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OZET

Termofilik Campylobacter tiirleri insanlarda zoonotik kaynakli enteritlere yol agan, gida
kaynakli bakterilerdir. En 6nemli bulas kaynagi olarak tavuk etleri gosterilmektedir. Etkenlerin
patogenezinde sitoletal distending toksin (CDT) adi verilen viriilens faktorler 6nemli bir yer

tutmaktadir.

Bu ¢aligmada Kiitahya ilinde ticari olarak tiiketime sunulan 24 adet tavuk etinde
termofilik Campylobacter tiirlerinin varligi (Campylobacter jejuni, Campylobacter coli,

Campylobacter lari) ve tasidiklart CDT genleri molekiiler olarak ortaya konuldu.

Toplanan 24 adet 6rnekte, 11 adet (%45.8) Campylobacter tiirti MPZR ile karakterize
edildi. Bu etkenler tiir bazinda degerlendirildiginde, incelenen orneklerde 7 adet (% 29.2)
oraninda C. jejuni, 4 adet (%16.6) oraninda C. coli varlig1 tespit edildi. C. lari ise saptanamadi.
Campylobacter yoniinden pozitif oldugu MPZR ile dogrulanan 6rnekler Cdt genleri yéniinden
yine MPZR degerlendirildiginde suslarin %90.9’unda Cdt A ve Cdt C genleri saptanirken,
%81.8’inde Cdt B geni tespit edildi. Cdt genlerinin bakteri tiirlerine gére dagilimlari
incelendiginde C. jejuni’de Cdt A ve Cdt C genlerinin bulunma oranlar1 %85.7, Cdt B geninin
ise %71.4 oldugu goriildii. C. coli’de ise bu ii¢ toksin geninin tiim suslarda var oldugu (%100)

tespit edildi.

Sonug olarak, Kiitahya ilinde satisa sunulan tavuklarda toksin genleri ihtiva eden
Campylobacter tiirleri saptanmis olup, bu iiriinlerin yeterli 1s1l islemi uygulanmadan tiiketilmesi

durumunda, halk sagligi i¢in risk tasiyabilecegi kanisina varildu.

Anahtar Kelimeler: CDT, Tavuk eti, MPZR, Termofilik Campylobacter.
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SUMMARY

Thermophilic Campylobacter species are foodborne bacteria causing zoonotic enteritis
in human. Chicken meat is known as the most important transmission source of Campylobacter
species. Virulence factor known as cytolethal distending toxin (Cdt) has an important role in the
pathogenesis of these factors.

In our study, the presence of Campylobacter species (Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli, and Campylobacter lari) and Cdt genes carried were determined at

molecular level on the commercially available 24 pieces of chicken meat in the city Kiitahya.

Among the 24 collected samples, 11 (45.8%) of them carrying Campylobacter species
were characterized by MPCR. When evaluated at the level of species, C. jejuni in 7 pieces (29.2
%), C. coli in 4 pieces (16.6 %) were detected on worked samples. C. lari was not detected in
any samples. The samples which were detected positive for Campylobacter by MPCR
technique, were analyzed for of Cdt genes. 90.9 % of strains were found positive for Cdt A and
Cdt C, whereas Cdt B gene was detected on 81.8 % of strains. In C. jejuni, the existance rates of
Cdt A and Cdt C genes were found to be same as 85.7% and 71.4% for the Cdt B gene. All three

toxin genes were detected in all strains of C. coli.

Consequently, Campylobacter species containing toxin genes were found in chickens
for sale in Kiitahya province and use can concluded that consummation of these products

without adequate heat treatment, they could create risk for public health.

Keywords: Cdt, Chicken meat, MPCR, Thermophilic Campylobacter.
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1. GIRIS VE AMAC

Campylobacter hakkindaki ilk belgeye 1886 yilinda rastlanmistir. Theodore Escherich,
kiiltiire edilemeyen spiral sekilli bakteriler gozlemlemistir (Vandamme, 2000; Vandamme vd.,
2010). 1906 yilinda ise Campylobacter'ler ilk kez tanimlanmustir. 1913 yilinda McFadyean ve
Stockman sigir fetiislerinden bu mikroorganizmayi izole etmistir (Veron ve Chatelain, 1973).
1927°de Smith ve Orcutt, diyareli kedi diskisinda izole ettikleri bir grup bakteriye Vibrio jejuni
admi vermislerdir (Galate, Bangde, 2013). 1944’te Doyle, diyareli domuz diskisinda farkli bir
vibrio izole etmis ve bunu Vibrio coli olarak tanimlamistir (Vandamme, 2000; Vandamme vd.,
2010). Diisik DNA baz igerigi, fermentatif olmayan metabolizmasi ve mikroaerofilik
ozelligiyle Campylobacter cinsi ilk kez 1963 yilinda Sebald ve Veron tarafindan Vibrio
cinsinden ayrilarak farkli bir tiir olarak degerlendirilmeye baslanmistir (On, 2001). Skirrow ve
arkadaglarinin  1980°’li yillarda selektif besiyerleri kullanarak mikroaerofilik sartlarda
Campylobacter’leri izole etmeleri ile bu mikroorganizmalarin taksonomik, patojenik, fizyolojik

ve epidemiyolojik 6zellikleri ile ilgili ¢aligmalar yogunluk kazanmustir.

Campylobacter tiirleri kompleks gelisme ortamina ihtiya¢ duyarlar ve karbonhidratlari
fermente edemezler. Campylobacter jejuni ve C. coli yaklasik 1600-1700 kb genom
biiytikliigiine sahiptir. Plasmid ve bakteriyofaj i¢eren bir¢ok susu tanimlanmustir (Taylor, 1992).
Spiral sekilli bakteriler olan Campylobacter'lerin atmosferik oksijene veya diger ¢evresel stres
faktorlerine maruz kaldiginda kokoid formlara doniistiikleri bilinmekte olup, bu kokoid formun
olumsuz c¢evre kosullarda bakterinin hayatta kalabilmesi igin bir uyku evresi oldugu
diistiniilmektedir (Rollins ve Colwell, 1986). Bu evreye, canli fakat kiiltiire edilemeyen form
anlamina gelen "Viable but non-culturable form (VBNC)" ad1 verilmektedir. Bu formun, etkenin

bulagma ve kolonizasyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Campylobacteriosis tiim diinyada yaygin bir zoonozdur. Tasiyicisi basta kanatlilar,
ruminantlar ve domuzlar olup, cesitli hayvanlarin gastrointestinal ve genital sisteminde
kommensal olarak bulunmakta, insanlara hayvan digkilari ile kontamine olmus et, siit ve sularin
tiiketimi ile ya da enfekte hayvanlarla temas sonucunda bulasmaktadir. insan patojenleri C.
jejuni ve C. coli akut insan enterokolitlerinin etkenleridir ve ¢ogu gelismis tilkelerdeki gida

kaynakl1 ishallerin en yaygin sebeplerindendir (Tauxe, 1992).

Enfekte olmus besi hayvanlarinda C. jejuni’nin flora bakterisi gibi davranip, kontamine
gidalarda da kontaminasyonu destekleyen makroskopik bulgularin olmamasi, enfeksiyonun gida

yolu ile yayilmasini kolaylastirmaktadir.



Campylobacter jejuni'nin, 1.64 milyon niikleotidlik genomunun tam dizisinin
cikarilmasi, bakterinin virulans faktorleri ve yapisal Ozellikleri ile ilgili arastirmalarin
hizlanmasina yol agmistir. C. jejuni, Campylobacter ailesinin, hakkinda en ¢ok ¢alisilan ve en

cok bilgi sahibi olunan tiiriidiir.

Ancak tim c¢aligmalara ragmen, bu mikroorganizmanin enfekte olan Ornekten
izolasyonu ve identifikasyonunu saglayan, hassas ve hizli sonug fiiretebilen, uygulanabilirligi
kolay, standart protokoller olusturulamamistir. Degisken genetik yapisi, molekiiler yontemlerin

standardizasyonu ve istenen duyarlilikta sonuglarin liretilmesine engel olmustur.
1.1. Genel Mikrobiyolojik Ozellikler
1.1.1. Taksonomi

rRNA hibridizasyon g¢aligmalar1 sonucunda Campylobacteriaceae familyas: altinda yer
alan Campylobacter cinsinin,16S-rRNA analiziyle, 3 ribozomal rRNA homolog alt grubunu
icerdigi belirlenmistir (Vandamme ve De Ley 1991; Van damme ve Goossens, 1992). Buna
gore, onceleri Campylobacter cinsinin 18 tiir, alt tiir ve biovardan olustugu bildirilmistir
(Stern vd., 1992).

Daha sonra yapilan DNA-rRNA hibridizasyon ¢alismalariyla, Campylobacter spp. ile
benzer ozellik gosteren Bacteroides tiirii (Bacteroides gracilis, Bacteroides ureolyticus) ile
Wolinella cinsinin tek tiri olan W. succinogenes ve Helicobacter tiirlerinin farkli bir
taksonomik statlide degerlendirilmesi gerektigi bildirilmis ve C. pylori, C. mustelae, C. cinaedi
ve C. fennelliae tiirleri Helicobacter cinsi igerisine dahil edilmistir (Vandamme ve Goossens,
1992).

Aerotolerans Ozellik gosteren Campylobacter spp. benzeri organizmalardan C.
nitrofigilis, C. cryaerophilus ve C. butzleri ise Arcobacter cinsi altinda siiflandirtlmistir

(Vandamme ve Goossens, 1992).



Cizelge 1.1. Campylobacter’lerin siniflandirilmasi.

Domain: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Class: Epsilonproteobacteria
Order: Campylobacterales
Family: Campylobacteraceae
Genus: Campylobacter

Helicobacter fennelliae
I: Helicobacter cinaedi
— Arcobacter nitrofigilis

Arcobacter cryaerophilus
Arcobacter butzleri
Campylobacter mucosalis
Campylobacter coli
Campylobacter lari
Campylobacter insulaenigrae
— Campylobacter jejuni subsp. jejuni
Campylobacter jejuni subsp. doyler
— Campylobacter upsaliensis
= — Campylobacter helveticus
Campylobacter lanienae
Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis
Campylobacter fetus subsp. venerealis
Campylobacter fetus subsp. fetus
Campylobacter curvus
Campylobacter gracilis
Campylobacter showae
Campylobacter rectus
Campylobacter hominis
Campylobacter sputorum

Campylobacter concisus

2 U

Campylobacter cinsi igerisinde, insanlarda ishale sebep olan tiirler disinda, C. concisus,
C. showae, C. curvus, C. rectus, C. sputorum ve C. gracilis gibi agiz boslugundan izole edilen,
peridontal enfeksiyonlara yol agtig1 belirlenen tiirler de bulunur.C. helveticus, C. hominis, C.
insulaenigrae, C. lanienae, C. mucosalis ve C. sputorum biovar faecalis tiirlerinin ise, patojen
olup olmadiklar1 bilinmemektedir. C. jejuni, C. coli ve C. lari yiiksek 1sida {ireme

kabiliyetlerinden dolay1 termofilik kampilobakterler olarak adlandirilirlar.



1.1.2. Campylobacter tiirlerinin genetik 6zellikleri

Giintimiizde DNA sekans analiz ve yontemi ve multilocus sequence typing (MLTS)
yontemleri ile baz1 Campylobacter jejuni izolatlarinin (NCTC 11168, RM 12-21 ve 81-176) tiim
genom analizlerini yapilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda, Campylobacter genomunda, lateral
gen transferleri ve homolog rekombinasyonlarin gergeklestigi ve buna bagli olarak,
Campylobacter genomunun dinamik bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir (Parkhil vd., 2000;
Ketley vd., 2005). C. jejuni nin NCTC 11168 susunun genomu 1,641,481 bp uzunlugunda olup
ve 1654 agik okuma bolgesi (ORF) igcermektedir. Genomun G+C ortalamasi %29+47°dir
(Parkhil vd., 2000).

Tiim genom analizini takiben bazi arastiricilar microarray yontemi ile gesitli C. jejuni
suglarinin  genomu ile C. jejuni NCTC 11168 susunun genomunu Kkarsilastirilmistir.
Arastirmacilar 1654 gen bolgesinden 1300'iniin tiim serotiplerde ortak olan tiir spesifik genler
tasidigini, 354 gen bolgesinin ise sus spesifik oldugunu belirlemislerdir. Tiir spesifik genlerin
onemli virulans faktorlerini, sus spesifik genlerin ise ylizey lokalize yapilarin modifikasyon

sistemlerini kodladig tespit edilmistir (Dorrell vd., 2001; Polat, 2008).

[lk genom analizleri gerceklestirilen 3 standart C. jejuni susunun tamanunda tip 1lI
sekresyon sistem (TTSS) komponentlerini kodlayan gen dizisi ile homolog niikleotid dizilerine
rastlanmustir. Bunlara ilaveten 81-176 susunda Tip IV sekresyon sistemi ile homolog gen dizisi
iceren ekstrakromozomal plazmit tagidigi ifade edilmistir (Ono, 2003). Ayrica, standart suslarin,
tekrarlayan DNA dizileri ve inserted sequence element (IS)’lerin varligi acisindan farklilik

gosterdigi belirtilmistir (Meinersmann, 1997; Polat, 2008).
1.1.3. Mikroskobik ve makroskobik morfoloji ve boyanma o6zellikleri

Campylobacter'ler kiigiik, spiral kivrik sekilli, gram negatif kok bakterilerdir. Hiicrenin
bir ya da her iki ucunda bir kutuplu kame¢ilar1 bulunur. Hiicreler oldukga hareketlidir. Katalaz ve
oksidaz pozitif, lire negatiftirler. Campylobacter'lerin genislik ve uzunluklar1 sirasiyla 0.2-
0.9mm ve 0.5-5mm, mikroaerofiliktirler. Gelisimini olumsuz etkileyen kosullarda ¢gubuk forma
donisebilirler (Moran ve Upton, 1987a). C. jejuni, sahip oldugu 2-3 kat1 boyutundaki mono
veya bipolar flagellalariyla tirblison benzeri vidalama hareketi yapar. Campylobacter
kolonilerinin hemoliz olusturmadigi, ayirt edici bir kokuya sahip olmadiklar1 ve de kati
besiyerinde kolonilerinin olusumunun goézlenmesi i¢in en az 24 saat inkiibasyon siiresinin
gegmesi gerektigi  bildirilmistir. Koloni morfolojileri nem oranlarina goére farklilik

gostermektedir. Nem oranmin diisiik oldugu besiyerlerinde; 1-2 mm c¢apinda olan, konveks,



parlak, diizgiin kenarli, hafif opak merkezi koloniler, nem oranmin yiiksek oldugu
besiyerlerinde ise 10 mm ¢apinda olan, basik, yaygin, diizensiz kenarli ve grimsi renkte

koloniler olusturmaktadirlar (Omer, 2009).
1.1.4. Ureme ozellikleri ve fizyolojik karakterleri

Termofilik Campylobacter tiirleri olan C. jejuni ve C. coli’nin gelisimi igin sicaklik
araligt 34-44°C olup, en iyi gelisim sicakliklar1 42 °C’dir. Bu tireme 1sisinin, bakterinin
sicakkanli kuslarin bagirsaklarinda adaptasyonunun bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
Termofilik Campylobacter tiirlerinin, optimum tireme sicakliklar1 42°C olup, 37-42°C arasinda
bliylime yetenegindedir. Soguk sok proteinlerine sahip olmadiklari i¢in, 30°C’nin altinda
bliyliyemezler. Tam anlamiyla termofili 6zelligi gostermedikleri i¢in (55°C ve {iizerinde
biiylime), Levin (2007), bu canlilara “termotdlerant” denilmesini 6nermistir. Mikroaerofilik olan
bu etkenler laboratuvar kosullarinda % 5-10 CO2, % 5 H, ve % 85 N> iceren atmosferde

uremektedirler.

De Cesare ve arkadaslar1 (2003) ise, C. jejuni’nin 27°C ve %60-62 nem diizeyinde, bazi
besin ylizeylerinde yaklasik 4 saat canli kalabildigini gostermis olup, bu 06zelligi
Campylobacter'lerin, konak canlinin disinda ve islenme, paketlenme sirasinda besinlerin
tizerinde ¢ogalma yetenegini azaltmaktadir (Park, 2002). Su aktivitesi (aw) 0.0987’den (%2
w/v’den yiiksek sodyum klorid konsantrasyonlari hassastir) kiigiik olan ortamlarda biiyiime
gergeklesmez. Optimal biiylime, aw =0.997 iken olur (yaklasik %0.5 w/v NaCl). Campylobacter
tirleri, D degeri 1’den az olanlarda sicaklik terapisiyle kolayca inaktive edilir. Campylobacter
popiilasyonunu azaltan bir bagka etken dondurma-eritme iglemidir (Stern ve Kazmi, 1989). Saf
kiiltiirlerin 3 giin -15°C’de bekletilmesi de Campylobacter tiirlerini inaktive eder (Stern ve
Kotula, 1982). Campylobacter'ler son derece esnek olup, 0.65 ve 0.45 pm’lik membran
filtrelerden gegebilirler. Aside direngsizdirler. Alkalen-metilen mavisi, kristal viyole ve karbol

fuksinle 1yi boyanirlar.

Etken, diisiik aw degerlerine ve kurumaya karsi olduk¢a duyarli olup, 0.997’nin
altindaki aw degerlerinde canliligini siirdiiremez. Benzer sekilde, % 2 tuz igeren besiyerlerinde
de iireyemedigi bildirilmistir. C. jejuni’nin ireyebildigi pH degeri 4.9 — 9.0 olup, optimum pH
degeri 6.5 — 7.5’tir (Stern ve Kazmi, 1989).

1.2. Viriilans Faktorleri

Campylobacter spp. konak canliya entegre oldugunda, canliya ait diski materyali

gevreyi kontamine eder ve bu mikroorganizma insanlarda gastroenterite sebep olur (Wilma vd.,



1998). Guillain-Barre sendromu gibi daha da ciddi noérolojik hastaliklara ve sonunda 6liime yol
acar. Campylobacter'lerde ¢esitli virulans faktorler hayatta kalmaya ve konakta hastaligin

olusumuna sebep olur.
1.2.1. Hareket ve kemotaksis

Hareket ve kemotaksisin bir¢cok ¢evrenin bakteriyel kolonizasyonunda énemli bir rolii
oldugu gozlenmistir (Bruce vd., 1986). Epitel hiicrelere yapismak i¢in kamg¢ilarin hayati bir rolii
oldugu one sirilmiistiir. Campylobacter jejuni epitel hiicreleri bir adhezin olarak flagellinin
yardimiyla baglar ve tavsanlar, yenidogan fareler, hamsterlar vb.’nin barsak sistemlerine
kolonize olurlar. Flagellin i¢in kodlanan genler C. jejuni suslarindan izole edilir (Grant vd.,
1993). Fla A gen tipleme ¢alismalari gevreden izole edilen C. jejuni ve C. coli suslarinin
evrensel olarak belirlenmesi i¢in yapilir (Gondo vd., 2006). Bakteriyel kemotaksis, gevresel
uyarimi algilayan bakteriler ve kamgili rotasyonuyla onlara cevap verebilen bir karmasik sinyal
iletim sistemidir. 1986 yilinda Pasteur ve Gibbons, dis eti cebinden alinan plaklardan izole
edilen Campylobacter ve Wollinella tiirlerinin oral kolonizasyonunda kemotaksisin roliinii
incelemistir (Hughdahl vd., 1988). C.concisus hiicreleri i¢in laktat, amino asitler ve sekerler gibi
molekiillerin kemotaksiste atraktan oldugu ortaya konulmustur. Bu maddelerin, agiz bosluguna
Campylobacter’in yerlesmesine ve periyodental ceplere daha fazla plak kolonize olmasina
sebep olabildigi disiiniilmektedir. Campylobacter kemotaksis arastirmalarinda, safra kesesi ve
barsak sisteminden salgilanan safra ve musin gibi kimyasallar {izerine ¢aligmalar yapilmustir.
Uzerinde ¢alisma yapilan diger kimyasallar; karbonhidratlar, inorganik iyonlar, organik asitler
ve aminoasitlerdir. Bakteriyel birikimi yogun bolgelere bu ¢ekici maddeyi igeren agarlar
yerlestirildiginde, bakterilerin bu bolgelerin ¢evresine kolonize oldugu gozlenmistir. Musin
yalnizca C. jejuni s6z konusu oldugunda giiglii bir kimyasalgekici olup, bu da kamgili rotasyon
calismalariyla dogrulanmistir. Trikarboksilik asit dongiisiiniin organik asit ara irlinlerinin bir tri
karboksilik asit dongiisii alim sistemine sahip olan Campylobacter, Salmonella typhimurium ve
Pseudomonas aeruginosa'larin tamami kimyasal cekicidir. Safra, musin ve L-fukoz iizerine
Campylobacter kimyasalgekici eklenmesiyle, barsaklara ve hayvanlarin safra kesesine kolonize

olma yetenegini artirir (Grant vd., 1993).
1.2.2. invazyon ve adhezyon

Campylobacter’lerin en énemli virulanslarindan birisi de barsak hiicreleri ile ekilesimin
saglanmasidir. Barsak mukozasina penetrasyon, Campylobacter aracili gastroenteritlerin
patogenezinde énemli bir rol oynamaktadir. Campylobacter, ilk olarak insan barsak epitel hiicre

zarina yapisir ve sonra hiicre igine yerlesir. C. jejuni translokasyonunun bir sonucu olarak



barsak mukozal dokularina ulasir ve doku hasarina, inflamasyona ve dolayisiyla gastroenterite
sebep olur. Campylobacter'ler epitel hiicrelere proteinler, kamgilar ve lipopolisakkarit virulans
faktorleriyle yapisir. C. jejuni ve C. coli birlikteligi ise Hela hiicreleri ile degerlendirilmistir.
Caligmalar, invazif olmayan suslarla enfekte olanlara gore, invazif olan Campylobacter
suslariyla enfekte olan hastalarda daha sik ishal ve ates oldugunu gosterir. Gliglii gentamisin
destegiyle hiicreler arasi bakterilerin Oldiiriilmesinden sonra yapilan canli sayimi ve iletim,
elektron mikroskobisinde ilgili Campylobacter'in hiicre zarina yapisip sitoplazmik vakuollerin
igine yerlestigi ortaya ¢ikmistir (Fauchere vd., 1986).

Insan barsak epitel hiicrelerine Campylobacter'in adhezyonunda flagellanin roliiyle
ilgili ¢aligmalar yapilmigtir. C. jejuni flagellar mutantlari, tek katmanl ¢apraz polarize insan
epitel hiicre kiiltiirtinde olusturulup incelenmistir (Grant vd., 1993). Bulgular, flaA gen iiriinii ve
bunlarin hareketliliginin, bakterinin Campylobacter'lerin translokasyonu ve polarize tek
katmanli  hiicre  bariyerlerini ge¢mesine i¢in gerekli oldugunu  goOstermektedir.
Campylobacter'lerde flagellin ve adhezyonun her ikisi de bakterilerin hiicrelere geri

dontlisiimsiiz baglanmasi igin gereklidir (Grant vd., 1993).
1.2.3. Hiicre duvari

Gram negatif hiicreler gibi, Campylobacter dis hiicre zarida 6zeldir. Hiicre duvari; dista
bir lipoprotein tabakasi, ortada lipopolisakkarit tabakasi, icte mukopeptid tabakasi olmak tizere
ti¢ katmanlidir. Enzimatik uygulama sonrasinda, murein'in muramik asit, glukozamin, alanin,
glutamik asit ve diaminopimelik asitten olustugu ortaya ¢ikmustir. Disakkarit tetrapeptidlerin
yapisinin Glc NAc-MurNAc-L-ALa-D-Glu-meso-Dpm-D-Ala lerden olustugu bildirilmistir.
Hiicre duvarinin polisakkarit yapisinin i¢inde %80 glikoz bulunur (Smibert, 1978).

Lipopolisakkarit, dis membrana bagli Lipid A kismi ve lipopolisakkarit molekiiliiniin
endotoksik parcasi olmak iizere 3 farkli bolgeden olusur. Campylobacter’in lipopolisakkarit
molekiilleri adhezyonda yer alir, antijenik ¢esitlilikte bir rol oynar ve LPS antijenik
kompozisyonunu kaydirma yetenegine sahiptir. Sasirtict bir sekilde, prokaryotlarda sik
rastlanmayan sialik asit, merkez oligosakkaritinde mevcuttur. Bu sialik asit kalintilari, D-
galaktosidaza baglandiginda insan gangliozidleri gibi goriiniir. Bu molekiiler benzerlik, guillain
Barre sendromu ve miller-fisher sendromu gibi nd&ropatolojik otoimmun hastaliklarla

iliskilendirilmektedir ve insanlarda hastanin 6liimiine yol agmaktadir (Fry vd., 2000).



1.2.4. Bazi 6nemli proteinler, toksin ve enzimler

Campylobacter’in 6nemli virulans faktorleri bakterinin hayatta kalmasini ve immun
sistemden korunmasini saglayan ¢esitli enzimler, kolonizasyona katki saglayan cesitli proteinler
ve CDT toksinidir. Bu bakteriler, kendi savunma mekanizmalarinin bir pargasi olan, siiper oksit
molekiillerini hidrojen peroksit ve dioksijene parcalayarak c¢ok sayida hiicre bilesenini
(sitoplazmik enzimler, DNA ve membran faktorleri gibi) koruyan siiper oksit dismutaz icerirler
(Pesci vd., 1994). Campylobacter tiirleri parankima hiicrelerinde propria tabakasinda, barsak
limeninin kaplayan epitel hiicrelerinde, granulositlerin iginde yer alir. Hiicre igi assachrolitik
varligi, mikrobiyal rekabetin az ya da olmadigi ortamlarda, yavas biiyliyen organizmaya uygun
bir ortam saglamaktadir. Aerobik metabolizma reaksiyonlari esnasinda miyeloperoksidazla
birlikte ortaya ¢ikan hidrojen peroksit, indirgenmis demir ya da nitrik oksit sentez bilesenleri,
hipokloréz anyon, hidroksil radikalleri, hidroksit anyon, azot dioksit ve peroxynitrite gibi birgok
toksik ara tiriinlerin olusumuna yol acar. Hidrojen peroksit inaktive katalaz tiretimi, bu toksik
tiirlerin tiretimi ve konak hiicre ile dokularin iginde yasamu yok eder. Katalaz, Campylobacter'in
hidrojen peroksite ve makrofaja karsi kendini korumasi igin gereklidir. KatA, C. jejuni’de
katalaz genini kodlar ve bu geni eksik olan mutantlar, yabani tip susuna gére konakta daha kisa
siire canli kalabilirler. Katalaz enzimi bakterinin hiicre iginde canli kalmasinda az bir role
sahiptir (William vd., 2001). Makrofajin respiratorik yikimindan ve nitrik oksit etkilerinden

korunmada ise olduk¢a 6nemlidir.

Flagellin proteinleri ve Campylobacter adhezyon proteini olarak tanimlanan (CadF)
yapt birlikte kolonizasyonda rol alirlar ve 6nemli viriilens faktorler olarak degerlendirilirler. Bir
diger yap1 C. jejuni ve C. coli’nin, demir tasiyici enterochelin igin protein tasima sistemi

olusumundan sorumlu lipoproteindir ve ceu E geni tarafindan kodlanmaktadir.

Campylobacter’de en 6nemli viriilens faktorler arasinda CDT toksini yer almaktadir
(Bhavsar, Kapadnis, 2006). Bu protein karekterindeki toksin Cdt A, Cdt B ve Cdt C adl ii¢ gen
tarafindan kodlanmaktadir. Cdt B aktif toksin komponentinin kodlanmasindan sorumlu iken Cdt
A ve Cdt C konaga baglanma ve internalizasyonda rol alan proteinleri kodlar. CDT toksini
konak hiicrenin hayat siklusunu durdurur, mitoz boliinmesini engeller ve hiicre 6liimiine yol

acar (Bang vd., 2003).



1.3. Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Epidemiyolojisi
1.3.1. Gidalarda

Hayvansal besinlerdeki Campylobacter tiirlerinin insidansi {izerine yayinlanan bazi
arastirmalar; bu patojenlerin sigir, domuz, sagmal inek, hindi, 6rdek ve kuzu gibi tavuk
disindaki hayvanlarda da yaygin olarak bulundugunu gosterir (Humphrey vd., 2007).
Enteropatojen prevalanst %0-80 arasinda degisen saglikli sigirin  sindirim kanalinin,
Campylobacter tiirleri igin onemli bir rezervuar oldugu goriiliir (Atabay ve Corry, 1998).
Campylobacter prevalansi diger hayvanlardan daha diisiik olan koyunda, prevalans %Z20
civarindadir (Zweifel ve Stephan, 2004). Domuzlarda yiiksek Campylobacter prevalansi birgok
calismada gdsterilmistir. Islenmis domuz etinin sigir ve koyundan daha sik kontamine oldugu
bilinir (Nesbakken vd., 2003). Olmiis domuzlarin erken islenme déneminde, ortak olarak deri
¢ikarma oOncesi On islemden gecirilmesi ve tiim islenme prosediirii boyunca derilerinin
iistlerinde olmast buna neden olarak gosterilir (Moore vd., 2005). Kaynatilmamuis siit,
Campylobacter kaynakli gastroenterit nedeni olabilmektedir (Blaser vd., 1979; Robinson vd.,
1979; Porter ve Reid,1980; Potter vd., 1983). C. jejuni’nin siitte bulunmasi, sagma sirasinda
fekal gapraz kontaminasyonun ya da meme enfeksiyonunun sonucu olabilir (Doyle ve Roman,
1982; Orrvd., 1995).  Ogzellikle kiimes hayvanlar1 olmak iizere, hayvansal besin ve su
tiiketiminin yaninda, evcil hayvanlar ve ciftlik hayvanlariyla temasta insanda enfeksiyon i¢in bir
nedendir (Kapperud vd.,1992; Saeed vd.,1993; Schorr vd., 1994; Studahl ve Andersson, 2000).
Evcil veya vahsi hayvan digkisi ile kontamine olmus ortamlar, igme suyu (Duke vd., 1996; Frost
vd., 2002; Said vd., 2003) tiiketimi de insanlar i¢cin enfeksiyonu riski olusturmaktadir. Sporadik
Campylobacteriosis’te, besin dist kaynaklarin epidemiyolojisi agiklanamasa da ¢ogu

enfeksiyonun kontamine besin tilketiminden kaynaklandig diistiniilmektedir (Brown vd., 2004).

Campylobacter tiirlerinin sicakliga duyarli olmasi, pisirme sicakliklari ve siirelerinin
diizenlenmesi ile eliminasyonunu miimkiin kilar. Ancak bu CCP daha sonraki islemlerde ¢apraz
kontaminasyon olasihigimi yok etmez (yeterince temizlenmemis c¢alisma yiizeyleri ve

araclarindan kontaminasyon gibi).

Campylobacter'ler kolayca yer degistirip ylizeylere tutunabilirler. Bu yilizden gapraz
kontaminasyon igin ilave énlemler gerekir. Ornegin, tavuk etinin ocaga alinmadan once akan
suyun altinda yikanilmasi Onerilir. Rutin olarak caligma yiizeyleri ve araglar1 sicak suyla
temizlenir. Cogan vd. (1999), temizlikte sicak su ve hipoklorit kullanilmasinin kontaminasyon
alanlarmi azalttigini belirtmistir. Olii hayvanlara ya da pargalarma laktit asit, sitrik asit veya

hipokloritle daldirma ve spreyleme isleminin uygulanmasi 1.0-1.5 log kadar maksimal diisiise
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neden olur (Ellebroek vd., 2007). Norveg’te 3 haftaya kadar dondurucuda tutulmus tavuklarda
riskin tamamen elimine olmasa da distiigi diisiiniilmektedir (Sandberg vd., 2006). Humphrey
vd. (2007), ozellikle immiin yetersiz hastalar ve gocuklar olmak tizere, popiilasyonda besin
kaynakli enfeksiyonlarin ve Campylobacter'lerin yayiliminin azalmasi i¢in acil olarak

tiikketicilerin ve ag¢ilarin bilgilendirilmesi gerektigini bildirir.
1.3.2. Sularda

Campylobacter ile kontamine sulardan toplanan kabuklular, enfeksiyonun en olasi
nedeni olarak goriilmektedir (Wilson ve Moore, 1996). Aritilmamis su ve yagmur suyu tiikketimi
de Campylobacteriosis’in risk faktorleri arasindadir. Isveg’te yiiriitiilen ekolojik bir arastirmada,
kisi basina tiiketilen ortalama su miktar1 ve Campylobacter insidansi arasinda pozitif bir
korelasyon bulunmustur. Gevis getiren hayvanlar icin de aynmi korelasyon gecerlidir. Bu
gozlemler, su tiketme ve kontamine giftlik hayvanlarinin, sporadik Campylobacteriosis

vakalarinin bir kismini agiklayabilecek faktorler oldugunu gosterir (Nygard vd., 2004).
1.3.3. Hayvanlarda

Tavuk eti bircok iilkede yiiksek kalite protein i¢in 6nemli bir kaynaktir. Vitamin ve
mineraller ile esansiyel amino asitler bakimindan da zengindir. Yagsiz tavuk eti, ayn1 miktarda
kizarmig yagsiz sigir etinden daha fazla protein icerir. Fiyati, sigir ve domuz etinden daha
disiiktiir. Dolayisiyla tavuk yan triinleri, disiik fiyati, 6zgiin lezzeti ve kisa hazirlanma siireleri
nedeniyle yaygin olarak tiiketilir. Tavuk ve tavuk yan triinlerinin tiiketimi son yillarda diinya
capinda bir¢ok akut Campylobacteriosis salginina neden olmustur. Gelismis ve gelismekte olan
ilkelerde, 6zellikle yaslilar, ¢ocuklar ve immiin yetersiz hastalarda daha fazla goriillmektedir.
(Tauxe,1992; Skirrow,1998; Corry ve Atabay, 2001). Cogu vaka, hayvanlarla temas, ¢ig ya da
az pigmis et tikketimi ve ¢ig etten pismis ete ¢capraz kontaminasyon ile iligkilendirilir (Butzler ve
Oosterom, 1991; Tauxe vd., 1997; Corry ve Atabay, 2001; Nadeau vd., 2002). EI-Shibiny ve
arkadaslar1 (2005), organik ve ag¢ik alanda yetisen tavuklarda dominant tiiriin C. coli oldugunu
iddia eder. Yakin zamanda Ingiltere ve Galler’de yapilan bir ¢alisma, C. jejuni’nin C. coli’ye
gore 12 kat daha fazla Campylobacteriosise neden oldugunu ortaya koymustur (Friedman vd.,
2000).

Tavuk bagirsaginda, 6zellikle sekum ve kolonda birgok Campylobacter tiirii bulunur.
Islenme sirasinda bagirsagm yirtilmasi veya zedelenmesi, bu icerigin deriye temas etmesiyle
sonuglanabilir (Berrang vd., 2001). Campylobacter tiirleri deri iizerinde sivi bir filmde kalirlar.

Icindeki kanallar yoluyla ¢apraz kontaminasyon i¢in uygun bir ortam olusur (McMeekin vd.,
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1984). Derideki uygun mikroortam, Campylobacter varligin1 destekler. 4°C’deki dondurma ve
saklama kosullarinda bile Campylobacter 6lii hayvan tizerinde kalabilir (Simmons ve Gibbs,
1979).

Gegmisteki galigmalar, kontrollii atmosferin oldugu ambalajlarda, oda sicakliginda, deri
tizerinde biliylimenin miimkiin oldugunu gostermistir. Bu durum, uygun sekilde saklanmayan ve
islenmeyen tavuklardaki kontaminasyon riskini artirir (Lee vd., 1998; Schere vd., 2006). C.
jejuni’nin farkli mevsimsel sicakliklarda kiimeste bulunma sikligin1 karsilastiran bir arastirma
yuriatilmistir. Wills ve Murray (1997) 6zellikle sicak aylarda (Mayis’tan Ekim’e)
Campylobacter tiirlerinin kiimes hayvanlari igin 6nemli bir sorun oldugunu goéstermistir. Bu
aylarda test edilen 6rneklerin %87- 97’si C. jejuni igin pozitiftir. En diisiik pozitif oranlar %7 ile
Aralik’ta ve %33 ile Ocak’ta goriilmiistiir. Ayrica, Uretim aginda farkli yaslardaki pili¢

stiriilerinde C. jejuni’nin bagirsak kolonizasyonunda da degiskenlik oldugu goriilmiistiir.

Siiriilerde Campylobacter pozitifligi, tiretim yontemiyle iliskilidir. Organik ve agik
alanda yetisen siiriilerde, muhtemelen ¢evresel etkilesim daha fazla oldugundan, pozitiflik orani
daha yiiksektir (Hendrixson ve DiRita, 2004). Farkli ¢evresel kaynaklara daha fazla maruz
kalmalar1 organik ve agik alanda gezen tavuklari birgok Campylobacter tiirtiniin kolonizasyonu
icin daha kolay hedef haline getirir (Newell ve Wagenaar, 2000). Campylobacter
kontaminasyonu seviyelerini diisiirmek, tavuk vyetistirirken kullanilan bitkilerde iyi tarim
uygulamalar1 (GAP) ve iyi iiretim uygulamalarina (GMP) 6nem vermekle saglanabilir (Tauxe,
1992; Allos, 2001).

Kontrol yontemlerinin uygulanmasindan 6nce enfeksiyonun kaynaklarin ve yayilma

yollarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Campylobacter’in piliglerin gastrointestinal yolunda sinirli oldugu yaygin olarak kabul
edilmesine ragmen, “Campylobacter’in, pili¢ stiriileri ve sonraki nesilleri arasinda nasil ne
zaman ve ne Olgiide yayildigr” ile ilgili fikir ayriliklari bulunmaktadir (Cox vd., 2010).
Campylobacter’in piliglere bulasmasinda en olasi yol, gevreden horizontal gegistir. Tek bir kus
kolonize oldugunda siirii i¢inde horizontal yayilimin hizla gergeklestigi, genis ¢evrelerce kabul
edilmektedir (Carrilo vd., 2004; Horrocks vd., 2009). Yayilimdan sonra giderilmesi oldukga
zordur. Biiyiik siiriiler, ¢evresel su kaynaklari, ¢opler, bocekler, vahsi kuslar, kemirgenler, fekal
temas, ¢alisanlar ve diger hayvanlar kolonizasyon ve yayilma riskini artirir (Aarts vd., 1995;
Adkin vd., 2006; Horrocks vd., 2009). Salmonella tiirlerinde, yemlerin siirli iginde 6énemli bir
yayilma yolu sayilmasina ragmen, Campylobacter tiirlerinde bundan bahsedilmemistir (White

vd., 1997). Campylobacter’in hayvanlarda, ¢evrede, ayn1 anda bir¢cok yerde bulunmasi, yem
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iceriklerinin vahsi kus diskilar1 gibi nedenlerle kontamine olabilecegini gostermektedir. Ancak
Campylobacter tiirleri kuru kosullara karst olduk¢a duyarlidir. Yemlerde kisa siirede 6ldiikleri
gortilmiistir (Cox vd., 2010). Yine de Campylobacter goriilen bir pili¢ iiretim tesisinde su ile
birlikte yemleri de horizontal gecis araci olarak degerlendirmek gerekir (ACMSEF, 2004).
Yavrulayan siiriilerde Campylobacter’in vertikal gegisi ile ilgili siiregelen bir tartisma vardir.
Clark ve Bueschkens (1985), dollenmis tavuk yumurtalarina C. jejuni asilamig ve ¢ikan
civeivlerin %11’inin bagirsaginda patojeni gormiiglerdir. Linblom vd. (1986), higbir ¢iftlik
ortamina maruz kalmadan laboratuvarda yetistirilen tavuklarin C. jejuni’yle kolonize olmaya
devam ettigini gostermistir. Yeni dogan civcivlerin ¢ekumunda C. jejuni tasima orani yaklagik
%?35°tir. Bu durum tavuklarin giftlige transferinden 6nce kolonize oldugunu gosterir. Kazwala
vd. (1990) ile Van De Giessen vd. (1992), yumurtadan ¢iktiktan 1-2 giin sonra tavuklarin kiigiik
bir kisminda Campylobacter izole edilebilmesinden vertikal gegisin miimkiin oldugunu iddia
etmiglerdir. Pearson vd. (1996), yetiskin tavuklardan ve yumurtadan yeni ¢ikmis tavuklardan
izole edilen Campylobacter tiirleri arasinda bir fark bulamamiglardir. Bu durum vertikal gegis
icin bagka bir kanit olusturur (EFSA, 2006). Cox vd., C. jejuni’nin oral ya da intracloacal
inokiilasyondan sonra bir giinliik civcivin lenfoid organlarma hizla dagildigini ve buralarda
uzun siire kaldigim1 géstermistir. Ayrica, Campylobacter’in yumurtada ve kulugka tiiylerinde
goriilmesi de vertikal yayilma i¢in gii¢lii bir kanittir. Callicott vd. (2006), Campylobacter pozitif
stiriilerin 2 alt neslini arastirdiklar1 60.000 yavru i¢in vertikal yayilmanin gergeklestigini

sonucuna ulagsmislardir.

Tavuk yetistirme tesislerinin, vahsi ve evcil hayvanlar ile ¢evresel kaynaklardan
kontaminasyonu minimize edilmelidir. Calisanlarin girig ¢ikisini kontrol etmek, elleri yikamak
ve sterilize etmek, botlar1 ve is kiyafetlerini girig ¢ikista degistirmek gibi kat1 hijyenik rutinler,
i¢ ve dig ortamlar arasinda hijyenik bariyer kurmaktadir. Agikta gezen tavuklar yetistirmek
konvansiyonel {iiretime gore ¢ok daha risklidir ve kontroliinde daha biiyiik zorluklar
goriilmektedir (Humphrey vd., 2007). Yemlerde hayvansal proteini minimuma diisiirmek ya da
tamamen dislamak ve su kaynaklarmi sterilize etmek etkili prosediirlerdir. Enfeksiyonun
yayillimmi artiran bir diger faktor, siirliniin bir kismmin alimip kalaninin biiylimeye devam
etmesi igin birakilmasidir. Kalan tavuklar daha yiiksek enfeksiyon orani gostermektedir (Hald
vd., 2001). Besi hayvam yetistirmede antibiyotik kullanimi, antibiyotik direngli alt tiirlerin
gelismesine yol actigindan artik kabul gérmeyen bir yaklasimdir. Kompleks polisakkaritler ve
laktik asit bakterileri gibi pre- ve pro-biyotikler umut vaad eden caligmalardir (Hariharan vd.,
2004). Salmonella kontroliinde basarili bir yontem olan kompetitif diglama (Nurmi prensibi)
Campylobacter kontroliinde etkili degildir (Mead, 2002). Bakteriyosin iireten bakterilerin (6rn:
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Paenibacillus polymyxa) ve bakteriyosinlerin kullanimi da basarili olabilecek c¢aligmalar
arasindadir (Stern ve vd., 2005). Benzer sekilde C. jejuni igin litik olan bakteriyofajlarin
tavuklara uygulanmasi, 5 giinlikk uygulamadan sonra ¢ekal icerikte 0.5-5 log cfu/g azalmaya yol
acmistir (Carrillo vd., 2005). Carvalho vd. (2010), t¢lii litik faj kokteylinin C. jejuni ve C. coli
ile enfekte tavuklara uygulanmasindan sonra 2 log cfu/g elde etmisler ve etkiler arastirma siiresi
boyunca sabit kalmistir. Bir arastirmada, bulunan faja direngli alt tiirlerin enfektivitesinin kisith
oldugu gorillmistir. Bu tiirler Campylobacter florasinin minér elemanlarindandir. Ancak
Carvalho vd. (2010) arastirmalarinda faja direngli alt tiirlerin enfektif kalabildigini iddia eder.
Etkili bir faj terapisinin gelistirilmesi i¢in, fajlarin dogru secilmesi ve faja direncli alt tiirler
olusturmayacak sekilde Kokteyller hazirlanmasi gerekmektedir. Bu yontem organizmanin
tamamen yok olmasii saglamasa da siiriilerde ve yalmiz kuslarda enfeksiyon oranlarini
azaltabilir. Elbette hayvanlarda Campylobacter sayilarinin azalmasi insan enfeksiyonlarini da

azaltacaktir.
1.3.4. insanlarda

Avrupa Besin Giivenligi Otoritesi (EFSA) ve Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol
Merkezi (ECDC), zoonoz raporlarinda, Campylobacteriosis’i Avrupa Birligi’nde son 5 yilda en
stk bildirilen zoonoz olarak gosterir. Salmonellosis ve yersiniosis onu takip ederler (EFSA,
2007, 2010b). 2008°de bildirilen ve dogrulanmis 190.566 vakayla, Campylobacteriosis basta
gelen zoonotik hastalik haline gelmistir (EFSA, 2010b). 2007°de, 24 iiye tilke tarafindan
bildirilen 200.000’den fazla Campylobacteriosis vakasi bulunmaktadir. Avrupa Birligi’nde
100.000 niifusta bildirim oran1 45.2°dir. Oranlar iilkelere gore degisiklik gosterir. 2006 yiliyla
karsilastirildiginda, bildirilen vakalarda %14.2 artis goriilir (EFSA, 2009). 2007 yilinda
bildirilen Campylobacteriosis enfeksiyonlarindaki besin aracisi, bilyiik ¢ogunlukla kontamine
kiimes hayvanlaridir. ABD’deki Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezleri’nin (CDC) Besin
Kaynakli Hastaliklar1 Aktif Gozetleme Ag1 (FoodNet), 2009°da, bildirilen enfeksiyon sayisinin
6.033, 100.000 niifuslu popiilasyondaki insidansin 13.02 oldugunu tahmin etmektedir
(Anonymous, 2010). Gergekte, CDC’ye her y1l 10.000°den fazla vaka bildirilir (100.000 kisi
icin yaklasitk 6 wvaka). Ancak bircok vaka, tan1 konmamis ya da bildirilmemis olarak
kalmaktadir. Campylobacter’in, ABD’de her yil iki milyondan fazla hastaliga (niifusun %1°1),
13.000 hastanede tedaviye ve 100°den fazla 6liime neden oldugu tahmin edilmektedir. Avrupa
Birligi’nde bildirilen tim Campylobacteriosis vakalarinda salgin oranlart 2004-2005°te %2,
2006’da %1 ve 2007°de %0.12"dir. (EFSA, 2006, 2007, 2009). Cogu Campylobacteriosis vakasi
sporadiktir.  Ancak Campylobacter Koruyucu Gozetleme Plami  Ortaklari  (2003),

Campylobacteriosis salginlarinin énceden tahmin edilenden ¢ok daha fazla olabilecegini iddia
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etmistir. 1ngi1tere ve Galler’de 2008°de, 321.000 vaka, 15.000 hastanede tedavi vakasi ve 76
olim gorilmistir. Pili¢ etiyle temas ve tiiketimi, tiim Campylobacteriozis vakalariin %20-
30’unda basta gelen nedenidir. Tiim vakalarin %50-80’i, genel olarak tavuk rezervuarina
dayandirilabilir (EFSA, 2010a). EFSA’ya gore (2010b), tek bir tavuk 6liisiinde bulunan patojen
miktarlar1 oldukga fark gosterebilmektedir. Buna gore bazi mezbahalarin, organizmanin
yaytlimini1 kontrol etmede diger mezbahalardan daha fazla rolii olabilecegi diisiiniiliir.
Campylobacter’le kontaminasyon riskini etkileyen diger faktorler, kesilen tavugun yasi, tavugun
islenmesinin yil ve giin icerisindeki zamanidir. Ayrica tavuk siiriilerinin niifusunun azaltilmasi
da enfeksiyon olasiligini azaltabilir. Ciinkii bazi tavuklar kesimden ¢ikarilip biyiitiilmeye
devam edilir. Bu islemler sirasinda insanlarin ve diger vektorlerin Campylobacter’e maruz kalip
diger tavuklar1 enfekte edebildigi disliniilir (EFSA, 2010b). Yakin zamanda EFSA,
Campylobacteriosis enfeksiyonunu etkileyen bazi faktorleri tanimlamistir. Bunlarin ig¢inde yas
(5 yasindan kiigiik cocuklarda goriilme orani1 daha yiiksektir), mevsim (yaz aylarinda daha ¢ok
vaka bildirilmistir), alt tiir vasyasyonlar1 (bazi alt tiirler digerlerinden daha az patojeniktir),
konak canli immiinitesi, seyahat ve demografik faktorler (sosyoekonomik durum gibi) bulunur.
Besin kaynakli, hayvanlardan bulagan hastaliklar diinya ¢apinda 6nemli mortalite ve morbidite
nedenidir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), her yi1l 2 milyondan fazla kisinin kontamine besin
titketimi ile iliskili diyareyal hastaliklardan 6ldiigiinii tahmin etmektedir (WHO, 2005; EFSA,
2007). Avrupa Besin Giivenligi Otoritesi, tim iiye tlkelerde, tan1 konmamis ve bildirilmemis
vakalar i¢in, Campylobacteriosis’in aktif g6zlemlenmesini onerir ve hastaligin énemine dikkat
cekmektedir. Ayrica insan ve diger varsayilan rezevuarlardan toplanan izolasyonlarinin
saklanmas1 ve genotip ¢aligmalarimin yapilmasi da tavsiye edilir. Bundan sonra
Campylobacter’in viriilans ozelliklerini, hayatta kalma karakteristiklerini ve ekolojisini de
tanimlamak Onemli olacaktir (EFSA, 2011). Sik goriilen Campylobacter enfeksiyonlarinin,
yiiksek genel masraflart bulunmaktadir. Medikal harcamalar, kaybedilen iscilik, iriin
toplatmalari, legal harcamalar ve diger indirek masraflar buna neden olmaktadir. Her bir
Campylobacteriosis enfeksiyonunun, basta medikal masraflar ve is verimi masraflar1 olmak
tizere yaklasik 920$’a mal oldugu tahmin edilmektedir. Y1llik toplam masraf 1 milyar1 bulabilir
(CAST, 1994). Campylobacteriosis sonucu yillik kayiplar her gecen yil artis gosterir (Forsythe,
2000). Havelaar ve arkadaslar1 (2005), her yil yaklasik 80.000 gastoenterit vakasinin goriildiigi
Hollanda’da Campylobacteriosis sonucu hastaliklarin toplam masrafinin, yillik 21 milyon euro

oldugunu tahmin etmektedir.
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1.4. Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Neden Oldugu Hastaliklar
1.4.1. insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyon

Campylobacter enfeksiyonu insanda, agri, ates, iltihap ve ishalle tanimlanan akut
gastroenteritle kendini gosterir. Enfeksiy6z dozu 500-800 bakteri kadar azdir. Akut diyareden
once gelen inkiibasyon periyodu 2-5 giin arasindadir. Hastaligin 1 haftada ¢oziilmesine ragmen
semptomlar 2 haftaya kadar devam edebilir. Gelismis iilkelerde Campylobacteriosis, kanl ve
mukuslu ishal ile goriiliir. Gelismekte olan iilkelerde ise sulu diyare daha sik goriiliir, enfeksiyon
cocuklar arasinda daha yaygindir. Bu durum, dogal olarak asilanmay1 saglar ve yetigkinlikte
hastaligin goriilme oranini azaltir. Bu farkliligin nedeni kesin olarak bilinmese de farkli
cevrelerdeki dogal immiin uyaricilarin yarattigi farkli immiinite seviyelerinden kaynaklantyor

olabilecegi diisiiniilmektedir.

C. jejuni’nin enfeksiyon olusturabilmesi igin, gastrointestinal yoldaki mekanik ve
immiinolojik bariyerleri gegmesi gerekir. C. jejuni’nin bazi 6zellikleri, GI yolun mukus tabakasi
savunmada birinci basamak olarak gérev alsa da bu bariyeri gegmesini saglar. Motilitesi, sarmal
morfolojisi ve LOS’larda kisa O-sidechain yapisina sahip olmasi, bu O6zellikler arasinda
sayilabilir. Kisa O-sidechain, mucin glikoproteinlerine baglanmay1 azaltir. Mukus tabakasini
gecen C. jejuni, alttaki epitel tabakasiyla etkilesime geger. Cia protein sentezi, bir safra igerigi
olan deoksikolat ile uyarilir. Ancak cia sekresyonu bundan etkilenmez. Bu durum,
Campylobacter’in bagirsak epitel hiicrelerini intraseliiler olarak istila ettigi hastalarda

gbzlenmistir.

Bu invazyon, in vitro kosullarda hiicre dizilerinde tekrar iretilebilmektedir. C. jejuni,
bagirsak epitelindeki fiziksel bariyeri asmak igin invazyon mekanizmalaria sahip olsa da bu

hiicreler inflamatuar hiicreleri enfeksiyon alanina ¢ekmek i¢in sinyal génderebilirler.

Cizelge 1.2. Termofilik Campylobacter tiirlerinin konak duyarlhiliklari ve yapmus oldugu

enfeksiyonlar.

Campylobacter |[Hayvan Olusturdugu infeksiyon Barsakta bulunma
Tirt Durumu
Koyun Epizootikabortus, kuzularda ishal Barsak komensali
o Sigir Sporadikabortus, buzagilarda ishal, mastitis Barsak komensali
C. jejuni, Kopek, kedi |Gastroenterit, sporadikabortus Barsak komensali
C. coli, At Enterit, septisemi
C. lari Tavuk Civcivlerde ishal, vibrionik hepatit Barsak ve safrada komensal
Insan Gastroenterit, septisemi, Gullian-Barre Sendromu|-
iligkisi

Diger Sporadikabortus, enteritis Barsakta komensal
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1.5. Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Klasik Tanisi

Campylobacter tiirleri, oksijen ve oksijen radikallerine karsi olduk¢a duyarlidir. Bu
hassasiyetleri de birgok segici ortamin gelistirilmesine yol agmustir. Cogu metodda, agar

kaplanmadan 6nce s1vi ortamda zenginlestirme islemi gerceklestirilmektedir.

Etkinlikleri a¢isindan Bolton besi yeri (BB), Campylobacter ile zenginlestirilmis besi
yeri (CEB) ve Preston besi yeri gibi bazi selektif besi yerleri arasinda karsilastirma yapilmistir
(Baylis vd., 2000). Oksiraz enziminin segici besi yerlerine eklenmesi, oksijen seviyesinin
diisiirtip, kontamine orneklerden Campylobacter izolasyonunun elde edilmesini kolaylastirmistir
(Abeyta vd., 1997). Kansiz, 6zel atmosfer gerektirmeyen zenginlestirilmis besi yerine oksiraz

eklendiginde ise daha iyi bir performans gézlenmistir (Tran, 1998).

Preston charcoal cefoperazone deoxycholate (CCDA) ve Butzler agarlarin esit derecede
etkili oldugu belirlenmistir. Ancak daha fazla Campylobacter tiirii izole edilebildigi igin, 42°C
'de CCDA kullanimi daha ¢ok tercih edilmektedir (Zanetti vd., 1996).

Corry ve Atabay (1997), CCDA’nin antibiyotik seviyelerini degistirerek CAD’yi
gelistirmigtir. CAD daha fazla Campylobacter tiiriiniin, 6zellikle C. upsaliensis’in biiyiimesine

izin verir.

Federighi vd. (1999), Preston, Park ve Sanders besi yerlerindeki ¢ok ¢esitli ve yliksek
miktardaki Orneklerle zenginlestirilmis Karmali, Butzler ve Skirrow izolasyon agarlarimni
karsilastirmis olup, en iyi kombinasyonun Park ve Sanders besi yeri ardindan kullanilan

Karmali agarin oldugunu gostermislerdir.

Tespit etme ve izolasyon (ISO, 2006a) ve de Campylobacter'lerin sayimi i¢in kullanilan
direk metodlarda (ISO, 2006b), selektif agar olarak mCCDA kullanilir. Zenginlestirme islemi
icin 37°C’de Bolton besiyeri kullanilir, mikroaerofilik ortamda, 4-6 saat boyunca siispansiyon
inkiibasyona birakilir. Daha sonra 41.5°C’de 40-48 saat ve daha sonra mCCDA’da ya da tercih
edilen baska bir agarda kaplama islemi yapilir. Campylobacter tiirleri, kiiltive edilmeleri ¢ok zor
organizmalar oldugundan, onlar i¢in kullanilan metodlar rutin laboratuvarlarda genelde

kullanilmamaktadir.

C. jejuni’nin diger tiirlerden ayriminda hippurat testi kullanilmaktadir. C. jejuni,
hippuratin peptit baglarin1 yikima ugratarak, glisin ve benzoik asit ortaya ¢ikarir. Demir Kklorit
indikatorii ile benzoik asit tespit edilir ve glisin ise ninhidrin ile reaksiyona girerek, mor renkli

halka olusturmaktadir. Hippurat hidrolizi, aerob ortamda ve kisa siirede yapilir ve bu yiizden
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anaerob ortam, inokulum miktari, inkiibasyon stiresi ve sicaklik derecesi test sonucunda dnemli

bir etki gosterir (Corry vd., 1995).

Cizelge 1.3. Termofilik Campylobacter tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri.

Biyokimyasal Ureme Tolerans Duyarlilik
~~ un) — - — —
2| s 8 — E |3
c | = ©
s |N[IN|[B|_ |5 |R|= |2 Sl |<c =
C 1z|S|s|2|E|Elz|5|c|9 (2|21 (8|22
‘0 = — [
©) g L|ls |e|3 Q Ele 2|2 |Y w5 | x =
LL (@) X T =2 el %2 (=) ~ ™ o % =] <N}
Q| L S SR S| ”
N N = S ~
T (T = I |z
C.jejuni [29-32|BP| + [+ |+ |+ |+ |- | +|+|-|+]-|+]-1]S5S
C. coli 31-33(BP | + | + | - |+ |+ | - |+ |+|-]+]-|+]|-1]S
C. lari 31-33|BP| + | + - + |+ |+ |+ | - -1+l -1+ -1R

1.6. Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Molekiiler Yontemlerle Tanisi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), termofilik Campylobacter tiirlerinin molekiiler
tanisinda en sik bagvurulan yontemdir. PZR; Campylobacter tiirlerine ait hedef niikleik asit
zincirlerinin, primerler ile 1siya dayanikli enzimleri kullanarak, in vitro kosullarda
cogaltilmasimi saglayan, spesifik ve giivenilir olan bir yontemdir (Adigiizel vd., 2011). Kalip
DNA  (Campylobacter  tiirlerinde  aranan  hedef bolge), polimeraz  enzimleri
(Thermusaquaticus’tan elde edilen, sicakliga direngli DNA polimeraz enzimleri),
deoksiniikleotit-Trifosfat (ANTP) Karigsimi (Yeni DNA sarmalinin tamamlanmasinda kullanilan;
dATP, dTTP, dGTP ve dCTP olarak bilinen 4 tip dNTP), tampon ¢ozeltiler ve MgCl, PZR nin
temel bilesenleridir (Akgali vd., 2008).

Sadece bir ¢ift primer kullanilarak tek bir 6zellik ya da sadece cins diizeyinde teshis
yapilabilecegi gibi, birden fazla primer¢ifti kullanilarak multipleks PZR (MPZR) yontemi ile
ayni anda birden fazla Campylobacter tiirii ya da 6zelligi de incelenebilir (Aydin vd., 2010).
Zaman, sicaklik ve dongii sayis1 diizenlenerek DNA’nin PZR ile ¢ogaltilmas1 gergeklestirilir
(Baldwin, vd., 2009). Bu basamaklar kisaca denatiirasyon (Cift iplikli kalip DNA’nin denatiire
oldugu basamaktir), baglanma (Tek iplikli hale gelen DNA zincirlerinin her birinin, 3’
uclarindaki niikleotitlere uygun sicaklikta primerlerin baglandigi basamaktir) ve uzama (yiiksek
sicakliga dayanabilen polimeraz enziminin, primerler ve kalip DNA’y1 kullanarak yapay

ortamda ¢ift iplikli DNA sentezledigi basamaktir) asamalarinda gergeklesir (Birren, vd., 1989).
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1.7. Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Genotiplendirilmesi

Campylobacter izolatlarinin genomu dinamik bir yapiya sahiptir ve dolayisiyla siirekli
olarak mutasyona ugrar. Campylobacterlerde meydana gelen bazi mutasyonlarin (nokta,
delesyonel gibi) tespitini dayanan Pulsed-Field Jel Elektroforezi (PFGE), fla gen tipleme,
Multilocus Sequence Typing (MLST), kisa palindromic tekrarlayan diziler arasindaki bolgelerin
dizi analizi, RAPD-PZR (random amplification of polymorphic DNA) gibi ribotiplendirme
yontemleri ve restriction fragment lenght polymorphism (RFLP) yontemleri, epidemiyolojik
caligmalarda ve subtiplendirme semalarinin olusturulmasinda kullanilmaktadir (Polat, 2008;

Wassenaar, Newell, 2000).

Kisa siireli ve uzun siireli ve de genis alana yayilan biiyiik epidemilerde, enfeksiyonun
kaynagi ve major tipin tespiti, ayn1 zamanda salgin durumunda izole edilen major tipin daha
sonraki salginlarla iligkisinin olup olmadigimi belirleme amaci ile epidemiyolojik tiplendirme

metodlar1 kullanilmaktadir (Polat, 2008).

Campylobacter izolatlarinin genotiplendirilmesinde, restriksiyon enzimi ile tiim bakteri
genomunun kesilerek, ortaya ¢ikan bant profillerindeki polimorfizmin degerlendirildigi PFGE
yontemi altin standart olarak gosterilir. Bu yontemde; Campylobacter DNA’s1 par¢alanmadan
bir biitiin olarak izole edilir ve sonra gesitli restriksiyon endoniikleazlar ile (Sma I, Kpn 1)

kesilerek elektroforezde bant profilleri degerlendirilir (On SLW vd., 1998; Polat, 2008).

Epidemiyolojik ¢alismalarda filogenetik iliskiyi ortaya koymak amaci ile Multilocus
sequence typing (MLST) ve Multilocus Enzyme Electrophoresis (MEE) yontemleri
kullanilabilmektedir. Bu yontemler ile, Campylobacter'lerdeki ¢ok sayidaki houskeeping gene
ait ¢esitli lokuslarin dizi analizi ve bu genlerinin polimorfizminin tespitini saglanir (Dingle vd.,
2001).

AFLP ve FAFLP gibi yontemler niikleik asit amplifikasyona dayali yontemleridir ve
genotiplemede yaygin olarak kullanilir. izolatlar1 ayrim giicii yiiksek olan AFLP yonteminde,
piirifiye edilmis tiim Campylobacter genomu, gen igerisinden segilen bazi baz dizilerini (4 ya da
6 baz dizisi) tantyan cesitli restriksiyon endoniikleaz enzimleri (Bgll veya Hind 111 Csp 61, Hhal
veya Mfel) ile kesilerek enzim kesim bolgeleri spesifik oligoniikletidlerle (adaptor
oligoniikleotid) isaretlenir. Komplementer floresan boya ile isaretli primerler kullanilarak farkli
biiyiikliikteki gen parcalari, adaptor oligoniikletidlere amplifiye edilir. Amplifikasyon tiriinleri
poliakrilamit jel elektroforezi (AFLP) ya da otomatize floresansi okuyan sekans analiz (FAFLP)
cihazlarinda gortntiilenir (Lindstedt vd., 2000; Champion vd., 2002).
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MLST ve AFLP yontemleri kullanilarak sus-konak iliskisi ortaya konulabilir. Bu amagla
farkli orijinlerden elde edilen suslara ait bant profilleri karsilastirilir, benzer genetik profile

sahip suslar i¢in gen kiimeleri olusturulur (Schouls vd., 2003).

Campylobacter izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisinde kullanilan PZR tabanli bir
diger yontem Random amplified polymorphic DNA typing (RAPD-DNA)’dir. Bu yontemle AT
yoniinden zengin, 8-10 bp uzunlugunda primerler kullanilarak, yiiksek tuz konsantrasyonu ve
diisik 1sida izolat genomundaki non-spesifik DNA fragmentlerinin amplifikasyonu ve
amplikonlar arasindaki polimorfizmin tespiti amaglanir. Ayni genotipe sahip suslarda, primerler
ayni gen bolgelerine baglanacagl i¢in ortak amplikonlar iiretecek ve genotipik benzerlikler

ortaya konulabilecektir (Polat, 2008; Ono vd., 2003).

Campylobacter salginlarinda izolatlarinin genotiplendirilmesi 6nem tasimaktadir. Bu
amagla flagella sentezinden sorumlu fla geninde ki varyasyonlar degerlendirilebilir. Bu
varyasyonlarin ortaya c¢ikarilmasi amaciyla fla/RFLP ve fla genindeki kisa degisken
bolgelerdeki (SVA) polimorfizmi belirleyen dizi analiz yontemleri de kullanilmaktadir

(Meinersmann vd., 1997).

Campylobacter izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisinde kullanilan bir diger yontem
ribotiplendirme yontemidir. Bu yontem ribozomal RNA (rDNA) genlerinin restriksiyon (RFLP)
analizine dayanir. 23S rDNA ve 16S rDNA genini hedef alan problar ve farkli enzimler
kullanilarak gergeklestirilir (De Boer vd., 2000).

1.8. Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Antimikrobiyal Duyarhihg

Tetrasiklin, eritromisin, siprofloksasin, kanamisin, nalidiksik asit ve kloramfenikol gibi
antibiyotiklerin, bir dizi Campylobacter direnci bildirilmistir (Gaudreau vd., 2003). Insan
enfeksiyonlarinin artis hizi  Campylobacter jejuni’nin antimikrobiyal direngli suslari
Campylobacteriozis olgularinin yonetiminin daha zor hale gelmesine sebep olur. C. jejuni’nin
insan ve saglikli tavuk izolatlari, tetrasiklin direnci agisindan incelendiginde, 32-256 mg
arasinda degisen yiiksek diizeyde direng gdzlenmistir. izolatlarin %74 ‘iinde plazmidler (30-
40kb) tespit edilmistir ve hepsi tet (O) geni tasimaktadir (Pratt vd., 2005). C. jejuni suslarinda
stk trimethoprim direnci olusumu, antimikrobiyal ilaglara gida hayvanlarmin yiiksek diizeyde
maruz kalmasiyla iligkilendirilir (Gibreel, Skold, 1998). Ayrica dogal doniigebilir C. jejuni
suslarinda yabanci direng genlerinin kazanilmasina yol agar. C. jejuni’nin, her biri yaklasik 35kb
boyutunda, tanimlanmamis tetrasiklin direnci igin tet o gen kodlamasimi tasiyan p tet plasmidi

ve virulant proteinler igin p vir geni kodlayan plazmidler i¢erdigi bulumustur. Bu plazmidlerde
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C. jejuni virulanslariyla ilgili oldugu one siiriilen mutasyonlarin, INT407 hiicre yiizeyine
adezyon ve invazyonu azaltilmigtir (Bacon vd., 2000). Luo ve Zhang (2001) tarafindan C.
jejuni’nin bir kiimes hayvani izolatina bir kiigiik plasmid (PCJO1) tanimlanmis, hatta dizelenmis
ve karakterize edilmistir. Sonuglar PCJ01’in, %33.5 ‘lik G+C igerigiyle birlikte bir 3212 bp’lik
dairesel molekiil oldugunu gostermistir. Bu plazmid, C. coli plazmidlerindeki RepA ve RepB
proteinleriyle birlikte homolog olan ve bazi viriilens transmembran proteinleriigin sirayla

kodlanan dort agik okuma c¢ergevesinden (ORF) olusan bir plazmiddir (Luo, Zhang, 2001).
1.9. Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Tedavisi

Campylobacter’lere bagl enteriti olan hastalarin bityiik ¢ogunlugu antimikrobiyal tedavi
gerekmeksizin, kendiliginden iyilesmektedir. Sivi-elektrolit replasmani diger enteritli olgularda
oldugu gibi tedavinin temelini olusturmaktadir. Ancak yiiksek ates ve kanli ishali olan, diski
sayis1 giinde 8’den fazla veya ishali bir haftadan daha uzun siiren hastalarda, gebelerde, HIV
enfeksiyonlu veya diger immun sistemi baskilanmig olan hastalarda ve ekstra-intestinal
tutulumu olan hastalarda antimikrobiyal tedavi onerilmektedir. Campylobacter'ler genel olarak
makrolid, kinolon, aminogikozit, tetrasiklin gurubu antibiyotiklere ve kloramfenikole duyarlidir.
Yiksek doku diizeyi saglamasi, ciddi toksisitesinin olmamasi nedeniyle, eritromisin
Campylobacter enfeksiyonlarinin  tedavisinde ilk kullanilmasi gereken antibiyotiktir.
Endikasyonu olan hastalarda, eritromisinin yetiskinlerde 6 saat ara ile 250 mg; ¢ocuklarda ise
dort esit dozda 30-50 mg/kg/giin olacak sekilde bir hafta siire ile kullanilmasi 6nerilmektedir.
Eritromisin tedavisinin Campylobacter'lerin diskidan atilimini hizlandirdigi, relapslart azalttigi,
ancak hastaligin siiresini etkilemedigi bildirilmektedir (Wilke Topgu, Soyletir, Doganay, 2002).
Bunun yanisira Campylobacter tiirlerinin, 6zelliklede C. coli’nin eritromisine karsi her y1l artan
oranlarda direng gelistirdigi bildirilmektedir. Eritromisin ve diger makrolid gurubu
antibiyotiklere C. jejuni ve C. coli nin gelistirdigi dirence, ribozomda antibiyotigin hedef
bolgesinde olusan mutasyonlarin neden oldugu diisiiniilmektedir. Campylobacter'lerin ve diger
enterik patojenlerin neden oldugu ishallerin tedavisinde, kinolon grubu antibiyotiklerde yaygin
olarak kullanmilmaktadir. Ancak 1995 yilinda, kiimes hayvanlarinda florokinolon kullanimina
lisans verilmesi ve bu hayvanlarda yaygin enrofloksasin kullaniminin baslamasi ile hayvan ve
insanlardan izole edilen Campylobacter izolatlarinin kinolon gurubu antibiyotiklere yiiksek
oranda direng gelistirdigi bildirilmistir. Siprofloksasin, eritromisin ve seftriaksona direngli

multidrug rezistans C. jejuni’suslarinin varligi 2005 yilinda rapor edilmistir (D'lima vd., 2007).
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Bu calismada 2016-2017 tarihleri arasinda Kiitahya ilinde tiiketime sunulan perakende
tavuk trtinlerinde termofilik Camylobacter tiirlerinin ve bu tiirlerde sitoletal distending toksin

(CDT) genlerinin varlig arastirtlmustir.
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2. MATERYAL METOD

2.1. Materyal
2.1.1. Orneklerin toplanmasi

Campylobacter suslarinin izolasyonu i¢in, 2016-2017 tarihleri arasinda Kiitahya ilinde
ticari olarak tiiketime sunulan tavuklardan (biitiin tavuk, gogiis, but, kanat) ayda iki kez olmak
tizere toplam 24 adet satin alindi. Tavuk 6rneklerinin toplanmasi esnasinda her seferinde farkli

marka tirtinlerden ve farkli marketlerden 6rnekleme yapilmasina dikkat edildi.
2.1.2. Besiyerleri
¢ MCCDA (Modified Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar)

Campylobacter izolasyonu ve 6n tamimlanmasi i¢in selektif kati besiyeri olarak
MCCDA kullanildi. Dehidre besiyeri 22.75 g/L olacak sekilde 500 mL distile suda ¢ozildi,
kaynatilarak eritildi ve otoklavda 121 °C’da 15 dakika sterilize edildi. Otoklav sonrasi 45-
50°C’a sogutulup, 2 mL steril distile suda ¢oziinmiis CCDA Selective supplement (Sefoperazon

16mg, AmfoterisinB 5mg) ilave edildi. Kanistirilip petrilere dokiildi.
o 9020 gliserinli TSB (Tryptone Soya Broth)

Izole edilen Campylobacter siipheli suslarin PZR islemleri yapilana kadar saklanmasi
amaciyla kullanildi. Bu amagla 80 m distile suya 3 gr besiyeri eklendi, iyice karistirilip
eritildikten sonra {izerine %20 oraninda gliserin ilave edildi. Ependorflara 1 ml olacak sekilde

paylastirildi. Ependorflarl5 dakika boyunca 121 © C'de otoklavda steril edildi.
¢ Blood Agar Base No:2 (CM0271, oxoid)

Gliserinli TSB deki siipheli bakterilerin tekrar canlandirilmasi amaci ile kullanildi. 1 It
distile suda 40 gr besiyeri eritildi. 15 dakika boyunca 121°C'de otoklavda steril edildi. 45-50°C

'ye sogumasi beklendi ve %7 steril koyun kani eklenerek petrilere dokiildii.
2.1.3. Molekiiler tam1 amaciyla kullanilan primerler

Termofilik Campylobacter tiirlerinin molekiiler olarak tiir tespitlerinin yapilmasi ve
pozitif oldugu saptanan 6rneklerde CDT gen varliginin molekiiler olarak arastirilmasi amaci ile

kullanilan primerlere ait oligoniikleotid dizileri Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2’de verildi.
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Cizelge 2.1. Termofilik Campylobacter tiirlerinin M-PZR ile tiir diizeyinde identifikasyonunda

kullanilan oligoniikleotid dizileri.

Primer Sekans (5°—3) Bant biiyiikliikleri (bg)
CJF ACTTCTTTATTGCTTGCTGC 323

CJR GCCACAACAAGTAAAGAAGC

CCF GTAAAACCAAAGCTTATCGTG 126

CCR TCCAGCAATGTGTGCAATG

CLF TAGAGAGATAGCAAAAGAGA 251

CLR TACACATAATAATCCCACCC

Cizelge 2.2. Termofilik Campylobacter tiirlerinde M-PZR ile CDT varliginin arastirilmasinda
kullanilan oligoniikleotid dizileri (Asakura vd., 2008).

CdtA Primeri Sekans (5’—37) Tir Bant biiyiikliikleri (bg)
CjspAU2 AGGACTTGAACCTACTTTTC C. jejuni 631
CjspAR2 AGGTGGAGTAGTTAAAAACC
CcspAUl ATTGCCAAGGCTAAAATCTC C. coli 329
CcspAR1 GATAAAGTCTCCAAAACTGC

Cdt B Primeri Sekans (5’—37) Tiir Bant biiyiikliikleri (bg)
CjSPBUS5S ATCTTTTAACCTTGCTTTTGC C. jejuni 714
CjSPBR6 GCAAGCATTAAAATCGCAGC
CcSPBUS TTTAATGTATTATTTGCCGC C. coli 413
CcSPBR5 TCATTGCCTATGCGTATG

CdtC Primeri Sekans (5’—3") Tiir Bant biiyiikliikleri (bg)
CjspCU1 TTTAGCCTTTGCAACTCCTA C. jejuni 524

Cjspzr2 AAGGGGTAGCAGCTGTTAA
CcspCU1 TAGGGATATGCACGCAAAAG C. coli 313
Ccspzrl GCTTAATACAGTTACGATAG
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2.2. Metod
2.2.1. Termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonu

Kitahya merkez bolgesinde, farkli marketlerden, farkl: tarihlerde alinan 24 adet tavuk
etiaseptik kosullar altinda laboratuvara getirildi. Her bir 6rnekten 25 gr alinarak 225 ml steril

fizyolojik tuzlu su ile homojenizatdrde (stomacher) (Interscience- BagMixer 400W) parcalandi.

Sekil 2.1. Tavuk orneklerinin steril filtreli poset i¢erisinde stomacherde par¢alanmasi.

Parcalanan tavuklardan elde edilen filitrattan 30 ul alinarak mCCDA besi yerine
aktarildi ve dragalski spatiilii ile yayma ekimleri gergeklestirildi. Besi yerinin yilizeyi kuruyana
kadar beklendikten sonra petriler jarlara konularak, mikroerofilik olarak 42°C’de inkiibasyona
kaldirild1. 3-4 giinliik inkiibasyon sonucunda meydana gelen beyaz gri koloniler (Sekil 2.1)
saflagtirilarak molekiiler tanida kullanilmak iizere %20°lik gliserinli TSB’de -20°C’de saklandi.

Sekil 2.2. mCCDA selektif besi yerinde iireyen Campylobacter siipheli suslarin makroskopik

morfolojileri.
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2.2.2. Termofilik Campylobacter tiirlerinin ve CDT geninin MPZR ile tanisi

Campylobacter siipheli suslar, molekiiler analizleri gergeklestirilmek iizere -20°C’de
gliserinli TSB’den %7 koyun kanli agara ekilerek mikroaerofilik olarak inkiibe edildi. Ureyen

kolonilere sirasiyla asagidaki islemler uygulandi.

DNA ekstraksiyonu

Iki mililitrelik ependorflar igerisine 300ul saf su konularak otoklavlandi. Bu
ependorflara, bir 6ze dolusu bakterinin siispansiyonu yapildi. Ependorflar daha sonra kaynar
suyun igerisine konularak 20 dakika bekletildi. Ardindan, 10.000 devirde 5 dakika santrifiij
edildi.200 pl stipernatant alimip yeni bir ependorfa aktarildi. DNA Ornekler PZR ile
amplifikasyon isleminde kalip olarak kullanilincaya kadar —20 °C’de saklandh.

Tiir tespitinde m-PZR

Termofilik Campylobacter tiirlerinin identifikasyonunda m-PZR’dan yararlanildi. Tiir
tespitinde kullanilan primer dizileri ve beklenen bant biiyiikliikleri Cizelge 2.1.’de verildi. Tiir
tespitinde kullanilan m-PZR islemi kisaca 25 ul’lik toplam hacimde gergeklestirildi. Bu amagla,
2 mM MgCl, 50mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 0.2 mM dNTP karisimi, 0.5 uM C. jejuni ve C. lari
primerleri, 1 uM C. coli primerinden, 1.25 U taqpolimeraz enzimi ve 2.5 pl hedef DNA
kullanildi. Amplifikasyon 95 °C’de 6 dakika ilk denatilirasyon ve ardindan 30 siklus 95 °C’de 30
saniye denaturasyon, 57 °C’de 30 saniye primer baglanmasi ve 72 °C’de 30 saniye uzatma

seklinde gergeklestirildi.

CDT gen varliginin arastirilmasinda m-PZR

Campylobacter jejuni tiirtinde Cdt genin taranmasinda,10 X PZR buffer (500 mMKCI,
15 mM MgCl;, 100 mM TRIS-HCI, pH 9.0); 1.5 mM MgCl;; 200 mM dNTPs, Cizelge 2.2 de
C. jejuni igin yer alan her bir primerden 20 pmol (CjspAU2, CjspAR2, CjSPBUS5, CjSPBRG,
CjspCUL and Cjspzr2); 1.0 U Taq DNA polymeraz ve 3uL DNA kullanildi. m-PZR islemi
toplamda olarak 50 ul’lik hacimde calisildi. Amplifikasyon amaciyla 6rnekler thermalcycler’a
yerlestirildi. 94°C’de 5 dk. 6n denatiirasyon, ardindan 32 siklus 94°C’de 30 sn, 55°C’de 30 sn
ve 72°C’de 30 sn denatiirasyon, birlesme ve uzama iglemlerini takiben 72°C’de 10 dk. son

uzatma islemi uygulanda.

C. coli Cdt geninin taranmasinda ise, yine ay1 protokol uygulanmasina ragmen
kullanilan primerler CcspAUL, CcspAR1, CcSPBUS, CcSPBR5 ve CcSPBUS5, CcSPBRG,
CcspCUL1, Ccespzrl olarak Cizelge 2.2°deki gibi degistirildi (Asakura vd., 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3910176/#b5-bjm-44-693
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Elektroforez:

Amplifikasyon islemi sonrasinda olusan iiriinlerin varligimi gosterebilmek amaci ile
amplikonlaragaroz jel igerisinde elektroforez islemine tabi tutuldu. Bu amagla 0.5xTBE
solisyonu ile %21’lik agaroz jel hazirlandi. Jel igerisine ethidiumbromid ilave edildi.
Amplikonlar parafilm tizerinde 6xjel loadingbuffer ile karistirilarak jel tizerindeki kuyucuklara
yiiklendi. 1.kuyuya DNA markeri (Fermentas O’Range Ruler, 100bp Ladder) ve diger kuyulara
her birine bir 6rnek olacak sekilde bu karisimdan 10ul yiikleme yapildi. Tankin giic kaynagi
calistirilarak 120 V akim verildi.
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3. BULGULAR

3.1. Termofilik Campylobacter Tiirlerinin izolasyonu

Incelenen 24 adet 6rnegin mCCDA besi yerine ekimleri sonucu makroskobik morfoloji
kriterlerine gére, Campylobacter yoniinden siipheli oldugu varsayilan 19 adet 6rnek tespit
edildi. Bu 6rnekler molekiiler olarak tiir tespitlerinin yapilmasi amaci ile MPZR islemine tabi

tutuldu.
3.2. Termofilik Campylobacter Tiirlerinin ve CDT Geninin MPZR ile Tamsi

Makroskobik morfolojilerine gore Campylobacter yoniinden siipheli oldugu varsayilan
19 adet 6rnegin 7’si C. jejuni, 4’4 C. coli olarak identifiye edildi. C. lari ise saptanamadi. 8
ornek ise MPZR ile Campylobacter yoniinden negatif olarak saptandi (Sekil 3.1).

Sonug olarak 24 adet 6rnekte, 11 adet (%45.8) Campylobacter tiirii molekiiler olarak
karakterize edildi. Bu etkenler tiir bazinda degerlendirildiginde incelenen orneklerde %29.2

oraninda C. jejuni, %16.6 oraninda C. coli varligi tespit edildi (Cizelge 3.1, Cizelge 3.2).

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

» 126 bp

Sekil 3.1. Termofilik Campylobacter tiirlerinin M-PZR sonuglari.

Campylobacter yoniinden pozitif oldugu MPZR ile dogrulanan 6rnekler Cdt genleri
yoniinden degerlendirildiginde (sekil 3.2, sekil 3.3, sekil 3.4), suslarin %90.9’unda Cdt A ve Cdt
C genleri saptanirken, %81.8’inde Cdt B geni tespit edildi. Cdt genlerinin bakteri tiirlerine gére
dagilimlar1 incelendiginde, C. jejuni’de Cdt A ve Cdt C genlerinin bulunma oranlar1 (6 adet)
%85.7 Cdt B geninin ise %71.4 oldugu goriildii. C. coli’de ise bu ii¢ toksin geninin tiim suslarda
var oldugu (%100) tespit edildi (Cizelge3.1, Cizelge 3.2).
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» 631 bp

5
00 bp +329 bp

250 bp

Sekil 3.2. Termofilik Campylobacter tiirlerinde Cdt A genlerinin MPZR sonuglar1. C. jejuni i¢in
amplifiye olan Cdt A genine iliskin beklenen baz biiyiikliigii 631 bp, C. coli i¢in ise 329 bp’dur.
1, 2, 3 ve 4 nolu 6rnekler C16 (C. coli), C18 (Negatif), C30 (C. jejuni) ve C21 (C. jejuni) kodlu

orneklere karsiliktir.

714 bp - » 750 bp
> 500 bp

Sekil 3.3.Termofilik Campylobacter tiirlerinde Cdt B genlerinin MPZR sonuglari. C. jejuni i¢in
amplifiye olan Cdt B genine iliskin beklenen baz biiyiikliigii 714 bp, C. coli i¢in ise 413 bp’dir.
1, 2 ve 3 nolu 6rekler C13 (C. jejuni), C16 (C. coli) ve C18 (negatif) kodlu &rneklere
karsiliktir.
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750 bp
527bp <« 500 bp
313 bp « i

P

Sekil 3.4. Termofilik Campylobacter tiirlerinde Cdt genlerinin MPZR sonuglar1. C. jejuni i¢in
amplifiye olan Cdt C genine iliskin beklenen baz biiyiikliigii 527 bp, C. coli igin ise 313 bp’dur.
1, 2 ve 3 nolu 6rnekler C7 (C. coli), C10 (C. jejuni) ve C23 (C. coli) kodlu drneklere karsiliktir.

Cizelge 3.1. Kiiltiir isleminde Campylobacter yoniinden siipheli oldugu tespit edilen kolonilerin
tiir ve Cdt toksin genleri yoniinden molekiiler tan1 sonuglari (Gri alanlar tiir tespitinde MPZR

sonuclarinin negatif oldugunu ifade etmektedir).

No Kod MPZR Sonuglari
Tiir Cdt geni

Cdt A CdtB CdtC
1 C1 -
2 C2 C. jejuni + + +
3 C3 -
4 C5 -
5 C6 -
6 C7 C. coli
7 C9 C. coli
8 C10 C. jejuni
9 C13 -
10 Cl4 -
11 C15 C. jejuni + + +
12 C16 C. coli
13 C18 C. jejuni - - -
14 C19 -
15 C20 C. jejuni + + +
16 C21 C. jejuni + - +
17 C22 -
18 C23 C. coli + + +
19 C24 C. jejuni




Cizelge 3.2. MPZR sonrasi Campylobacter tiirlerinin ve Cdt toksin genlerinin dagilimi (%).

MPZR Sonugclar:

Tiir Cdt geni
CdtA CdtB CdtC
C. jejuni 7 (% 29.2) 6 (%85.7) 5 (%71.4) 6 (%85.7)
C. coli 4 (%16.6) 4 (%100) 4 (%100) 4 (9%100)

Total (24) 11 (%45.8) 10 (%90.9) 9 (%81.8) 10 (%90.9)
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4. TARTISMA VE SONUC

Tavuk eti insan saghig agisindan Onemli bir protein kaynagidir. Ulkemizde ucuz
olmasindan dolay1 siklikla tercih edilmektedir. Cesitli sekillerde pisirilerek tiiketilen tavuk etleri
yeterli 1s1 islemi uygulanmadiginda bakteriyel gida patojenleri acisindan tehlike
olusturabilmektedir. Bu etkenlerin basinda Campylobacter tiirleri gelmektedir. Ozellikle
termofilik Campylobacter'ler, sahip olduklar1 toksinler ile tavuk eti kaynakli gida

zehirlenmelerine yol agabilmektedirler.

Bu tez c¢aligmasinda, Kiitahya ilinde ¢esitli marketlerden temin edilen tavuk
orneklerinde Campylobacter varligi ve toksin genleri arastirildi. Elde edilen bulgular tilkemizde
ve yurtdisinda yapilan benzer aragtirma bulgulari ile karsilastirildi. Tiirkiye'de incelenen tavuk
eti orneklerinde bulunan termofilik Campylobacter'lerin durumunun degerlendirildigi ¢alisma

sonuglari asagida Cizelge 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1. Tirkiye'de incelenen tavuk eti orneklerinde termofilik Campylobacter tiirlerinin

bulunma oranlari.

Ornek tiirii Pozitif 6rnek sayisi Sehir Referans

(%)

81.7 Istanbul Yildirim (1995)
96 Istanbul Dizgah (1995)

~100 Kars Giilmez (1999)
92 Bursa Gtlinsen (2004)

67.1 Afyon Pamuk (2006)

Tavuk Eti 77 Konya Minnar ve Doguer (2006)

56 Kayseri Aydin vd. (2007)

64.5 Ankara Koluman (2010)

30.5 Adana ve Mersin | Cibik vd. (2014)
81 Kayseri Hizlisoy ve Kili¢ (2015)

Bazi iilkelerde, incelenen tavuk eti 6rneklerinde bulunan termofilik Campylobacterlerin
durumunun degerlendirildigi ¢alisma sonuglar1 Cizelge 4.1'de verilmistir. Campylobacter

izolasyon sonuglar1 oranlari lilkelere gore ¢esitlilik gostermektedir.



32

Cizelge 4.2. Bazi tilkelerde tavuk eti 6rneklerinde termofilik Campylobacter izolasyon oranlari.

Ornek tiirii Pozitif 6rnek sayisi (%) Ulke Referans
67 Amerika Eyigor vd. (1999)
99 Kuzey Irlanda Moore vd. (2002)
83.9 Trinidad Rodrigo vd. (2005)
73.1 Galler Meldrum vd. (2005)
Tavuk eti 100 Japan Jeon vd. (2005)
57.6 Polonya Rozynek vd. (2005)
61.8 Kore Kang vd. (2006)
68.3 Kore Han vd. (2007)
45.4 Italya Prencipe vd. (2007)
60.3 Portekiz Mena vd. (2008)
97.5 Banglades Talukder vd. (2008)
10.8 Brezilya Carvalho vd. (2013)
100 Estonya Maesaar vd. (2016)

Bu ¢alisma sonucuna gore, toplanan 24 adet 6rnekte, 11 adet (%45.8) Campylobacter
tiiri MPZR ile karakterize edildi. Bu etkenler tiir bazinda degerlendirildiginde incelenen
orneklerde % 29.2 oraninda C. jejuni, %16.6 oraninda C. coli varlig1 tespit edildi. C. lari ise

saptanamadi.

Yapilan ¢aligmalar, kiimes hayvanlariin karkaslarinin kontaminasyonunun, ¢ogunlukla
kesim esnasinda, daha ¢ok haslanma ve barsaklarini ¢ikarma sirasinda, karkasin yiizeyi barsak
mikroorganizmalar1 ile temas halindeyken meydana geldigini gostermektedir. Yapilan bu
calismada da prevalans oranlarinin diisik olmasimin sebebinin kesim esnasindaki hijyenik

kurallara uyulmasindan kaynaklanabilecegi kanisina varildi.

Gida orijinli termofilik Campylobacterler tiirleri sahip olduklari toksinler ile halk
sagligini tehdit etmektedirler. Bazi iilkelerde Campylobacter tiirlerinin i¢ermis oldugu Cdt A,
Cdt B ve Cdt C toksin genlerinin varliginin degerlendirildigi ¢alisma sonuglar1 asagida (Cizelge

4.3) verilmistir.
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Cizelge 4.3. Tavuk karkaslarindan izole edilen termofilik Campylobacter tiirlerinin i¢ermis

oldugu Cdt A, Cdt B ve Cdt C toksin genlerinin diinyadaki durumu.

Ulke Referans CdtA| CdtB | CdtC | Cdt ABC | Bakteri tiirii
%) | (%) | (%)
Polonya | Rozynek vd. (2008) 942 | 942 | 94.2 C. jejuni
68.2 | 929 81.2 C. coli
Polonya | Rozynek vd. (2010) 100 C. jejuni
Brezilya | Aline Feola de Carvalho 10 10 80 C. jejuni
vd. (2013)
Tayland | Samosornsuk vd. (2007) 95 C. jejuni
Denmark | Bang vd. (2001) 100 C. jejuni
100 C. coli
Spain | Martinez vd. (2006) 98 C. jejuni
Turkey | Findik ve vd. (2011) 39 C. jejuni

Diinyada yapilan bu ¢alismalar g6z 6niinde bulundurularak, her ti¢ genin varliginin
tespit edilmesi durumunda, suslarin potansiyel virulens olduklari séylenebilir. Dolayisiyla bu {i¢
genin bulunmasi, tavuk etleriyle temas eden insanlarda patojenite gostererek diareye sebep

olabilecegini gosterir.

Bu ¢alismada, suslarin %90.9’unda Cdt A ve Cdt C genleri saptanirken, %81.8’inde Cdt
B geni tespit edildi. Cdt genlerinin bakteri tiirlerine gore dagilimlari incelendiginde C. jejuni’de
Cdt A ve Cdt C genlerinin bulunma oranlar1 %85.7 Cdt B geninin ise %71.4 oldugu goriildii. C.
coli’de ise bu ii¢ toksin geninin tiim suslarda var oldugu (%100) tespit edildi. Yapilan
caligmalar, baz1 C. jejuni tiirlerinde Cdt genlerinin niikleotid delesyonu, insersiyon, yer
degistirme gibi mutasyonlara maruz kalarak, toksin genlerini ve toksin aktivitelerini kaybettigini

gostermektedir.

Sonug olarak, Kiitahya ilinde satisa sunulan tavuklarda toksin genleri ihtiva eden
Campylobacter tiirleri saptanmis olup, bu iiriinlerin yeterli 1s1l islemi uygulanmadan tiiketilmesi

durumunda, halk sagligi i¢in risk tasiyabilecegi kanisina varildi.
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