin  %210’undan Campylobacter spp.
izole ettiklerini bildirmislerdir. Sammarco ve ark. (144) 142 adet sigir etinin 15 (%10.6
)’ini Campylobacter spp. yoniinden pozitif saptamiglar ve bu izolatlarin 13’ {inii C.
jejuni, 2’ sini de C. coli olarak identifiye etmislerdir. Kashoma ve ark. (145) sigir
karkaslarmin  %13.4’tinli  Campylobacter spp. yoniinden pozitif saptamislardir.
Lammerding ve ark (146). Kanada da 135 sigir karkasindan % 14.7 oraninda termofilik
Campylobacter spp. izole etmislerdir.

Vipham ve ark. (147) tarafindan yapilan bir ¢alismada parga ette %17.24 oraninda,
kiymada ise %7.35 oraninda Campylobacter spp. tespit edilmistir. Cloak ve ark. (148)
20 adet sigir kiymasinin 5 (%20)’inde Campylobacter spp. ettiklerini bildirmislerdir.
Modirrousta ve ark. (149) yilinda yapmis olduklari ¢alismada 90 adet sigir etinin 21
(23.33)’inin Campylobacter spp. ile kontamine oldugunu ve bunlarin 13’{iniin C jejuni,
6’smnin C.coli ve 2’sinin de C. lari oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda analiz edilen 100 adet sigir karkas 6rneginin 28(%28)’1, 100 adet sig1r eti
orneginin de 8 (%8)’1, Campylobacter spp. ile kontamine oldugu bulundu.

Karkas orneklerinden izole edilen toplam 32 adet izolatin (4 6rnekten 2’ser izolat elde

edildi. Tablo 4.5. ) 26’s1 (%81.25) C. jejuni, 3’ii (%9.37) C. coli ve 3’ii (%9.37) de C.
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lari olarak tanimlandi. Et 6rneklerinden elde edilen izolatlarin 6’s1 (%6) C. jejuni ve
2’si (%2) de C. coli olarak identifiye edildi. Calismamizda karkaslardan elde ettigimiz
Campylobacter spp. kontaminasyon oraninin yukaridaki gerek yurdumuzda gerckse
diger iilkelerde yapilan ¢alismalarin sonuglarindan yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu
yiiksek oranin, kullanilan kiiltiirel yoklamaya, drnek sayisina ve kesim sonrasi 6rnegin
alinma zamanina ve kesim esnasinda bagirsak igeriginin karkasla bulasmasinda énemli
bir faktor olarak gz 6niinde bulundurulmas: gereken kesim teknigine bagli olabilecegi
distiniilmektedir.

Kesim sonrasi karkaslarin sogutma ve dondurma islemi, kampilobakterilerin canliliklari
tizerine 6nemli derecede etki eden faktorler olup bu islemlere maruz kalmis d6rneklerden
kampilobakterlerin izolasyon oranlarinin oldukg¢a diistiigii bildirilmistir (117, 32, 150).
Keza calismamizda karkaslardan alinan ornekler kesim islemi bittikten hemen sonra
dinlenme evresinin basinda (sogutma isleminden 6nceki evre) alinmistir. Bu nedenle
izolasyon oranimin yiiksek olmasinin, karkas 1sisinin hala yiiksek oldugu bir donemde
orneklerin alinmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica kesimhanedeki genel
hijyen kalitesinin diisiik olmas1 da bu duruma etkilidir.

Yine ¢alismamizda sigir parga et ve kiyma orneklerinde Campylobacter spp. izolasyon
orani yukaridaki arastiricilarin sonuglarindan daha diistik (99, 100, 133, 134, 136-142),
bazilarindan ise daha yliksek (144,147-149) oldugu goriilmektedir. Bu durum, 6rnek
sayisy, kullanilan izolasyon teknigi, et ve kiymanin muhafaza edildigi ortam,
calisanlarin hijyen kurallarina uymalari, kiyma makinelerinde ¢apraz bulasmanin olmasi
ile agiklanabilir.

Kampilobakter Genusunun gerek farkli tiirleri (151) gerekse bir tiirtin fakli alt tipleri
(152, 153), hayvansal gida orneklerinden (154, 155), hayvanlardan (156, 157), hayvan
enfeksiyonlarindan (156, 157) ve insan enfeksiyonlarindan (151, 158) izole
edilebilmektedir. Nitekim Kramer ve ark. (154), sigir, koyun ve domuz karaciger ve
tavuk etlerini C. jejuni ve C. coli yoniinden analiz etmisler ve analiz edilen 489 6rnegin
%73.2’sini Campylobacter spp. yoniinden pozitif bulmuslardir. Arastiricilar izole edilen
Campylobacter suslarinin yaklasik %30 unun farkli alt tipler oldugunu ve analiz edilen
her ornekten birden fazla izolatin secilmesinin ve test edilmesinin epidemiyolojik
yonden onemli oldugunu vurgulamislardir. Yine Wong ve ark. (106) inceledikleri 230

adet sigir karkasmin 8(%3.5)’ini Campylobacter spp. yoniinden pozitif saptamiglar ve
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orneklerin 7(%3)’sinden C. jejuni, 1(%0.4)’inden hem C. jejuni, hem de C. coli izole
ettiklerini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada incelenen 100 adet sigir karkas 6rneginin 28(%28)’i, Campylobacter spp.
yoniinden pozitif olarak saptandi. Bu 28 0Ornegin, 24’iinden tek tip koloni (mCCD-
modified cefoperazone charcoal deoxycholate agarda gri-duman renkli, metalik rofle
veren), 4’linden ise iki farkli koloni (biri gri-duman renkli, metalik réfle veren ve digeri
gri-beyaz renkli, S tipli, mukoid) olmak tizere toplam olarak 32 izolat elde edildi.
Molekiiler identifikasyonda 4 Ornekten elde edilen 8 Campylobacter spp. izolat1 C.
jejuni olarak identifiye edildi. Ayrica 18 nolu ornekten izole edilen 2 farkli C. jejuni
izolatinin antibakteriyel duyarlilik paternlerinin de farkli oldugu gozlenmistir (Tablo
4.5). Bu yiizden farkli kaynaklardan Kampilobakter izolasyon c¢alismalarinda, bir
ornekten {ireyen farkli koloni tiplerinin tiimiiniin degerlendirmeye alinip
identifikasyonlarinin yapilmasmin yararli olacagi diistiniilmektedir. Gerek yukaridaki
arastiricilarin bulgulart ve gerekse caligmamizda elde ettigimiz 4 Ornekten 2 farkli
koloninin izole edilmis olmasi, bu durumun 6nemini ortaya koymaktadir.

Sammarco ve ark. (144) 2010 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada 142 adet sigir etinden
yapmis olduklar1 ¢alismada 15 (%10.6 ) adet izolat elde etmis bu izolatlarin 13(%86.7)’
tnii C. jejuni, 2(%13.3)’sini C. coli olarak tespit etmislerdir. Arastiricilar, elde ettikleri
izolatlara yapmis olduklari antimikrobiyal duyarlilik testleri sonucunda 13 C. jejuni
izolatinin 6(%46.2)’s1 nalidiksik asite, 1(%7.7)’i ampisiline, 9(%69.2)’u sefalotine,
1(%7.7)’1 sefotaksime, 5 (%38.5)’i siprofloksasine, 1(%7.7)’i  kloramfenikole,
6(%46.2)’s1 enrofloksasine, 1 (%7.7)’i gentamisine, 2(%15.4)’i siilfanamidaza,
8(%61.5)’i trimetoprim-sulfametoksazole direngli olarak saptamiglardir. C. coli
izolatindan ise her 2 (%100)’si de sefalotin ve sulfanamide direng gosterirken, 1(%50)
izolat ise ampisilin ve sulfanamidaza direngli olarak tespit edilmislerdir.

Little ve ark. (99) yapmis olduklari ¢aligmada inceledikleri kirmizi et drneklerinden 43
adet C. jejuni, 6 adet C. coli izole etmis, bu izolatlara uyguladiklart antibiyotik
duyarlilik test sonucunda ise C. jejuni izolatlarinin %44.2°si ampisilin, %2.3’0
kloramfenikol, %48.8’i tetrasiklin, %2.3’l furazolidone, %2.3’ti gentamisin, %13.9’i
nalidiksik asit, %11.6’s1 siprofloksasine direngli bulunmustur. Elde edilen C. coli
izolatlarinin ise %66.7’si ampisiline, %33.3’1 tetrasikline, %16.7’si nalidiksik asite,
%16.7’si  siprofloksasine, %16.7’si eritromisine direngli olarak saptadiklari

bildirilmistir.
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Kirmizi et iriinlerinde tespit edilen Campylobacter tiirlerinin  antibiyotik
duyarlhiliklarina iligkin yapilan ¢alismalarin sinirli olmasi ve arastiricilarin elde ettikleri
antibakteriyel duyarlilik sonuglarini izolatlarin orjini bazinda (si1gir, koyun, ke¢i, domuz
vb.) siniflandirmadan genel sonuglar olarak belirtmesi (100, 159, 160) verilerin daha
detayli karsilagtirilmasin1 engellemektedir.

Genellikle kampilobakterlere karsi son yillarda artan bir antibiyotik direnci, 6zellikle de
florokinolonlara karsi, s6z konusudur. Bu direncin 6zellikle kanatli ve insan orjinli C.
jejuni izolatlarinda oldukga yaygin oldugu (130, 158, 161) bildirilmektedir.

Bu antibiyotik direncinin genel olarak insan ve kanatlilarda antibiyotiklerin yogun
olarak kullanilmasina bagli oldugu ileri siiriilmektedir. Ancak siir yetistiriciliginde
antibiyotik kullaniminin daha sinirl oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda izolatlarin
antibiyotiklere daha duyarli olduklari degerlendirilmektedir.

Yukaridaki ¢alismalarda et ve karkas orneklerinden elde edilen Campylobacter spp.
iginde dominant tiirtin C. jejuni, ikinci sirada ise C. coli oldugu goriilmektedir. Bununla
birlikte C. hyointestinalis’in de karkaslardan izole edildigi bildirilmektedir (117).
Modirrousta ve ark. (149) sigirlardan izole edilen dominant tiiriin C. jejuni, 2. sirada C.
coli, 3. sirada ise C. lari oldugunu rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da incelenen
tiim 6rneklerde izole edilen dominant tiir C. jejuni, 2. sirada C. coli, 3. sirada ise C. lari
yer almigtir. Elde ettigimiz Campylobacter tiir izolasyon oranlar1 yukaridaki
arastirmacilarin  sonuglar1 ile uyumlu olmakla birlikte C. lari izolasyonu Kkarkas
orneklerinden yapilmamistir. Campylobacter lari’nin genellikle kanatlilarin ve kedi,
kopek gibi hayvanlarin sindirim sistemleri floralarinda bulunduklar1 diisiintildiigiinde
karkaslardan C. lari izole edilmesi, kesimhane hijyeninin zayif olmasi ve 6zellikle de
karkaslarin, anilan hayvanlarin digkilart ile temas ettigini disiindiirmektedir.
Modirrousta ve ark. (149)’nin C. lari izole etmis oldugu ¢alismada her ne kadar C.
lari’nin tanimlanmasi fenotipik testler ile yapilmis olsa da bizim ¢aligmamizda tiirlerin
identifikasyonu, molekiiler identifikasyon teknikleri ile gergeklestirilmistir.

Sonu¢ olarak, analiz edilen sigir karkaslarinin ve etlerinin ¢esitli termofilik
kampilobakter tiirleri ile kontamine oldugunun saptanmis olmasi, Campylobacter
enfeksiyonlar1 agisindan etkeni igeren bu etlerin tiiketiminin halk saglig1 acisindan risk
olusturabilecegini gostermektedir. Ayrica ¢calismada C. /ari nin de izole edilmesi, farkl
kontaminasyon kaynaklarindan dolayr mezbaha hijyen kalitesinin arttirilmasi

zorunlulugunu ortaya koymaktadir.
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