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ONSOz

Yirminci yiizyilin son yarisinda, ¢abuk pisen ve ¢ok ¢esidi bulunan pili¢ eti ve
iirtinlerinin tiikketimi artmstir. Pili¢ eti, diislik kolestrol ve kalori diizeyinin yan1 sira
seckin esansiyel amino asit i¢erigiyle tiim diinya mutfaklarinda yaygin tiiketim alani
bulmustur. Pilig eti tiiketiminin tetikledigi seri liretimde meydana gelen artisa bagl
olarak pili¢ eti kaynakli zoonozlarin yayilimi ve bunlardan kaynaklanan gida
infeksiyon ve intoksikasyonlarinda da bir artis meydana gelmistir. Pilig eti
tikketimine bagli olarak campylobacteriosis ve salmonellozis en yaygin goriilen
infeksiyonlardandir. Campylobacteriosis i¢in en 6nemli kaynak kabul edilen pili¢
etinin, C. jejuni ile kontaminasyonu yetistirme asamasindan baslamakta ve kesim
islemlerine bagl olarak yiiksek diizeylere ulasmaktadir. C. jejuni, sadece intestinal
degil meydana getirdigi ekstraintestinal semptomlar yoniinden de biiyiik 6nem teskil
etmektedir.

Bu ¢alismada, giftlikte potansiyel bulasma kaynagi olan yem ve su

orneklerinin yani sira kesimhanelerden alinan boyun derisi ve bagirsak iceriklerinde
C. jejuni’nin tespiti klasik kiiltiir metodu ile yapilirken C. jejuni izolatlart PCR
metodu ile dogrulanmustir.

Bu calismanin ve doktora egitimimin her asamasinda destegini hissettigim
danismanim Dog. Dr. Haydar OZDEM_R’e, tezime ¢ok biiyiik maddi kaynak sunarak
gerceklesmesinde en biiylik faktdr olan Sayin Mahmut TATLIDEDE ve ailesine,
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. _rfan EROL ve
Anabilim Dal1 6gretim iiyelerine egitimim ve tezimde gosterdikleri yardimdan dolay1
tesekkiir ederim. Aras. Gor. Sebnem PAMUK, Vet. Hek. Mustafa SAVASCI, Vet.
Hek. Ozlem SER _, Aras. Gor. Dr. Muammer GONCUOGLU ve Aras. Gor. Ali
GUCUKOGLU, Sema BAL ve tiim ihtiyaglarimi hizli bigimde saglayan Ozgiir
EM_C ile uzmanlik, doktora dgrencisi ve asistan arkadaslarim ve drnek almamda
yardimc1 olan meslektaslarima tesekkiirii borg bilirim.

Mim. A. Ozgen YASAR ve Vet. Hek. Menekse M. OZB LG _ disaridan
desteklerinizle ayakta tuttunuz beni. Dostlarim,Vet. Hek. Selin CEB_ ve Vet. Hek.
Cagatay CEB_ zor anlarimda hep yanimdaydiniz, varliginiz hep en biiyiik yardimcim
oldu.

Hayatim boyunca her zaman destegini hissettigim ailem; Afife-Aziz

KOLUMAN, Nalan-Liitfi-Yigit BUYRUK, Nazan-Mustafa-Tuna DARCAN, bu tez
sizin i¢in yapmak istedigim tiim giizel seyler i¢in bir baslangi¢. Sizin sevginiz,
ilginiz, emeginiz, desteginiz, siikunetiniz ve en dnemlisi varliginiz olmasa tek
kelimesini yazamazdim bu ¢alismanin. Sevgili ailem, bu tezi benimle birlikte
verdiginiz emekten ve gercek listii sabirlarinizdan dolayi sizlere adiyorum.
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1.G RS

Yirminci yiizyilin ikinci yarisindan sonra giindeme gelen dengeli beslenme bilinci,
insanlarin yasam bigimleri ile birlikte gida tiikketimlerinde de koklii degisimlere
neden olmustur (Mela, 1999). Bu baglamda Tiirkiye’de, diger iilkelerde oldugu gibi
beyaz et liretiminde ve kanath yetistiriciligi ve kanatli eti iiretim sektorlerinde ¢cok
hizl1 bir biiylime meydana gelmistir. Diinya’da, Avrupa Birligi’nde ve Tiirkiye’de
1995-2003 yillarinda pilig eti tiikketimi ¢izelge 1.1°de verilmistir (Anon, 2004a;
Anon,2004b; Anon, 2004c¢).

Tiirk kanatli sektoriiniin, 1990’11 y1illarin basinda gergeklestirilen biiyiik

yatirimlar sonucu, gelismeye basladigi ve diinya standartlarinda iiretim potansiyeline
yaklastigt bildirilmistir (Anon., 2004a, Anon., 2004b). Belirli donemlerde
piyasalarda olusan olumsuzluklarin, beyaz et sektoriine de yansidigi ancak tiretimin
bu durumdan fazla etkilenmeden biiylimeye devam ettigi ve maksimum kapasiteye

ulastigi kaydedilmistir (Anon., 2004b; Anon.,2004c¢).

Gizelge 1.1 Pilig eti tiiketiminin, 1995-2003 yillar1 arasinda diinya, Avrupa Birligi Ulkeleri ve
Tiirkiye’de dagilimi (metrik ton) (Anon, 2004a; Anon, 2004b; Anon, 2004c).

Yillar Dinya Avrupa Birligi Turkiye

1995 46.492.359 4.650.000 282.064

1996 47.847.030 4.850.000 420.482

1997 50.808.750 4.950.000 471.415

1998 53.027.836 5.318.000 486.682

1999 55.634.951 5.420.000 596.854



2000 58.991.683 5.650.000 643.436
2001 61.228.725 5.780.000 614.726
2002 63.666.369 5.830.000 696.160
2003 65.014.504 5.850.000 Veri yok

Ancak, pilig eti tiiketimindeki artisa bagl olarak gida infeksiyon ve
intoksikasyonlarinda da belirgin bir artis oldugu ve 6zellikle pilig eti tiiketiminden
kaynaklanan gida infeksiyonlarinda Camplobacter jejuni’nin birinci derecede rol
oynadigi (Anon., 2002a, Anon, 2002¢; Anon, 2003b) termofilik Campylobacter
tiirlerinden kaynaklanan gida infeksiyonlar1 sonucu insanlarda goriilen, gastroenterit
ve Guillain Barré Sendromu gibi komplikasyonlarin, hem is giicii kaybina hem de
tedavi masraflarinin oldukga yiiksek olmasi sebebiyle, onemli derecede ekonomik

2

kayiplara neden olduguda bildirilmektedir (Anon., 1999; Yuki ve ark., 1990; Yuki,
2001).

Kanatli kesim prosesi sirasinda, bagirsaktan deriye bulasan C. jejuni’nin,
mikroaerofilik 6zellik gosteren tiiy folikiillerine yerlestigi bildirilmistir (Frank,
2001). Bu 6zelliginden dolay1, C. jejuni’nin varligina ait ¢alismalarda pili¢ boyun
derileri, hem folikiiler yapilarindan hem de kesim prosesi geregi kontaminasyon en
fazla oldugu igin tercih edilmektedir. Bulasma kaynaklarinin birgok arastirmaci
(Stern ve Kazmi, 1989; Yuki ve ark., 1990; Newell ve Nachamkin, 1992; Ketley,
1997; Gilbert ve ark., 2000; McDonald ve Gruslin, 2001; Newell ve Fearnley, 2003;
Butzler, 2004) tarafindan ortaya konulmasi, hem halk sagligi hemde ¢iftlikten
masaya gida giivenligi yoniinden 6nem tasimaktadir. Kanatli kesim prosesi sirasinda,
bagirsaktan deriye bulasan C. jejuni’nin, mikroaerofilik 6zellik gosteren tily
folikiillerine yerlestigi bildirilmistir (Frank, 2001).

1.1. Tarihge

Campylobacter tiirleri, ilk kez 1886 yilinda Theodor Escherich tarafindan “chlorea
infantum” sonucu hayatini kaybeden ¢ocuklarda tanimlanmistir (Butzler, 2004). C.
jejuni, McFadyean ve Stockman tarafindan abort yapmis koyun fotiislerinde Vibrio
benzeri bakteriler olarak tanimlanmustir. Smith (1919) sigirlarda aborta neden olan
bakteriyi, mikroskopta spiral sekilde goriinmesinden dolay1, Spirillum olarak
tanimlamistir. Smith ve Taylor (1919) ¢alisma sonuglarini McFadyean ve
Stockman’in (1913) sonugclar ile kiyaslayarak, her iki bakterinin de ayni oldugu
kanisina varip, bakteriyi Vibrio fetus olarak isimlendirmislerdir (Butzler, 2004).
Jones ve ark. (1931) buzagi kis dizanterisi etkenini Vibrio jejuni olarak
adlandirmislar ve daha sonra, Doyle (1944) domuz dizanterisi etkeninin de Vibrio
jejuni oldugunu bildirmistir (Butzler, 2004). Ayni sekilde, Amerika Birlesik
Devletleri’nin Illinois eyaletine baglh 2 farkli cezaevinde, Mayis 1938’de ¢ig siit
tilketimine bagli olarak toplam 335 kiside diyare ve karin kramplari ile seyreden bir
3

salginin meydana geldigi, sorumlu etkenin ise Vibrio jejuni oldugu kaydedilmistir
(Stern ve Kazmi, 1989).

Sebald ve Veron (1963), diisiik DNA baz konsantrasyonlarina sahip olmalari,
mikroaerofilik oluslar1 ve nonfermentatif yapilarina dayanarak Vibrio fetus ve Vibrio
bubulus’u, Campylobacter olarak yeni bir cins adi altinda adlandirmislardir. Butzler
ve ark. (1974), kivrimli gubuk bakteri anlamina gelen “Campylobacter” kelimesi ile
tanimlanan bu yeni cinse ait daha genis bir agiklama yaparak siniflandirmay1
olusturmuslardir. Skirrow (1977) diskidan C. jejuni ve C. coli izolasyonu i¢in bir
metot gelistirmistir. Bunu takiben izolasyon oraninda da belirgin bir artis



gozlemlenmeye baslamistir. Butzler ve Skirrow (1979) campylobacteriosise ait ilk
genis raporu hazirlamis, bunu takiben Penner ve Hennessy (1980) ile Lior ve ark.
(1982) sus tiplendirme amaciyla hala kullanilan serotiplendirme semalarini
tanimlamuslardir. Yirminci yiizyilin son otuz yilinda, Campylobacter tiirlerinin
izolasyon ve identifikasyonundaki metodolojik gelismelere bagli olarak,
Campylobacter tiirlerinin global anlamda gida kdkenli gastroenteritlerin en sik
rastlanilan nedeni oldugu ortaya konmustur (Butzler, 2004).

1.2. Campylobacter tirlerinin taksonomisi

Campylobacter tiirleri, Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology nin sekizinci
baskisinda (Anon., 1974) Spirillaceae ailesinde yer almistir. Romaniuk ve ark.
(1987) 16S rRNA tiplendirmesine gore, Campylobacter tiirlerinin yeni bir aile olarak
tanimlanmasi gerektigini ve Thiovulum tiirlerinin de Campylobacter tiirleri ile yakin
akrabalik gosterdiklerini bildirmislerdir. Benzer sekilde, Stackebrandt ve Goebel
(1994) 16S rRNA’ya iliskin ¢alismalarinda, Wolinella succinogenes’in de ayni
filogenetik gruba ait oldugunu ortaya koymuslardir. Thompson ve Bettelheim (1989)
ise yaptiklar1 calismada, Campylobacter tiirlerinin ii¢ bliyiik rRNA homolog gruba
ayrildigini saptamislardir. Daha sonralar1 Van Damme ve De Ley (1991),
Campylobacteraceae ailesindeki {iglincii homolog grupta yer alan Campylobacter
nitrofigilis ve Campylobacter cryaerophila’nin Arcobacter nitrofigilis ve Arcobacter
cryaerophila olarak isimledirilmesi gerektigini bildirmislerdir. Bergey’s Manual of
4

Determinative Bacteriology’nin 9. baskisinda (Anon., 1994) Campylobacter,
Arcobacter ve Helicobacter cinsleri Campylobacteraceae familyasinda yer almustir.
Campylobacter cinsinde yer alan tiir ve alt tiirler Cizelge 1.2.’de verilmistir (Egen,
2000).

1.3. Termofilik Campylobacter turlerinin morfolojik ve kilture edilebilme
ozellikleri

1.3.1. Bakteri morfolojisi

Termofilik Campylobacter tiirleri, Gram negatif, sporsuz, 0.2-0.9 um genisliginde,
0.5-5 um uzunlugunda ¢ubukg¢uk formunda bakterilerdir. Bunlar, mono ya da bipolar
flagellalar sayesinde hareket yetenegine sahip olup, mikroskobik bakida spiral tek
hiicreler veya mart1 kanadi formunda goriiniirler (Nachamkin ve ark., 2002). Eski
kiiltiirlerden yapilan boyamalarda, bakterilerin “S” yada kokoid formda goriindiikleri
belirtilmistir (Hazeleger ve ark., 1992). Campylobacter tiirlerinde, flagella
uzunlugunun bakteri uzunlugunun 2 ya da 3 kati oldugu, buna bagli olarak da
belirgin bir hareket yetenegine sahip olduklari bildirilmistir. Bakteri sivi ortamda
karakteristik tirbiison benzeri “cork screw” hareketi yapmaktadir. Ayrica flagellasiz
veya hareketsiz Campylobacter tiirleri de bildirilmistir (Stern ve Kazmi, 1989; Lake
ve ark., 2003).

1.3.2. Koloni morfolojisi

Termofilik Campylobacter tiirlerinin, nem orani yiiksek besiyerlerinde koloni
morfolojilerinin 10 mm’ye kadar ulasabilen ¢apta, basik, yaygin, kenarlar1 diizgiin
olmayan ve gri renkte, nem orani diisiik besiyerlerinde 1-2 mm ¢apinda konveks,
parlak, kenarlar diizgiin, hafif opak merkezli olduklar1 saptanmistir (Nachamkin ve
ark., 2002). Yeni dokiilmiis besiyerlerindeki yiiksek nemden dolay1 yayilma
egiliminde olan koloniler, hemoliz olusturmazlar ve besiyerinde belirgin bir kokuya
sahip degillerdir (Roop ve ark.,1984).
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ND. Veri yok, Z:Zayif, S: Duyarli, R: Direngli, V: Degisken



Cizelge 1.2. Campylobacteraceae iiyelerinin biyokimyasal

testlere gore siniflandirilmasi. (Van Damme ve De Ley, 1991).
Gelisme sicakliklari Ortamda bulununca Greme Duyarlilik
Campylobacteraceae Uyesinin adi

Katalaz

Nitrat red.

Nitrit red.

Hzihtiyaci

Ureaz

H2S Gretimi

Hippurat Hidr.

_ndoksil Asetat

hidr

15°C

25°C

42°C

3.5 NaCl

%1 gliserin

%0.1TMA

e}

(anaerob)

Nalidiksik

asit

Cephalotin

G-C igerigi

(% mol)

Campylobacter fetus subs. fetus ++------- +--+-RS3335
Campylobacter fetus subs. veneralis ++------- +----RS33-34
Campylobacter hyointestinalis ++- v -+---++-++R $33-36
Campylobacter sputorum biovar sputorum - ++--+----+-+V S S 30-31
Campylobacter sputorum biovar bubulus - ++--+--- -+ +++R $29-30
Campylobacter sputorum biovar fecalis +++--+----+-++R $30-32

Campylobacter jejuni subs. jejuni* ++----++--+-+-SR 30-33

Campylobacter jejuni subs. doylei* v ----- V+----+-8830-31
Campylobacter coli* ++----- +--+-+-SR30-33
Campylobacter lari* ++--v----- +-++RR30-32

Campylobacter upsaliensis*
Termofilik Campylobacter spp.

Z-mn-- +--+-v-SS3236

Campylobacter mucosalis - +++--- - -- +-+-RS36-38
Campylobacter concius - +++------ +-+-RR37-41
Campylobacter curvus -+ ++---+--+-+NDSN

D

45-46

Campylobacter rectus -+++---+--z-+NDSN
D

45-46
Arcobacter cryaerophilus ++----- +++----vR28-29
Arcobacter nitrofigilis ++--+N

D

~-++-+-NDRS 28-29
6

1.3.3. Fizyolojik ve kulttre edilebilme 6zellikleri

Termofilik Campylobacter tiirleri; obligat mikroaerofilik bakteriler olup,

tiremelerinde % 10 COz2, %5 O2ve % 85 N2’a gereksinim duyarlar (Doyle ve Roman,

1982a). Optimum iireme sicakliklar1 42-43°C arasinda olup, 30°C’nin altinda

iremeyemezler (Stern ve Kazmi, 1989). Termofilik Campylobacter tiirleri, diisikk awdegerlerine
ve kurumaya kars1 oldukga duyarli olup, 0.97°nin altindaki awdegerlerinde

canliliklarini siirdiiremezler (Fernandez ve ark., 1985). Benzer sekilde,

% 2 tuz iceren besi yerlerinde de tireyemedikleri bildirilmistir (Doyle ve Roman,

1982a). Termofilik Campylobacter tiirlerinin tireyebildikleri pH araligi 4.9-9.0 olup,

optimum pH araligi ise 6.7-7.5’tir (Blasser ve ark., 1980). Termofilik

Campylobacter tiirleri karbonhidratlar1 okside ve fermente etmezler. Enerji



gereksinimlerini glutamin, glutamik asit, asparjin ve aspartik asit gibi aminoasitleri
yikimlamak suretiyle trikarboksilik asit siklusunun ara iiriinlerinden saglarlar. Buna
ilaveten, C. jejuni ve C. coli’nin hidrojen ve fumarati okside ederek de enerji
sagladiklar1 bildirilmistir (Roop ve ark.,1984).

1.3.4. Termofilik Campylobacter tirlerinin biyokimyasal dzellikleri

Termofilik Campylobacter tiirleri katalaz ve oksidaz pozitif, selenit ve nitrati
indirgeyen mikroorganizmalardir. Jelatin ve iireyi hidrolize etmezler, indol, metil
red, voges proskauer ve sitrat reaksiyonlar1 negatiftir. Lipaz aktivitesine sahip
olmadiklari, pigment iiretemedikleri ve yiiksek miktarda sitokrom b ve c’ye sahip
olduklar bildirilmistir. Termofilik Campylobacter tiirlerinden sadece C. jejuni’nin
hippurati hidrolize ettigi, C. coli’nin H2S iiretme yeteneginin zayif oldugu
kaydedilmistir. (Roop ve ark., 1984; Fields ve ark., 1986; Stern ve Kazmi, 1989;
Egen, 2000). Cizelge 1.2.”de termofilik Campylobacter tiirlerinin bazi biyokimyasal
Ozellikleri gosterilmistir.

1.4. Termofilik Campylobacter turlerinin ¢esitli faktorlere fizyolojik cevaplari
Termofilik Campylobacter tiirlerinin olumsuz kosullarda genetik, morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerini diizenleyerek canliklarini siirdiirebildikleri ortaya
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konmustur (Park, 2002). Cesitli olumsuz kosullara kars1 yapilan genetik

diizenlemeler Cizelge 1.3.’de gosterilmistir (Park, 2002).
Cizelge 1.3. Cesitli olumsuz kosullara karsi C. jejuni, E.coli ve B.subtilis tarafindan yapilan genetik
diizenlemeler (Park, 2002).

Gen Gorevi C. jejuni E.coli B.subtilis

Oksidatif stres

SoXRS Siiperoksit stresine cevabi saglayan pozitif
regiilator

o+ -

oxyR Peroksit stresine cevabi saglayan pozitif
regiilator

o+ -

perR Peroksit stresine cevabi saglayan negatif
regiilator

+++

s0dB veya SOdF Demir tasiyici sistemi destekli siiperoksit
dizmutaz

+++

sodA Mangan tastyic sistemi destekli stiperoksit
dizmutaz

-+

katA veya katE Katalaz + + +

katG Katalaz - + -

ahpC Alkil hidroperoksit rediiktaz + + +
Ozmoregtilasyon

proP _lkel prolin, glisin betain atilim sistemi + + +
proU Gelismis osmoregiilasyon sistemi - + +
0tsAB Ozmoregiilator trehaloz sentezi - + -

betAB Ozmoregiilator kolin-betain sentezi - + +
Durgunluk fazi

crsA Karbon depo regiilatorii + + +

rpoS Gram negatif genel stress sigma faktorii - + -
sigB Gram pozitif genel stress sigma faktorii - - +
Sicaklik degisimi

rpoH Sicak soku cevap sistemi - + -

hspR Sicak soku negatif regiilatorii + - -

hrcA Sicak soku negatif regiilatorii + - -



dnaJ Sicak soku proteinleri + + +

CSPA Soguk soku proteinleri - + +

Quorum Sensing

luxI Homoserin lakton sentezi - - -

luxS Otoindiiser 2 protein sentezi + + +

comQX Peptit prehormon sentezi - - +

phrC Hiicredisi sinyalizasyon proteinleri sentezi - - +

1.4.1. Sicaklik degisimi

Termofilik Campylobacter tiirlerinin, 30°C’nin altinda ve 47°C’nin lizerinde
tireyemedikleri kaydedilmistir. Termofilik olmalarina ragmen, geleneksel pisirme
islemleri ile pastorizasyon islemlerine duyarli olduklar: bildirilmistir (Hazeleger ve
ark., 1992; Hazeleger ve ark.,1998).
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Bircok bakteri tarafindan diisiik sicakliklarda tireme davranislarin

diizenlemek i¢in sentezlenen soguk soku proteinlerinin (cold shock proteins) C.
jejuni tarafindan sentezlenemedigi belirlenmistir (Phadtare ve ark., 1999; Parkhill ve
ark. 2000). Termofilik Campylobacter tiirlerinin 30°C’nin altinda tireyemedikleri,
4°C’de canliliklarini koruduklar1 ve ATP sentezleyebildikleri kaydedilmistir. Cesitli
calismalarda, diisiik sicaklilarda sentezlenen ATP’lerin ideal ortamlara gbg¢ i¢in
kullanilmak {izere sentezlendigi bildirilmistir (Humprey ve Cruickshank,1985;
Hazeleger ve ark., 1992; Fernandez ve Pison, 1996).

Arsene ve ark. (2000) ¢alismalarinda, sicaklik stresine maruz biraktiklari

cesitli patojenlerin ATP-bagimli proteaz ve sicak soku proteinleri sentezlediklerini
gozlemlemislerdir. Ayni arastimacilar, C. jejuni’nin diger patojenlerden daha fazla
sicak soku proteini sentezledigi ve s6z konusu 24 sicak soku proteini sentezleyen
dnaJ geninin, asagiya diizenlenmesi ile 46°C’de 6lmeye basladigi ve bu genden
yoksun C. jejuni’nin pili¢ bagirsak epitelyum hiicrelerine kolonize olamadigini
bildirmislerdir. C. jejuni’nin Escherichia coli’de bulunan o faktort ile Bacillus
subtilis’in Sinif II ve Simif IIT genlerinden yoksun oldugu, buna karsin ii¢ ayri gen
tarafindan diizenlenen sicak soku tolerans mekanizmasi gelistirdigi bildirilmistir.
Bunlardan ilki, 37- 42°C arasinda proteinlerin sentezinden sorumlu olan racRS,
ikincisi groESL geni ve son olarak dnaJ geni olarak bildirilmistir (Park, 2002).
1.4.2. Durgunluk fazi

Birgok bakterinin, durgunluk fazina girerken bazi yapisal ve fizyolojik degisimler
gecirmek suretiyle, bu sekilde sicaklik degisimleri ile oksidatif, ozmotik ve asit
streslerine daha direngli hale gelerek, konak disinda yasama sanslarini yiikselttikleri
belirtilmistir (Rees ve ark.,1995). Gram negatif bakterilerde, yapisal ve fizyolojik
degisimleri olusturan genin rpoS oldugu (Loewen ve ark., 1998) ve C. jejuni’nin bu
gene sahip olmadigi kaydedilmistir (Parkhill ve ark., 2000). Durgunluk fazindaki
hiicrelerin sicaklik degisimi ile oksidatif strese lireme fazi hiicrelerinden daha duyarl
oldugu ortaya konmustur.
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1.4.3. Oksidatif stres

Patojen bakterilerin, oksijenli ortamda siiperoksit radikalleri gibi reaktif oksijen ara
iiriinleri (Reactive Oxygen Intermediates - ROIs) olusturduklari bildirilmistir. Bu
radikallerin ise ortamdan uzaklastirilmadiginda membranlara, niikleik asitlere ve
proteinlere zarar verebilecegi bildirilmistir (Park, 2002). Bir¢ok prokaryotik
hiicrenin, reaktif oksijen ara iiriinlerini ndtralize eden anti-oksidan enzim sentezini
gergeklestirdigi kaydedilmistir. Campylobacter tiirlerinin gelisimi i¢in mikroaerofilik
ortamin ideal oldugu, oksijen konsantrasyonu yiiksek ortamlarda reaktif oksijen ara



iiriinlerinin, bakteriyi inhibe edebilecegi bildirilmistir (Jones ve ark., 1993). Bununla
birlikte, Campylobacter tiirlerinin oksijenli ortamlarda canliliklarini siirdiirebilmek
i¢in, demir tasima sistemi destekli siiperoksit dismutaz (Pesci ve ark., 1994; Purdy ve
Park, 1994; Purdy ve ark., 1999), alkil hidroperoksit rediiktaz (Baillon ve ark., 1999)
ve katalaz (KatA) (Grant ve Park, 1995; Purdy ve ark., 1999) gibi enzimleri
sentezledikleri bildirilmistir.

1.4.4. Ozmotik stres

Campylobacter tiirlerinin, ozmotik stres altinda canliliklarini kaybetmelerinin nedeni,
stvilarin siirli tasima ve akiimiilasyon yetenegine baglanmaktadir. Doyle ve Roman
(1982a) Campylobacter tiirlerinin ozmotik strese dayanikli olmadiklarini
saptamuslardir. C. jejuni’nin, atilimi oldukga gii¢ olan prolin, betain ve trehaloz gibi
osmotik stresi arttiran molekiilleri, proP geninin kodladigi bir atilim sistemi
sayesinde, uzaklastirabildigi kaydedilmistir (Parkhill ve ark., 2000).

1.4.5. Quorum Sensing

Quorum sensing, ¢evre kosullarina gore genetik diizenlemelerin yapilarak, bakteriyel
etkilesimlerin ve iletisimin saglanmasidir (Bassler, 1999). C. jejuni’nin quorum
sensing icin LuxS temelli acyl homoserine laktone (AHL) liretemedigi bilinmektedir.
Buna karsin, sentezledigi otoindiiser 2 hiicredisi proteinleriyle quorum sensing
yaptigi belirtilmistir (Surette ve ark., 1999).
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1.4.6. Canli fakat kilttre edilemeyen form (Viable but nonculturable- VBNC)
C. jejuni’nin, VBNC formu tam olarak anlasilamamustir. Farkli ortamlardaki stres
kosullara bagl olarak, C. jejuni’nin canliligin1 korudugu ancak geleneksel kiiltiir
metotlar1 ile izole edilemedigini bildiren Roszak ve ark.’n1 (1984) takiben C.
jejuni’nin VBNC formu ilk kez Rollins ve Colwell (1986) tarafindan tanimlanmustir.
VBNC formdaki C. jejuni’nin, kiiltiire edebilir forma doniistiiriilmesi tizerine birgok
calisma yapilmistir (Saha ve ark., 1991; Jones ve ark., 1991a; Jones ve ark., 1991b;
Medema ve ark., 1992; Cappelier ve ark., 1997). Embriyolu yumurta pasajinin
etkenin izolasyon sansin1 artirmasi, ancak canli hayvan pasajlarinin sonug
vermemesi, C. jejuni’nin VBNC formunun varligina iliskin tartismalara neden
olmaktadir. Tholozan ve ark. (1999) yaptiklari calismada, sinirli sayidaki izolatin
VBNC formda bulundugunu ve bu 6zelligin suslara bagli oldugunu belirtmislerdir.
Campylobacter tiirlerinde, stres kosullarinda morfolojik degisimlerin

goriilebildigi kaydedilmektedir (Buck ve ark., 1983; Moran ve Upton, 1987). Bu
bakterilerin, morfolojik degisimler sonucu kokoid forma gectigi bildirilmektedir.
Baslangicta bu durum, VBNC forma doniisiim olarak rapor edilse de, daha sonra
azalan niikleik asit ve protein igerigi sonucu hiicrenin dejeneratif bir formu oldugu
belirlenmistir (Moran ve Upton, 1987; Talibart ve ark., 2000). Buna karsilik, Kelly
ve ark. (2001) ¢alismalarinda tiim kokoid hiicrelerin 61l olduklarini bildirmislerdir.
Lazaro ve ark. (1999) ise, VBNC forma gegen C. jejuni hiicrelerinde morfolojik
degisim olmadigini, spiral ve ¢ubukcuk formlarini koruduklarini saptamislardir.
Hazeleger ve ark. (1995) farkl sicakliklarin kokoid hiicre olusumunu hizlandirdigini
bildirmistir.

1.5. C. jejuni’nin tutunma 6zellikleri ve biyofilmlerde bulunusu

C. jejuni’nin, et ve diger ylizeylere tutunma ile biyofilmlerde bulunma 6zelliginden
dolay1, kesimhanelerde ¢apraz kontaminasyona neden oldugu ortaya konmustur
(Cloak ve ark., 2001a; Cloak ve ark., 2001b). Kanatl1 kesim prosesi sirasinda,
bagirsaktan deriye bulasan C. jejuni’nin, mikroaerofilik dzellik gosteren tily
folikiillerine yerlestigi bildirilmistir (Frank, 2001).
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Biyofilmler su sistemlerine tutunmus bakterilerin, ¢esitli ¢evresel streslerden
korunmasini saglamaktadir. Kiimes su sistemlerinde olusan ve C. jejuni igeren
biyofilmlerde, etkenlerin 12-23°C’de 7 giin boyunca canliligini korudugu
belirlenmistir. Ancak, pili¢ kiimeslerinden elde edilen biyofilmlerde C. jejuni’nin
canliligin1 korumasinin, ortamda yarismaci bakterilerin varligina, ekzoselliiler
polisakkarit olusturmalar1 ve biyofilmin derinligine bagli olarak degistigi
bildirilmistir (Federighi ve ark., 1998). Ayni1 sekilde biyofilm yapisinda bulunan C.
jejuni’nin klorine duyarl olmasina karsin, kuarterner amonyum bilesiklerine direngli
olduklar bildirilmistir (Trachoo ve Frank, 2002).

Yine, C. jejuni’nin planktonik veya biyofilm yapisinda bulunmasinin etkenin

canli kalabilme, protein sentezleme ve patojenite 6zelliklerinde belirgin bir farklilik
olusturdugu bildirilmistir. Dykes ve ark. (2003) biyofilm yapisinda bulunan C. jejuni
suslarinin, gesitli stres faktorlerini azaltmak i¢in artan miktarlarda protein
sentezlemeleri sonucu, canli kalabilme siirelerinin kisaldigini saptamislardir.

1.6. Termofilik Campylobacter turlerinin antibiyotik direnci

Tiim diinyada, kullanilan antibiyotiklerin yarisindan fazlasinin ¢iftlik hayvanlarina
uygulandigi bildirilmistir. Uygulamalarin biiyiik bir kisminin, gelisimi hizlandirici ve
koruyucu amagcla yapildigi, tedavi amagli antibiyotik kullaniminin ise az oldugu
bildirilmektedir (Aarestrup ve Wegener, 1999). Ancak, bilingsiz antibiyotik
kullaniminin hem patojenlerde hem de, patojen olmayan bakterilerde direng
olusturdugu rapor edilmistir (Threlfall, 2004).

Florokinolonlar, gelisimi hizlandirici etkilerinin yani sira insanlarda

salmonellozis ve campylobacteriosis olgulariin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak, Campylobacter tiirlerinin florokinolonlara karsi belirgin bir
direng gelistirdigi de bildirilmektedir (Svedhem ve ark., 1981; Hollander, 1983;
Rautelin ve ark., 1991; Nachamkin ve ark., 2002; Rautelin ve ark., 2003; Avrain ve
ark., 2003; Ishihara ve ark., 2004; Grieg, 2003; Maryhofer ve ark., 2004; Jain ve ark.,
2005). FDA (Gida ve _lag Dairesi = Food and Drug Administration) Veteriner
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Hekimligi Merkezi (Center for Veterinary Medicine) 1996 yilinda, hindi ve piliglerde
oldiiriicti seyreden bazi infeksiyonlarda tedavi amaciyla, florokinolonlarin
kullanimin1 serbest birakmustir. Ciftlikler daha ¢ok koruyucu amagla, kanath
hayvanlara florokinolonlar1 uygulamaya baslamis ve 1997 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde tiim kanatli hayvan giftliklerinin % 63’iiniin florokinolon
preparatlarini kullandigi vurgulanmistir. Ancak, 31 Ekim 2000 tarihinde FDA
Veteriner Hekimligi Merkezi Baytril’in kanath hayvanlarda kullaniminin
yasaklanmasini 6nermistir. Buna neden olarak da, kanatli hayvanlarda florokinolon
kullaniminin florokinolona direngli campylobacteriosis infeksiyonlarinda artisa
neden olacagi ve insanlarin tedavisinde florokinolonlarin cevap vermeyecegi
gosterilmistir (Radostis ve Rubinstein, 2002). nsan ve hayvan kokenli izolatlarin
florokinolon direncini konu alan ¢alismalar ve sonuglar1 Cizelge 1.4.’de

gosterilmistir.

Cizelge 1.4. nsan ve piliglerden izole elde edilen florokinolon direngli Campylobacter tiirleriyle ilgili
calismalar.

Yil _zolasyon

kaynag|

Yer zolat

sayisl

Tur Direng (%) Referans



1981 nsan _sveg 72 C. jejuni % 11 (Nali) Svedhem ve ark. (1981)

1981 pili¢ _sveg 13 C. jejuni % 39 (Nali) Svedhem ve ark. (1981)

1983 nsan Almanya 256 Campylobacter

Spp.

% 15 (Nali) Hollander (1983)

1990 _nsan Finlandiya 100 Campylobacter

Spp.

% 9 (Cipro) Rautelin ve ark. (1991)

1995 nsan A.B.D. 24 C. jejuni ve C.

coli

% 20 (Cipro) Nachamkin ve ark. (2002)

1999 nsan Finlandiya

_spanya

Tayland

678 C. jejuni % 82 (Nali) Rautelin ve ark. (2003)

1999 nsan Biiyiik

Britanya

3489 C. jejuni % 63 (Nali) Rautelin ve ark. (2003)

1999 pilig eti Fransa 93 C. jejuni

C. coli

% 25(Nali)

% 43 (Nali)

Avrain ve ark. (2003)

1999-

2001

Pili¢ diskis1 Japonya 283 C. jejuni % 25 (Nali) Ishihara ve ark. (2004)

2000 _nsan Biiyiik

Britanya

554 C. jejuni % 72 (Nali) Grieg (2003)

2000-

2003

pili¢ eti Avusturya 261 C. jejuni % 40.7 (Nali) Maryhofer ve ark. (2004)

2002 nsan Hindistan 36 C. jejuni % 71.4 (Cipro) Jain ve ark. (2005)

Nali: Nalidiksik Asit ; Cipro: Siprofloksasin
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1.7. Termofilik Campylobacter ttrlerinin izolasyon ve identifikasyonu
Termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonunda klasik kiiltiir
teknigi ve hizli teknikler olmak tizere iki ayr1 yontem kullanilmaktadir.

1.7.1. Klasik kulttr teknikleri

Termofilik Campylobacter tiirlerinin klasik kiiltiir teknigi ile izolasyon ve
identifikasyonunda kullanilan yontemler arasindaki temel farkliliklar, inkiibasyonda
uygulanan sicaklik dereceleri, selektif antibiyotik konsantrasyonlari ile oksijen
derivatlarindan korumak igin besi yerine ilave edilen maddelerin farkli olusundan
kaynaklanmaktadir (Federighi ve ark., 1999). C. jejuni izolasyonunda kullanilan bazi

antibiyotikler ve inhibitorik etkileri Cizelge 1.5.’de gosterilmistir (Trachoo, 2003).
Cizelge 1.5. C. jejuni izolasyonunda kullanilan bazi antibiyotikler ve inhibit6rik etkileri (Trachoo,
2003).

Antibiyotik _nhibitorik Etki

Vankomisin Gram pozitif koklar

Polimiksin B Enterobactericeae, Pseudomonas spp.

Trimetoprim laktat Proteus spp.

Sefalosporinler Strepococcus faecalis, Enterobacter spp., Yersinia enterocolitica,

Serratia spp., Pseudomonas aeruginosa, Bacterioides fragilis

Amfoterisin B Maya ve kiifler

Siklohekzimid (Aktidion) Maya ve kiifler

Termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda, antibiyotik supplementi



iceren besi yerlerini 37°C yerine, 42°C’de inkiibasyona birakan ilk arastiricilar
Butzler ve Skirrow’dur (1979). Bolton ve Robertson (1982) ise izolasyonda
selektiviteyi saglayan Preston ve CCD agari gelistirmislerdir. Termofilik
Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda, besi yerlerine ilave edilen sefozolinin
yerine, Gram negatif bakteriler {izerine daha giiclii inhibe edici etkisi olan
sefoperozonun tercih edildigi bildirilmistir. Preston brot igerisinde bulunan
polimiksinin Gram negatif mikroorganizmalar {izerine (Proteus spp. hari¢) giiclii bir
inhibisyon 6zelliginin oldugu, trimetoprimin Proteus spp.’ni inhibe ettigi,
rifampisin’in ise Gram pozitif mikroorganizmalar iizerine etki gdsterdigi
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kaydedilmistir. zolasyon i¢in kullanilan kati1 besi yeri CCDA’ya oksijen
toksisitesinin giderilmesi amaciyla kan, etkin komiir (charcoal), demir siilfat ve
sodyum piruvat katilmast uygun bulunmustur (Corry ve ark. 1995). Fricker (1984),
C. jejuni ve C. coli’nin izolasyonu amaciyla 198 adet pili¢ karacigerine farkli 6n
zenginlestirme metodlar1 uygulamistir. Bu amagla kullandig1 6n zenginlestirme
brotlar1 ve icerikleri Cizelge 1.6.’da verilmistir. Ayn1 ¢alismada, farkli inkiibasyon
stiresi uygulanan ve farkli brotlarda yapilan zenginlestirme islemini takiben, Preston
agardaki izolasyon oranlarina iliskin elde edilen sonuglar Cizelge 1.7.’de

gosterilmistir.

Cizelge 1.6. Campylobacter tiirlerinin izolasyonu i¢in kullanilan 6n zenginlestirme brotlar1 ve
icerikleri (Fricker, 1984).

_¢indeki maddeler Preston Doyle ve
Roman

Campy-Thio Lander

Bazal Medyum Nutrient brot

no:2

Brucella brot Thioglycollate

brot

Veal infiizyon

brot

Kan % 5 lize at

kam

% 7 lize at kan1 % 10 tam koyun

kam

% 7 lize at

kam

Cephalotin (mg/l) 15

Polymyxin (i.u./I) 5.000 20.000 2.500 50.000
Rifampicin (mg/l) 10

Trimethoprim (mg/l) 1055 10
Vancomycin (mg/l) 15 10 40
Amphoteracin B (mg/l) 2

Cyclohexamide (mg/l) 100 50 100

Sodium succinate % 0.30

Cysteine hydrochloride % 0.01
5-Fluorouracil (mg/l) 100

Charcoal % 0.5

FBP (Ferrous sulphate,

sodium metabisulphite,

sodium pyrivate)

% 0.05 % 0.05 % 0.05 % 0.05
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Cizelge 1.7. C. jejuni ve C. coli’nin 42°C’de farkli siirelerde inkiibe edilen ve farkli brotlarda yapilan
6n zenginlestirme islemine gore izolasyon oranlar1 (Fricker, 1984).
_nkiibasyon siiresi (saatOn )



zenginlestirme

brotu

24 48 72

Toplam pozitif

Campy-Thio 69/198 61/198 42/198 69/198

Lander 126/198 158/198 133/198 159/198

Doyle ve Roman 153/198 170/198 112/198 176/198
Preston 149/198 174/198 121/198 176/198

Fricker (1984), en etkin 6n zenginlestirme brotlarinin Preston ve Doyle-

Roman brot oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde Mossel (1985), cephalotin ilave
edilmis 6n zenginlestirme brotlarinin Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda daha
selektif oldugunu kaydetmistir. Uyttendale ve Debereve (1996) ile Jofensen ve ark.
(2003) termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda, Preston brot’un selektif
oldugunu belirlemislerdir. Bolton ve Robertson agar ile modifiye Campylobacter
blood free selective agarin (mCCDA) kiyaslandigi bir baska ¢alismada, mCCD
agarda % 46 oraninda izolasyon saglanmasina karsin, Bolton ve Robertson agarda
izolasyon oraninin % 30.5 diizeyinde kaldig1 belirtilmistir (Whyte ve ark. 2003).
Klasik kiiltiir tekniginde, termofilik Campylobacter tiirlerinin

identifikasyonunda kullanilan hippurat hidroliz testi, C. jejuni’nin diger tiirlerden
ayriminda kullanilmaktadir. C. jejuni hippuratin peptit baglarini1 yikimlayarak, glisin
ve benzoik asit meydana getirmektedir. Benzoik asidin, demir klorit indikatorii ile
saptandigi, glisinin ise ninhidrin ile reaksiyona girerek, mor renkli halka olusturdugu
bildirilmistir. Ancak, hippurat hidroliz testinin anaerob ortamdan, inokulum
miktarindan, inkiibasyon siiresinden ve sicaklik derecesinden etkilenebilecegi
bildirilmistir. Test aerob ortamda ve kisa siirede yapildigi i¢in inokulum miktart,
inkiibasyon siiresi ve sicaklik derecesi test sonucunu etkilemektedir (Trachoo,
2003).

ISO (The International Organization for Standardization) (1995), termofilik
Campylobacter tiirlerinin yem ve gidadan izolasyonu i¢in 6n zenginlestirme
amaciyla Preston brot’u, kati besi yeri olarakta mCCD agar1 6nermistir (Anon.,
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1995). Daha sonra hazirlanan taslakta ise, selektif 6n zenginlestirme amaciyla,
sadece Bolton brot 6nerilmistir (Anon, 2004d).

1.7.2. Hizh identifikasyon metotlari

Klasik kiiltiir tekniklerinin hem pahali olmasi, hem de ¢ok zaman almalarindan
dolay1, identifikasyonda daha hassas ve hizli identifikasyon tekniklerinin
gelistirildigi kaydedilmistir. Hizli teknikler sayesinde, hem zaman tasarrufu
saglanabilmekte hem de, identifikasyonlar daha duyarl bigimde yapilabilmektedir
(Madigan ve ark., 2003).

1.7.2.1. _mmunolojik tespit metotlari

Immunolojik tespit metodlari, daha ¢ok klasik kiiltiir metodu ile elde edilen
Campylobacter tiirlerinin dogrulanmasi amaciyla kullanilmaktadir. _mmunolojik
yontemlerin prensibi, kiiltlir ortamindan alinan bakteri solusyonundan antijenlerin
aciga cikarilarak, spesifik polivalan anti-serumlarla latex ortaminda stabilize edilen
Campylobacter tiirlerinin, antikorlarla verdigi reaksiyona dayanmaktadir (Hazeleger
ve ark., 1992). Buswell ve ark. (1998), biyofilmlerde Campylobacter tiirlerinin
tesbitinde, immunofloresan antikor boyama tekniginin uygun oldugunu
bildirmislerdir.

Yu ve ark. (2001) pili¢ etinden Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda

immuno manyetik seperasyon (IMS) teknigini kullanmislar (Anti-Campylobacter



Dynabead) ve bu teknikte Campylobacter tiirlerinin saptamasinda alt sinirin 104
kob/g oldugunu bildirmislerdir.

1.7.2.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR), invivo kosullarda gergeklesen DNA replikasyon
isleminin, invitro kosullara tasinmasi olarak tanimlanmustir. PCR tekniginde, tiim
DNA zincirinin kopyalanmas1 yerine, ilgili gen bolgesinin kopyalanmasiyla spesifik
veriler elde edilebilmektedir (McPherson ve Mgller, 2000). PCR islemiyle bir test
tiipii icerisinde tek bir DNA par¢asinin milyarlarca katina ¢ikartilabilmesi
miimkiindiir. Dolayisiyla ¢alismalarda klonlama, sekanslama, mutasyona ugratma
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amaciyla yiiksek miktarda gen elde edilebilmektedir (Madigan ve ark., 2003). PCR
tekniginde ilgi alan1 olan gen sekansinin bilinmesi, kisa oligoniikleotid primerlerin
sadece bu bolgeyi tiretebilmeleri i¢in gereklidir. PCR islemindeki asamalar su sekilde
bildirilmistir:

1. lgili DNA pargasinin 1sitilarak denatiire edilmesi ve ikili sarmal halinden
bagimsiz iki zincir haline dontistiiriilmesi,

2. Oligoniikleotid primerlerin, azotlu bazlarin ve DNA polymerase enziminin

ortama katilmasi1 ve ortamin sogutulmasi,

3. DNA polymerase enziminin primerleri kullanarak ilgili bdlgenin sentezinin
saglanmasi,

4. Belirli bir inkiibasyon siiresinin sonunda, ilk islemin yenilenerek hedef DNA
parcgasinin belirli bir sayiya ulasmasi (Madigan ve ark., 2003).

Bu islemler sirasinda ortamda bulunan ve sentezlenen tiim hedef gen pargalari,
primerlerle yeni bir gen pargasi olusturma yetenegine sahip olduklari igin, kisa
zamanda ¢ok yiiksek yogunlukta DNA konsantrasyonu elde edilebilmektedir. PCR
dongiisti ve her dongii sonucu elde edilen gen miktarlar1 Sekil 1.1°de gdsterilmistir.
(Madigan ve ark., 2003).

Oyofo ve ark. (1992), PCR metodu ile diski 6rneklerindeki Campylobacter
tiirlerinin tamamini saptadiklarini ettiklerini ancak, patojen tiirlerin tanimlanmasi i¢in
serotiplendirmenin gerekliligini vurgulamislardir. Wegmiiller ve ark. (1993) siit ve
siit Girtinlerinden kiiltiir teknigi kullanmadan direkt olarak PCR teknigiyle C. jejuni ve
C. coli izolasyonu amaciyla, flaA ve flaB genlerini kullandiklarini bildirmislerdir. Bu
amacla mevcut suslarla kontamine edilen siit, peynir ve yogurt 6rneklerinde direkt
PCR tekniginin basarili oldugunu ortaya koymuslardir.

Uyttendale ve ark. (1996), 101 kob/ml diizeyinde Campylobacter spp.ile
kontaminasyonunu PCR teknigi kullanarak direkt olarak diskidan saptayabildiklerini
bildirmislerdir. Ng ve ark. (1997), C. jejuni’nin tespitini dis membranini kodlayan
pDT1720 geni ile yapmustir.
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Sekil 1.1. PCR dongiisii ve her dongii sonucu elde edilen gen miktari (Madigan ve ark., 2003)

Waegel ve Nachamkin (1996) PCR teknigi ile 66 adet donmus diski

orneginde Campylobacter spp.’nin varligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, flagella
proteinlerinin sentezini indiikleyen flaA genini kullanmislardir. Kiiltiir metodu ile 18
ornekte C. jejuni ve 1 6rnekte C. coli identifiye edilirken PCR metodu ile 19
Campylobacter izolati elde edilmis bunlardan 15’inin (% 78.9) C. jejuni oldugu
belirtilmistir.

Gonzalez ve ark. (1997), C. jejuni ve C. coli’nin ayrimi amactyla her iki tiirde

farkl dizilim gosteren ve siderofor tasima proteinini kodlayan ceuE genini
kullandilarini bildirmislerdir. C. jejuni suslar1 i¢in 793 baz ¢iftinden (bp) olusan bant



pozitif kabul edilirken, C. coli suslar1 i¢in 894 bp bant pozitif kabul edilmistir.
Hippurat negatif C. jejuni’lerin tanimlanmasi amaciyla ceuE geni esas alinarak
yapilan bir ¢alismada 18 termofilik Campylobacter izolatinin 13’i C. coli ve 5’1 C.
jejuni olarak tanimlanmustir (Rautelin ve ark.,1999). Ayni sekilde, Houng ve ark.
(2001) tarafindan yapilan ¢alismada, diyareli ¢ocuklardan alinan 358 gaita 6rneginin
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186’sinda (% 52) klasik kiiltiir metoduna gore C. jejuni bulunmasina karsin, ayni
orneklerin ceuE genine 6zgii primerler kullanilarak PCR teknigi ile incelenmesinde
orneklerin 275’inde (% 77) C. jejuni saptanmustir.

Yapilan ¢alismalarda, PCR tekniginin klasik kiiltiir metoduna oranla daha

hizli ve duyarh oldugu, ayrica ceUE geninin belirlenmesinin C. jejuni ve C. coli’nin
ayriminda, hippurat hidrolizi testine gore daha giivenilir oldugu bildirilmistir
(Gonzalez ve ark., 1997; Rautelin ve ark.,1999; Houng ve ark., 2001; Ertas ve ark.,
2002; Bang ve ark., 2003).

1.8. C. jejuni’den kaynaklanan infeksiyonlarin patogenezi

C. jejuni ve C. coli’nin, ¢evresel stres kosullarinda yaptiklar genetik diizenlemeler
ve sahip olduklar1 virulens determinantlar1 sayesinde, gida ve konaklarda
canliliklarini siirdiirebildikleri bildirilmistir. Bu 6zellikleri nedeniyle, basta
kontamine pilig eti ve liriinleri olmak iizere, diger gida ve sularla insanlara bulasarak,
Campylobacter infeksiyonlarina neden olurlar (Crushell ve ark., 2004).
Campylobacter tiirlerinin virulens faktorleri Cizelge 1.8.’de gosterilmistir (Parkhill
ve ark., 2000).

Gida ve suyla alinan Campylobacter tiirleri, mide asit bariyerini gegerek
konakgida bagirsagin ileum (distal) ve kolon bolgelerine kolonize olurlar. Bunu
takiben etkenlerin, bagirsak epitel yiizeyindeki mukusu gecerek, epitel hiicrelerine
tutunduklari bildirilmistir. Yangisal cevabin olustugu bu dénemde, etkenlerin toksin
iiretimiyle, bagirsak epitel hiicrelerinin mitoz béliinmelerini baskiladiklar
kaydedilmistir (Newell ve Nachamkin, 1992; Ketley, 1997).
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Cizelge 1.8. C. jejuni’nin viriilens faktorleri ve gorevleri (Newell ve Nachamkin,1992; Parkhill ve
ark., 2000).

Konakglya ait faktorler (Newell ve Nachamkin, 1992)

Sitoskeletal diizenlenme

Mikrotubuller

Mikrofilamentler

C. jejuni’nin hiicre i¢i hareketini kolaylastirmak, hiicre igi vakuol

olusumuna katkida bulunmak

Tirozin fosforilasyonu Vakuol iginde bulunan C. jejuni’ye enerji kaynagi saglamak

IL-8 indiiksiyonu Yangisal cevab1 olusturmak

Apoptozis Hiicrenin lizisini saglayarak diger hiicrelere invazyonu kolaylastirmak

Bakteriye ait faktorler (Parkhill ve ark., 2000)

_nvazyon

Flagella

pVIR (Tip 4 salgilama

organeli)

Hiicre i¢i girisin saglanmasi

Motilitenin arttirilarak hizli bir invazyon saglanmasi

Hiicre duvarindan substratlari enjekte ederek duvarlarin esnekliginin

artmasi

Sitoletal Distending Toksin

(CDT)

DNase etkisi ile bagirsak epitel hiicresinin iireme dongiisiinii inhibe

eder.



_nvazyonu hizlandirir ve bagirsak epitel hiicrelerini stabilize eder

(Sitodistansiyon).

Motilite/Semotaksis Hareketlilik sayesinde invazyon artarak, yayilim saglanir.

Salgilanan efektor proteinler

(CIA proteinleri)

Salgilanan proteinlerle bagirsak epitel hiicresini C. jejuni’nin

kullanabilecegi lirlinler sentezlemeye zorlar.

Adezyon

PEB1

CadF

MOMP

CPS

LOS

Adezyonu giiclendirici proteindir.

Fibrinonektine baglanmay1 saglayan proteindir.

Major D1s Zar Proteini (Major Outer Membrane Protein)

(_mmunglobulin (Ig) olusumunu saglar)

Kapsiiler polisakkarit (Ig olusumunu saglar)

Lipopolisakkarit (Ig olusumunu saglar)

C. jejuni’nin, konakg1 bagirsak epitel hiicreleri ile etkilesimleri Sekil 1.2°de
gosterilmistir. Sekil 1.2’ye gore sirasiyla; (A) Hareketlilik 6zelligi ile mukus
tabakay1 gecen C. jejuni’nin; konake1 hiicresine tutunmasi gosterilmektedir. Burada
adezin reseptor etkilesimleri (major dis membran proteinleri, lipooligosakkarit,
kapsiiler oligosakkarit, CadF, JIpA ve PEB1) rol oynamaktadir. (B) Mikrotubul ve
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mikrofilamentler yardimiyla hareketlilik kazanan C. jejuni, hiicre i¢inde gogalmaya
baslamaktadir. (C) Bakteri tarafindan salgilanan sitoletal distending toksin (CDT),
DNase 6zelligine sahip olup konaker hiicrelerinin gelisimini inhibe etmektedir.
CDT’nin salinim zamani tam olarak bilinmemekle birlikte, konake1 tarafindan
alinimi takiben, bagirsaklardan salinmaya basladig: diistintilmektedir. (D) Hiicreler
aras1 baglantiy1 kullanarak, diger hiicrelerde de invazyona neden oldugu ortaya
konulmustur (Crushell ve ark., 2004).

Sekil 1.2. C. jejuni ‘nin konak¢inin bagirsak epitel hiicreleri ile etkilesimi (Crushell ve ark., 2004).
1.9. C. jejuni’den kaynaklanan gida infeksiyonlarinin ssmptomlari

C. jejuni’den kaynaklanan gida infeksiyonlarinda goriilen semptomlarin
sosyokiiltiirel yapiya, konakg¢1 bagisiklik sistemine, konake1 bagirsak mikroflorasina
ve bakterinin serotipine gore degisiklik gosterdigi kaydedilmistir.
Campylobacteriosis, enterik ve ekstra enterik olmak tizere iki farkli semptomla
seyretmektedir (Crushell ve ark., 2004).

C. jejuni infeksiyonlarinda minimal infektif doz 5.0x102 kob/ml olarak
bildirilmistir (Robinson, 1981; Cawthraw ve ark.,1996; Kothary ve Babu, 2001).
1.9.1. Enterik semptomlar

C. jejuni’nin sebep oldugu infeksiyonlarda goriilen semptomlarin, gelismis ve
gelismekte olan iilkelere gore degiskenlik gdsterdigi bildirilmistir. Bu farkliliklarda

IEL
Mitoz
engellenmesi

gouaQ»aw

Tirozin PO+

Protein

Sekresyonu

Mukus tabaka

NUKLEUS

Mitoz engellenmesi
Sitodistansiyon

IL8 birakilimi

Miyofilament Mikrotubuller



CDT
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sadece beslenme aliskanliklariin degil, konakg¢1 bagisiklik sisteminin, bagirsak
mikroflorasinin ve bakterinin viriilens determinantlarindaki degisikliklerin etkili
oldugu diistiniilmektedir.C. jejuni kaynakl infeksiyonlardan, gelismekte olan
iilkelerde genellikle ¢cocuklarin etkilendigi, asemptomatik seyrettigi gibi, bazen
yangisal olmayan hafif sulu bir diyare meydana gelebilecegi bildirilmistir. Gelismis
iilkelerde ise genellikle yumusak diskidan, sulu, bazen de kan ve mukus i¢erebilen
diyareye kadar degisen bir klinik tablo goriilebildigi, diyareye genellikle karin
kramplari, ates ve bulant ile nadiren kusmanin da katilabildigi kaydedilmistir. Yine
goriilen semptomlarin, bir hafta igerisinde kayboldugu ancak, etkenin hasta bireylerin
gaitastyla 16. gline kadar yayilabildigi bildirilmistir. Benzer sekilde, hastalarin %
20’sinde reinfeksiyon olusabildigi ancak, semptomlarin dncekine gore daha hafif
seyrettigi kaydedilmistir (Ketley, 1997; Slutsker ve ark., 1998; Butzler, 2004).
Bununla birlikte, immun sistemi baskilanmis bireylerde infeksiyonun daha

agir ve uzun seyreden formu olan, bakteriyemi tablosunun meydana geldigi ve ekstra
intestinal semptomlarin da goriildiigii bildirilmistir. AIDS (Acquired Immune
Deficiency Syndrome-Kazanilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu) hastalarinda, C.
jejuni insidensinin hastaliga yakalanmamis populasyona oranla 40-100 kat1 oldugu
rapor edilmistir (Pigrau ve ark., 1996; Pigrau ve ark., 1997)

1.9.2. Ekstra enterik semptomlar

C. jejuni’nin, tiim diinyada en sik rastlanan gastroenterit etkeni olmasinin yani sira
hamilelerde diisiiklere ve prematiire dogumlara, reaktif artritise, Guillain Barré
Sendromu’na (GBS), Hemolitik Uremik Sendrom’a (HUS), endorkardit ve
pnomonilere de neden oldugu bildirilmistir (Slutsker ve ark., 1998; Butzler, 2004).
C. jejuni’nin hamile bireylerde meydana getirdigi bakteriyemi prematiire

doguma, dogum sepsisine ve neonatal meningitise neden olabilmektedir. Gebeligin
son 1/3’linde ortaya ¢ikan infeksiyonlarda, prematiire dogum riskinin olustugu
gebeligin baslangicinda olusan infeksiyonlarda ise, 61ii dogum riskinin % 80
diizeyinde oldugu bildirilmektedir (McDonald ve Gruslin, 2001).
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Guillain Barré Sendromu (GBS) genelde C. jejuni infeksiyonlarini takip eden
donemde ortaya ¢ikan, eklemlerde zayiflik ve arefleksi ile karakterize otoimmun bir
hastaliktir (Yuki, 2001). GBS’de, sinir ylizeyine 6zgili bazi proteinlerde meydana
gelen (GM1, GM1b, GD1a, veya GalNAc-GD1a) demyelinizasyon sonucu, agir bir
klinik seyir olustugu rapor edilmistir (Yuki ve ark., 1990). C. jejuni’nin molekiiler
taklitcilik yetenegini kullanarak, sinir yiizey proteinlerine benzer antijenik
determinantlar gelistirdigi bildirilmektedir (Allos, 1997; Yuki ve ark., 2000). Noron
yiizeyinde ve C. jejuni lipopolisakkaritlerinde (LPS) ortak antijenik yiizey Sekil
1.3.”de gosterilmistir (Yuki, 2001).

C. jejuni infeksiyonundan sonra meydana gelen GBS’de etkin olan anti-GM1
antikorlarmin, ayni hastalardan izole edilen C. jejuni ile serolojik tepkime verdigi
bildirilmistir. Yapilan arastirmalarda, C. jejuni’nin, hiicre duvari
lipopolisakkaritlerini, sahip oldugu molekiiler taklit¢ilik yetenegi ile sinir hiicrelerine
benzetme 6zelligi oldugu da ortaya konmustur (Yuki ve ark., 1990). Yapilan genetik
calismalarda, cst (Campylobacter Sialyl Transferase) ve cgt (Campylobacter
Galactosyl Transferase) genlerinin molekiiler taklitcilik yeteneginde gorev yaptigt
bildirilmistir (Gilbert ve ark., 2000). Bunlarin yani sira neuB1(Multiple N-Acetyl
Neurominic Acid Synthetase) geninin, anti-GM1 antikorlarinin meydana gelmesine



neden olan, siyalik asit sentezini indiikledigi bildirilmistir (Linton ve ark., 2000).
GBS’nin, insidensine iliskin yeterli bilginin bulunmadigi, bu sendromla C. jejuni’nin
sadece belirli serotiplerinin baglantili olabilecegi vurgulanmistir (Yuki ve ark.,
2000).

Sekil 1.3. Noron yiizeyinde ve C. jejuni lipopolisakkaritlerinde (LPS) ortak antijenik yiizey (Yuki,
2001).

GM1 Epitopu (N6ron yiizeyinde)
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10

IAL AL W Wl Rl RS @l
RAENE- R

p_-LPS

Wi wl

»

3

Glikoz
NAcetylgalactoseamine
N-Acetylneuraminic
acid

Galaktoz

24

1.10. Campylobacter turlerinin gidalarda bulunusu

Termofilik Campylobacter infeksiyonlarina neden olan risk grubu gidalar arasinda;
kanath eti, kirmiz1 et, sakatat, karides, midye, yengeg, siit, ve sebzelerin yani sira su
da yer almaktadir (Baker ve ark., 2002).

1.10.1. Kanatli eti ve trdnleri

C. jejuni’nin kanatlilarin sindirim kanalina girdikten hemen sonra, hizla kolonize
olmaya basladigi ve kolonizasyonu takiben diski ile ¢cevreye yayilarak tiim siiriiniin
kontamine olmasina neden oldugu kaydedilmektedir. Kontamine siiriilerden elde
edilen iirtinlerin islenmesi sirasinda, ¢apraz kontaminasyonlarin meydana geldigi
bildirilmektedir (Y1ldiz ve Diker, 1992; Van de Giessen ve ark., 2000; Vellinga ve
Van Lock, 2001; Baker ve ark., 2002).

Whyte ve ark. (2004) 444 pilig eti, 33 hindi eti ve 11 6rdek etinde termofilik
Campylobacter tiirlerinin sirastyla % 49.9, % 37.5 ve % 45.8 oraninda bulundugunu
bildirmislerdir. Ayn1 ¢calismada, pili¢ etlerinden izole edilen 444 izolatin 376°s1 C.
jejuni (% 84.7), 68’1 C. coli (% 15.3) olarak identifiye edilmistir.

Biiyiik Britanya’da, 1500 market ve kasaptan nisan, mays1s, haziran aylarinda
toplanan 4886 pili¢ eti rneginin 2697’sinin (% 55.4) termofilik Campylobacter
tiirleriyle kontamine oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, ngiltere, Galler, _skogya,
Kuzey rlanda’dan toplanan pilig eti rneklerinin sirastyla % 46.3, 42.3, 75.4 ve 76.6
diizeyinde kontamine oldugu ve izole edilen 1636 Campylobacter izolatinin
1210’unun (% 74.0) C. jejuni, 421’nin (% 25.0) ise C. coli oldugu belirlenmistir
(Anon, 2002c). Benzer sekilde, skocgya’da pili¢ karkaslarinin ve paketleme
materyallerinin, termofilik Campylobacter tiirleriyle kontaminasyonunu belirlemek
amaciyla yapilan ¢alismada, 6rneklenen 55 pili¢ gogiis etinin % 82.0’sinin,
paketleme materyalinin ise % 44.0’{iniin termofilik Campylobacter tiirleriyle
kontamine oldugu saptanmistir (Harrison ve ark., 2001).
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De Boer ve Hahne (1990), yaptiklar1 calismada kanatli eti ve iiriinlerinden

olusan 279 6rnegin % 61’inin termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine
oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 arastirmacilar, gidalarin hazirlanmasi ve islenmesi



sirasinda meydana gelen ¢apraz kontaminasyonlar sonucu, pismis tiriinlerdeki
Campylobacter kontaminasyon oraninin % 10 diizeyinde bulundugunu rapor
etmislerdir.

Osano ve Arimi (1999), marketlerden aldiklar1 100 pili¢ eti drneginin %

77’sinin termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine bulundugunu ve izolatlarin
% 59’unun C. jejuni oldugunu saptamuslardir. Yapilan bir baska ¢alismada ise, Zhao
ve ark. (2001), Amerika Birlesik Devletleri’nde 59 marketten topladiklar1 184 pilig
eti drneginin % 70.7’sinden, 172 hindi eti 6rneginin % 14’linden termofilik
Campylobacter tiirlerini izole ettiklerini kaydetmislerdir.

Ayni sekilde, Meldrum ve ark. (2004) calismalarinda marketlerden

topladiklar1 739 pili¢ eti 6rneginin, % 71’inden termofilik Campylobacter tiirlerini
izole ettiklerini ve insidensin en fazla Haziran ayinda goriildiigiinii bildirmislerdir.
Van Nierop ve ark. (2005) ise, marketlerden aldiklar1 45 taze pili¢ karkas1 ve

16 dondurulmus pili¢ karkasi ile kasaplardan topladiklar1 15 taze ve 17 donmus pilig
karkas orneklerinin, sirasiyla % 48.9, 12.5, 6 ve 23.5 diizeyinde termofilik
Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugunu belirtmislerdir.

Campbell ve Gilbert (1995) 137 taze pili¢ karkasinin % 56.9’undan termofilik
Campylobacter tiirlerini izole ettiklerini, bir baska ¢alismada ise Nielsen ve Nielsen
(1999), o6rnekledikleri 156 taze pili¢ karkasinin tamaminin (% 100) termofilik
Campylobacter tiirleriyle kontamine oldugunu bildirmislerdir. Zanetti ve ark. (1996)
41 sosis, 27 domuz eti, 30 hindi eti ve 30 pili¢ etinden olusan 120 6rnegin sirasiyla %
2.4,3.7,20.0, 37.5 diizeyinde termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine
oldugunu, 57 yumurta drneginde ise termofilik Campylobacter tiirlerinin izole
edilemedigini bildirmislerdir.
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Yildirim (1995) pili¢ kesimhanelerinden ve marketlerden topladigi, taze ve

donmus pili¢ karkaslarindaki termofilik Campylobacter tiirlerinin varligini arastirdigi
calismasinda, pili¢ karkaslarindaki C. jejuni, C.coli ve C.lari kontaminasyon
diizeyinin sirasiyla % 92, 81.7 ve 6.2 oldugunu saptamistir etmistir.

Dizgah (1996) taze pili¢ karkasi, ¢ig pili¢ tirlinleri ve 1s1 islemi gérmiis pili¢
iirtinlerinden olusan toplam 250 6rnegin % 63’iiniin termofilik Campylobacter
tiirleriyle kontamine oldugunu ve 50 adet taze pili¢ karkasinda termofilik
Campylobacter tiirlerinin dagiliminin ise C. jejuni, C. coli ve C. lari i¢in sirastyla %
50, % 19 ve % 31 oldugunu bildirmistir.

Ozdemir ve ark. (2004) farkl1 iki kesimhaneden kesim isleminin tity yolma,

i¢ organ ¢ikartma sonrasi, sogutma tanki ¢ikisi ve paketleme Oncesi aldiklar: biitlin
pili¢ karkas rins 6rneklerinin, sirastyla % 29.1, 37.5, 37.5 ve 20.8 diizeyinde C. jejuni
ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Ayni1 ¢alismada, sicak aylarda alinan
orneklerin % 15.5’inin, soguk aylarda alinan 6rneklerin ise % 14.3’{iniin C. jejuni ile
kontamine oldugu saptanmustir.

Yildirim (2005), toplam 60 pili¢ karaciger 6rneginin 54 tinden (% 90)

termofilik Campylobacter tiirlerini izole ve identifiye ettigini, drneklerin 25’inin (%
96.6) pili¢c kesimhanesinden, 25’inin (% 83.33) ise marketlerden alindigini
bildirmistir. Arastirmaci, ¢alismasinda izole ettigi 209 termofilik Campylobacter
izolatinin ise % 77. 03’ tiniin C. jejuni, % 18.18’ inin C. coli ve % 4.78” inin C. lari
oldugunu bildirmistir.

Savasc1 (2005), Ankara’nin degisik semtlerindeki marketlerden topladigi

toplam 127 adet pilic eti 6rneginin (44 pili¢ kanat, 43 pili¢ gogiis ve 40 pili¢ but
ornegi) 106’smin (% 83.46) termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine



oldugunu bildirmistir. Arastirmaci, termofilik Campylobacter tiirlerinin saptandigi
106 6rnegin 40’ min (% 86.0) pilic gogiis etine, 36’sinin (% 75.0) pili¢ kanat etine
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30’unun (% 62.5) ise pili¢ but etine ait oldugunu rapor etmistir. Ayn1 ¢alismada,
pozitif drneklerden izole edilen toplam 364 termofilik Campylobacter izolatinin %
70.1’inin C. jejuni, % 21.1’inin C. coli ve % 8.6’sinin C. lari oldugu bildirilmistir.
Pamuk (2006), Afyon’da paketlenmeden satilan 210 pili¢ karkasinin 141’inin

(% 67.1) termofilik Campylobacter tiirleriyle kontamine oldugunu ve izole edilen
termofilik Campylobacter izolatlarindan 101’inin ise (% 48.09) C. jejuni oldugunu
bildirmistir. Ayn1 ¢alismada, kiiltiir teknigi ile C. jejuni olarak saptanan 101 izolatin,
62’sinin (% 61.38) PCR teknigi ile C. jejuni olarak dogrulandigi bildirilmistir.
1.10.2. Kirmizi et ve Grunleri

Danimarka’da pilig, sigir ve domuz kesimhanelerinin termofilik

Campylobacter tiirleriyle kontaminasyon diizeyinin sirasiyla % 36, 47 ve 46 oldugu
kaydedilmistir. Piliglerden ve sigirlardan elde edilen izolatlar arasinda predominant
tiirtin C. jejuni oldugu, domuz 6rneklerindeki dominant tiiriin ise C. coli oldugu
rapor edilmistir (Nielsen ve ark., 1997). Madden ve ark. (1998) ise, kuzey
_rlanda’daki kesimhanelerden aldiklar1 100 koyun ve sigir karkas 6rneginden ve
paketlenmis 50 sigir ve domuz eti 6rneklerinin hi¢birinden termofilik Campylobacter
spp. izole edemediklerini bildirmislerdir.

Yapilan bir calismada, (Stanley ve ark., 1998) 360 adet koyun bagirsak icerigi
orneklerinin % 91.7’sinin termofilik Campylobacter tiirleriyle kontamine oldugu,
sigir bagirsak icerigi drneklerindeki kontaminasyon diizeyinin % 89.4 diizeyinde
bulundugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, siit¢ii sigir ve buzagilarin diski
orneklerindeki kontaminasyonun % 69.9 oldugu kaydedilmistir. Baska bir ¢alismada,
toplam 1063 adet sigir karkast ve 929 adet donmus kemiksiz sigir eti drneginde %
0.16 diizeyinde C. jejuni kontaminasyonu saptanmistir (Vanderlinde ve ark., 1998).
Osano ve Arimi (1999) yaptiklar1 calismada, 50 sigir eti 6rneginin % 2’sinin
termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugunu ve izolatlarin tamaminin
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(% 100) C. jejuni oldugunu bildirmislerdir.

Benzer sekilde yapilan bir ¢calismada (Cloak ve ark., 2001a), marketlerden

alinan 20 koyun kiyma 6rneginin 4’liniin (% 20) ve 20 sakatat 6rneginin ise 12’sinin
(% 60) termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine olmasina karsin, 20 adet
donmus domuz karkas 6rneginde, termofilik Campylobacter tiirlerinin izole
edilemedigi bildirilmistir.

_rlanda’da incelenen 262 kuzu etinin 31’inden (% 11.8), 221 dana etinin

7’sinden (% 3.2) ve 197 domuz etinin 10’undan (% 5.1) termofilik Campylobacter
tiirleri izole edilmistir (Whyte ve ark., 2004).

Kramer ve ark. (2000) marketlerde satisa sunulan pili¢, domuz ve koyun

etlerinden olusan toplam 489 6rnegin, % 73.2’sinin termofilik Campylobacter tiirleri
ile kontamine oldugunu, en yiiksek kontaminasyonun sirastyla pili¢ eti (% 83.3),
koyun eti (% 72.9) ve domuz etinde (% 71.7) saptandigini, en yiiksek C. jejuni
kontaminasyon diizeyinin ise pili¢ eti (% 77.3) ve koyun etinde (% 75.0) oldugunu
bildirmislerdir.

Diker (1984) koyun safra kesesi, sigir safra kesesinden ve diskilarindan

olusan toplam 824 6rnegin sirasiyla % 57.3, % 34.6 ve % 18.0 diizeyinde termofilik
Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugunu belirtmistir.

1.10.3. Sut ve sut Grunleri



Sigir bagirsak mikroflorasinda bulunan C. jejuni, yetistirme ve sagim asamasindaki
yanlis uygulamalara bagli olarak, kolaylikla siite bulasabilmektedir. Cig stitlerde
yapilan bir ¢alismada, 108 ¢ig siit drneginin 1’inde (% 0.9) C. jejuni izole edildigi
bildirilmistir (Doyle ve Roman, 1982b). Benzer sekilde, Hudson ve ark. (1999) 111
¢ig siit orneginin, sadece 1’inde (% 0.9) Campylobacter tiirlerinin izole edildigini
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bildirmislerdir. Fahey ve ark. (1995) 110 kisinin etkilendigi C. jejuni kaynakl
salginda, infeksiyona pastorize edilmeyen siitiin neden oldugunu bildirmislerdir.
Southern ve ark. (1990) kuslarin kapaklarini pargalayarak zarar verdigi siit
siselerinin C. jejuni ile kontamine olabilecegini, bu siselerdeki siitlerin tiiketimine
bagli olarak campylobacteriosis olgularinin meydana gelebilecegini belirtmislerdir.
Evans ve ark. (1996) okul gezisinde ¢ig siit tiikketimi sonucu 51 kisinin, 23’tinde (%
45) gastroenterit meydana geldigini, buna bagli olarak alinan siit ve diski
orneklerinde C. jejuni izole edildigini rapor etmislerdir.

1.10.4. Sularda Bulunusu

Amerika Birlesik Devletleri’nin Vermont sehrinde 3000 kisinin igtigi sebeke
suyunun sebep oldugu, C. jejuni kaynakli salginin bilinen en biiyiik su kaynakl
salgin oldugu kaydedilmistir (Vogt ve ark., 1982). Toplam 234 6grenci ve 23
calisanin etkilendigi bir baska salginda, infekte bireylerden ve su deposundan C.
jejuni izole edildigi bildirilmistir (Palmer ve ark., 1983). Engberg ve ark. (1998)
Danimarka’da, hastanede tedavi goren 110 kisiden topladiklar1 gaita ve su
orneklerinden, C. jejuni izole ettiklerini rapor etmislerdir.

Taylor ve ark. (1983) inceledikleri su kaynaklarinin % 4’{inden, bu su

kaynaklarii kullanan kisilerin ise % 23’tinde C. jejuni saptandigini bildirmislerdir.
Ayni sekilde, Hudson ve ark. da (1999) inceledikleri 6 su kaynaginin tamaminin,
Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugunu rapor etmislerdir.

1.11. Ciftlikten masaya pilic etlerinin C. jejuni ile kontaminasyon kaynaklari
C. jejuni’nin bulasma kaynaklari arasinda yetistirme, kesimhane, tiretim alanlari,
tirtinler ve hazirlama kosullarmin yer aldigi kaydedilmistir. C. jejuni ile
kontaminasyon derecesinin, yetistirme kosullarina bagli oldugu, isletme
kosullarindaki hijyenik kosullara bagli olarak artis gosterdigi ve tiiketiciye kadar
ulastigi bildirilmistir (Newell ve Fearnley, 2003).
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1.11.1. Yetistirme asamasinda kontaminasyon

C. jejuni’nin vertikal ve horizontal olmak iizere iki sekilde bulastigi kaydedilmistir.
Vertikal bulasmada, anag siiriilerin tireme kanalinda kolonize olan C. jejuni’nin
meydana getirdigi kontaminasyondan, horizontal bulasmada ise C. jejuni yoniinden
pozitif olan bir 6nceki siiriiniin atiklari, suluklar, yemlikler, tasima ve yakalama
araglari, kiimes calisanlari, evcil ve yabani hayvanlardan kaynaklanan
kontaminasyondan s6z edilmektedir (Annan-Prah ve Janc, 1988; Newell ve Fearnley,

2003). Kiimes kosullarinda kontaminasyon kaynaklar1 Sekil 1.4.’de gosterilmistir.
Sekil 1.4. Kiimes kosullarinda Campylobacter tiirleri ile kontaminasyon kaynaklar1 (Cox ve ark.,
2001).

1.11.1.1. Vertikal bulasma

C. jejuni’nin kontamine yumurta ile bulastigina dair kesin bir bilginin bulunmadigi
buna karsilik, gesitli C. jejuni suslarmin damizlik pili¢lere, kolonize oldugu ve
etkenlerin tireme kanalinin ¢esitli yerlerinden de izole edildigi bildirilmistir (Jacobs-
Reitsma, 1995). Ayni sekilde, damizlik horozlarin spermasindan izole edilen C.
jejuni suslarinin veneral bulasmadan kaynaklanabilecegi vurgulanmistir (Cox ve ark.,



2001). Allen ve Griffiths (2001), deneysel olarak C. jejuni i¢eren bakteri
solusyonuna daldirilan saglam kabuklu yumurtalarda, % 4 diizeyinde kontaminasyon
meydana geldigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada, bakterinin yumurta i¢ zarlarina
takilip kaldigini, dogal kontaminasyonun kirik kabuklu yumurtalarda disk1 bulasmas1
sonucu olabilecegini vurgulamislardir.
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1.11.1.2. Horizontal bulasma

Broiler kiimesleri genellikle izole edilmis alanlar olmalarina ragmen, piliglere C.
jejuni bulasmasinin gesitli sekillerde olabilecegi bildirilmistir. Siirliniin, C. jejuni ile
bulasma kaynaklar1 arasinda dezinfeksiyon yetersizligi, siirliniin diskilari ile
kontamine olmus insekt ve rodentler, yem, altlik, su ve suluklar, personel, yakalama
ekipmani, yabani kuslar yer almaktadir (Newell ve Fearnley, 2003).

1.11.1.2.1. Yem ve althk

Yem ve yeni altliklarin, diisiik rutubet oranina sahip olmalar1 ve aw-degerlerinin
0.97’nin ¢ok altinda olmasindan dolayi, baslangigta bulasma kaynaklar1 arasinda yer
almadiklar1 bildirilmistir. Etkenin ancak, siirii yerlestikten sonra kanatlilarin diski,
gaga ve ayaklarindan yeme ve altliklara bulasmasinin s6z konusu olabilecegi
kaydedilmistir (Berndtson ve ark., 1996a). Yapilan bir ¢alismada, (Hakkinen ve
Schneitz, 1999) yeme katilan laktik asit bakterilerinin, C. jejuni’nin kolonizasyonunu
engelledigi bildirilmistir.

1.11.1.2.2. ¢me suyu ve suluklar

Kiimes su sistemlerinden izole edilen C. jejuni ile, ayni kiimesteki kanatlilarin
diskilarindan elde edilen C. jejuni’nin, genotipik ve fenotipik olarak benzerlik
gosterdigi bildirilmektedir (Pearson ve ark., 1996). Kazwala ve ark. (1990) kiimes su
sistemlerininin, her asamasinda topladiklar1 6rneklerden sadece suluklardan C. jejuni
izole ettiklerini ve suyun kontaminasyonuna kanatlilarin diskisinin neden oldugunu
bildirmislerdir. Suyun akint1 giiciiniin, yiiksek oksijen konsantrasyonun, ultraviyole
isinlarmin (UV), besin maddesi yetersizliginin ve antimikrobiyel maddelerin
olusturdugu ¢evresel stres sonucu, C. jejuni’de fiziksel hasar meydana geldigi,
cevresel strese maruz kalan bakterinin, VBNC forma doniistiigiinii ve canlilik
stiresinin suyun sicakligina, susun tipine, kullanilan su sistemine ve bakterinin
gelisme donemine gore degisebilecegi bildirilmistir (Harnett ve ark., 2001). VBNC
formda su ve biyofilm igerisinde bulunan C. jejuni’nin, infeksiyon olusturabilme
yetenegini korudugu belirtilmistir (Vogt ve ark., 1982; Pearson ve ark., 1996; Harnett
ve ark., 2001).
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Yapilan bir ¢ok ¢alismada, suluklarin ve su kaynaklar1 C. jejuni yoniinden

diisiik risk tastyan kaynaklar olarak bildirilmistir (Rollins ve Colwell, 1986; Jacobs-
Reitsma, 1995; Berntson ve ark., 1996b). Bununla birlikte yapilan bazi ¢alismalarda,
igme ve kullanma sularinin C. jejuni yoniinden 6nemli kontaminasyon kaynaklari
olabilecegi kaydedilmistir (Vogt ve ark.,1982; Cawthraw ve ark., 1996; Harnett ve
ark.; 2001; Trachoo ve ark., 2002) .

C. jejuni’nin sularda bulunan Tetrahymena pyriformis adindaki protozoonun
varliginda, bu protozoonun i¢ine yerleserek sudaki klorun etkisinden korundugu
bildirilmistir. Newell ve Fearnley (2003), C. jejuni’nin Tetrahymena pyriformis ile
kiiltiire edildiginde, yiiksek diizeyde uygulanan klorlamadan ve bazi
dezenfektanlardan etkilenmedigini rapor etmislerdir.

Yardimci ve ark. (2002) yaptiklar1 calismada, deneysel olarak oral yolla C.

jejuni ve C. coli ile infekte edilen civcivlerde, bagirsaklarda bakteriyel
kolonizasyonun 3. haftada % 100 olarak tamamlandigini ortaya koymuslardir. Ayni
calismada, kolonize olan suslarin protein yapisina gére, SDS-PAGE’de % 98
diizeyinde benzerlik gosterdigi kaydedilmistir.

1.11.1.2.3. Kumes kosullari ve ¢alisanlara bagli kontaminasyon

C. jejuni pozitif siiriiye ait altlik, suluk ve yemlikler ile yeni gelen siiriiniin
kontaminasyonu bakimindan biiyiik risk olusturmaktadir. Bu nedenle, kiimeslerde
yapilacak dezinfeksiyon islemlerinin, kontaminasyonu 6nlemede oldukea etkili
oldugu bildirilmistir (Pearson ve ark.,1996; Newell ve Fearnley, 2003).

Berndtson ve ark. (1996a) yaptiklar1 ¢alismada, pili¢ kiimeslerinde havada,

toz ve damlaciklarda asili bulunan C. jejuni’nin, diger kiimeslere havalandirma yolu
ile bulasabilecegini ortaya koymustur.

Gelismis tilkelerin kiimes ¢alisanlarinda, asemptomatik portorliige

rastlanmadig1 buna karsilik, gelismemis iilkelerde ve epidemiyolojik salgin
bolgelerinde bu duruma siklikla rastlandigi bildirilmektedir. Ayni sekilde, kanatl
yetistiriciliginde kullanilan ekipmanlar, 6lii kuslarin tasindigi kasalar ile tarti
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makinelerinin de, C. jejuni’nin bulasma kaynaklar1 arasinda yer aldigi bildirilmistir
(Cawthraw ve ark., 2000).

Yabani ve evcil hayvanlar tarafindan meydana getirilen kontaminasyon ile

ilgili ¢alismalarda, rodent diskisindan, sineklerden, hamam boceklerinden, yabani
kuslardan ve kiimes ¢evresindeki sigir ve domuzlardan, C. jejuni izole edildigi
bildirilmistir (Fernie ve Park, 1977; Giessen ve Bloemberg, 1996; Gregory ve
ark.,1997; Craven ve ark., 2000; Slander ve ark., 2002).

1.11.2. Kesimhanelerde meydana gelen kontaminasyon

Avrupa Birligi Bilimsel Komitesinin Halk Sagligi ve Gida ile Bulasan Zoonozlarla
ilgili yayinladigi raporda, kesimhanelerin diger gida isletmelerine gore, gida
giivenligi konusunda daha etkin olmas1 gerektigi vurgulanmistir (Anon., 2000).
HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points) ve GMP (Good Management
Practices) uygulamalar1 sonucu, kesimhanelerdeki mevcut riskin belirgin sekilde
azaltilabilecegi bildirilmektedir (Anon., 2002b). Kesimhanelerde goriilen,
Campylobacter tiirleri ile kontaminasyon kaynaklar1 Sekil 1.5.’te gosterilmistir.
Kanatli kesim prosesinde, Campylobacter tiirleri ile kontaminasyonunun

siklikla tily yolma asamasinda sekillendigi ve diger karkaslara bulasmanin bu
asamada olduke¢a yogun sekillendigi kaydedilmistir (ICMSF., 1998; Keener ve ark.,
2004). Kesimhane kosullarina bagli olarak, kanatli karkaslarinda % 0 ile % 100
arasinda degisen izolasyon oranlar1 bildirilmistir (Oosterom ve ark. 1983; Bryan ve



Doyle, 1995). Kesim, marketlerde satis ve evde hazirlama asamalarinda meydana
gelen Campylobacter spp. kontaminasyon kaynaklart Sekil 1.5.te verilmistir (Cox ve
ark., 2001).
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Sekil 1.5. Kesimhanelerde kesim, marketlerde satis ve evlerde hazirlama asamalarinda meydana gelen
Campylobacter kontaminasyon kaynaklari (Cox ve ark.,2001).

_sveg’de yapilan bir ¢calismada, 100 kanatlhinin kesim islemi sirasinda boyun
derisinin kesilerek alinmasi, peritoneal boslugun swapla taranmasi ve gogiis derisinin
kesilerek alinmasi ile yapilan 6rneklemelerde sirastyla % 89, % 93 ve % 75 oraninda
C. jejuni kontaminasyonu bildirilmistir (Berndtson ve ark., 1992).

Pili¢ karkaslarinin ve paketleme materyallerinin, termofilik Campylobacter
tiirleriyle kontaminasyon derecesini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, 55
pili¢ gogiis 6rneginin % 82’sinin, paketleme materyalinin % 44 {iniin termofilik
Campylobacter tiirleriyle kontamine oldugu bildirilmistir (Harrison ve ark., 2001).
Berrang ve ark. (2004), termofilik Campylobacter spp. i¢eren pilig bagirsak
igerikleriyle, pili¢ karkaslarin1 kontamine etmislerdir. Arastirmacilar ¢alisma
sonucunda, % 0.5 veya daha fazla oranda sulandirilmis diski ile kontamine edilen
karkaslarda, ortalama 3.3 logio kob/ml termofilik Campylobacter kontaminasyonu
bulundugunu bildirmislerdir.

Pozitif broyler Negatif broyler

Broyler sirilerinde prevelans ( % 0-100)
Marketler

Ev Kosulu

Haslama Tanki

Tuy Yolma

_corgan Cikartma

Yikama+sogutma

Paketleme
Pozitif sirliden
sonra

Pozitif suri

_le aradaki

zaman

Toplam

Capraz

Kont.

Dondurulmus Sogutulmus
Satisa sunulma
Kesimhane

Kesim

_slemi

Paketleme

Satisa sunulma

Eve alinan broylerin toplam yuku
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Miwa ve ark. (2003) farkli kesim islemleri uygulanan farkli kiimeslere ait

pili¢ karkaslar1 ve diskilarindaki, C. jejuni prevelansini inceledikleri ¢alismalarinda,
kesimden once C. jejuni bakimindan negatif oldugu saptanan siiriilerin diski ve
karkaslarindan, kesim sirasina gore farkli diizeylerde C. jejuni izole edildigini rapor
etmislerdir. Calismada, C. jejuni bakimindan pozitif siiriiniin 6nce kesilmesinin, daha
sonra kesime alinan siirtilerdeki C. jejuni prevalansini etkileyecegi bildirilmistir.
Benzer sekilde, Rivoval ve ark. da (1999) pozitif siiriilerle birlikte kesime alinan,
negatif siiriilerin kontamine oldugunu kaydetmislerdir.

Ozdemir ve ark. (2004) iki farkli kanatli kesimhanesinden, kesim isleminin
baslangi¢ ve bitis asamasina yakin zamanda aldiklar1 toplam 528 6rnegin, 79’unun
(% 14.9) C. jejuni ile kontamine oldugunu bildirmislerdir.

1.11.3. leri isleme asamasinda kontaminasyon

C. jejuni’nin sadece pili¢ karkaslarindan degil ekipmanlardan, havadan ve isleme
ylizeylerinden de izole edildigi, ¢iftlikten masaya gida giivenliginde gidalarin
parcalanma ve evlerde hazirlanma asamalarinin, kontaminasyon acgisindan kritik



noktalar oldugu vurgulanmistir (Butzler, 2004). Hazirlama asamasindaki
kontaminasyon kaynaklar1 Sekil 1.6.’da gosterilmistir.

De Boer ve Hahne (1990), ¢ig pili¢ hazirlanan 76 yiizeyin 38’inde (% 50)
termofilik Campylobacter tiirlerini saptadiklarini, pisirme sonrasi yeniden islemeye
alinan pili¢lerin termofilik Campylobacter tiirleriyle, rekontamine oldugunu tespit
etmislerdir.

C. jejuni ile kontamine {irlinlerin, ¢apraz kontaminasyona neden oldugu ve

pili¢ etinden akan siviyla temas eden bigaktan, dograma tahtasindan, lavabo ve
bulasik stingerinden C. jejuni izole edildigi bildirilmistir (Cogan ve ark., 1999).
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Sekil 1.6. Pilig eti hazirlama asamasindaki kontaminasyon kaynaklari (Butzler, 2004).

C. jejuni’nin bulastigt yiizeylerde canli kalma siiresinin ve ¢apraz
kontaminasyonlarin arastirildigi bir ¢alismada islem Oncest, islem sirasi ve islem
sonunda; 0. dakikada, 30. dakikada ve 120. dakikada polypropilen kesme
ylizeyinden, personelin eldivenlerinden, bigaklardan, calisma tezgahlarindan,
paketleme ylizeylerinden ve paketleme ekipmanlarindan alinan 6rnekler ve
kontaminasyon oranlar1 Cizelge 1.9.’da gosterilmistir (Cools ve ark., 2005). Benzer
bir ¢alismada, Ramabu ve ark. (2004) parcalama ve kesim islemlerinin yapildigi
ylizeylerde meydana gelen kesik ve giziklerin, C. jejuni bakimindan 6nemli

kontaminasyon alanlar1 oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 1.9. Kesim prosesinin ileri isleme asamasinda, ¢esitli yiizeylerin drnekleme zamanina bagl
olarak, C. jejuni ile kontaminasyonu (Cools ve ark., 2005).

Ornekleme zamanina bagli kontaminasyon yiizdesOrnek yiizey i

0. dakika (%) 30. dakika (%) 120. dakika (%)

Polypropilen kesme yiizeyi 0 33 62

Personelin eldivenleri 0 35 91

Bigaklar 0 52 100

Calisma tezgahlar1 0 100 100

Paketleme ekipmanlar1 0 0 22

Hazirlayan kisinin

hijyenik durumu

pilic tizerindeki

patojen bakteri sayisi (N)
Dograma tahtasinin
uzerindeki bakteri sayisi
Hazirlanan diger Uriinlerde
capraz kontaminasyon
Tiketicinin yas, cinsiyet

ve bagisiklik durumu
Tuketilen miktar
Porsiyonda canli

bakteri sayisi

pilig tiiketimine

bagli meydana gelen

insan infeksiyonlari

Py

AXO <X wnl

Dograma tahtasinin
yikanmasi
Gapraz

Kont.

Patojenlerin



Gidada canli kalmasi
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1.12. Campylobacter infeksiyonlarinin epidemiyolojisi

C. jejuni infeksiyonlarinin gida infeksiyonlar1 arasinda ilk siralarda yer aldigi
bildirilmistir (Ketley, 1997; Altekruse ve ark., 1999; Parkhill ve ark.; 2000; Jofensen
ve ark., 2003; Newell ve Fearnley, 2003). Yirminci yiizyilin son yirmi yilinda
kaydedilen yliksek campylobacteriosis insidensinin degisen beslenme aliskanliklari,
yaygin uluslar arasi turizm ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. zolasyon ve
identifikasyon metotlarindaki gelisimin de, infeksiyon etkeninin belirlenmesi
bakimindan kolaylik sagladigi kaydedilmistir. C. jejuni’den kaynaklanan
gastroenteritislerin daha ¢ok sporadik olgular seklinde ortaya ¢iktigi, bunun yani sira
konake1 ve patojene bagli bir¢ok faktdriin rol oynadigi ortaya konulmustur
(Altekruse ve ark., 1999; Jofensen ve ark., 2003).

Termofilik Campylobacter tiirlerinin gidada gogalmadiklari, buna ragmen

meydana gelen kontaminasyonlar nedeniyle, gidalarda minimal infeksiyon dozuna
ulasabildikleri bildirilmistir (Weber, 2000). Campylobacteriosisin yaz aylarinda daha
fazla goriilme nedeni, etkenin mevsim sartlarina uyumuna, degisen beslenme
aliskanliklarina, kus goglerine ve turistik seyahatlere baglanmaktadir (Trachoo,
2003). Turistlerde meydana gelen yolculuk diyarelerinde C. coli’nin, C. jejuni’den
daha sik izole edildigi rapor edilmektedir (Altekruse ve ark., 1999). C. jejuni’nin
ciftlik hayvanlari ve insanlara bulasma kaynaklar1 Sekil 1.7.’de gosterilmistir (Baker

ve ark., 2002).
Sekil 1.7. C. jejuni’nin giftlik hayvanlari ve insanlara bulasma kaynaklar1 (Baker ve ark., 2002).
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Gida dagitim
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Yabani
Hayvan
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_slen suyu
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Campylobacteriosisin, rlanda’da 6zellikle bir yasin altindaki ¢ocuklarda

yiiksek insidensle (% 92) seyrettigi, 20-34 yas arasindaki bireylerde de yiiksek bir
insidens (% 50) gosterdigi ve infeksiyona erkeklerin kadinlardan daha duyarli oldugu
rapor edilmistir (Foley ve McKeown, 2001). Campylobacteriosisisin yas ve cinsiyete
gore dagilimi Sekil 1.8’de belirtilmistir.
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Sekil 1.8. Campylobacteriosisin yas ve cinsiyete gore insidensi (Foley ve McKeown, 2001).
Campylobacter infeksiyonlarindan etkilenen yas grubunun, beslenme

aliskanligi, bagisiklik durumu, predominant mikroflorasi ve temizlik aliskanligi
infeksiyona yakalanma riskini etkileyen faktorlerdendir (Coker ve ark. 2002).
Diinyada, yillik ortalama 10 milyon kisinin campylobacteriosise yakalandigi, bunun
% 25’inin Avrupa Birligi lilkelerinde, % 20’sinin Amerika Birlesik Devletleri’nde, %
5’inin ise Avustralya, Yeni Zelanda ve Japonya gibi Okyanus otesi iilkeler de
yasadigi bildirilmektedir (Anon, 2005). Diinyada 1980-1990 yillar1 arasinda
bildirilen, C. jejuni’nin sebep oldugu bazi salginlar, Cizelge 1.10.’da gosterilmistir
(Altekruse ve ark.,1999).
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Cizelge 1.10. 1980-1990 yillar1 arasinda bildirilen, C. jejuni’nin sebep oldugu bazi salginlar
(Altekruse ve ark. 1999).

Olgu

sayisl

Kontrol edilen

olgu sayisi

Tarih Yer Gida

52 103 1989-1990 Norveg Pili¢ sosisi

218 526 1982-1983 A.B.D. Az pismis pili¢ eti

2942 1990 ngiltere Siselenmis siit

45 45 1983-1984 A.B.D. Pilig eti

53106 1982-1983 A.B.D. Cig siit

40 80 1981 A.B.D. Su, ¢ig siit, az pismis pili¢

54 54 1982 Hollanda Mangalda pisen pili¢, domuzeti

10 15 1982 A.B.D. Pili¢

5514 1980 A.B.D. Pili¢

_ngiltere ve Galler’de 1992 ve 1994 yillar1 arasinda toplam 21 salginin

meydana geldigi, bu salginlarin 6’sinin sudan, 3’iiniin ¢ig siitten, 3’linlin kanath
etinden, 2’sinin pastdrize siitten, 1’inin pateden ve 1’inin et lirlinlerinden
kaynaklandigi bildirilmistir (Frost, 2001). Ayni sekilde, ngiltere’de sporadik olarak
sekillenen Campylobacter infeksiyonlarinda risk faktorleri arasinda, kanatl eti ve
iirlinlerinin, kirmizi et ve tirlinlerinin, evcil hayvanlarla temasin, pastorize edilmemis
siit tiiketiminin, aritilmamis ve eglence alanlarinda bulunan sularin yer aldigi
kaydedilmistir (Sopwith ve ark., 2003). Amerika Birlesik Devletleri’nde, 1985-2002
yillar1 arasinda ortaya ¢ikan campylobacteriosis salginlarindaki sorumlu gidalarin,
oncelikle ¢ig siit ve pili¢ eti oldugu belirtilmistir. Bu tarihler arasinda bildirilen
salginlar Cizelge 1.11.’de gdsterilmistir (Anon, 2003a).
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Cizelge 1.11. Amerika Birlesik Devletleri’nde 1985-2002 arasinda, C. jejuni’ye bagl bildirilen
salginlar (Anon, 2003a).
Olgu sayisi Tarih Gida

200 2002 Tanimlanamamistir
30 2002 Tanimlanamamistir
38 2002 Tanimlanamamistir
87 1997 Tanimlanamamustir
39 1997 Pilig eti

70 1996 Piligli salata

82 1995 Ton balig1 salatasi
17 1994 Piligli salata

62 1994 Meyve salatasi

48 1993 Kavun ve ¢ilek

50 1992 Cig siit

34 1992 Makarna salatast



231992 Cig siit

20 1991 Soguk pilic eti

10 1991 Pilic eti

42 1990 Cig siit

13 1990 Cig siit

23 1985 Cig siit

Gelismekte olan tilkelerde, hastalik izleme ve kayit sistemlerinin eksikligine

bagli olarak, toplumun ne kadarinin campylobacteriosisten etkilendigini ortaya
koymak oldukgca zordur. Diinya Saglik Orgiitii, gelismekte olan iilkelerde 5 yas
altindaki ¢ocuklarda, diyare etkenlerini tanimlamak {izere yaptigi tarama
calismalarinda, toplanan gaita 6rneklerinden izolasyon oranlarinin sirasiyla; Fas’ta %
17.7; Kamerun’da % 7.7, Etyopya’da % 13.8, Nijerya’da %16.5, Tanzanya’da %
18.0, Zimbabve’de % 9.3, Misir’da % 9.0, Urdiin’de % 5.5, Banglades’de % 17.4,
Tayland’da % 13.0, Laos Adalari’'nda % 12.1 oldugunu bildirmistir (Coker ve
ark.,2002). Diinya Saglik Orgiitiiniin 7. ve 8. infeksiyon raporlarinda Tiirkiye’deki C.
jejuni infeksiyon orant % O olarak bildirilmistir. Bunun nedeni ise, iilke ¢apinda
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izleme programlarinin bulunmamasina ve hastanelerde uygulanan izolasyon ve
identifikasyon testlerindeki yetersizlige baglanmistir (Anon, 2002b).

1.13. Korunma ve Kontrol

Avrupa Birligi’nin 1999/72/EC sayili1 Zoonozlar Direktifi uyarinca, liye tilkelerde
meydana gelen campylobacteriosis olgulariin, yillik raporlar halinde bildirilmesi
zorunlu kilinmistir. Bu raporlarin hazirlanmasinda, bolgesel halk sagligi
biirolarindaki beseri hekimlerin, veteriner hekimlerin, halk sagligi ve ¢cevre sagligi
personellerinin ortak ¢alistiklari bildirilmistir (Anon, 2000).

C. jejuni’den kaynaklanan kontaminasyonlarin 6nlenmesinde, ¢iftlikte

aliacak tedbirlerin oldukea etkili olacag diisiiniilmektedir (Newell ve Fearnley,
2003). Saglikli anag siiriilerden elde edilen saglikli civcivlere C. jejuni’nin yem, su,
rodent, insekt, personel ve kullanilan gesitli ekipmanlarla bulasabilecegi ve bunun
onlenmesi gerektigi kaydedilmistir. Bu amagla yarismaci bakterilerin barsaga
kolonizasyonunun saglanmasinin (Competetive Exclusion) yani sira, _yi Uretim
Uygulamalari ile (Good Manufacturing Practices- GMP) Kritik Kontrol Noktalar1 ve
Tehlike Analizleri (Hazard Analysis and Critical Control Points—HACCP)
sistemlerinin uygulamaya gecirilmesi gerektigi bildirilmistir (Hakkinen ve Schneitz,
1999.; Corry ve Atabay, 2001; Newell ve Fearnley, 2003).

Kesimhanelerde meydana gelen kontaminasyonlarin mevcut sistemde

ka¢inilmaz oldugu bu nedenle, kesim isleminin tiim asamalarinda kontaminasyonun
onlenmesi gerektigi kaydedilmistir (Erol, 1999; Altekruse ve Tollefson, 2003;
Savasg1, 2005). C. jejuni ile ilgili kesimhanelerde yapilan ¢alismalarin daha ¢ok
mevcut kontaminasyonlarin azaltilmasina yonelik oldugu belirtilmistir (Hwang ve
Beuchat, 1995; Altekruse ve ark., 1999; Corry ve Atabay, 2001; Altekruse ve
Tollefson, 2003; Purnell ve ark., 2004; Ozdemir ve ark., 2005).

Kanatli eti ve iirlinlerinin iiretimi sirasinda meydana gelecek ¢apraz
kontaminasyonlarin 6nlenmesi bakimindan, kesim hijyeni ve personel hijyeninin
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onemli oldugu bildirilmistir. Buna ilaveten, siit ve su kaynakli campylobacteriosis
olgularinin 6nlenmesinde, pastorize siit tiiketimi ile islenmis su tiikketiminin 6nemli
oldugu, evcil ve pet hayvanlarla temastan kaginilmasi gerektigi kaydedilmistir (Erol,
1999).

Bu c¢alismada, pili¢ kesimhanelerinde yeni kesilmis pili¢ karkaslarindan



alinan pili¢ boyun derileri ve bagirsak icerigi ile pili¢lerin kesimhaneye getirildigi
kiimeslerden alinan yem ve su 6rneklerinde termofilik Campylobacter tiirlerini kiiltiir
teknigi ile belirleyerek, C. jejuni olarak saptanan suslarin, PCR teknigi ile
dogrulanmas1 amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Bu ¢alisma iki asamadan olusmustur. Calismanin birinci asamasinda, 6rneklerde
termofilik Campylobacter tiirlerinin varhgi klasik kiiltiir teknigi ile belirlenmis,
ikinci asamasinda ise klasik kiiltiir teknigi ile C. jejuni olarak belirlenen izolatlarin,
PCR teknigi ile dogrulanmasi yapilmistir. Bu amagla, ¢alismanin birinci asamasinda
farkl 2 pili¢ kesimhanesinden kesim isleminin i¢ organ ¢ikartma islemi sonrasi
alian, toplam 160 adet pili¢ boyun derisi, ayni piliglere ait 160 bagirsak igerigi ile
piliclerin kesime geldigi kiimeslerden alinan 32’ser adet yem ve su ornekleri olmak
tizere toplam 384 ornekte, klasik kiiltiir teknigi kullanilarak termofilik
Campylobacter’lerin varligi arastirilmstir.

Calismada mevsimsel farkliligin etkisini belirlemek amaciyla 6rnekler sicak aylar
(mays1s, haziran, temmuz, agustos) ile soguk aylarda (kasim, aralik, ocak, subat)
alimmustir. Bu amagla pili¢ kesimhanelerine belirlenen aylarda 2’ser kez gidilerek,
farkli 8 aylik donem igerisinde her bir gidiste 10 boyun derisi, 10 bagirsak igerigi ile
2’ser adet yem ve su ornekleri alinmistir. _sletmelerin laboratuvara uzakligi
bakimindan A isletmesinden alinan 6rnekler alindiktan yaklasik 30-40 dakika sonra
analize alinirken, B isletmesinden alinan 6rneklerin laboratuvar analizleri yaklasik
150-180 dakika sonra yapilmustir. Pili¢ kesimhanelerinden A isletmesinin giinliik
kesim kapasitesi yaklasik 10.000-15.000 diizeyinde olmasina karsin, B isletmesinin
giinliik kesim kapasitesi yaklasik 100.000-120.000 diizeyinde bulunmaktaydi. Her iki
isletmede haslama tank1 sularinin sicaklik derecesi yaklasik 51.5-52.5 °C diizeyinde
bulunurken, pili¢lerin haslama tankindan gecis siireleri 2.5-3 dakika arasinda
degisiklik gostermekteydi. Yine B isletmesinde, kloaka agma ve i¢ organ ¢ikartma
islemleri otomatize makinelerle yapilmasina karsin, A isletmesinde bu islemler
manuel olarak ¢alisanlar vasitasiyla yapilmaktaydi.
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2.1.1. Termofilik Campylobacter Turlerinin _zolasyon ve _dentifikasyonunda
Kullanilan Besiyerleri ve Diger Kimyasallar

Preston Brot

Nutrient Brot (No: 2, Oxoid CM 67) hazir besiyerinden 12.5 g tartilarak 500 ml
distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve pH-degeri 7.5’e ayarlanmistir. Bunu takiben,
besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra 50°C’ye kadar
sogutulmustur. Bu sicaklik derecesinde besiyeri {izerine, 25 ml hazir % 5’lik steril
lysed horse blood (Oxoid SR 048) ile 2 ml steril distile suda eritilen Campylobacter
growth supplement (Oxoid SR 084E) ve 2 ml 1/1 oraninda aseton distile su
karisiminda eritilen Campylobacter selective supplement (Oxoid SR 0117E) ilave
edilmistir.

Campylobacter Growth Supplement (Oxoid SR 084E)

Vial igerigi (her bir vial 500 ml besiyeri i¢in standart olarak hazirlanmistir)

Sodium pyruvate 0.125 g

Sodium metabisulphite 0.125 g

Ferrous sulphate 0.125 g

Preston Campylobacter Selective Supplement (Oxoid SR 0117E)



Vial igerigi (her bir vial 500 ml besiyeri i¢in standart olarak hazirlanmistir)
Polymyxin B 2500 U

Rifampicin 5.0 mg

Trimethoprim 5.0 mg

Cycloheximide 50.0 mg

Laked Horse Blood (Oxoid SR 048)
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Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base (CCDA, Oxoid CM739)

Hazir besiyerinden 22.75 g tartilarak, 500 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriiltip sicak
su banyosu i¢inde tamamen eritilmistir. Bunu takiben, otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edilen besiyeri 50°C’ye kadar sogutulmustur. Bu sicaklik derecesinde
besiyeri lizerine, 2 ml steril distile suda eritilen supplement (Oxoid SR 155E) ilave
edilerek karistirilmis ve steril petrilere dokiilmiistiir.

CCDA Selektif Supplement (Oxoid SR155E)

Cefoperazone 16mg/vial

Amphotericin B 5mg/vial

Columbia Blood Agar Base (Oxoid CM 331)

Hazir besiyerinden 39 g tartilarak, 1 litre distile suda ¢ozdiiriilmiis ve sicak su
banyosunda tamamen eritilmistir. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize
edilerek, 50°C’ye kadar sogutulmus ve bu sicaklik derecesinde lizerine % 5 oraninda
steril defibrine koyun kani ilave edilip, steril petrilere dokiilmiistiir.

Triple Sugar Iron Agar (Oxoid CM 277)

Hazir besiyerinden 65 g tartilarak, 1 litre distile su igerisinde ¢oziindiiriiliip pH’s1
7.4’e ayarlanmis, kaynar su banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli
karistirilarak besiyerinin iyice erimesi saglanmistir. Besiyeri siv1 halde iken tiiplere
7-8 ml olacak sekilde dagitilmis ve 121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir. Otoklav
¢ikisinda besiyeri heniiz siv1 iken, tiipler 1-1,5 cm yiiksekliginde bir ¢ubuga
yatirilmustir.

Muller- Hinton Agar (Oxoid CM 337)

Bu hazir besiyerinden 38 g alinarak, 1 litre distile suda ¢ozdiiriilmiis ve sicak su
banyosunda tamamen eritilmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten
sonra 50°C’ye kadar sogutulmus ve iizerine % 5’lik steril defibrine koyun kani ilave
edilmistir. Besiyeri steril petrilere dokiilerek hazirlanmustir.
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Brucella Brot (Sigma Lot 108H0726)

Toz besiyerinden 14.05 g tartilarak, 500 ml distile suda ¢ozdiiriilmiis ve pH 7.2’ye
ayarlanarak tiiplere 1 ml olacak sekilde paylastirilarak, 121°C’de 15 dakika otoklav
edilmistir.

Katalaz Test

Katalaz test, %3’liik hidrojen peroksit (H202) (Merck 8597) ile yapilmustir.
CampyGen Oxoid CN 025A- CN 0035A

Su ilavesine gereksinim duymayan ve 2.5-3.5 L’lik anaerobik jarlar i¢in 6zel olan
ticari kitler (Oxoid CN 035A, Oxoid CN 025A,) kullanilmustir.

Membran filtreler

50 mm ¢apinda ve 0.22 um por ¢apina sahip membran filtreleri (Millex, GV
SLGV025LS) kullanilmaistir.

Oksidaz Test Kiti

Oxydase Identification Stics kullanilmistir (Oxoid, BR 64).

Antibiyotik diskleri



30 mikrogram sefalotin (Oxoid, CT 010) ve 30 mikrogram nalidiksik asit (Oxoid, CT
031) iceren diskler kullanilmastir.
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Hippurat test

Phosphate Buffered Saline (PBS, Oxoid BR 0014G, pH 7.3+0.2) soliisyonu iginde
hazirlanan % 1’lik Na-hippurat soliisyonu filtre edilerek sterilize edilmis ve 0.4’er ml
olacak sekilde steril tiiplere dagitilarak kullanilmistir. Ninhidrin soliisyonu (% 3.5,
50:50 Aseton:butanol i¢inde) hazirlanarak kullanilmustir.

Sodyum Hippurat Soliisyonu

Sodyum hippurat : 10 g

PBS Soliisyonu _cerigi

Sodyum klorit 8.5 g

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat: 8.98 g

Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat: 2.71 g

Distile su 1000 ml

Ninhidrin solusyonu

Ninhidrin % 3.5

Aseton 50 ml

Butanol 50 ml

Referans Sus

Bu ¢alismada, referans sus olarak Campylobacter jejuni (ATCC 33291, Oxoid)
kullanilmistr.

PCR teknigi ile dogrulamada kullanilan malzemeler

Tag DNA polymerase

Taq DNA polymerase toplam 500ul hacim igerisinde 250U etken madde olacak
sekilde kullanima hazir preparat olarak temin edilmistir. Ayni1 sekilde, toplam 3 ml
hacimde yogunlugu 25 mM MgClz ve 3 ml hacimde hazirlanmis 10x PCR Buffer
preparatlarida saglanmistir (Heliosis).
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dNTP Mix

dNTP miks ise 0.5 ml hacimde 100 mM yogunlukta dATP, dCTP, dGTP, dTTP
iceren preparat halinde hazir temin edilmistir (Heliosis).

DNA Ladder

DNA Ladder, 100bp, SM0321, 0.05mg/ml yogunlukta ve 6x yiikleme boyasi
icermektedir (Fermentas).

Primer Cifti

Gonzales ve ark. (1997) tarafindan bildirilen iki primer HPLC saflikta
sentezletilmistir (Metabion). Buna gore toplam 43 baz icermekte olup, liyofilize
olarak temin edilmis ve sentez kagidinda 6nerilen miktarlarda steril bidistile su ile
sulandirilmstir.

JEJ1:5°CCTGCTACGGTGAAAGTTTTGC’3
JEJ2:5GATCTTTTTGTTTTGTGCTGC’3

TBE soltsyonu

Hazirlanirken 54 g Tris-Hydroxymethylaminoethane (Merck, 1.01549.0500), 27.8 g
Borik Asit (Merck 1.12015.0500) ve 2.9 g Titriplex II (Merck, 1.08417.0250) 1 1
distile suda ¢ozdiiriilmiistiir ve stok soliisyon elde edilmistir. Stok soliisyondan alinan
200 ml, distile su ile 11 tamamlanarak 1xTBE elde edilmistir.

Ethidium Bromide

Firmadan 10 pg/ml olarak saglanan stok soliisyon 1:9 oraninda sulandirilarak




1 pg/ml konsantrasyonda kullanilmistir.

Agaroz jel

Agaroz jel (% 1.5) i¢in, 4.5g Agaroz-Basica LE (Prona) ve 300 ml 1xTBE eklenerek
mikrodalga firinda 90 saniyede eritilmis ve donmadan igerisine 300ul Ethidium
Bromide (Merck 11608) eklenmistir.
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2.2.YOontem

2.2.1. Boyun Derisi ve Diski Orneklerinin Alinmasi

Pili¢ boyun derileri, kesim isleminin i¢ organ ¢ikartma asamasi sonunda,
Uyttendaele ve ark.’nin (1999) bildirdigi yonteme gore alinmistir. Bu amagla,
onceden isaretlenmis olan pili¢ karkaslarina ait boyun derileri aseptik kosullarda
makasla kesilerek, steril numune posetleri icerisine ayr1 ayr1 konarak, soguk zincir
altinda analiz amaciyla laboratuvara getirilmistir. Ayni1 sekilde, boyun derileri alinan
pili¢ karkaslarina ait bagirsak icerigi drnekleri ise Berndtson ve ark.’nin (1996b)
onerdigi swap teknigine gore alinmistir. Bu amagla, steril swap yardimiyla
bagirsagin sekum boliimiinden alinan 6rnekler, igerisinde 10 ml Preston selektif
zenginlestirme buyyonu bulunan tiiplere konularak, soguk zincirde laboratuvara
getirilmistir.

2.2.2. Yem ve Su Orneklerinin Alinmasi

Boyun derisi ve bagirsak igerigi drnegi alinan piliglerin, kesime geldigi 16 farkli
kiimesin yemlikleri (askil1) ile suluklarindan (kase ve damlalik tiplerde) yaklasik
200 g yem 6rnegi ve 200 ml su 6rnegi aseptik kosullarda steril kavanozlar igerisine
konularak, soguk zincirde laboratuvara getirilmistir. Yem ve su 6rnekleri kiimes
hijyeni nedeniyle, isletmenin Veteriner Hekimleri tarafindan alinmistir. Bu kapsamda
orneklerin alinmasi konusunda ilgili Veteriner Hekimler bilgilendirilerek, yiikleme
oncesi kiimeslerde bulunan yemlik ve suluklar1 temsil edecek sekilde rastgele 2’ser
adet 6rnek alimi saglanmustir.

2.2.3. Termofilik Campylobacter Turlerinin _zolasyon ve _dentifikasyonu
Alinan tiim 6rneklerde, termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyon ve
identifikasyonunda zenginlestirme islemine dayali ISO (The International
Organization for Standardization, 10272) (Anon., 1995) yontemi kullanilmistir.
Ancak, su 6rnekleri zenginlestirme islemi dncesi Miwa ve ark.’nin (2003) 6nerdigi
yonteme gore isleme tabi tutulmustur. Bu amagla laboratuvara getirilen 200 ml su
orneginden, steril santrifiij tiiplerine 100 ml alinarak 4000 devirde 30 dakika santrifiij
islemi yapilmistir. Santrifiij islemini takiben, siipernatant atilarak dipteki pelet 1 ml
50

PBS igerisinde siispanse edilip, igerisinde 10 ml Preston selektif zenginlestirme
buyyonu bulunan steril tiiplere aktarilmistir. Yem ornekleri ise Pearson ve ark.’nin
(1993) 6nerdigi yonteme gore alinmistir. Bu amagla kesime gelen piliglerin
kiimeslerinden alinan 200 g yem 6rneginden 10 g tartilarak, i¢cerisinde 90 ml Preston
zenginlestirme buyyonu bulunan steril posetlere konulup, zenginlestirme islemi
yapilmuistir.

2.2.3.1. Zenginlestirme _slemi

Alinan 6rneklerde termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonu amaciyla, ISO
yontemine gore zenginlestirme islemi yapilmistir. Bu amagla, laboratuara getirilen
orneklerden aseptik kosullarda alinan 10’ar g boyun derisi 6rnekleri ile 10’ar g yem
ornekleri tizerine 90 ml selektif Preston buyyonu ilave edilerek, mikroaerofilik
ortamda (Oxoid CN 25, CN 35) 42°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmastir.
Bagirsak igerigi 0rnekleri ile su drnekleri ise, icerisinde 10’ar ml Preston selektif



buyyonu bulunan tiiplerde, ayn1 kosullarda inkiibasyona birakilarak zenginlestirme
islemi yapilmustir.

2.2.3.2. Kolonilerin _zolasyonu

Termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonu amaciyla, zenginlestirme sivisindan
1-2 6ze dolusu alinarak CCD Agar’a (Campylobacter Blood-Free Selective Agar,
Oxoid CM 739, Suppl. Oxoid SR 155) ¢izme yontemine gore ekim yapilmis ve
plaklar mikroaerofilik ortamda 42°C’de 48-72 saat siireyle inkiibasyona birakilmaistir.
_nkiibasyon sonrasi1 lireme goriilmeyen plaklar ise ayn1 kosullarda, 5. giiniin sonuna
kadar inkiibasyonda birakilmustir.

Sekil 2.1. CCD agar’da termofilik Campylobacter kolonilerinin makroskobik goriintiisii.
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2.2.3.3. Termofilik Camplobacter Turlerinin _dentifikasyonu

Termofilik Campylobacter tiirlerinin identifikasyonu amaciyla, CCD-Agarda iireyen
Campylobacter spp. siipheli tipik kolonilerden 6ze ile 5’er adet alinip, kanli agara
(Columbia Agar Base, Oxoid CM 331, % 5 koyun kani1) gecildi ve 42°C’de 24 saat
stireyle mikroaerofilik ortamda (Oxoid, Campygen CN 25, 35 ) inkiibasyona
birakildi. _nkiibasyon sonrasi, kanli agarda iireyen siipheli kolonilerden alinarak,
Gram Boyama, katalaz, oksidaz, hareketlilik ve sodyum hippurat hidroliz testleri
yapilmistir. Ayn1 zamanda, kanli agarda iireyen kolonilerden 6ze ile alinip igerisinde
I’er ml Brucella Brot bulunan tiiplerde bakteri slispansiyonu yapilmistir. Bu bakteri
slispansiyonu, Miieller Hinton Agarda nalidiksik asit ve sefalotin antibiyotik
duyarlhilik testi ile TSI agarda H2S olusum testlerinde kullanilmistir. Termofilik
Campylobacter tiirlerinin izolasyon ve identifikasyon akis semasi Sekil 2.2.”de
gosterilmistir.

Sekil 2.2. Termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyon ve identifikasyon akis semasi (Anon.,1995).
2.2.3.3.1. Gram Boyama

Kanli agarda tireyen siipheli kolonilerden 6ze ile alinip, Gram boyama yapilmuistir.
Hazirlanan preperat iizerine immersiyon yagi damlatilarak, mikroskobun (YS2-H
Iest ornegi (x g veya x ml)

Preston Brot (9x ml)

mCCDA

Kanli agar (% 5 koyun kanr)

Hippurat hidrolizi Brucella brot

Miiller Hinton Agar

Nalidiksik asit

Sefalotin duyarlilik testi

Gram Boy.

Katalaz

Oksidaz
Hareketlilik

Mikroaerofilik

2°C24h
Mikroaerofilik
42°C48-72h
37°C
(Su banyosunda) 2 h
25°C’ de iireme

Karbonhidrat Fer.

H2S olusumu
Mikroaerofilik
37°C24h
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Nikon, Japan) 100’liikk objektivinde incelenmistir. Mikroskobik bakida Gram negatif,
icbukey, virgiil veya spiral formda goriilen mikroorganizmalar Campylobacter spp.
olarak degerlendirilmistir. Gram boyama sonrasi C. jejuni’ye ait goriiniim Sekil

2.3.’de gosterilmistir.
Sekil 2.3. Gram boyamada termofilik Campylobacter tiirlerinin mikroskobik gériintiisii

2.2.3.3.2. Katalaz Testi



Katalaz testi amaciyla, 6ze yardimiyla kanli agardan alinan bakteri kolonisi, lam
iizerinde bir 6ze dolusu % 3’liikk H20z2 soliisyonu ile karistirilmistir. Karisimi
takiben, 1-2 saniye icerisinde gaz kaba rciklariin olusumu, pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir.

2.2.3.3.3. Oksidaz Testi

Oksidaz testi, bu amagla hazirlanmis hazir test kitleri (Oxoid BR 64A) kullanilarak
yapilmistir. Bunun i¢in, test edilecek siipheli kolonilerden 6ze ile alinarak oksidaz
sticklere siiriilmiistiir. Bunu takiben, 10-20 sn’de goriilen menekse- mor renk, pozitif
reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

Sekil 2.4. Termofilik Campylobacter tiirlerinin oksidaz test sonucu
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2.2.3.3.4. Hareketlilik Testi

Hareketlilik muayenesi i¢in dncelikle, kanli agarda iireyen test edilecek siipheli
kolonilerden 6ze ile alinarak lamin {izerinde fizyolojik tuzlu su ile siispanse
edilmistir. Bunu takiben hazirlanan preparat, faz kontrast mikroskopta 100’liik
immersion objektivinde incelenmistir. Mikroskopik bakida, hizl1 ve spiral formda
hareketlilik pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

2.2.3.3.5. Hippurat Hidroliz Testi

Hippurat hidroliz testi i¢in, taze olarak sodyum hippurat ¢ozeltisi hazirlanarak steril
tiiplere 0.4’er ml dagitilmistir. Bunu takiben, kanli agarda iireyen test edilecek
kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak, sodyum hippurat ¢ozeltisi ile karistirilmis ve su
banyosunda 37°C’de 2 saat siireyle inkiibe edilmistir. _nkiibasyonu takiben, yeni
hazirlanmis ninhidrin ayiracindan 0.2 ml tiipiin i¢ yiizeyinden sodyum hippurat
cozeltisinin tizerine ilave edilmistir. Tiiplerde 10 dakika igerisinde olusan koyu mavi
renk pozitif, acik mavi ya da renk degisimi olusmamasi negatif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir.

Sekil 2.5. Hippurat hidrolizi testi

2.2.3.3.6. Antibiyotik Duyarllik Testi

Test edilecek stipheli kolonilerin, antibiyotik duyarlilik testleri Miieller Hinton
Agar’da (Oxoid CM377, % 5 koyun kani) yapilmistir. Bu amagla, test edilecek
kolonilerin kanli agarda iireyen bakteri kolonisinden 1-2 6ze dolusu alinarak,
icerisinde 1 ml Brucella Brot bulunan tiiplerde bakteri siispansiyonu hazirlanmastir.
Bunu takiben, bakteri slispansiyonlarindan 0.1 ml alinarak Miieller Hinton Agar’a

-+
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yayma plak metodu ile ekilmistir. Plaklar 37°C’de 10 dakika kurutulduktan sonra,
plaklarin belirli bir bolgesine Nalidiksik asit (30 pg), diger boliimiine sefalotin
(30ug) iceren antibiyotik diskleri konularak, 37°C’de 24 saat siireyle mikroaerofilik
ortamda inkiibasyona birakilmistir. _nkiibasyonu takiben, disklerin etrafinda 0.6 mm
ve daha genis ¢apta zon olusumu etkenlerin duyarli, zon olusmamasi veya daha

kiigiik zon olusmasi ise etkenlerin direngli oldugu seklinde yorumlanmustir.
Sekil 2.6. Miiller Hinton Agar’da antibiyotik duyarlilik testi

2.2.3.3.7. Karbonhidrat Fermentasyon Testleri, H2S Olusumu ve 25°C’de
Ureme

Test edilecek siipheli kolonilerin karbonhidrat fermentasyon testleri ile H2S
olusturma yetenekleri, Triple Sugar Iron Agar’da (Oxoid CM277) test edilmistir. Bu
amagla, 1 ml Brucella Brot igerisinde hazirlanmis olan bakteri stispansiyonundan 1
0ze dolusu alinip, yatik olarak hazirlanmis olan TSI agara inokule edilmistir.



_nokulasyonu takiben, tiipler mikroaerofilik ortamda 37°C’de 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. _nkiibasyon sonrasi, renk degisiminin olusmamasi
C. jejuni yoniinden pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

a.b.

Sekil 2.7.Triple Sugar Iron Agar’da karbonhidrat fermentasyon ve H2S olusumu Testi. Ekim 6ncesi
gOriiniim (a), ekim sonrasi goriiniim (b)

Nalidiksik Asit
Nalidiksik Asit
Sefalotin
Sefalotin

E’g;\tif kontrol C. jejuni

P_uzwlilc

jejuni

veya C.coli
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Termofilik Campylobacter tiirlerinin 25°C’de lireme yeteneginin saptanmasi
amaciyla Brucella Brot’daki bakteri silispansiyonundan 1-2 6ze dolusu alinip, kanl
agara cizilerek, 25°C’de 2-5 giin siireyle mikroaerofilik ortamda inkiibasyona
birakilmis ve lireme y6niinden incelenmistir. Termofilik Campylobacter tiirlerinin

izolasyon ve identifikasyonunda kullanilan testler Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.
Cizelge 2.1. Termofilik Campylobacter tiirlerinin identifikasyonunda kullanilan testler (Anon., 1995).
Karakteristikler C. jejuni C. coli C. lari C.upsaliensis

Hippurat Hidrolizi + - - -

H>S iiretimi - + veya zayif - -

Karbonhidrat ferm. - - - -

25°C’de tireme - - - -

Nalidiksik asit Duyarli Duyarli Direngli Duyarl

Sefalotin Direngli Direngli Direngli Duyarl

Katalaz + + + - veya zayif

Oksidaz + + + +

2.2.3.4. C. jejuni Suslarinin Dondurulmasi

Kiiltiir teknigi ile C. jejuni olarak identifiye edilen suslar, PCR teknigi ile
dogrulanmak amaciyla -70 °C’de muhafaza edilmistir. Bu amagla, Brucella brot
icerisinde siispanse edilen suslar, Gorman ve Adley (2004) tarafindan 6nerilen
metoda gore % 20 gliserol eklenerek cryobanklar igerisinde -70°C’ye kaldirilmaistir.
2.2.3.5. C. jejuni Suslarinin Cozdurdlmesi

PCR teknigi ile dogrulanmak amaciyla -70°’de cryobanklarda muhafaza edilen
suslar, kullanilacaklar1 giin igerisinde kirilmis buz bulunan kaplar igerisine
yerlestirilerek, +4°C’de ¢ozlinmeleri saglanmustir.

2.2.3.6. PCR Teknigi ile C. jejuni Suslarinin Dogrulanmasi

Bu ¢alismanin ikinci asamasinda, klasik kiiltiir teknigi ile C. jejuni olarak belirlenen
suslarin PCR teknigi ile dogrulanmasi yapilmistir. Bu amagla, -70°C’de muhafaza
edilen suslar ¢dziindiiriildiikten sonra, 1-2 6ze dolusu CCD agara gegcilerek, 42°C’de
24-48 saat slireyle mikroaerofilik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. _nkiibasyon
sonrast CCD agarda iireyen kolonilerden alinarak, 1 ml steril bidistile su i¢erisinde
stispanse edilip, 95°C’de 10 dakika siireyle su banyosunda (Memmert WB/OB 7-45,
WBU 45) tutulmustur. Su banyosundan ¢ikartilan drnekler, 4°C’de 10.000 rpm’de
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(Eppendorf Centrifuge 5417R) 5 dakika santrifiij edilerek DNA ekstraksiyonu
saglanmustir.

2.2.3.6.1. PCR Teknigi

PCR kosullarinin optimizasyonunu takiben, Gonzales ve ark. (1997) tarafindan
onerilen protokol geregi, CEUE gen sekansini olusturan primer ciftleri (Metabion)
kullanilarak PCR islemi yapilmuistir.

Bu amagla, Gonzales ve ark.’nin (1997) 6nerdigi protokol geregi toplam 25 pl



hacimde optimum konsantrasyonlar su sekilde kullanilmistir: 50 mM KCl, 10 mM
Tris-HCI (pH 8.3), 1.5 mM MgClz, 0.2 mM deoksiriboniikleotid karisimi, 1 pM her
bir primerden, 0.5 U Taq polymerase (Metis). Tiim karisim bir ependorf tiipe
konularak, tizerine 2 ul DNA 6rnegi ilave edilerek mineral yag ile kapatilmustir.
Ornekler thermal cycler’da (Biometra Personel Cycler) 30 dongii gegirecek
bigimde tutulmustur. Thermal Cycler’da 94 °C’de 30 saniye, 57 °C’de 30 saniye,
72°C’de 1 dakika, 94 °C’de 3 dakika ve son asamada 72 °C’de 5 dakika tutulduktan
sonra ornekler 4°C’de muhafaza edilmistir. Bunu takiben PCR amplifikasyon
tirtinlerinden 10 pl alinarak, 2 pl phicol brom phenol blue ile boyanmustir.
Elektroforez (Biometra Agagel Maxi, B15359) islemi, 1 pl/ml ethidium bromide
iceren % 1.5 agaroz jelde, 100 Volt altinda (Biometra Powerpack P25) 1 saat
yiirtitiilerek yapilmistir. Daha sonra agaroz jel transiliimiinatore (Biometra TI1 UV)
transfer edilerek, DNA Marker yardimiyla ceuE’nin 793 bp’lik amplifikasyon
tirtinleri ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

2.3. statistiksel Analizler

Mikrobiyolojik analiz bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi i¢in Ki Kare Testi
kullanilmistir. Bu amagla SPSS (11.5) istatistik hazir paket programi kullanilmustir.
_statistiksel analizler 6rneklerden izole edilen C. jejuni verileri dikkate alinarak
mevsimsel ve isletmeler arasindaki farkliliklar yoniinden yapilmistir (SPSS, versiyon
11.5, Ref. N0:9024147)
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3. BULGULAR

3.1. Klasik kaltar teknigi ile 6rneklerde termofilik Campylobacter tirlerinin
bulunusu

Bu calismada, 2004 ve 2005 yillarinda sicak aylar (mayis, haziran, temmuz, agustos)
ve soguk aylarda (kasim, aralik, ocak, subat) iki farkli pili¢ kesimhanesinden alinan
toplam 384 ornekte (160 adet pili¢ boyun derisi, 160 adet pili¢ bagirsak igerigi, 32
adet su ve 32 adet yem 6rnegi) klasik kiiltiir teknigi kullanilarak termofilik
Campylobacter tiirlerinin varliginin belirlenmesi ile klasik kiiltiir teknigine gore C.
jejuni olarak belirlenen izolatlarinin PCR teknigi ile dogrulanmasi amaglanmustir.
Bu amagla, alinan toplam 384 6rnegin 248’inin (% 64.58) kiiltlir yonteminde
termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugu ortaya konmustur. Alinan
orneklerde termofilik Campylobacter tiirlerinin dagilimi incelendiginde, 160 boyun
derisi 6rneginin 138’inin ( % 86.25), 160 bagirsak igerigi 6rneginin 106’smin (%
66.25) ve 32 su 6rneginin 4’tiniin (% 12.50) termofilik Campylobacter tiirleri ile
kontamine oldugu saptanmistir. Alinan 32 adet yem 6rneginin higbirinde (% 0) ise
termofilik Campylobacter tiirleri bulunamamustir.

C. jejuni ise alinan toplam 384 6rnegin 207’sinde (% 52.34) saptanmustir.

Ayni sekilde, C. jejuni’nin 6rnek bazinda dagilimi incelendiginde 160 boyun derisi
orneginin 122’sinin (% 76.25), 160 bagirsak igerigi 6rneginin 82’sinin (% 51.25) ve
32 su 6rneginin 3’tiniin (% 9.38) C. jejuni ile kontamine oldugu belirlenmistir.
Calisma kapsaminda alinan tiim 6rneklerde, termofilik Campylobacter tiirleri ile C.
jejuni’nin dagilimna iliskin sonuglar Cizelge 3.1. ve Sekil 3.1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Orneklerde termofilik Campylobacter spp. ve C. jejuni’nin bulunusu
Ornek tipi Termofilik Campylobacter spp.

Pozitif 6rnek sayisi/incelenen drnek

sayist (% pozitif)

C. jejuni

Pozitif 6rnek sayisi/incelenen drnek



sayist (% pozitif)

Pili¢ boyun derisi 138/160 (% 86.25) 122/160 (% 76.25)
Bagirsak icerigi 106/160 (% 66.25) 82/160 (% 51.25)
Su 4/32 (% 12.50) 3/32 (% 9.38)

Yem 0/32 (% 0.0) 0/32 (% 0.0)

Toplam 248/384 (% 64.58) 207/384 (% 52.34)

0

Boyun Derisi Bagirsak

icerigi

Su Yem

Termofilik

Campylobacter spp.

C.jejuni )

Sekil 3.1.0rneklerde termofilik Campylobacter tiirleri ve C. jejuni’nin bulunusu.

Bu ¢alismada, 6rnekler iki farkli pili¢ kesimhanesinden alinmistir. Bu gercevede A
isletmesinden alinan 80 boyun derisi 6rneginin 72’sinin (% 90.00), 80 bagirsak
igerigi Orneginin 58’inin (% 72.50) ve kiimes suluklarindan alinan 16 su 6rneginin
2’sinin (% 12.50) termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugu
saptanmistir. Ayni sekilde A isletmesinden alinan 80 boyun derisi 6rneginin 64’{inde
(% 80), 80 bagirsak icerigi 6rneginin 50°sinde (% 62.50) ve suluklardan alinan 16 su
orneginin 1’inde (% 6.25) C. jejuni kontaminasyonu tespit edilmistir.

Buna ilaveten, B isletmesinden alinan 80 boyun derisi 6rneginin 66’sinin

(% 82.50), 80 bagirsak icerigi 6rneginin 48’inin (% 60.00), kiimes suluklarindan
alinan 16 su drneginin 2’sinin (% 12.50) termofilik Campylobacter tiirleri ile
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kontamine oldugu ortaya konmustur. Benzer sekilde B isletmesinden alinan 80
boyun derisi 6rneginin 58’inde (% 72.50), 80 bagirsak icerigi drneginin 32’sinde
(% 40.00) ve suluklardan alinan 16 su 6rneginin 2’sinde (% 12.50) C. jejuni
kontaminasyonu saptanmistir. A ve B isletmesine ait bulgular Cizelge 3.2. ve Sekil

3.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. A ve B isletmesinden alinan 6rneklerde, termofilik Campylobacter tiirleri ve C. jejuni’nin
bulunusu.

A isletmesi B isletmesi

Pozitif 6rnek sayisi/incelenen drnek sayis1 (% pozitif)

Ornek tipi Termofilik

Campylobacter spp.

C. jejuni Termofilik

Campylobacter spp.

C. jejuni

Pilic boyun

derisi

72/80 (% 90) 64/80 (% 80) 66/80 (% 82.50) 58/80 (% 72.50)
Bagirsak

icerigi

58/80 (% 72.50) 50/80 (% 62.50) 48/80 (% 60.00) 32/80 (% 40.0)
Su 2/16 (% 12.50) 1/16 (% 6.25) 2/16 (% 12.50) 2/16 (% 12.50)
Yem 0/16 (% 0.0) 0/16 (% 0.0) 0/16 (% 0.0) 0/16 (% 0.0)
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Sekil 3.2. A ve B isletmesinden alinan drneklerde, termofilik Campylobacter tiirleri ve C. jejuni’nin
bulunusu.
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Bu calismada, A isletmesinden alinan 80 boyun, 80 bagirsak icerigi ve 16 su

ornegi olmak tizere toplam 176 6rnegin 115’inin (% 65.34) C. jejuni ile kontamine
oldugu saptanmistir. Ayni1 sekilde, B isletmesinden alinan 80 boyun, 80 bagirsak
icerigi ve 16 su 6rnegi olmak tizere toplam 176 drnegin 92’sinin (% 52.27) C. jejuni
ile kontamine oldugu ortaya konulmustur. Bu kapsamda, A isletmesinden alinan
orneklerde C. jejuni kontaminasyonu, B isletmesine oranla daha yiiksek (% 12.07)
diizeyde bulunmustur (Sekil 3.3.). Nitekim istatistiksel yonden yapilan analizde de
isletmeler arasindaki farkliligin 6nemli oldugu (P<0.001) saptanmustir.

A isletmesi B isletmesi

C.jejuni

S(Jeliil 3.3. ki farkli isletmeye gore, C. jejuni bulunus yiizdeleri

Bu calismada, mevsimsel farkliligin etkisini belirlemek amaciyla 6rnekler sicak
aylar (mays1s, haziran, temmuz, agustos) ile soguk aylarda (kasim, aralik, ocak,
subat) alinmistir. Bu kapsamda sicak aylarda alinan 80 boyun derisi 6rneginin
69’unun (% 86.25), 80 bagirsak igerigi drneginin 67 sinin (% 83.75) ve kiimes
suluklarindan alinan 16 su 6rneginin 4’{iniin (% 25.00) termofilik Campylobacter
tiirleri ile kontamine oldugu saptanmustir. Benzer sekilde sicak aylarda incelenen 80
adet boyun derisi 6rneginin 57’sinde (% 71.25), 80 bagirsak icerigi 6rneginin
56’sinda (% 70) ve kiimes suluklarindan alinan 16 su 6rneginin 3’tinde (% 18.75) C.
jejuni kontaminasyonu saptanmustir.

Yine soguk aylarda alinan 80 boyun derisi 6rneginin 69’ unun (% 86.25) ve 80
bagirsak igerigi 6rneginin 39 unun (% 48.75) termofilik Campylobacter tiirleri ile
kontamine oldugu saptanmistir. Kiimes suluklarindan alinan 16 su 6rneginin ise
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higbirinde termofilik Campylobacter tiirleri tespit edilememistir. Benzer sekilde,
soguk aylarda incelenen 80 boyun derisi drneginin 65’inde (% 81.25) ve 80 bagirsak
icerigi drneginin 26’sinda (% 32.50) C. jejuni kontaminasyonu saptanmistir. sicak
aylarda ve soguk aylarda termofilik Campylobacter tiirleri ve C. jejuni’nin bulunusu

Cizelge 3.3. ve Sekil 3.4.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Sicak aylarda ve soguk aylarda alman 6rneklerde termofilik Campylobacter tiirleri ve
C. jejuni’nin bulunusu.

Sicak Aylar Soguk Aylar

Pozitif 6rnek sayisi/incelenen drnek sayisi (% pozitif)

Ornek tipi Termofilik

Campylobacter spp.

C. jejuni Termofilik

Campylobacter spp.

C. jejuni

Boyun

derisi

69/80 (% 86.25) 57/80 (% 71.25) 69/80 (% 86.25) 65/80 (%81.25)
Bagirsak

icerigi

67/80 (%83.75) 56/80 (%70.0) 39/80 (%48.75) 26/80 (%32.50)
Su 4/16 (%25.0) 3/16 (% 18.75) 0/16 (%0.0) 0/16 (%0.0)

Yem 0/16 (%0.0) 0/16 (%0.0) 0/16 (%0.0) 0/16 (%0.0)

0
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Su Yem Boyun

Derisi

Bagirsak

icerigi

Su Yem

Sicak Aylar Soguk Aylar

Termofilik

Campylobacter spp.

C.jejuni

Sekil 3.4. Sicak aylarda ve soguk aylarda alinan 6rneklerde termofilik Campylobacter tiirleri ve C.
jejuni’nin bulunusu.

Sicak aylarda A isletmesinden alinan 40 boyun derisi 6rneginin 30’unda

(% 75.00), 40 bagirsak igerigi 6rneginin 33’iinde (% 82.50) ve kiimes suluklarindan
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alinan 8 su 6rneginin 1’inde (% 12.50) C. jejuni bulunmustur. Benzer sekilde, B
isletmesinden alinan 40 boyun derisi 6rneginden 27’sinin (% 67.50), 40 bagirsak
icerigi 0rneginden 23’iiniin (% 57.50) ve kiimes suluklarindan alinan 8 su 6rneginden
2’sinin (% 25) C. jejuni ile kontamine oldugu saptanmustir.

Soguk aylarda A isletmesinden alinan 40 boyun derisi 6rneginden 34’{iniin

(% 85.00) ve 40 bagirsak icerigi drneginden 17’sinin (% 42.50) C. jejuni ile
kontamine oldugu saptanmistir. Ayni sekilde, B isletmesinden alinan 40 boyun derisi
orneginin 31’inde (% 77.50) ve 40 bagirsak igerigi 6rneginin 9’unda (% 22.50) C.
jejuni belirlenmistir. Soguk aylarda, her iki isletmenin kiimes suluklarindan alinan 16
su orneginin hi¢birinde (% 0) C. jejuni kontaminasyonu saptanmamistir. _sletmelere
ve ornekleme zamanina bagli olarak alinan 6rneklerde termofilik Campylobacter
tiirleri ve C. jejuni’nin bulunusu Sekil 3.5.’te gosterilmistir.
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Sekil 3.5. sletmelere ve 6rnekleme zamanina bagli olarak alinan 6rneklerde termofilik
Campylobacter tiirleri ve C. jejuni bulunusu.

Bu calismada, her iki isletmeden sicak aylarda alinan 80 boyun, 80 bagirsak

icerigi ve 16 su 0rnegi olmak iizere toplam 176 6rnegin 116’sinda (% 65.90) C.
jejuni saptanmustir. Ayni sekilde, her iki isletmeden soguk aylarda alinan 80 boyun,
80 bagirsak igerigi ve 16 su drnegi olmak iizere toplam 176 6rnegin 91’inin

(% 51.70) C. jejuni ile kontamine oldugu ortaya konulmustur. Bu bulgulardan da
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anlasilacagi lizere, sicak aylarda alinan 6rneklerde C. jejuni kontaminasyonu soguk
aylara oranla daha yiiksek (% 14.20) diizeyde bulunmustur. Nitekim istatistiksel
yonden yapilan analizde de mevsimsel farkliligin 6nemli oldugu (P<0.05)
saptanmuistir (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. Sicak ve soguk aylara gore 6rneklerde C. jejuni bulunus yiizdesi.

3.2. _dentifikasyon sonuglari

Bu ¢alismada, incelenen 384 6rnekte 1220 adet termofilik Campylobacter susu
izole edilmistir. _zole edilen suslarin yapilan identifikasyon testleri sonucunda

649’unun C. jejuni, 515’inin C. coli, 56’smin C. lari oldugu saptanmis olup, bunlara



iliskin bulgular Sekil 3.7.’de gdsterilmistir.
5342% %

5% C.jejuni

C.coli

C.lari

Sekil 3.7. Tiim 6rneklerden izole edilen termofilik Campylobacter tiirlerinin dagilimi
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3.3. PCR sonuglari

Calismanin ikinci asamasinda klasik kiiltiir teknigi ile C. jejuni olarak belirlenen
suslarin PCR teknigiyle dogrulanmasi yapilmistir. Bu amagla, klasik kiiltiir
tekniginde C. jejuni olarak belirlenen toplam 207 susun PCR tekniginde 171’inin

(% 82.00) C. jejuni oldugu saptanmustir. PCR amplifikasyon iiriinlerinin elektroforez
islemini takiben transiliimiinatdrde gériiniimii Sekil 3.8.’de gosterilmistir.

Sekil 3.8. PCR amplifikasyon tiriinlerinin elektroforez islemini takiben transiliimiinatorde goriiniimil.

1 ve 20 DNA marker, 2-4-5-9-10-11-13-18 negatif sonug, 3-6-7-8-12-16-17-19 pozitif sonuglar, 15
pozitif kontrol, 14 negatif kontrol (bidistile su).
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada, 2004 ve 2005 yillarinda sicak aylar (mayis, haziran, temmuz, agustos)
ve soguk aylarda (kasim, aralik, ocak, subat) iki farkli pili¢ kesimhanesinden alinan
toplam 384 6rnekte (160 adet pilic boyun derisi, 160 adet pili¢ bagirsak igerigi, 32
adet su ve 32 adet yem Ornegi) klasik kiiltiir teknigi kullanilarak termofilik
Campylobacter tiirlerinin varligi ile klasik kiiltiir teknigine gore C. jejuni olarak
belirlenen izolatlarinin PCR teknigi ile dogrulanmasi yapilmustir.

Bu amagla alinan toplam 384 6rnegin 248’inin (% 64.58), termofilik

Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugu saptanmustir. Alinan 6rneklerde
termofilik Campylobacter tiirlerinin dagilimi incelendiginde, 160 boyun derisi
orneginin 138’inin ( % 86.25) termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugu
bulunmustur. Jorgensen ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢calismada, 181 boyun derisi
orneginin 157’sinde (% 86.74) termofilik Campylobacter tiirlerinin varligini rapor
etmislerdir. Benzer sekilde, Berndtson ve ark. (1992) kesim sirasinda 6rnekledikleri
100 adet pilice ait boyun derisi, karin boslugu ve gogiis etinde termofilik
Campylobacter tiirlerinin ortalama % 83.00 diizeyinde bulunmasina karsin, boyun
derisi 6rneklerinde termofilik Campylobacter tiirlerinin % 89.00 diizeyinde
bulundugunu bildirmislerdir. Berrang ve ark. (2000) swap teknigi ile aldiklar1 120
g0Ogiis derisi 6rneginin 95’inin (% 79.16) termofilik Campylobacter tiirleri ile
kontamine oldugunu bildirmislerdir. Rivoal ve ark. (1999) 10’ar adet pili¢ boyun
derisi 0rnegini gruplandirarak, 1 6rnek kabul ettikleri ¢alismada 20 grup incelemisler
ve bu gruplardan 18’inin (% 90.00) termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine
oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilarin (Berndtson ve ark.1992; Rivoal ve ark.
1999; Berrang ve ark. 2001; Jorgensen ve ark. 2002) sonuglari ile bu ¢calismanin
sonuglart uyum gostermektedir.

Yine Harrison ve ark. (2001), ¢alismalarinda pili¢ gégiis 6rneklerinde

termofilik Campylobacter tiirlerinin % 82.00 diizeyinde bulundugunu bildirmislerdir.
Kramer ve ark. (2000) ise kesimhaneden aldiklar1 125 adet pili¢ karkas 6rneginde
termofilik Campylobacter tiirlerini % 83.20 oraninda saptamislardir.
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Buna karsilik, Denis ve ark. (2001) pili¢ kesimhanesinde sogutma islemini

takiben aldiklar1 49 adet boyun derisi swap drneginde, termofilik Campylobacter
kontaminasyonun % 44.80 diizeyinde bulundugunu bildirmislerdir. Bu farkliligin
muhtemelen 6rneklerin sogutma sonrasi alinmasindan ve 6rnekleme tekniginin farkl



olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Nitekim Lindblad ve ark. (2006) sogutma
islemi sonrasi pili¢ karkaslarinda, Campylobacter spp. insidensinin azaldigini rapor
etmislerdir.

Castillo-Ayala ve ark. (1993) yaptiklar1 calismada, 32 adet derisiz gogiis

orneginin sadece 12’sinin (% 37.50) termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine
oldugunu bildirmislerdir. Castillo-Ayala ve ark.’nin (1993) bulgular ile bu
calismanin bulgular1 arasinda farklilik bulunmakta olup, bu farkliligin muhtemelen
orneklerin derisiz olusundan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Nitekim arastirmacilar
(Uyttendaele ve ark. 1999; Berrang ve Dickens 2000) derili pili¢ etlerinde, termofilik
Campylobacter tiirlerinin derisiz 6rneklere gore, daha yiiksek diizeyde bulundugunu
bildirmislerdir. Buna iliskin olarak yapilan bir ¢alismada, (Savasgi, 2005) derili 127
adet pili¢ parga eti 6rneginin, 106’sinin (% 83.40) termofilik Campylobacter tiirleri
ile kontamine oldugu saptanmustir.

Pamuk (2006) yaptigi ¢alismada, piyasada agik olarak satisa sunulan 210 pili¢
karkasinin, 141’inin (% 67.14) termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine
oldugunu bildirmektedir. Arastirmacinin karkaslarda bildirdigi % 67.14’liik
termofilik Campylobacter diizeyi ile, bu ¢alismanin boyun deri 6rneklerine iliskin
bulgular1 arasinda farklilik bulunmakta olup, bu farkliligin muhtemelen 6rnekleme
teknikleri ile alinan ornekler arasindaki farkliliktan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir.
Bu ¢alisma kapsaminda, alinan boyun derisi 6rneklerinden izole edilen

termofilik Campylobacter tiirlerinin identifikasyonu sonucu, 160 boyun derisi
orneginin 122’sinin (% 76.25) C. jejuni ile kontamine oldugu saptanmistir. Rivoal ve
ark. (1999) 10’arli gruplar halinde aldiklar1 20 adet boyun derisi 6rneginin (n=200)
16’sinda (% 80.00) C. jejuni kontaminasyonu saptamislardir. Ono ve Yamamoto
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(1999) ise, pili¢ kesimhanesinden i¢ organ ¢ikartma islemini takiben aldiklari, 44
pili¢ karkas 6rneginde C. jejuni kontaminasyonunun % 77.8 diizeyinde oldugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde, talya’da yapilan bir ¢alismada kesimhanelerden
alinan 213 pili¢ karkasinda % 72.16 diizeyinde C. jejuni kontaminasyonu oldugu
bildirilmistir (Manfreda ve ark., 2006). Yine Willis ve Murray (1997) marketlerde
satisa sunulan 330 pili¢ karkas 6rneginin, 229 unun (% 69.00) C. jejuni ile
kontamine oldugunu rapor etmislerdir. Giilmez (1999) taze pili¢ karkaslarinda, C.
jejuni kontaminasyonunun % 72 diizeyinde bulundugunu bildirmistir. Savasgi (2005)
ise 127 adet pili¢ parga etinin 95’inde (% 74.8) C. jejuni kontaminasyonu saptamistir.
Arastirmacilarin bulgular1 (Willis ve Murray, 1997; Giilmez, 1999; Ono ve
Yamamoto, 1999; Savasci, 2005; Manfreda ve ark., 2006) ile bu ¢alismanin bulgular
genelde birbirini teyit etmektedir. Berndtson ve ark. (1992) kesim islemi sirasinda
aldiklari, toplam 79 pili¢ boyun derisi swap orneklerinin, 70’inin (% 89.00) C. jejuni
ile kontamine oldugunu bildirmislerdir. Jorgensen ve ark. (2002) yaptiklar
calismada, 181 boyun derisi 6rneginden izole edilen 425 termofilik Campylobacter
izolatinin % 98.00’inin C. jejuni oldugunu rapor etmislerdir. Yine Berndtson ve ark.
(1996a) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, kesim isleminin sogutma asamasi
oncesi ve sonrasinda alinan boyun derisi 6rneklerinde, C. jejuni’nin sirastyla % 100
ve % 95.00 diizeyinde bulundugu bildirilmistir. Berndtson ve ark.’nin (1996b)
bulgulari, bu ¢alismada boyun deri 6rneklerinde saptanan C. jejuni diizeyinden (%
76.25) daha yiiksektir. Bu farkliligin, muhtemelen yetistirme asamasinda meydana
gelebilecek muhtemel C. jejuni kolonizasyonu ve bunun yani sira kesimhaneler
arasindaki islemsel farkliliklar ile mevsimsel, 6rnekleme teknikleri ve metodolojik
farkliliklardan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmiistiir.



Benzer sekilde Yildirim’da (1995) yaptigi calismada, kesimhanelerden aldigi
paketlemeye hazir pili¢ karkaslarinda C. jejuni diizeyinin, hava ile sogutulanlarda

% 84, su ile sogutulanlarda ise % 100 oldugunu bildirmistir. Yildiz ve Diker (1992)
yaptiklari ¢alismalarinda, iki farkli pili¢ kesimhanesinden kesimi takiben aldiklar
toplam 170 adet pili¢ karkasinin, 96’smin (% 56.00) C. jejuni ile kontamine
olduklarin bildirmislerdir. Bir baska ¢alismada, Pamuk (2006) Afyon ilinde acik
olarak satisa sunulan 210 adet pili¢ karkasinin 101’inden (% 50.24) C. jejuni izole
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ettigini bildirmistir. Uyttendaele ve ark. (1999) ise Belgika’da yaptiklari
calismalarinda, marketlerde satilan pilig eti 6rneklerinde % 28.5 diizeyinde C. jejuni
kontaminasyonu bildirmislerdir. Pamuk (2006) ile Uyttendaele ve ark.’nin (1999) C.
jejuni’ye iliskin bulgulari, bu ¢alismada boyun deri 6rneklerinde saptanan C. jejuni
diizeyinden (% 76.25) daha diistiktiir. Bu farkliligin muhtemelen 6rnekleme teknigi,
ornekleme zamani ile 6rnekler arasi farkliliklardan kaynaklanabilecegi
diistiniilmuistiir.

Bu calismada, 160 bagirsak igerigi 6rneginin 106’smin (% 66.25) termofilik
Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugu ortaya konulmustur. Bu ¢alismanin
bulgulariyla uyum gosteren, Cox ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada 35 adet
siiriiden alinan toplam 875 adet disk1 6rneginin, 542’sinin (% 62.00) termofilik
Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugu bildirilmistir. Yine benzer ¢alismalarda,
kesimhanelerden alinan bagirsak icerigi 6rneklerinin, Musgrove ve ark. (2001)

% 63.30, Saleha (2002) % 72.63 tiniin termofilik Campylobacter tiirleriyle
kontamine oldugu bildirilmis olup, arastirmacilarin bulgulari ile bu ¢alismanin
sonuglar1 uyumludur. Ancak Jacobs-Reitsma ve ark. (1995) ile Rivoal ve ark. (1999)
calismalarinda, bagirsak icerigi orneklerinin termofilik Campylobacter tiirleri ile
sirastyla % 82.00 ve % 85.71 diizeyinde kontamine oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilarin sonuglari, bu ¢alismada elde edilen bulgulardan (% 66.25) yiiksek
olup, bu farkliligin muhtemelen kiimes hijyeni, siiriiler aras1 farklilik ile 6rnekleme
zamanindan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir. Nitekim bazi arastirmacilar,
(Pearson ve ark. 1996; Doyle ve Roman 1982a; Jones ve ark. 1991b) bagirsak icerigi
orneklerinde termofilik Campylobacter tiirlerinin bulunusunun, % 0-100 arasinda
degiskenlik gosterebilecegini bildirmislerdir. Franchin ve ark. (2005) ise 24 kloakal
swap orneginin 18’inin (% 75.00), termofilik Campylobacter tiirleriyle kontamine
oldugunu rapor etmislerdir.

Bununla birlikte, Berndtson ve ark. (1996b) pili¢ kiimeslerindeki altliklardan
aldiklar1 316 diski 6rneginin, 97’sinde (% 31.00) termofilik Campylobacter tiirlerinin
bulundugunu bildirmislerdir. Arastirmacilarin bulgular ile bu ¢alismanin bulgulari
arasindaki farklilik, muhtemelen 6rnek tipleri arasindaki farkliliga baglanabilir.
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Nitekim, Ramabu ve ark. (2004) kuru 6rneklerde termofilik Campylobacter
tiirlerinin, gerek diisiik rutubet gerekse oksijene maruz kalmalar1 sonucu,
canliliklarin1 koruyamadiklarini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada, bagirsak icerigi 6rneklerinden izole edilen termofilik

Campylobacter tiirlerinin identifikasyonu sonucu, 160 bagirsak igerigi 6rneginin
82’sinde (% 51.25) C. jejuni saptanmustir. Benzer konuda yapilan ¢alismalarda,
bagirsak igerigi orneklerinde C. jejuni’nin Diker ve ark. (1987a) % 42.70, Diker ve
ark. (1987b) % 50.70, Beery ve ark. (1988) % 55.60, Diker ve Yardimci (1989)

% 39.10, Stern ve ark. (2001) % 40.90, Saleha (2002) % 51.50, Shreeve ve ark.
(2002) % 53.00, Herman ve ark. (2003) % 54.00 diizeyinde bulundugu bildirilmis



olup, arastirmacilarin sonuglari ile bu ¢alismanin bulgular1 genelde uyum
gostermektedir.

Bununla birlikte, bazi arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda bagirsak

icerigi drneklerinde, C. jejuni’nin Pearson ve ark. (1996) % 36.70, Refrégier-Petton
ve ark. (2001) % 31. 70, Ertas ve ark. (2002) % 14, Miwa ve ark. (2003) ise % 22.20
diizeyinde bulundugunu bildirmektedirler. Arastirmacilarin bagirsak igerigi
orneklerinde, C. jejuni’nin bulunusuna iliskin bulgulari bu ¢alismada saptanan

% 51.25 diizeyinden diisiik olup, bu farkliligin muhtemelen kiimes hijyeni, siiriiler
aras1 farklilik ile 6rnekleme zamanindan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.
Yardime ve ark. (2002) yaptiklari calismada, deneysel olarak oral yolla C. jejuni ve
C. coli ile infekte edilen civcivlerin bagirsaklarinda, bakteriyel kolonizasyonun 3.
haftada % 100 olarak tamamlandigin1 ortaya koymuslardir.

Bu ¢alismada, kiimes suluklarindan alinan 32 su 6rneginin 4’iinde

(% 12.5) termofilik Campylobacter tiirleri saptanmistir. Alinan 6rneklerden 8’1 kase
suluklardan saglanirken, 24’1 damla suluk sisteminden alinmistir. Kase suluklardan
alinan 8 6rnegin 4’liniin (% 50.00), termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine
oldugu saptanmis, buna karsilik damla suluklardan alinan 6rneklerin hi¢birinde (% 0)
termofilik Campylobacter tiirleri saptanamamistir. Berndtson ve ark. (1996b)
yaptiklari ¢alismada, 18 pili¢ kiimesine ait kase suluk ve damla suluk sistemlerinden
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aldiklart su 6rneklerinden, sadece kase suluklarda % 21.00 diizeyinde kontaminasyon
oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan baska bir ¢calismada ise (Berndtson ve ark.,
1996a) pili¢ kiimeslerindeki kase suluklardan alinan 300 adet swap Grneginin
90’ninin (% 31.00), termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alismada, damla suluk sistemlerinden alinan 6rneklere iliskin
bulgular, Berndtson ve ark.’nin (1996b) damla suluk sistemlerinden aldigi 6rneklere
iliskin bulgular ile uyumludur. Ayni sekilde, bu ¢alismada kase suluklarda saptanan
bulgular (% 50.00), Berndtson ve ark. (1996a) ile Berndtson ve ark. (1996b)
bulgularindan (% 21-31) yiiksek olup, bu farkliligin muhtemelen 6rnek sayisi ile
kiimes hijyeninden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Benzer sekilde, yapilan bazi ¢calismalarda da (Jones ve ark. 1991a; Jones ve

ark. 1991b; Pearson ve ark. 1993) kase suluklardan alinan su dérneklerinin hig¢birinde,
termofilik Campylobacter tiirlerinin bulunmadigi rapor edilmistir. Ancak, Jones ve
ark. (1991b) ¢alismalarinda, kase su 6rneklerinde termofilik Campylobacter
tiirlerinin bulunmamasinin beklenmedik bir sonug¢ oldugunu ve bunun kiimes
igerisindeki 6lii pili¢lerin bulundurulmamasiyla iliskili olabilecegini bildirmistir.
Aymni sekilde, Evans ve Sayers’de (2000) 100 siiriiye ait kiimeslerden alinan, kase
klorlu su 6rneklerinin higbirinde, termofilik Campylobacter tiirlerinin bulunmadigini
bildirmislerdir.

Bu calismada, kiimes suluklarindan alman su 6rneklerinden izole edilen

termofilik Campylobacter tiirlerinin identifikasyonu sonucu, 32 su 6rneginin 3’iiniin
(% 9.38) C. jejuni ile kontamine oldugu ortaya konmustur. Kase suluklardan alinan 8
ornegin 3’1 (% 37.50) C. jejuni ile kontamine olmasina karsin, damla suluk
sistemlerinden alinan 6rneklerde C. jejuni saptanmamustir. Berndtson ve ark. (1996a)
pili¢ kiimeslerindeki kase suluklardan aldiklari, 300 adet swap Grneginin 72’sinde
(% 24.00) C. jejuni saptamislardir. Ayni sekilde baska bir ¢alismada da (Berndtson
ve ark., 1996b) 18 pili¢ kiimesinin kase suluk ve damla suluk sistemlerinden alinan
su orneklerinden sadece, kase suluklarda % 18.00 diizeyinde C. jejuni
kontaminasyonu oldugu bildirilmistir.
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Ancak yapilan bazi ¢alismalarda, (Jones ve ark. 1991b; Pearson ve ark. 1993,

Evans ve Sayers 2000) pili¢ kiimeslerinden alinan kase su 6rneklerinde C. jejuni
bulunmadigi bildirilmistir. Arastirmacilarin sonuglari ile bu ¢alismanin sonuglari
arasinda farklilik bulunmakta olup, bu farkliligin muhtemelen kiimes hijyeni, siiriiler
arasi farklilik ile metodolojik farkliliktan kaynaklanmis olabilecegi diistintilmiistiir.
Bu ¢alismada, kiimeslerden alinan 32 adet yem 6rneginin higbirinde (% 0)
termofilik Campylobacter tiirleri bulunamamistir. Benzer sekilde yapilan
calismalarda, Jones ve ark. (1991b) ile Pearson ve ark. (1993) kiimeslerden aldiklar1
sirastyla 10 ve 18 adet yem 6rneginde, termofilik Campylobacter tiirlerini
saptamadiklarini bildirmislerdir. Yine, Berndtson ve ark. da (1996a) 18 adet
kiimesten aldiklar1 yem 6rneklerinin higbirinde, termofilik Campylobacter
tiirlerininin bulunmadigini rapor etmislerdir.

Bu ¢alismada, her iki isletmeden sicak aylarda alinan 80 boyun, 80 bagirsak

icerigi ve 16 su 0rnegi olmak iizere toplam 176 6rnegin 116’sinda (% 65.90) C.
jejuni saptanmustir. Ayni sekilde, her iki isletmeden soguk aylarda alinan 80 boyun,
80 bagirsak icerigi ve 16 su 6rnegi olmak {izere toplam 176 6rnegin 91’inin (%
51.70) C. jejuni ile kontamine oldugu ortaya konulmustur. Bu bulgulardan da
anlasilacagi iizere, sicak aylarda alinan 6rneklerde C. jejuni kontaminasyonu, soguk
aylara oranla daha yiiksek diizeyde (% 14.20) bulunmustur. Nitekim, istatistiksel
yonden yapilan analizde de mevsimsel farkliligin 6nemli oldugu (P<0.05)
saptanmustir. Bununla birlikte, alinan tiim 6rneklerdeki C. jejuni kontaminasyonu
sicak aylarda, soguk aylara oranla % 14.20 diizeyinde bir artis gostermekle birlikte,
Sekil 3.4.”de gortildiigli gibi soguk aylarda alinan boyun derisi rneklerindeki
termofilik Campylobacter tiirlerinin diizeyi, sicak aylarda alinan 6rneklerdeki
termofilik Campylobacter’lerin diizeyi ile benzerlik gostermektedir. Benzer sekilde
C. jejuni kontaminasyonu da soguk aylarda alinan boyun derisi 6rneklerinde, sicak
aylardaki orneklere oranla daha yiiksek diizeyde bulunmustur. Bu sonuglarin
muhtemelen 6rnekler farkli mevsimlerde alinmis olsada, 6rneklerin alindig:
kesimhane kosullarindan ve yeni kesilmis pili¢ karkaslarina ait olmasindan
kaynaklandigi diistiniilmiistir.
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Hudson ve ark. (1999) yaptiklar1 ¢alismada insan, hayvan, pili¢ eti ve su
orneklerinde kontaminasyonun sicak aylarda daha yiiksek (% 83.00) oldugunu, buna
karsin soguk aylarda daha diisiik (% 79.00) oldugunu bildirmislerdir. Pearson ve ark.
(1993) yaptiklar ¢alismada, C. jejuni kontaminasyonunun sicak aylarda belirgin
bigimde arttigini rapor etmislerdir. Meldrum ve ark.’da (2006) ii¢ y1l boyunca
kesimhanelerden aldiklari toplam 2228 adet pili¢ 6rneginde, C. jejuni’nin mevsimsel
dagilimim arastirdiklari ¢alismalarinda, bakterinin termofilik karakterine bagl
olarak, sicak aylarda insidensin arttigini belirtmislerdir. Ayni sekilde, yapilan bir
calismada da (Manfreda ve ark., 2006) kesimhaneden alinan 213 adet pili¢ eti
orneginde, C. jejuni’nin sicak aylarda daha fazla bulundugu saptanmistir. Bu
calismanin bulgulariyla uyum gosteren diger ¢alismalarda da (Stern 1995; Pearson ve
ark. 1996; Willis ve Murray 1997; Chen ve Stern, 2001; Herman ve ark. 2003) C.
jejuni’nin en fazla sicak aylarda saptandigi rapor edilmistir.

Bu ¢alismada, A isletmesinden alinan 80 boyun, 80 bagirsak igerigi ve 16 su

ornegi olmak {izere toplam 176 6rnegin 115’inin (% 65.34) C. jejuni ile kontamine
oldugu saptanmustir. Ayni1 sekilde B isletmesinden alinan 80 boyun, 80 bagirsak
icerigi ve 16 su ornegi olmak tizere, toplam 176 6rnegin 92’sinin (% 52.27) C. jejuni



ile kontamine oldugu ortaya konulmustur. Bu kapsamda A isletmesinden alinan
orneklerde, C. jejuni kontaminasyonu, B isletmesine oranla daha yiiksek diizeyde
(% 13.07) bulunmustur. Nitekim istatistiksel yonden yapilan analizde de, isletmeler
arasindaki farkliligin 6nemli oldugu (P<0.001) saptanmustir. _sletmeler arasindaki
farkliligin muhtemelen isletme hijyeni ve kesim tekniginin farkli olusundan
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte bu ¢alismada B isletmesi
teknik donanim ve kesim teknigi yoniiyle, A isletmesine gore daha modern bir
yapiya sahip olmakla birlikte, B isletmesinden alinan tiim 6rnekler de % 52.27
diizeyinde C. jejuni kontaminasyonu saptanmustir. Bu kontaminasyonda B
isletmesindeki kesim kapasitesinin yiliksek olmasinin, muhtemelen haslama tanki, tiiy
yolma makinesi ve i¢ organ ¢ikarma sonrasi goriilen ¢apraz kontaminasyon riskinin
artirdigi diistintilmiistir.
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Bu ¢alismanin ikinci asamasinda, klasik kiiltiir teknigi ile C. jejuni olarak

belirlenen suslarin PCR teknigi ile dogrulanmasi yapilmistir. PCR teknigi ile yapilan
dogrulama islemi sonucu incelenen 207 susun 171’inin (% 82.00) C. jejuni oldugu
saptanmistir.

Klasik kiiltiir teknigi ile C. jejuni olarak belirlenen suslarin, PCR teknigi ile
dogrulandigi ¢calismalarda elde edilen veriler arasinda farkliliklar bulundugu
goriilmektedir. Bazi arastirmacilar, PCR teknigi ile dogrulamasini yaptiklari

C. jejuni suslarmin PCR tekniginde % 100 diizeyinde saptandigini bildirmislerdir.
Bu baglamda, Gonzalez ve ark. (1997) ceuE genine 6zgii primer ile yaptiklari
calismalarinda, 12 adet C. jejuni susunun tamamini (% 100) PCR tekniginde
saptadiklarini bildirmislerdir. Ayni sekilde Ertas ve ark. da (2002) kiiltiir teknigi ile
pili¢ bagirsak igerigi ve karacigerlerden izole ettikleri C. jejuni suslarinin tamaminin
(% 100) ceuE gen sekansimi tasidiklarini saptamislardir. Benzer sekilde, Wang ve
ark. da (2002) ceuE genine 6zgii primer ile yaptiklari calismada, 70 adet C. jejuni
susunun tamaminin (% 100) multipleks PCR ile dogrulandigini bildirmislerdir.
Nayak ve ark. (2005) pili¢ kesimhanelerinden aldiklar1 bagirsak igerigi, karaciger ile
diareli hastalarin diski 6rneklerinden izole edilen C. jejuni suslarinin, ceuE gen
sekansini kullanarak PCR islemiyle % 97.00’sini dogruladiklarini bildirmislerdir.
Arastirmacilar ayrica, yliksek MgClz konsantrasyonlari (3.5 mM) ile elde edilen PCR
iiriinlerinin, elektroforez sonucunda daha belirgin bantlar olusturdugunu
bildirmislerdir.

Buna karsilik, On ve Jordan (2003) farkli Campylobacter tiirlerini

dogrulamak amaciyla, degisik primerler (23S rRNA, mapA, ceuE, hipO, putative
aspartokinase) ve bunlarin rastgele kombinasyonlariyla yaptiklar1 PCR islemlerinde,
% 84-100 arasinda spesifiklik bulundugunu ortaya koymuslardir.

Houng ve ark. (2001) ceuE genine 6zgii primer kullanarak yaptigi PCR islemi
sonucunda, kiiltiir tekniginde pozitif olarak belirlenen suslarin % 8.00’nin PCR
tekniginde dogrulanmadigini bildirmislerdir. Arastirmacilar negatif sonuglarin
nedenini, muhtemelen ekstraksiyon sirasinda koloniyle alinan besi yerlerinden
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kaynaklandigini bildirmislerdir. Nitekim Ng ve ark. da (1997) besi yeri iceriginde
bulunan pepton ve agar kalintisinin, PCR {iriinlerinin olusmasini inhibe ettiklerini
bildirmislerdir.

Danimarka’da yapilan bir ¢alismada da (Lund ve ark., 2004) klasik kiiltiir
tekniginde C. jejuni olarak saptanan 6 susun, PCR teknigi ile dogrulanamadigi
bildirilmistir. Benzer sekilde, Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada (Lawson ve ark.



1999) klasik kiiltiir tekniginde C. jejuni olarak belirlenen suslardan, % 9.60’sinin
PCR teknigi ile dogrulanamadigi rapor edilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada
(Waing ve ark. 2003) ise 309 adet C. coli susunun % 29’unun PCR tekniginde
saptanamadigi ortaya konulmustur. Arastirmacilar (Lawson ve ark. 1999; Waing ve
ark. 2003; Lund ve ark., 2004) klasik kiiltiir tekniginde C. jejuni olarak tanimlanan
suslarin, PCR teknigi ile dogrulanmamasinin muhtemel nedeninin, ekstraksiyonda
kullanilan hiicre yogunlugunun az olmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir.
Nitekim, Chandler ve ark. (1998) ile Wong ve ark. (2004) Campylobacter tiirlerinin
PCR teknigi ile saptanmasinda hiicre yogunlugunun 6nemli oldugunu
kaydetmislerdir.

Bazi arastirmacilar da (Denis ve ark. 1999; Ferner ve Engvall 1999; Hong ve

ark. 2003; Bae ve ark. 2005; Poulsen ve ark. 2005) PCR isleminde yanlis negatif
sonuglarin olusabildigini, bununda muhtemelen ekstraksiyon sirasinda olusan hiicre
kalintilarinin Tag DNA polymerasei inhibe etmelerinden, par¢alanmis hiicrelerden
ortaya ¢ikan metabolitlerin inhibitorik etkilerinden ve iyonlara baglanmalarindan,
uygun olmayan ekstraksiyon sonucu DNA’nin salinmamasindan
kaynaklanabilecegini kaydetmislerdir. Nitekim ekstraksiyon metodlarinin, PCR
sonuglarina etkisinin arastirildigi bir calismada (Mohran ve ark. 1998) DNA
ekstraksiyonunda kaynatma yontemi kullanildiginda 33 adet C. jejuni susunun
4’iiniin (% 12) PCR tekniginde negatif sonu¢ verdigini, buna karsin Proteinaz K-SDS
enzimi ile yapilan ekstraksiyon islemi sonucu tiim suslarin (% 100) PCR teknigi ile
saptandigi bildirilmistir.
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Keramas ve ark. ise (2004) pili¢ kesimhanelerinden aldiklar1 65 adet bagirsak
iceriginde, klasik kiiltiir teknigi ve Cj0047 ve hipO genlerine spesifik iki ayr1 primer
kullanarak PCR islemi yapmislardir. Calisma sonucunda, klasik kiiltiir tekniginde
orneklerin 35’inde (% 54.00), Cj0047 genine 6zgii primer ile yapilan PCR isleminde
46’sinda (% 71.00) ve hipO genine 6zgii primer ile yapilan PCR isleminde ise
40’1nda (% 62.00) C. jejuni saptadiklarini bildirmislerdir. Arastirmacilar, PCR
tekniginde primer se¢iminin 6nemli oldugunu ve sonuglari etkileyebilecegini rapor
etmislerdir.

Lilja ve Hanninen (2001) ise PCR-ELISA teknigi ile kiiltiir metodunu
karsilastirdiklart ¢alismada, klasik kiiltiir metodunda 37 6rnekte C. jejuni
saptamalarina karsilik, PCR-ELISA teknigi ile 6rneklerin 35’inde C. jejuni
saptamislardir. Arastirmacilar (Lilja ve Hanninen 2001) PCR tekniginde ortaya ¢ikan
negatif sonuglarin, ekstraksiyonda meydana gelen hatalardan kaynaklandigini ve
tekrar edilen calismalarda, pozitif sonug elde ettiklerini bildirmislerdir. Pamuk
(2006) yaptig1 calismada, kiiltiir teknigi ile C. jejuni olarak belirledigi 101 adet susun
PCR tekniginde 62’sinin (% 61.38) C. jejuni’ye 6zgii ceUE gen sekansini
bulundurdugunu bildirmistir.

Bazi arastirmacilar, klasik kiiltiir metodunda C. jejuni ile C. coli’nin

ayriminda kullanilan belirleyici hippurat hidrolizi testinin gorsel bir test olmasi
nedeniyle, bazen yanlis sonuglarin ortaya ¢ikabilecegini bildirmislerdir (Morris ve
ark., 1985; Bolton ve ark., 2002). Nitekim bu kapsamda yapilan ¢alismalarda da,
PCR tekniginin klasik kiiltiir metoduna oranla daha hizli ve duyarli oldugu, ayrica
ceuE geninin belirlenmesinin, klasik kiiltiir tekniginde C. jejuni ve C. coli’nin
ayriminda kullanilan hippurat hidrolizi testine gore, daha giivenilir oldugu
bildirilmistir (Giesendorf ve ark. 1992; Gonzalez ve ark., 1997; Rautelin ve
ark.,1999; Ertas ve ark., 2002; Wang ve ark. 2002).



Bu ¢alismada, klasik kiiltiir teknigi ile C. jejuni olarak belirlenen 207 susun

171°1 (% 82) PCR tekniginde dogrulanmistir. Bu bulgular, PCR islemi ile test edilen
C. jejuni suslarinin % 97-100 diizeyinde dogrulandigini bildiren arastirmacilarin
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(Gonzalez ve ark. 1997; Ertas ve ark. 2002; Wang ve ark. 2002; Nayak ve ark. 2005)
sonuglar1 ile uyum gostermemektedir. Bununla birlikte, calismalarinda PCR
isleminde C. jejuni suslarinin, kullanilan primerlere baglh olarak % 84-100 arasinda
dogrulandigini bildiren On ve Jordan (2003) ile yine PCR isleminde C. jejuni
suslarinin % 8.00 (Houng ve ark. 2001), % 9.6 (Lawson ve ark. 1999) ve

% 12.00’sinin (Mohran ve ark. 1998) negatif sonu¢ verdigini bildiren
arastirmacilarin sonuglari ile genelde uyumlu goriilmektedir. Mohran ve ark. (1998)
kaynatma metoduyla yapilan ekstraksiyon islemi sonucu, C. jejuni suslarindan
4’linlin dogrulanmamasina karsin, ayni suslarin Proteinaz K-SDS enzimi ile yapilan
ekstraksiyon islemi sonucu dogrulandigini bildirmislerdir. Ayni sekilde, Lilja ve
Hanninen’de (2001) PCR islemlerinde ortaya ¢ikan negatif sonuglarin, ekstraksiyon
islemlerinde meydana gelen hatalardan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Bazi
arastirmacilarin (Ng ve ark. 1997; Denis ve ark. 1999; Ferner ve Engvall 1999;
Houng ve ark. 2001; Hong ve ark. 2003; Bae ve ark. 2005; Poulsen ve ark. 2005)
bildirdigi gibi, ekstraksiyon sirasinda olusan besiyeri ve hiicre kalintilarinin, Taq
DNA polymerase’1 inhibe etmelerinin yani sira, parcalanmis hiicrelerden ortaya
¢ikan metabolitlerin inhibitorik etkileri ve iyonlara baglanmalari sonucu PCR
isleminde yanlis negatif sonuglarin goriilebilmesinin, muhtemelen bu ¢alismadaki
bazi suslarin dogrulanmamasinda rol oynamis olabilecegi diistiniilmiistiir.
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5. SONUC VE C")NER_LER

Campylobacter jejuni, dis kosullara duyarl olmasina karsin gerek minimal

infektif dozunun diisiik olmasi gerekse, pili¢ kesimhanelerindeki capraz
kontaminasyonlar nedeniyle pili¢ eti tiiketiminden kaynaklanan gida
infeksiyonlarinin en 6nemli etkenlerindendir. Tiirkiye’de pili¢ eti ve iiriinlerinin
tilketimindeki artis, halk sagligi agisindan C. jejuni’nin 6nemini artirmaktadir.

Bu ¢alismada, pili¢ kesimhanelerinden alinan boyun derisi ve bagirsak

igeriklerinin yani sira pili¢ kiimeslerinden alinan su ve yem ornekleri incelenmistir.
Calisma sonuglarinin da isaret ettigi gibi, drneklerin C. jejuni ile kontaminasyonu
mevsimsel bir degiskenlik gostermektedir.

Calisma sonucunda, klasik kiiltiir tekniginde C. jejuni olarak belirlenen 207

susun 171’1 (% 82.00) PCR tekniginde dogrulanmustir. C. jejuni’nin
identifikasyonunda 6nem arz eden hippurat hidrolizi ve antibiyotik direnglilik
testlerinin, tam ve giivenli olmamasi nedeniyle yanlis sonuglarin olusabilecegi goz
onitinde bulundurulmalidir. Bu nedenle, termofilik Campylobacter tiirlerinin
belirlenmesinde, tiirlere 6zgli primerler ile PCR tekniginin daha hizli ve giivenilir
olacagi diistiniilmektedir.

Biitlin bu verilerin 1s1ginda, pili¢ kesimhanelerinden alinan boyun derilerinde
termofilik Campylobacter tiirleri ile yiiksek diizeyde kontaminasyon bulunmaktadir.
Buna bagli olarak, yetistirme asamasinda meydana gelecek potansiyel bir bulasmanin
online gecilmesinin, kesimhanede meydana gelebilecek kontaminasyonu
azaltabilecegi goz Oniine alinmalidir. Pili¢ eti ve liriinlerinin hijyenik kalitesinin
saglanmasinda, ¢iftlikten masaya ulasana kadar gida giivenlik programlar1 ve
HACCEP sistemlerinin uygulanmasi 6nemlidir.
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OZET

Pilic Karkaslarina Ait Boyun Derilerinde Termofilik Campylobacter Turlerinin
Varligl Ve C. jejuni’nin PCR Teknigi ile Saptanmasi

Bu calismada, pili¢ kesimhanelerinde yeni kesilmis pili¢ karkaslarindan alinan pili¢
boyun derileri ve bagirsak icerigi ile pili¢lerin kesimhaneye getirildigi kiimeslerden
alinan yem ve su 6rneklerinde termofilik Campylobacter tiirlerini kiiltiir teknigi ile
belirleyerek, C. jejuni olarak saptanan suslarin, PCR teknigi ile dogrulanmasi
amaclanmistir.Bu amagla, iki farkli pili¢ kesimhanesinden sicak aylar (maysis,
haziran, temmuz, agustos) ve soguk aylarda (kasim, aralik, ocak, subat) 160 adet
pili¢ boyun derisi, 160 adet bagirsak igerigi ile 32°ser adet yem ve su 6rnegi olmak
tizere toplam 384 6rnek alinmistir. Alinan tiim 6rneklerde, termofilik Campylobacter
tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonunda zenginlestirme islemine dayali ISO (The
International Organization for Standardization, 10272) yontemi kullanilmaistir.
Calisma sonucunda, 384 6rnegin 248’sinin (% 64.58) termofilik

Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugu saptanmistir. Alinan 6rneklerde
termofilik Campylobacter tiirlerinin dagilimi incelendiginde, 160 boyun derisi
orneginin 138’inin ( % 86.25), 160 bagirsak icerigi 6rneginin 106’sin1n (% 66.25) ve
32 su 6rneginin 4’tiniin (% 12.5) termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine
oldugu saptanmuistir. ncelenen 32 adet yem 6rneginin higbirinde (% 0) ise termofilik
Campylobacter tiirleri bulunamamustir. C. jejuni ise alinan 384 6rnegin 207 sinde (%
52.34) saptanmis olup, 6rnek bazinda 160 boyun derisinin 122’sinde (% 76.25), 160
bagirsak iceriginin 82’sinde (% 51.25) ve 32 suyun 3’iinde (% 9.38) saptanmustir.

C. jejuni sicak aylarda alinan 176 6rnegin 116’sminda (% 65.90) bulunmasina
karsin, soguk aylarda alinan 176 6rnegin 91’inde (% 51.70) saptanmustir.
_statistiksel yonden yapilan analizde de, mevsimsel farkliligin 6nemli oldugu
(P<0.05) belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, klasik kiiltiir teknigi ile C. jejuni olarak

belirlenen suslarin, PCR teknigiyle dogrulanmasi yapilmistir. Bu amagla, klasik
kiiltiir tekniginde C. jejuni olarak belirlenen toplam 207 susun, PCR tekniginde
171”inin (% 82.00) C. jejuni oldugu dogrulanmustir.

Sonug olarak, pili¢ kesimhanelerinde yeni kesilmis pili¢ karkaslarindan alinan

pili¢ boyun derileri ve bagirsak iceriklerinin yiiksek diizeyde C. jejuni ile kontamine
oldugu ortaya konulmustur. Bu nedenle ¢iftlikten masaya gida giivenligi kapsaminda,
kiimes hijyeni ve kesim hijyeninin saglanmasi i¢in, kanath sektoériinde HACCP ve
GMP sistemlerinin uygulanmasi, meydana gelecek C. jejuni kontaminasyonunu
kontrol etmeye yardimci olacaktir.

Anahtar kelimeler: Bagirsak igerigi, C. jejuni, PCR, Pili¢ boyun derisi, Termofilik
Campylobacter spp.
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SUMMARY

Occurrence Of Thermophilic Campylobacter Species On Chicken Neck Skins
Taken From Poultry Slaughterhouse And Confirmation Of C. jejuni Isolates
Using PCR Technique

This study was designed to determine the presence of thermophilic Campylobacter
spp. using the conventional cultural technique from neck skin, intestinal contents of
slaughtered chickens, and water, feed samples of same flock taken at the farm level.
C. jejuni strains obtained using conventional cultural technique were confirmed using
the PCR technique. For this purpose totally 384 samples consisting of 160 chicken



neck skin, 160 intestinal content, 32 feed, and 32 water samples obtained from two
different slughterhouses on relative warm months (May, June, July, August) and
relative cold months (November, December, January, February). In all samples,
isolation and identification of thermophilic Campylobacter spp. held using the
enrichment based ISO (The International Organization for Standardization, 10272)
method.

The contamination with thermophilic Campylobacter spp. was detected in

248 (64.58 %) of 384 samples. Thermophilic Campylobacter spp. contamination on
neck skin, intestinal content, and water samples were 86.25 %, 66.25 %, and 12.5 %
respectively. None of the 32 feed samples were found to be contaminated with
thermophilic Campylobacter spp. C. jejuni contamination detected in 207 ( 52.34 %)
of 384 samples. The distrubution of C. jejuni contamination in samples were, 122
(76.25 %) of 160 neck skin, 82 (51.25 %) of 160 intestinal content, 3 (9.38 %) of 32
water samples. Totally 176 samples were taken in hot months, and 116 (65.90 %)
were found to be contaminated with C. jejuni. On the other hand 91 (51.70 %) of 176
samples taken on cold months were found to be contaminated with C. jejuni. These
results statistically indicate a significant seasonal difference (P < 0.05).

At the second step of the study, C. jejuni strains obtained using

conventional cultural technique were confirmed using PCR technique. PCR
confirmation of strains showed that 171 (82.00 %) of 207 strains were confirmed as
C.jejuni.

The results of this study indicate that chicken neck skins and intestinal

contents of newly slaughtered chickens are contaminated with C. jejuni. Due to the
results obtained from this study showed that, of chicken meat from farm to table,
maintanence of flock hygiene and slaughter hygiene with application of HACCP and
GMP systems will help control of C. jejuni contamination.

Key words: C. jejuni, Chicken neck skin, Intestinal content, PCR, Thermophilic
Campylobacter spp.
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