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1. OZET

Bu caligmada, mezbahada kesilen Broiler piliglerin bagirsak ve safralarindan
alinan orneklerde Campylobacter coli ve Campylobacter jejuni izolasyonu
yapilacaktir. Izole edilen etkenler Polymerase Chain Reaction (PCR) yontemi
kullamlarak identifiye edilecek. izolatlar arasindaki genetik farkliligi ortaya
koymak amaciyla da flagellin genine spesifik yapilan Polymerase Chain Reaction
- Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) yontemi ile
genotiplendirmeleri yapilacaktir.

Campylobacter tiirleri insanlarda, gida infeksiyonu ve intoksikasyonlarina,
ciftlik hayvanlarinda ise abortuslara neden olmaktadir. Campylobacterler
tarafindan meydana getirilen bu infeksiyonlarla, etkin bir sekilde micadele
edilebilmesi i¢in etkenin dogru ve hizli bir sekilde tespit edilmesi gerekmektedir.
Bu calismada kullanilacak  yontemler yardimiyla, Campylobacterlerin
kanatlilardaki kolonizasyonunu belirlemek amaglanmaktadir.

Calismada 100 adet Broiler tavuktan kesim esnasinda, 100 safra ve 100
bagirsak olmak tizere 200 6rnek toplanmistir. Laboratuvarda aseptik kosullarda
Campylobacter Blood Free Agar Base (CCDA agar) kullanilarak zenginlestirme
yapmadan dogrudan ekim yapilmistir. Campylobacter siiphesiyle izole edilen
kultirler Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli spesifik PCR yontemi ile
Identifiye edilecek ve identifiye edilen kiiltiirler, PCR-RFLP yontemi ile
flagenindeki polimorfizm saptanarak tiplendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Campylobacter, PCR, Broiler, RFLP.



ABSTRACT

Isolation and Genotyping of Campylobacter from Broiler Chickens

In this study, Campylobacter coli and Campylobacter jejuni isolation will be
made after samples taken from the intestine and galls of Broiler Chickens
slaughtered in a slaughterhouse. The factors isolated will be identified by using
Polymerase Chain Reaction (PCR) method. In order to reveal the genetic difference
between isolates, genotyping will be performed by means of Polymerase chain
reaction - Restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method which is

specifically applied to flagellin gene.

Campylobacter species cause food infection and intoxication in humans and
abortus in livestock. In order to combat effectively with infections generated by
Campylobacters, the agent must be detected in a correct and quick way. In this study,
the aim is to determine the colonization of Campylobacters in poultry with the help

of methods to be used.

In this study, during the slaughter from 100 Broiler Chickens, 200 samples,
including 100 bile and 100 intestinal samples, will be collected. Under aseptic
conditions in the lab, direct seeding without enrichment will be performed by using
Blood Free Campylobacter Agar Base (CCDA agar). Cultures isolated because of
Campylobacter suspicion, will be identified with Campylobacter jejuni and
Campylobacter coli specific PCR method and cultures identified will be typed after

determining polymorphism in the flagellin with PCR-RFLP method.

Keywords: Campylobacter, PCR, Broiler, RFLP.



3. GIRIS

Campylobacter’ler son yillarda gerek tip hekimligi gerekse veteriner
hekimliginde en cok ilgi ¢eken mikroorganizmalardan biri olmustur. Bunun
nedeni gelistirilen yeni izolasyon tekniklerinin uygulanmaya baslanmasi sonucu
Campylobacter tirlerinin bircok enfeksiyon hastaliklarinda etiyolojik ajan
oldugunun anlasilmasidir. Bu tir infeksiyonlara insanlarin ve hayvanlarin
enteritisleri 6rnek verilebilir (1). Enfekte besi hayvanlarinda Campylobacter’lerin
flora bakterisi gibi davranmasi ve kontamine gidalarda da kontaminasyon
belirtiler1 olarak sayilan koku ve renk degisikligi gibi gozle gorilir bulgularin
olmamasi, enfeksiyonun gida yoluyla yayilmasini oldukg¢a kolaylastirmaktadir.
Son yillarda yapilan c¢alismalarda, insanlarda enfeksiyona neden olan
Campylobacter’lerin 42°C” de iireyebilen tiirler oldugu ortaya konulmus ve bu
turlere de “Termofilik Campylobacter’ler ad1 verilmistir (2).

Bu termofilik turler, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli,
Campylobacter lari ve Campylobacter upsaliensis olarak tespit edilmis, ozellikle
Campylobacter coli ve Campylobacter jejuni'nin diinyada insanlarda akut
diyarenin nedeni oldugu ortaya konulmustur (3).

Campylobacter cinsi bakteriler insanlarda cogunlukla kendi kendini
sinirlandiran basit bir sekretuvar ishale sebep olurken, bazende kanli mukuslu
digkilamayla seyreden dizanteri seklinde ortaya g¢ikmaktadir (4,5,6). Ayrica
hastanin yasina ve bakterinin virulansima gore degismekle beraber 2-5 yas arasi
cocuklarda periferal noronlarda demiyenilizasyon ve gi¢ kaybr ile seyreden
Guillain Barre sendromu ve Reaktif Artrit gibi sekellerin ortaya ¢ikmasma neden

olmaktadir (7). Campylobacter enfeksiyonlarinin 6nemini artiran bir diger sebep,

98]



ozellikle insanlarda ciddi enfeksiyonlarda kullanilan kinolonlar, beta-laktam
grubu antibiyotikler ve makrolidler gibi bir ¢ok antibiyotige karsi c¢oklu ilag
direnci gosteren suslarin giderek artan oranidir (8). Bu tiir suslarin etkisiyle olusan
enfeksiyonlar kadar, besi doneminde, tamamen et tiretimine katki amagli olarak
kullanilan antibiyotiklerin, gerek et ile dusik konsantrasyonlarda alinarak insan
intestinal florasindaki bakterileri provoke etmesi, gerekse hayvan intestinal
florasindan direk direng gelistirmis olarak alinan bakterilerin 6zellikle immiin
sistemi baskilanmis hastalarda olusturacaklar1 enfeksiyonlar 6nemli bir tedavi
problemini ortaya ¢ikarmaktadir (9). Bitin bu gerekgeler Campylobacter
enfeksiyonlarinin  6nemini artirmakta ve basta C. coli olmak uzere
Campylobacter’lerin yol agti1 enfeksiyonlarin tanimlanmasinda duyarli ve 6zgiul
mikrobiyolojik taninn 6nemli ve gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.
Campylobacter’lerin mikroaerofilik 6zellikte olmasi ve digki florasinda bulunan
cok sayida farkli bakteri grubuyla birlikle olmasi, bu bakterilerin klasik kiltiir
yontemiyle digki kiiltirlerinden izolasyon sansinin 6niine ge¢mistir. Skirrow ve
arkadaslarinin 1980°1i yillarda selektif besi yerleri kullanarak mikroaerofilik
sartlarda Campylobacter’leri izole etmeleri ile bu mikroorganizmalarin,
taksonomik, patofizyolojik ve epidemiyolojik o6zellikleri ile ilgili c¢aligmalar
artmistir. 25 yili askin siredir yapilan galismalar, Campylobacter’lerin gerek
gastrointestinal sistemde olusturduklar1 primer infeksiyonlar ve komplikasyonlari,
gerekse intestinal sistem dis1 sekelleri hakkinda énemli bilgilere ulasilmistir. Bu
calismalar 1513inda ozellikle hayvansal gidalarin tiiketimi sonucu ortaya g¢ikan
cogu akut gastroenterit olgusunun Campylobacter’ler tarafindan olusturuldugu

ortaya konulmugtur (10).



Bu c¢alismada; insan ve hayvan sagligin1 yakindan etkileyen ve zoonoz bir
hastalik etkeni olan Campylobacter tiirlerinin broiler piliclerden tespiti,
identifikasyonu, tiplendirilmesi amaglandi. broiler piliglerde C. jejuni ve C. coli
turlerinin goriilme sikligini tesbit etmek icin safra ve barsaklardan Campylobacter
siiphesiyle izole edilen etkenler, tiir spesifik PCR yontemi ile identifiye edilerek
bu izolatlarin PCR-RFLP yontemi ile genotiplendirilmesi yapildi Boylelikle
izolatlar arasindaki genetik yakinlig1 belirlemek suretiyle bakterinin kolonizasyon

modeli ile 1lgili fikir edinilmeye ¢aligildi.



3. GENEL BILGILER

Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli ginimiizde gida kaynakli
bakteriyel enfeksiyonlarin en sik nedeni olarak gosterilmekte ve diyare ile iliskili
hastaliklarin baslica etkeni de Campylobacter tiirleri olarak bilinmektedir. Bu iki
turtin klinik olarak ayrilmasi gugtiir. Bir¢gok laboratuvarda rutin olarak
identifikasyonlar1 yapilamadigi i¢in C. jejuni ve C. coli’ nin oranlari
bilinmemektedir (11).

C. jejuni saghkli evcil ve yabani bir ¢ok hayvan tiiriiniin sindirim sistemi
florasinda siklikla izole edilmektedir. Bu konuyla ilgili gerek Tirkiye’de gerekse
yurt disinda ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Arastirma sonuglar1 genellikle C.
Jejuni’ nin sindirim sistemi florasinda yiiksek oranda oldugunu gostermektedir
(12).

C. coli infeksiyonlarinin da uzun sire hastanede yatisa neden oldugu ve
infeksiyon sonrasi tiritan barsak sendromu ile yangisal barsak hastaliginin gelisimi
arasindaki iliskinin belirlenmesi C. co/i’ nin de hem ekonomik hem de énemli bir
halk saglig1 problemi olarak ortaya g¢ikmasmna neden olmaktadir. Molekiler
tabanli calismalar C. coli ve C. jejuni infeksiyonlarinin en 6énemli kaynaginin

kanatlilar oldugunu gostermektedir (13).

3.1. Tarihce

Insanlarda Campylobacter enfeksiyonlari ile ilgili ilk bilgilere Theodor
ESHERICH’in 1886 yilinda yazmis oldugu makalelerde rastlanmaktadir. Bu
arastirmaci ‘Kolera Infantum’ olarak belirttigi hastaliktan élen bir grup ¢ocugun

diskisinda vibrioya benzer spiral sekilli bakterileri gormiis, fakat bu



mikroorganizmay1 kati besi yerinde turetemedigi i¢in hastalik etkeni olarak
tanimlamamastir (10).

Campylobacter’lerin hayvanlarda abortuslara ve ishale yol actigi XX
yiizy1lin baslarindan beri bilinmektedir. Ilk kez 1909 yilinda Ingiliz asilli veteriner
hekimler Mc Fadyean J. ve Stockman S. diisiik yapan koyunlarin plasentasinda
vibrioya benzeyen bir bakteri bulduklarini bildirmisler ve bu mikroorganizmay1
‘Vibrio fetus’ olarak adlandirmislardir (14). Daha sonra benzer mikroorganizma
1919° da Smith T. tarafindan abort yapmis sigir plasentasindan da izole edilmistir
(15).

1931 yilinda, Jones F.S. ve arkadaslari, Smith’ in tanimlamis oldugu
vibriolari, dizanterili sigirlarin digkisinda tespit etmisler ve Vibrio jejuni olarak
isimlendirmiglerdir (16). Yine Doyle L.P. tarafindan dizanterili domuzlarda
benzer vibriolar 1zole edilmis fakat Vibrio coli olarak adlandirilmigstir (17).

Campylobacter’ lerin insanlarda da hastalik etkeni olabildigi ilk kez, 1947°
de Vinzent R. ve arkadaglar1 tarafindan nedeni bilinmeyen ates ile hastaneye
yatirilan ve ikisi 6len li¢ gebe kadinin kanindan V. fetus 1zole edilmistir (10).

1957 yilinda King E.O. adli arastirmaci bu mikroorganizmalari ishalli
cocuklarin kaninda gostermis, fakat klasik vibriolardan biyokimyasal ve antijenik
yonden farkli oldugu i¢in, bu vibriolar1 ‘Related Vibrio’ olarak tanimlamistir.
Arastirmaci bu tiir vibriolarin ishal etkeni oldugunu ancak yavas tredikleri igin
digk1 6rneklerinden izolasyonlarinin yapilamadig: fikrini ortaya koymustur (18).
Selektif kiltir yonteminin gelistirildigi 1972 yilina kadar 12 ‘related vibrio’

vakasi bildirilmistir (19).



1963°te Sebalt M. ve Veron M. Related vibrio’larin G+C oraninin bilinen
halofilik vibriolardan fakli oldugunu belirlemis ve bu mikroorganizmalarin
Campylobacter (= kivrik bakteri) ad1 altinda yeni bir cins olarak adlandirilmasini
onermiglerdir. Campylobacter fetusun yer aldigi Campylobacter cinsi i¢ine daha
sonra Vibrio coli ve Vibrio jejuni de dahil olmustur (10).

Campylobacter jejuni 1968’de ilk defa Dekeyser P. ve arkadaslari
tarafindan Biirikksel’de bulunan St Peter Universite Hastanesi’ ne ates ve siddetli
ishal sikayeti ile gelen bir kadinin 6nce kaninda daha sonra digkisinda membran
filtrasyon tekniginden yararlanilarak izole edilmistir. Ayni hastaya ait numuneler,
1973 yilinda Butzler J.P. ve ark. tarafindan da aymi yontemler kullanilarak
incelenmis ve Dekeyser P. ve arkadaglarinin sonuglari dogrulanmistir. Bu
arastirmacilar bir araya gelerek ortak bir calismayla filtrasyon yontemini
kullanarak 3800 ishalli ¢ocugun % 5,3” 1 ile, 7200 saglkli insanin %1,6’sinin
diskisindan Campylobacter tiirti mikroorganizma izole ettiklerini bildirmislerdir.
Bu calisma dogrultusunda C. coli ve C. jejuni suslarma karsi gelistirilen
antiserumlarin kullanildigi Kompleman Fikzasyon ve agliitinasyon testleri ile C.
Jejuni izolatlar1 antijenik olarak tiplendirilmistir. Insanlardan izole edilen
Campylobacter izolatlar1 ile tavuk, domuz ve koyun gibi hayvanlardan izole
edilen Campylobacter izolatlar1 arasindaki antijenik benzerlikler ortaya
konulmustur. Bununla birlikte Campylobacter’lerin neden oldugu ishallerin pato-
fizyolojisi ile ilgili ¢calismalar hiz kazanmais, C. jejuni suglarinin invaziv yetenekte
oldugu kiimes hayvanlari tizerinde gosterilmistir. Fakat daha sonraki ¢aligmalarda
C. jejuni suglarmin kiimes hayvanlarinda, intestinal sistemde gerek limende gerek

mukus tabakasi ve epitel yiizeyindeki kolonizasyonlari sonrasinda, hiicreye invaze



olmadiklari, bir flora bakterisi gibi davranip, ancak ayni dokuya ait hiicreler
arasinda bulunan, ¢ogunlukla simetrik yapidaki stoplazmik baglantilarin tahribi
halinde paraselliiler yolla laminapropia’ya gecis yaptiklari bildirilmistir (19-20).
1977 de Skirrow M.B. filtrasyon teknigi kullanmaya gerek kalmadan
Campylobacterlerin kolayca izolasyonunu saglayan selektif kiiltiir yontemini
gelistirmistir. Bu gelisme 15183inda  Campylobacter’lere  yonelik g¢alismalar
hizlanmig, tim dinyada klinik ve cevresel oOrneklerden cok sayida yeni
Campylobacter tiirlerinin izolasyonu yapilmig, genusa ait ¢ok sayida tiiriin

genomik haritasi ¢ikarilmistir (20).

3.2. Simiflandirma

Campylobacter’lerle ilgili 1lk  siniflandirma, 1963 yilinda bu
mikroorganizmalarin vibriolardan farkl: bir tiir olduklarini séyleyen, Sebald M. ve
Veron M. tarafindan yapilmistir. Bu iki aragtirmaci bu mikroorganizmalarin
fenotipik o6zelliklerini dikkate alarak Sipirillaceae familyasi igerisinde C. fetus ve
C. bubulus (C. sputorum) olarak adlandirdiklart iki cins igine yerlestirmislerdir
(21). Bu simniflandirmadan on yil sonra biyokimyasal ve immiinolojk 6zelliklerine
bakilarak, G+C oranlar1 g6z oniine alinmig, bu sekilde smniflandirma yeniden
diizenlenerek, daha once V. jejuni ve V. coli olarak siniflandirilan iki tir C. jejuni
ve C. coli ad1 verilerek Campylobacter cinsi i¢ine dahil edilmistir (22).

Bakterilerin smiflandirilmasinda en son olarak fenotipik 6zelliklerinde
daha ¢ok, bakteri genomundaki (DNA) yiiksek derecede korunmus dizilerin
ozellikle de, dogal evrimsel gelisimi gosteren 16S rDNA dizilerinin baz olarak

alindig1 genotipik yontemlerden yararlanilmaktadir. Bununla bilikte 2007 yilinda



yapilan son smiflandrmaya gore, Campylobacter’ler tek bir genus igine

yerlestirilmis olup 17 tiir ve 8 alt tiir icermektedir (23). (Tablo 1)

Tablo 1. Campylobacter’lerin Siniflandirilmast (23)

Domain : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Sinif : Epsilonproteobacteria
Order : Capmylobacterales
Aile : Campylobacteraceae
Genus : Campylobacter

3.3. Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

32.3.1. Goriiniim ve Boyanma

Campylobacter’ler Gram-negatif, kigiik, “S™ harfi, helikal veya daha uzun
spiral, nadiren egik ¢omakgiklar seklinde, sporsuz, kapsiilsiiz, aside direngli
olmayan, unipolar veya bipolar flagellalar1 nedeniyle hareketli, 0.2-0.5 pm
genigliginde ve 0.5-5 um uzunlugundadirlar ve bir veya daha fazla helikal kivrim
yapabilen mikroorganizmalardir. Alkalen-metilen mavisi, kristal viyole ve karbol
fuksinle 1y1 boyanirlar. Fimbria ve piluslart yoktur. Plazmid tasirlar ve bazi
plazmidleri antibiyotik direngliligi ile iligskilidir. DNA’larinn  G+C orani

termofilik tiirlerde %30-36, diger tiirlerinde %29- 46°dir (24, 25).

3.3.2. Hiicre Duvan ve Antijenik Ozellikleri

Campylobacter’lerin  hiicre duvari, dista lipoprotein tabaka, ortada
lipopolisakkarid tabaka ve i¢ tarafta mukopeptit tabakadan olusur (Gram negatif).

Dis membranda yer alan fosforile glikolipidlerden meydana gelen

10



lipopolisakkarid ya da lipooligosakkarid yapi, Campylobacter tiirlerinin, major
ylizey antijenlerini i¢ermektedir. Lipopolisakkarit tabakada wvar olan ve
tekrarlayan oligosakkarit tinitelerinin lineer birlesmesinden olusan O-polisakkarid
zincirt anomerik konfiigiirasyonunda ve tekrarlayan gseker unitelerinde
degisikliker gostererek O-antijenini serbest birakmaktadir (26). Fakat klinik ve
cevresel orneklerden elde edilen C.jejuni suslariin tgte ikisinde, hiicre duvari
lipopolisakkarit yerine O-polisakkarid zincirini ihtiva etmeyen, kor-oligosakkarid
ve lipid- A’dan olusan ve bu nedenle daha disiik molekiiler agirliga sahip oldugu
bildirilen lipooligosakkarid yapr bulunmaktadir. Hem lipopolisakkarid hemde
lipooligosakkaridin yapisinda bulunan ve kisa heteroseker dizilerinden olusan
koroligosakkaridleri de antijenik varyasyonlar gostermektedir (27).
Campylobacterler’in flagellasini olusturan ve protein yapida olan flagellin
de bir diger 6nemli yiizey antijenidir. Campylobacter enfeksiyonlar1 esnasinda,
flagelline karsi intestinal (IgA) ve serum (IgM ve IgG) antikorlarmin olustugu

bilinmektedir (28).

3.4. Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Campylobacter’ler kapnofilik, mikroaerofilik mikroorganizmalar olup, en
iyi 37°C de % 5-10 CO,, % 5 H, ve % 85 N, igeren atmosferde, 48-72 saatte
trerler. Atmosferdeki CO, miktar tiirler arasindaki tiremenin optimizasyonu igin
onemlidir. DNA sentezinde gorevli oksijen bagimli riboniikleotid rediktaz
enziminin aktivasyonu igin, % 5-15 oksijen konsantrasyonuna ihtiya¢ duyan C.
Jjejuni ve C. coli yiuksek diizeyde oksijen yoklugunda ve strik anaerob sartlarda
uremesini gergeklestiremez. Mikroaerofilik ortamlar, desikator igerisine mum

yerlestirilmesi, anaerobik jarlarin havasinin alinip yerine % 5 O,, % 10 CO, ve %

11



85 N, gaz karisimlarmmin verilmesi ya da Campy-Pack, Campy-Gen gibi ticari
olarak tretilen kullanima hazir, gaz treten iyon zarflariin yerlestirilmesi ile
ortam hazirlanir (24).

C. jejuni ve C. coli gibi insanlarda ishale neden olan tiirler, hem 37°C de
hem de 42°C de ureyebilirler ve bu termofilik 6zellikleri nedeniyle diger tiirlerden
ayirt edilirler. Termofilik torlerin  tremeleri 37°C’nin  altinda oldukga
yavaslamaktadir. Campylobacter’lerin neden oldugu enterit vakalarinin hemen
hepsinden termofilik tiirler sorumludur. Kiiltiir plaklarinin 42 °C de inkiibasyonu
ile kullanilan materyalde bulunabilecek diger Campylobacterler ile flora
bakterilerinin ~ tremesi  baskilanirtken,  termofilik  tirlerin  izolasyonu
kolaylasabilmektedir (29).

Campylobacter’lerin DNA smin diger bakterilere gore daha kiigiik olmasi
nedeniyle metabolik aktiviteleri daha yavas ve segicidir. Campylobacter’ler giiglii
oksidaz aktivitesine sahip olmalarina ragmen, heksoz sekerlerinin glikolizinde
onemli role sahip olan 6-fosfofruktokinaz enzimleri bulunmamaktadir. Bu nedenle
karbonhidratlar1 oksidatif yada fermantatif yolla metabolize edemezler. Ureme
icin gerekli olan enerjiyi trikarboksilik asit dongiisiinden elde ederler. Dongiiye
katilan karbon ve nitrojeni aminoasitlerden ve havada bulunan karbondioksitten
saglarlar. Bu dongii tamamlandiginda biyosentetik bilesenlerin olusumu ve
elektron transport zincirine elektron saglanmasi gerceklesmis olur. Karbon
metabolizmasimin son urinleri, asetat, format ve laktattir (30). Campylobacter
turleri arasinda, trikarboksilik siklusunun tam yada kismen ger¢eklesmesinde
farkliliklar vardir. Metabolik defekt nedeni ile in vitro sartlarda basit besi

yerlerinde iretilmeleri oldukga zordur. Uremenin optimizasyonunu saglamak igin
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besi yerine protein, yag ve eser element kaynagi olarak, %7-10 oraninda defibrine
at, koyun veya insan kani ve B vitamin kompleksleri, Campylobacter’ ler i¢in
toksik oldugu bilinen stiperoksit anyonlart ve hidrojen peroksit gibi oksijen
radikallerini notralize etmek i¢inde sarkoal, hematin, hemin, ferr6z siilfat, sodyum
metabisulfit ve sodyum piruvat karisimlarindan olusan suplementler ilave
edilmektedir. Ayrica besi yerlerine katilan defibrine kan metabolik ihtiyaglarin
yant sira besi yerinde biriken toksik oksijen radikallerini yikan, katalaz,
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerinide ihtiva etmektedir (31, 32).

Digkr gibi polimikrobiyal floraya sahip numunelerden Campylobacter’
lerin 1zolasyonunu yaparken, metabolik aktiviteleri daha yiiksek olmasindan
kaynakli daha hizli ve bol miktarda ireyen diger bagirsak bakterilerinin de
bulunabilmesinden dolayr besi yerlerinin yalnizca metabolik yonden
optimizasyonunu saglamak yeterli olmaz. Numunedeki istenmeyen diger
bakterileri elimine edebilmek amaciyla numunenin ya 0,45 ve 0,25 um ¢apindaki
membran filitrelerden stiziilmesi ya da tiretme besi yerlerinin igerisine basitrasin,
sefalothin, sefazolin, kolistin, novobiosin, polymiksin rifampisin, trimethoprim ve
vankomisin gibi Campylobacter’lerin direngli, diger bagirsak bakterilerinin ise
duyarli oldugu antimikrobik karisimlar ilave ederek istenmeyen bakterileri
uzaklastirmak gerekmektedir (29).

Omneklerin uygun sartlarda hazirlanmis besi yerlerine ekimi yapildiktan
sonra besi yerleri 24-48 saat siireyle mikroaerofilik ortamda inkiibasyona birakilir.
Bu siire sonunda saydam, mukoid, hemoliz yapmayan Campylobacter kolonileri
gozle gorinir hale gelir. Bunun yaninda besi yerlerinin 6zellikleri koloni

morfolojisini etkilemektedir. Nem orami diisiik besi yerlerinde 1-2 mm c¢apinda



diuzgiin, graniiler tarzda, gri ya da kahverengi renge sahip parlak koloniler
olusmakta, nem orani yiiksek besi yerlerinde ¢ap1 10 mm’ye kadar ulasabilen
basik, yaygin, diizensiz kenarli ve gri renkte formlar olugmaktadir (24, 33).
Campylobacter’ler besin yetersizligi, uygun olmayan sicaklik ve aerob
ortam gibi olumsuz sartlarda mikroskopta kokoid sekilde gorillen canli fakat
kaltira yapilamayan VBNC (=Viable but non culturable) formuna doniismektedir.
C. jejuni VBNC formuna C. coli’ye gore daha hizli doniigmekte ve bu sekilde
yiizey sularinda uzun siire bulunabilmektedir. Kiltiir plagindaki Campylobacter’
lerin hepsi kokoidal forma donustiigiinde pasajlandiklarinda iiretilememektedir.
Fakat VBNC formunda alman C. jejuni’nin intestinal fazdan sonra tekrar
kultartinin yapilabildigi, adhezyon ve enteropatojenite 6zelligini yeniden

kazandig1, hayvanlar tizerinde deneysel olarak gosterilmistir (34).

3.5. Biyokimyasal Ozellikleri

C. gracilis’in disinda diger tim Campylobacter’ler oksidaz pozitiftir.
Bununla birlikte, katalaz negatif ya da zayif katalaz o6zelligi gosteren C.
upsalienzis hari¢ digerlerinin hepsi katalaz pozitiftir. Campylobacter’lerin lipaz
aktiviteleri olmadig1 gibi, jelatini ve treyi de hidroliz yetenekleri yoktur.
Karbonhidratlar1 kullanamadiklarindan dolay1 Voges Proskauer ve metil red
testlerine negatif yanit vermektedirler. Nitratlar1 rediikte edebilirler. Pigment
uretemezler (24).

Campylobacter’lerin identifikasyonu ic¢in, % 1 glisin ve % 3,5 NaCl
varliginda treyebilme, TSI agarda H,S olusturma, nitrat rediiksiyonu, hippuratin
hidrolizi ve 1s1 tolerans testleri gibi fenotipik 6zelliklerden yararlanilmaktadir

(Tablo 2) (35).
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Tablo 2. Campylobacter’lerin Fenotipik Ozelliklerine Gére Tanimlanmalari (36).

Biyokimyasal Ureme Tolerans Duyarlilik

gL © % = —% o = £ 2

= 3. < Y " & = N Qo o= B TR N - &85 RGow=

L£a B O I Z T T4 £ &% X X o zZz< &
C. fetus 3335 MP + + - + - - + - + - - + - R S
C. venerealis 3334 MP + + - + - - - - + - - - - R S
C. jejuni 29-32 BP + + + + 4+ - + o+ - + - + - S R
C. coli 31-33 BP + o+ - + o+ - + o+ - + - + - S L
Clari 31-33 BP + o+ - + o+ o+ + - - + - + - R R
C.upsaliensis 32-36  BP + - - + o+ - + o+ - d - d - S S
C.helveticus 34 BP + - - + o+ - -+ - + - + - S S
C. bubulus 2930 BP + - - + + o+ - - - d + + - R S
C. fecalis 3032 MP + + - + o+ 4+ + - - d - + - R S
C. sputorum 3031 MP + - - + o+ o+ - - - d - + - S S
C.hyointestinalis ~ 35-36  MP  + + - + + + + - d + - + - R S
C.mucosalis 3839 MP + - - d + o+ - - + + - +  + R S
C.hyoilei 35 BP + o+ - + o+ 4+ + - + + - + - S R
C.concisus 38-39 MP + - - d +  + - - - + - + o+ R R
C.showae 4546 P + o+ - + o+ - ?7 0+ - + - d + R S
C.rectus 4246 MP + - - + + o+ 7+ - - - + + R ?
C.curvus 42-46 MP + - - +  + ? + - + - + + o+ R ?

d: degisken, ?: bilgi yok, S: duyarli, R: direngli

3.6. Fiziksel ve Kimyasal Etkenlere Duyarhhk

Campylobacter’ler fiziksel ve kimyasal etkilere karsi olduk¢a duyarlidir.

Dogrudan giines 1sinlarina maruz kalma, oksijen konsantrasyonu, kuruluk ve 1s1

farkliliklar1 gibi fiziksel olumsuzluklar ile, yuksek ve disuk pH (pH > 7.8 veya

pH < 4.5), % 1’lik Sodyum hipoklorit, % 70’lik ethanol, % 0,5’lik gluteraldehit,

% 2’lik formaldehit, % 0,5 lik iyot ve % 0,5’in tizerindeki NaCl konsantrasyonu
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gibi, kimyasal ajanlarin disiik konsantrasyonlart mikroorganizmay1 kisa siirede
inaktive eder. Hernekadar termofilik Campylobacter suslar1 30°C altinda
ureyemezlerse de giines 15181 ile direkt temasin olmadig1 ve kimyasal dezenfektan
icermeyen sularda ve gida orneklerinde 4°C’de bir hafta, - 20°C” de g ay, pilig
etinde -18° C’ de iki ay, -20 °C’ de oniki hafta, -15 °C’ de otuz hafta canliliklarini
korurlar (37).

Campylobacterler, makrolidler ve kinolon grubu antimikrobik’lere
genellikle duyarli, sefalotin, sefaperazon, sefazolin gibi sefalosporin grubu

antimikrobiklerle trimetoprime kars1 direnglidirler (38).

3.7. Campylobacter Enfeksiyonlar1 (Campylobacteriosis)

Campylobacteriozis, insanlarda termofilik Campylobacter tirlerinin
siklikla fekal oral yolla bulasmasi sonucu ortaya ¢ikan ve basit sekretuvar tip bir
ishalden kanli, mukuslu ishal ile karakterize bazen fekal seyreden dizanterik
formda ishallere kadar degisen klinik formlarda seyreden bir enfeksiyon

hastaligidir (39).

2.7.1. Enfeksiyonun Bulasmasi

Campylobacter enfeksiyonlar1 fekal oral yolla bulasmaktadir. Enfeksiyon
kaynagi genellikle (% 80-85) enfekte hayvanlarin et, siit, yumurta gibi trtinleri ile
bu hayvanlarin intestinal yollardan kontamine gida ve sulardir. Tum yiyecekler
icinde ozellikle tavuk eti bu enfeksiyonun en 6nemli kaynagi olarak sorumlu
tutlmaktadir. Enfeksiyon, Campylobacter’ lerle kontamine olmus az pismis etin
tiketimi veya ¢ig etle temas eden ellerin agza temasi ile bulasabilmektedir.

Amerika Birlesik Devletleri’inde (ABD) marketlerde kullanima hazir satilan
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tavuk etlerinin % 95’inin Ingiltere’de % 83’iiniin, Isve¢’te ise tamaminin C. jejuni
ile kontamine oldugu bilinmektedir (40, 41).

Diusiuk metabolik aktivitelerinden dolayr Campylobacterlerin diger gida
kaynakli gastroenterit etkenleri gibi yiyecekler igerisinde kolay tireyemedigi bu
nedenle salginlardan ¢ok sporadik enfeksiyonlara yol actigi bildirilmektedir.
Salginlar genellikle bahar aylarinda ortaya c¢ikmakta ve genellikle aile igi
seyretmektedir.

Diinya Saglik Orgiti'niin (WHO) Campylobacter salgmlari ile yapmis
oldugu bir arastirmada;, 1978 1ile 2003 yillar1 arasinda ortaya ¢ikan
Campylobacterlere bagli salginlar literatiirler ve Uluslararasi Halk Saghgi
kuruluglarinin ~ verileri esas alinarak degerlendirilmistir.  Toplam 907
Campylobacter salgininin belirlendigi bu arastirmada, salginlar, kaynagina gore
kiimes hayvanlar1 ve tiriinleri, sigir veya domuz eti, et tiriinleri, deniz triinleri, siit,
su, hazir gidalar ve kaynagi belirli olmayan salginlar olmak tizere belirli basliklar
altinda toplanmustir. Bu salginlarin % 60’1nda salginlarin kaynagi belirlenememis,
kaynagi belirlenen salginlar igerisinde ise en sik olarak sit ve su kaynakl

salginlarin goruldugu tespit edilmistir (42).

3.7.2. Virulans Faktorleri ve Patogenez

En onemli insan patojeni olan C.jejuni’ nin NCTC 11168 susunun tam
genom analizi yapilmis fakat Campylobacter’lere ait virulans faktorleri ile
Campylobacter enfeksiyonlarinin patogenezi tam olarak ortaya konulamamustur.
Campylobacter turlerinin genomik yapilarinin, biiyiik 6lgiide tiir i¢i varyasyonlar
gostermesi virulansla ilgili faktorlerin tespitini zorlagtirmaktadir (43). Fekal oral

yolla bulasan Campylobacter’ler duyarli kisilerde oncelikli olarak ileum ve
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jejunum epiteli olmak tizere bagirsak epiteline kolonize olarak, akut lokalize
yangisal cevaba yol agmaktadir. Sekretuvar tip ishal tablosunu ortaya koyan bu
durum, ilerleyen enfeksiyonlarda epitelyum hasarminda ortaya ¢ikmasiyla,
hastaligr dizanterik forma donustirebilmektedir. Hastaligin  prognozunda

Campylobacter susunun virulansi kadar konagin duyarlilig: da etkindir (44).
3.7.3. Yaptig1 Hastahklar

3.7.3.1. insanlarda Campylobacteriosis

Hastalik etkeni insanlara direkt veya indirekt yolla gegmektedir. Direkt
bulagmada insanlarin hasta hayvanlarla temasi s6z konusu olmakla beraber,
indirekt bulagsmada, yeterli diizeyde 1sil islem géormemis kanatlt triinleri, sigir ve
domuz eti, ¢ig sit, kontamine ylizey sulari, klorlanmamis i¢gme sular1 ve gidalarin
hazirlanmasi esnasindaki ¢apraz kontaminasyonlarin etkin oldugu bilinmektedir
(45, 46). Insanlarda hastalik yapan Campylobacter cinsi bakteriler, ¢ogu kez
kendini sinirlayan, basit sekretuvar tip ishalle seyreden enterit tablosunu
olusturmaktadir. Bunun disinda, Guillain-Barré Sendromu (GBS), Miller Fisher
Sendromu (MFS), hemolitik tiremik sendrom (HUS), obstriiktif hepatit, reaktif
arthritis, pankreatitis, peritonitis, meningitis, proktitis ve abort gibi ekstra
intestinal komplikasyonlara da neden olmaktadirlar (47).

Campylobacter infeksiyonlarinda diyare bol ve sulu hal ile baslayip, daha
¢ok kanli, mukuslu ve lokosit iceren dizanteri formunda seyredebilmektedir.
Hastaligin inkiibasyon donemi, alinan mikroorganizmanin miktar1 ve virulansina
gore degismekle beraber, 1-7 giin arasinda degisiklik gostermektedir. Hastaligin

baslangicinda 12-24 saat siiren ates, bas agrisi, miyalji, kiriklik ve bazen de kanl
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yumusak digkilamanin eglik ettigi prodrom donemi gorilmektedir. Bu donemin
ardindan 2 yada 3 giin siiren ishal, ates, karin agrisi ve bazen de bulant1 ve
kusmanin goriilldiigii intestinal evre baslamaktadir (48). Genellikle sekretuvar tipte
baslayan ishal vakalarinin % 30’unda kanli ve mukuslu dizanterik form
olusmaktadir (49). Campylobacter vakalarinda ishallere eslik eden ates 39-40
dereceye kadar c¢ikabilmekte, c¢ocuklarda febril konviilziyonlara neden
olabilmektedir. Karm agrist1 siddetli olup, kramp seklinde tiim batinda
hissedilmektedir (50). Campylobacterlerin neden oldugu enterit tablosu genellikle
5 ile 7 ginde kendiliginden diizelmekte, nadiren uzamig enfeksiyonlara neden

olmaktadir (51).

3.7.3.2. Hayvanlarda Campylobacteriosis

Campylobacter turleri ¢iftlik hayvanlarindan koyun, ke¢i ve sigirlarda;
septik aborta, diyare ve mastitise, kanatlilarda hepatitise, pet hayvanlar1 ve
domuzlarda gastroenteritise neden olmaktadir. C. jejuni’nin insanlarda gorilen
gastroenteritlerin 6nemli sebeplerinden birt oldugu belirtilmistir (52). Tavuk,
hindi, 6rdek ve kaz gibi isan beslenmesinde 6nemli yeri olan evcil kanatlilar ile
dogada serbest yasayan kanatli tirlerinin Campylobacter jejuni’nin dogal
rezervuart oldugu ve kanatlilarda kommensal olarak bulundugu bildirilmistir (53).
Campylobacter spp. infeksiyonlarinda horizontal bulasma ¢ok 6nemli bir rol
oynamakadir. Rodentler, insektler, pet hayvanlari, intensif kanath yetistiriciligi, su

ve yem maddelerinin 6nemli infeksiyon kaynaklari oldugu bildirilmistir (54, 55).
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3.7.4. Campylobacter Enfeksiyonlarinda Tam

Gerek sekretuvar tip bakteriyel ve viral, gerekse dizanterik tip £.
histolytica ~ gastrointerstinal sistem enfeksiyonlaindan klinik olarak ayirt
edilemeyen Campylobacter enteritlerinin laboratuar tanist uygun tedavi ve kontrol
tedbirlerinin alinabilmesi i¢in son derece 6nemlidir. Diger taraftan makrolid grubu
antibiyotiklere duyarli oldugu bilinen Campylobacterler de degisen antimikrobik
duyarlilik paterninin izlenebilmesi i¢in de bakterinin klinik o6rneklerden
izolasyonu gereklidir. Campylobacter infeksiyonlarinin tanist  ya  digki
orneklerinde, mikroorganizmanimn izolasyonu, mikroorganizma genomuna ait
spesifik dizilerinin ya da mikroorganizma antijenlerinin gosterildigi direkt
yontemlerle veya hasta serum ve sekresyonlarinda C. jejuni veya C. coli - spesitik
antikorlarin arandigi serolojik testlerle yani indirekt yontemlerle konmaktadir

(38) .

3.7.4.1. Direkt Tan1 Yontemleri

Amag klinik materyallerde Campylobacterleri taze veya boyali
preparatlarda gostermek, bakteriyi uygun besi yerlerinde izole ederek identifiye

etmek ve bakteriye ait spesifik gen bolgeleri veya antijenleri gostermektir (56).

3.7.4.1.1. Ornek Alinmasi

Campylobacter’ lerin basarili bir sekilde izolasyonu icin 6ncelikle gerekli
klinik orneklerin uygun bir sekilde alinmasi ve uygun kosullarda laboratuvara
getirilmesi gerekmektedir. Klinik materyal genellikle disk1 veya rektal strtintiidr.
Eger klinik materyal digki ise, diskinin kanli mukuslu yerinden 2-3 gr numune

alinmalidir. Klinik materyal olarak rektal strantt kullanilacaksa, rektal
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sfinkterden 2-3 cm igeri sokulan ekiiviyon, rotasyonel hareketler yaptirilarak
kriptlerle temas ettirilmelidir. Daha sonra yine rotasyonel hareketlerle rektumdan
cikarilmali ve uygun tasima kaplar1 icerisinde laboratuara iletilmelidir (57).
Orneklerin laboratuvara transferi ve islenmeleri 2 saatten daha uzun
stirecekse, alinan ornekler modifiye Carry-Blair tagima besi yerine alinmali ve
laboratuvara ulastirilincaya kadar 4°C” de korunmalidir. Her ne kadar ilk bir iki
giinden sonra segici besiyerine yapilan ekimlerde mikroorganizmanin izolasyon
sans1 buyilk oranda azalmaktaysa da Campylobacter tiirleri Carry-Blair tasima
besi yerinde +4°C 'de 2 hafta canli kalabilmektedir. Modifiye Carry blair besiyeri
disinda, Amies besiyeri, Stuart besiyeri ya da komiir tozu iceren yar1 kati besi
yerleri de tasima besi yeri olarak kullanilabilir. Campylobacterlerle enfekte
hastalar digkilarinda ytiksek miktarlarda mikroorganizma bulundurduklarindan
genellikle 6n zenginlestirme yontemlerine gerek yoktur. Ancak, bakteri atiliminin
az oldugu akut donemi gegirmis hastalarda izolasyon sansini artirmak i¢in Preston,

Campy-thio gibi zenginlestirici besi yerlerinin kullanilmast énerilmektedir (56).

3.7.4.1.2. Mikroskopik Inceleme

Klinik materyal, taze numunelerle ve boyama yapildiktan sonra
Campylobacter hareket veya goriiniimlerinin tespiti agisindan degerlendirilmelidir.
Digki ve rektal stirtintti 6rnegi alindiktan sonraki ilk iki saat i¢inde, karanlik alan
mikroskobu veya faz-kontrast mikroskobunda incelenir. Bu incelemede
Campylobacterlerin tirbuson tarzinda, hizla hareket eden ve batip ¢ikmis tarzdaki
tipik hareketlerinin goriilmesi taniya yardim eder. Direkt mikroskobide bol
eritrosit ve notrofillerin gorilmesi de dizanterik form i¢in yardimet bulgu olarak

degerlendirilebilir. Diger taraftan digkidan alinan materyallerle hazirlanan ve
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alkolle tespit edilen preparatlar, Gram boyama veya sadece % 1’lik bazik fuksin
ile boyanarak; soluk pembe renkte, mart1 kanad1 S veya virgiil seklindeki tipik

morfolojik 6zellikler gosteren mikroorganizmalar yoniinden incelenir (38).

3.7.4.1.3. Kiiltiir Ortaminda Izolasyon

Campylobacter  turlert  bagirsak florasinda  bulunan  diger
mikroorganizmalardan daha ge¢ ve gii¢ trer. Bu sebeple kolay treyerek kiultir
plagina hakim olan flora bakterilerinin kiltiir ortamindan elimine edilmesi igin
ornekler ya direkt selektif besi yerine ekilmeli ya da membran filtrasyon
yonteminde oldugu gibi 0.65 pum c¢apl selilloz asetat filtrelerden siiziildikten
sonra slzintinin veya sizinti 0.45-0.25 pum membran filtreden tekrar
stiziildikten sonra membranin uygun besi yerlerine koyulmas: sureti ile ekim
yapilmalidir (58) . Ancak digki florasinda bulunan Proteus gibi hareketli bakteriler
de filtreden kolayca gectiginden membran filtrasyon yontemi ile
Campylobacterlerin izolasyon sansi segici kiiltiir yontemine gore daha dugtktur.
Ancak bu yontemde filtreden stizillen digki kanli agar yerine segici besi yerlerine
ekildiginde yontemin sans1 artmaktadir (59).

I- Campylobacter izolasyonunda Kullanilan Besi Yerleri

Campylobacter’lerin diski ve rektal siiriintii gibi karisik florali 6rneklerden
izolasyonunda, Brucella Agar, Blood Agar Base No: 2, Columbia Agar,
Thiogycollate besi yeri, Campylobacter Agar Base gibi temel besi yerlerine
antibiyotik kombinasyonlar1 ve tiremeyi arttirici gesitli katki maddeleri eklenerek
hazirlanan segici besi yerleri kullanilmaktadir (Tablo 3). Besi yerlerinin segici

aktivitesini; temel besi yerinin igerigi, ilave edilen tiremeyi artirict maddeler ve
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antibiyotik kombinasyonlar1 belirlemektedir. Ilk izolasyonlarda besi yerlerine %5-
10 oraninda defibrine koyun ya da at kani ilavesi tiremeyi arttirmaktadir (60).

Besiyerine katilakn katki maddeleri igerisinde yer alan antibiyotiklerden
sefalosporinler  (cephalothin, cefaperazon) genis spekturuma sahiptir.
Enterobactericeae ailesine ait bakterilerin ve enterokok hari¢c Gram pozitif
bakterilerin coguna etkilidirler. Trimeteprim ise 6zellikle proteus ve Gram pozitif
bakterilere karsi inhibitér aktivite gosterir. Ancak bakterilerde timin sentezini
inhibe ederek etkisini gosteren trimeteprimin, timidin igeren besi yerlerine
etkinligi beklenenden daha disiik olmaktadir. Bu tiir besi yerleri kullanildiginda,
besi yerine trimeteprime sinerjik etkisi nedeni ile polimiksin B ilave edilmektedir.
Besiyerlerine ilave edilen diger antibiyotiklerden; vankomisin Gram pozitiflere,
rifampisin hem Gram pozitif hem Gram negatif bakterilere, teicoplanin ise
enterokoklara karsi etkilidir. Orneklerdeki maya ve kiiflerin iiremesini engellemek
icinde besiyerine siklohekzimit, amfoterisin B ve nistatin, gibi antifungal
ajanlardan birisi ilave edilmelidir (61).

Campylobacter tirlerinin ¢ogu, besi yerine ilave edilen, onerilen
konsantrasyondaki antibiyotiklere direnglidir. Ancak, sefalotin, kolistin ve
polimiksin B’nin C. jejuni, C. coli, C. fetus subsp. fetus, C. jejuni subsp. doylei ve
C. wpsaliensis’in bazi suglarinin tremesini baskiladigi bildirilmektedir. Bu
nedenle, son yillarda secici besi yerlerinde sefalotin yerine, diski florasini
baskilama giicii daha iyi olan sefaperazonun kullanilmasi 6nerilmektedir. Nitekim
sefaperazonun digkinin normal florasinda yer alan bakterilerin ¢ogu i¢in belirlenen
MIK (Minimal inhibitér konsantrasyon) degeri 8 mg/I iken klinik 6rnekten izole

edilen ¢ok sayida C. jejuni ve C. coli susu icin MIK degeri ise 128 mg/1 dir.



Ancak, C. upsaliensis’ in bazi1 suslarinin, sefaperazon i¢cin MIK degerinin 16 mg/1
oldugu, bu nedenle 32 mg/l sefaperazon iceren mCCDA gibi segici besi yerlerinde
bu Campylobacter tiriiniin treyemeyecegi bildirilmektedir. Diger termofilik
turlerin yanisira C. upsaliensisin’de 1zolasyonu i¢in kullanilan, CAT (Sefaperazon,
Amfoterisin B, Teicoplanin) gibi secici besi yerine 8 mg/ml sefaperazon ilavesi
onerilmektedir (62).

II- Besi Yerlerine Ekim ve Inkiibasyon

Numunelerden alinan digki o6rnekleri ekiivyon ile selektif besi yerlerinin
ust 1/4’tne suralir ve siurinti materyali plaklarin geri kalan kismimna tek
kullanimlik plastik 6ze kullanilarak azaltma yontemi ile yayilir. Kiltir i¢in segici
besiyerleri kullanilir. Ancak mumkiin ise her 6rnekten birisi kanli, digeri kan
icermeyen en az 2 ayri selektif besi yerine , ekim yapilmasi bagari sansini artirir.
Ekim sonrasi besi yerleri % 5 O, % 10 CO; ve % 85 N igceren mikroaerofilik
ortamda 37 °C’ de inkiibe edilir. insanlarda ishale yol agan Campylobacterlerin
nerede ise tamamini termofilik tirler olusturmaktadir. Bu sebeple termofilik
Campylobacter’lerin daha kolay iiretilebilmeleri ve identifiye edilebilmeleri i¢in
her ornek icin en az 2 besi yerine ekim yapilmali ve 2. besiyerleri de yine
mikroaerofilik sartlarda 42°C' de inkiibe edilmelidir. Campylobacterlerin tiremesi
icin gerekli mikroaerofilik atmosfer, mikroaerofilik gaz karisimi saglayan ve ticari
olarak temin edilebilen Campy-Pak (BBL No: 271034), Campy-Gen (Oxoid
0025A) gibi gaz depo kitleri ile veya anaerobik kavanozlarin havasi bosaltildiktan

sonra ilave edilecek uygun gaz karisimi ile saglanir (38).
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Tablo 3. Campylobacter jejuni izolasyonu i¢in segici besi yerlerinin igerikleri (38).

BESI YERININ ADI TEMEL BESI YERI KATKI MADDELERI

Agar (%3)
Koyun kani (%10)
Basitrasin (25.00 [U/1t)
Sivi Thioglikollat besiyeri Novobiosin (5 mg/lt)
(Difco) Kolistin (10.000 IU/1t)
Sefalotin (15 mg/lt)
Aktidion (50 mg/lt)

Butzler’in sellektif besiyeri

Koyun kani (%10)

Vankomisin (10 mg/1t)
Blaser’in besiyeri Trimethoprim (5 mg/lt)
(Campy-BAP) Brucella Agar Base Polimiksin B (2.500 IU/lt)
Sefalotin (15 mg/1t)
Amfoterisin B (2 mg/lt)
Blood Agar Base (temel kanli At kan1 (%7)
Skirrow Kanli Agar Besiyeri agar) Vankomisin (10 mg/lt)
No: 2 (Oxoid) Polimiksin B (2.500 TU/It)
Trimethoprim (5 mg/It)
Defibrine koyun kani
Columbia Agar Base Sefoperazon (15mg/lt)

Rifampin (10 mg/It)
Kolistin (10.000 IU/1t)
Ampoterisin B (2 mg/lt)

Butzler virion besiyeri (Oxoid CM331)

Sodyum deoksikolat
Nutrient buyyon no: 2 (Oxoid Demir siilfat
*Preston (1) supplement CM 67) % 1.2 New Zeland Sodyum piruvat
Agar Kazein hidrolisat
Sefoperazon (32 mg/lt)

Sodyum deoksikolat

Nutrient buyyon no: 2 Demir sulfat
**Preston(2) (Oxoid CM 67) Sodyum piruvat
% 1.2 New Zealand Agar Kazein hidrolisat
Sefoperazon (32 mg/It)
Sefoperazon (32 mg/lt)
. . Amfoterisin (2 mg/lt)
kwek .
Preston (3) Nutrien buyyon No: 2 (Oxoid) Campylobactergrowht suplement
(Oxo0id)
Hematin (0.032 g/lt)
Columbia Agar Base Sodyum piruvat (0.1 g/lt)
**Sarkoal (ch 1)- .
Sarkoal (charcoal) (GIBCO) Vankomisin (20 mg/It)

Bazli selektif besiyeri
azh selektif besiyeri Sefaperazon (32 mg/lt)

Sikloheksimid (100 mg/lt)

*: %5 defibrine at kan1 + Saponinli, **: Kansiz, sarkoalli, ***: %7 defibrine at kanli.
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III-Secici Besi Yerlerindeki Koloni Morfolojisi

Campylobacter’ler kanli agarda 24-48 saatlik inkiitbasyon periyodu
sonunda, 0.3-0.5 mm ¢apinda, su damlas1 gibi nemli, gri/beyaz, agarin yiizeyine
yayilmis bir tabaka seklinde ireme gosteren, hemoliz yapmayan tipik koloniler
olustururlar. Kan icermeyen, komiir tozu igeren besi yerinde ise; 0.5 mm capinda,
grimsi renkte, bazen metalik refle veren diiz yiizeyli ancak yayilma egilimi

gosteren gozle goriilebilir koloniler 72-96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda

sekillenir (38).

Sekil 1. C. jejuni ‘nin besi yerindeki gorantiisii.

3.7.4.1.4. Campylobacter’ lerin Identifikasyonu

Kat1 besi yerlerinde uretilen siipheli koloniler koloni morfolojilerine,
mikroskobik o6zelliklerine, oksidaz ve katalaz aktivitelerine, 1s1, tuz ve glisin
tolerans testlerine, antibiyotik duyarlilik testleri ile hippurati hidrolize edebilme
ozelliklerine gore identifikasyonlar1 yapilmaktadir (Tablo 2.4). Identifikasyon
testler1 1lk 1zolasyondan ¢ok, mikroskobik 6zellikler1 Campylobacterlerle uyumlu

olan kolonilerin subkiltirlerinden yapilmalidir (63).
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Tablo 4. Termofilik campylobacter tirlerinin identifikasyonu.

C. Jejuni
Subsp.jejuni Subsp.doylei C. coli C.lari  C. upsaliensis
Hippurat hidroliz + + - - -
Katalaz + + + + -/W
Nitrate rediiksiyon + - + + +
TSI agarda H,S iiretimi - - -/W - -
Nalidiksik asit direnci S S S R S

W: zayif reaksiyon ; S: duyarli ; R: direngli .

3.7.4.1.5. Diskida Antijen Aranmasi Esasina Dayanan Testler

Campylobacter’lerin hizli tanisinda, digkida Campylobacter antijenlerinin
arastirilmasini - hedefleyen, ProSpecT Campylobacter enzim immunoassay
(Campylobacter EIA) Campyslide sistem, Meritec-Campy ve Microscreen gibi
presipitasyon temelli ¢ok sayida ticari test gelistirilmistir. Direkt diskt
orneklerinin yani sira zenginlestirici besi yerindeki digki orneklerinin de
degerlendirilebildigi, Campylobacter EIA testinde Campylobacter’ lerin iki ylizey
antijenlerine kars1 gelistirilmis poliklonal antikorlar kullanilmaktadir. Campyslide
testi ile diski orneklerinden antijen tespitinde, Campylobacter’lerin hiicre duvar
antijenlerine kars1 uretilmis anti-campylobacter antikorlar1 ile kapli lateks
partikiilleri kullanilmaktadir. Meritec Campy testinde ise antiflageller antikorlar
ile kaplanmis lateks partikiilleri kullanilmaktadir. Ancak bu testlerden hig¢birinin

duyarlhilig kiltur yontemi kadar yiiksek degildir (64, 65, 66, 67).

3.7.4.1.6. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Campylobacter enfeksiyonlarinin tanisinda etkenin izolasyon “altin
standart” olarak kabul edilmekle birlikte, 24 saatten daha kisa siire igerisinde

Campylobacter’leri  tur  diizeyinde  tanimlayan,  uygulamasi  kolay,
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tekrarlanabilirligi, c¢evresel faktorlerden daha az etkilenen nikleik asit
amplifikasyon esasina dayanan, PCR/RFLP, multipleks-PCR, AFLP, PCR-
hibridizasyon gibi molekiiler temelli ile DNA dizi analizi ve mikroarray gibi
modifiye molekiiler yontemler daha sik kullanilmaya baglanmistir (68).

Molekiiler tan1 yontemleri ile Campylobacter tiirlerinin genom diizeyinde
tanimlanmasi ve tiplendirilmesinin yani sira, patogenez ve antibiyotik direncinden
sorumlu genler ve gen mutasyonlarinin tespiti de miimkiin olabilmektedir (69, 70).

I. Niikleik Amplifikasyon Esasina Dayanan Yontemler

Dusitk metabolik aktiviteleri sebebiyle Campylobacter’lerin invitro
sartlarda tretilmeleri ve fenotipik yontemlerle identifikasyonlari uygun alt yapi ve
tecriibeli personele sahip laboratuvarlarda dahi son derece dusiik duyarlilik ve
ozgulluge sahiptir. Konvensiyonel tani yontemlerinde karsilasilan ve bakteriden
kaynaklanan bu olumsuzluklarin giderilmesi amaci ile alternatif yontemlere bas
vurulmus, bu dogrultuda PCR gibi niikleik asit gogaltma yontemleri birgok
aragtirmaci tarafindan denenmistir. Bu ¢alismalarda Campylobacter’ lerin; 16S
rRNA, 238 RNA, hipO, ceuk, mapA, cadF, gly4 ve groEL genleri tizerindeki
spesifik dizileri hedef alan primerlerin kullamildigi, PCR, multipleks PCR, real-
time PCR ve PCR-ELISA gibi, degisik amplifikasyon bazli molekiiler yontemler
kullanilmigtir. Ayrica klinik materyalden Campylobacter’lerin direkt tanisi ve tir
dizeyinde identifikasyonuna imkan veren PCR ile kombine DNA hibridizasyon
ve PCR-RFLP gibi yontemler de tanida basar1 ile kullanilmaktadir
(68,71,72,73,74). Nikleik asit amplifikasyon testlerinin duyarlhihik ve 6zgulluguni,
hedef bolge, uygun primerlerin kullanilmasi, internal ve eksternal kontrol

kullanimi, kullanilan DNA ekstraktinin kalitesi, DNA polimeraz enzimi,

28



reaksiyon tamponu, Mg** konsantrasyonu, 1s1 dongii cithazinin performansi ve
uygulayicmin becerisi gibi, ¢ok sayidaki faktor etkilemektedir (75).

I1. Hedef Bolge ve Primerlerin Secimi

Campylobacter tiirlerine spesifik hedef bolgelerin belirlenmesinde tam
genom dizi analizlerinden faydalanilmaktadir. Amplifiye edilen hedef DNA dizisi
cins, tiir, alt tiir hatta sus seviyesinde 6zgiillik gostermelidir. Bu bakimdan ilk ve
en cok calisilan gen bolgeleri, filogenetik olarak korunmus bolgelerin yani sira
mozaik bolgeler de igeren, 16S rRNA ve 23S rRNA genleri olmustur. Cins
diizeyinde son derece duyarl sonuclar elde edilen bu bolgelerin ¢ogaltilmasi ile
tur diizeyinde tanida istenen sonuglar elde edilememistir. Mesela, tiirler arasinda
% 97°nin tuzerinde homolog olan ve genus hatta cins diizeyinde spesifik diziler
tastyan 16S rRNA tir ayrimi i¢in uygun bir ¢cogaltma hedefi degildir (76) . Bir
calismada, 16S rRNA iizerindeki 1,004 bp’lik bir bolgenin gogaltilmasi ve elde
edilen DNA’nin Ddel, Taql ve Bsrl restriksiyon endoniikleazlari ile kesilmesi
sonucu elde edilen DNA fragmentlerinin homolojisini esas alan PCR-RFLP
yontemi 1le ancak Campylobacter, Arkobacter ve Helikobacter cinsi bakteriler
arasinda bir ayrimm mimkiin oldugu, fakat Campylobacter cinsi igerisindeki
turlerin ayirimmin miimkiin olmadig1 ongorilmistir (77). Daha sonra yapilan
aragtirmalarda 16S rRNA geni tizerinde farkli bolgelerin ¢ogaltilmasi ile yapilan
PCR-RFLP  temelli c¢alismalarla ~ Campylobacter’lerin  tiir  diizeyinde
tanimlanmalarina c¢aligilmig, ancak C. jejuni ve C. coli’'nin identifikasyonu igin
heniiz sensitivitesi yiiksek 16S TRNA PCR-RFLP yontemi belirlenememistir (70) .

Campylobacterlerin tan1 ve identifikasyonunda sik kullanilan bir diger

onemli hedef 23S rRNA geni igerisindeki spesifik dizilerdir. ilk ¢alismalarda 23S
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rRNA geninde C. jejuni, C. coli, C. lari ve C. upsaliensis gibi termofilik
Campylobacter tiirleri i¢in oldukga spesifik bir gen bolgesi oldugu, her bir tiir i¢in
farkli dizayn edilmis primerlerin kullanilmasi ile bu tiirler i¢in spesifik bolgelerin
cogaltilarak identifiye edilebilecegi gosterilmistir (78). Daha sonra 23S rRNA
geni Uzerinde 491 bp uzunlugunda ve C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis
turlerinde ortak olan bir gen bdolgesinin varligi tespit edilmistir Bu bolgenin
spesifik primerlerle amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarin, A/ul ve
Tsp5091 restriksiyon endoniikleaz ile kesimi ile elde edilen DNA fragmentlerinin
homolojileri dikkate alinarak “Tek tip PCR-RFLP” ile tir diizeyinde, yiiksek
duyarlilik ve 6zgiillikte tan1 miimkiin olmaktadir (79).

Bu 1ki gen bolgesi disinda, hipO, ceull, mapA, cadF, glyA ve groEL
genleri tizerindeki spesifik dizileri hedef alan primerler yardimi ile tir diizeyinde
tantya yonelik PCR, PCR-RFLP, multipleks PCR gibi modifiye yontem
calismalar1 denenmistir (80, 81, 82, 83, 84, 85, 86).

Campylobacter tirlerinin tam1 ve identifikasyonunda en uygun PCR
yonteminin tespiti i¢in yapilan bir aragtirmada, farkli gen bolgelerini hedef alan
veya farkli primer dizaynlarinin kullanildigi 11 PCR temelli yontemin duyarlilik
ve Ozgullik sonuclary, fizikokimyasal degisiklikler ve sugslar arasindaki
varyasyonlarin testlerin performansi tizerine etkileri arastirilmistir. Arastirmada
C.jejuni tanist igin dizayn edilmis 6 PCR testinin duyarlilik araligi % 84 -100,
ozgulluk arahigr % 88 -100 olarak tespit edilmistir. C. coli’ ye spesifik PCR
testlerinin tamaminda ise duyarlilik ve ozgillik % 100 olarak belirlenmistir.
Galismada kullanilan bazi testler, C. jejuni’ nin referans suslari ile kiyaslandiginda

klinik izolatlar ile daha degisken sonuglar alinmis, tanida daha giivenilir sonuglar



uretebilmek i¢in, farkli genetik dizileri hedef alan primerlerin kullanildigi, birden
fazla PCR testinin es zamanl olarak kullanilmasi onerilmistir. Sokak suglar1 ile
gorilen bu sekildeki degisken sonuglar, C. jejuni genomunun sarta bagl olarak
gosterdigi asirt degiskenlik ile agiklanmigtir (75).

IIL. Diskidan Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Kompleks mikrobiyal flora icermesi, diyetle alinan gida bilesenleri ve
endojen iceriginden dolayr diski orneklerinden niikleik asitlerin saf olarak
ekstraksiyonu, diger klinik 6rneklere gore daha zordur. Diskida, safra tuzlari, gida
icerisinde bulunan bitkisel kaynakli kompleks polisakkaritler gibi PCR ve diger
molekiler yontemlerin duyarhligimi diisiiren ¢ok sayida ve miktarda inhibitorler
bulunmaktadir (75).

Digkr orneklerindeki inhibitorlerin uzaklastirilmast igin, drneklerin lizis
tamponu igerisinde kaynatilmasi ve diferansiyel santrifiigasyonu, PCR reaksiyon
karisimina % 0,5 bovin serum albumin ilave edilmesi veya ekstraktin polivinel
pirolidin ile purifikasyonu 6nerilmektedir.

Geleneksel fenol-kloroform yontemi ile diskidan DNA izolasyonunda,
gerek diskidaki inhibitorleri gerekse fenoli ekstrakttan tam olarak uzaklastirmak
mimkiin olamamaktadir. Bu sebeple fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile
elde edilen DNA kaliplarinin kullanildigi PCR testlerinin duyarliligi son derece
dusuktiir. DNA ekstraksiyonunda bakterinin lizisi i¢in Guanidium isotiyosiyanatin
kullanildigi, DNA’nin silika matrikse baglanarak ard arda yikamalarla protein
kalintilarinin  uzaklastirildigr bir yontem tanimlanmis ve bu yontemin fenol-

kloroform yontemine gore daha basarili oldugu ileri striilmustiir (87) .



Konvensiyonel in-house tekniklerin yani sira, son yillarda digkidan DNA
izolasyonu i¢in ¢ok sayida standardize edilmis ticari kit gelistirilmistir. Bu kitler
1yi standardize edilmis olup 200 ng iizerinde DNA eldesine imkéan saglayacak
bi¢imde dizayn edilmistir. Ancak diskida flora bakterilerinin yogunlugu, digkinin
stvi igerigi ve igerikdeki inhibitor konsantrasyonu gibi degiskenler, gerek
konvensiyonel, gerekse ticari olarak temin edilen DNA ekstraksiyon kitleri ile

yapilan ekstraksiyon islemlerinde sonuglari etkilemektedir (86).

3.7.4.2. indirekt Tam Yontemleri

Campylobacter antijenlerine karsi konak¢i serum ve sekresyonlarinda sIgA
ve IgG turt antikorlarin tespiti amaci ile KBR (Kompleman birlesme reaksiyonu)
ve ELISA bazl serolojik testler denenmis, ancak bu testlerin tant degerlerinin
disik oldugu gorulmustir. Son yillarda gelistirilen ve C. jejuni’nin rekombinant
P18 ve P39 antijenlerine karsi konakg¢ida gelisen antikor cevabini tespit eden
ELISA testinin yiksek duyarlilik ve 6zgillige sahip oldugu ileri strilmistir.
Ancak, C. jejuni’ nin heterojen antijenik yapisindan dolay1 bu testlerden hig biri
standardize edilmis seropozitiflik kriterlerine sahip degildir. Campylobacter
enfeksiyonlarinin tanisinda serolojik testler epidemiyolojik amag¢li dogrulama

testleri olarak kullanilmaktadir (88).

3.7.5. Campylobacter Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Campylobacteriosis gelismiglik farki gozetmeksizin bitiin  diinyada
gorilen, siklikla zoonotik karakterli, gida yolu ile bulasan bir hastalhktir.
Campylobacteriosisin epidemiyolojisi, tarima dayali ekonomi, kisi ve c¢evre

hijyenine verilen onem gibi toplumlarin sosyo-ekonomik ve sosyo kiiltiirel



ozellikler ile temas yasi, endemik bolgelere seyahat ve meslek gibi kisisel
ozelliklerden etkilenmektedir (89) .

Campylobacteriosis, ge¢imini tarim ve hayvancilik gibi topraga dayali
olarak temin eden, igme ve kullanma sularinin sanitasyonunda ve gida
denetiminde yetersizlikler gorilen az gelismis veya gelismekte olan toplumlarda
hiperendemiktir.

Campylobacter epidemiyolojisinde rol oynayan en o6nemli etkenlerden
birisi de hayvanciliktir. Endistrilesmis toplumlarda tiiketilen gidalarin 6nemli bir
boliminiin gelismekte olan tlkelerde tretilmesi, bu tulkelerde gida iretim
asamalarindaki kontrollerin yerel yasa ve kurullar tarafindan denetlenmesi, et ve
gida giivenligi hususunda denetlenebilir standartlarin  bulunmamasi veya
yetersizligi, daha 6nceleri gidalar1 koruduguna inanilan kurutma, tuzlama, sogukta
saklama gibi yontemlerin giivenli olmayisi ve gida yolu ile bulagan
mikroorganizmalarin hayvan barinaklarindan uzaklastirilmalarinin  mimkiin
olamayisi, gida yolu ile bulasan hastaliklarin endistrilesmis toplumlarda da halk
saghgt  yoninden risk olusturmaya devam edecegi  gorilmektedir.
Campylobacteriosisin 1990 yilindan itibaren tiim diinyada giderek artti1 birgok
aragtirmaci tarafindan bildirilmigtir.

Campylobacter enfeksiyonlarmin epidemiyolojisinde, gelismekte olan
tlkelerle gelismis tlkeler arasindaki en 6nemli farklardan biriside olgularin yas
gruplarina gore dagilimidir. Gelismekte olan tilkelerde ¢ocuklarin toprakla ve gida
kaynakli hayvanlarla erken donemde temasi, cocukluk yaslarinda hastaliga karsi
ozgiil bagisikligin gelismesine ve boylece toplumdaki asemptomatik tasiyicilarin

artisina yol agmakta, ileri yaslardaki enfeksiyonlarda daha sakin seyretmektedir.
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Bu iilkelerde erken yasta asemptomatik tasiyicilik gorilen cocuklar, digkilari ile
bol miktarda etkeni ¢ikarmaktadirlar (49).

Gelismis tilkelerde ise Campylobacteriosis ii¢ ayr1 yas grubunda artis
gostermektedir. Ik artis, bir yas alt1 bebeklik doneminde, ikinci artis 15-29 yas
arast genglik doneminde, tgiincii artis ise 60 yas ve flzerindeki yaghlik
donemlerinde goriilmektedir. Gelismekte olan iilkelerin aksine gelismis tlkelerde
asemptomatik tasiyicilik orani bir hayli diisiiktiir (89).

Campylobacter enfeksiyonlarinda her cinsin esit oranda etkilendigi
belirtilmekle beraber bazi ¢aligmalarda gencglerde fast-food beslenme
aligkanhiginin yaygin olmasiyla iligkili olarak erigkin donemde enfeksiyonun
erkeklerde daha yaygin olarak goruldagu bildirilmistir (90).

Campylobacteriosisin epidemiyolojisinde mevsimsel farkliliklarin da
etkinligi gorilmektedir. Gelismis ilkelerde 6zellikle yaz ve sonbahar aylarinda
daha sik gorilen enfeksiyonun, gelismekte olan ilkelerin ¢ogunun iklimler arasi
1s1 farkinin az oldugu tropikal bolgelerde yer almasi nedeniyle bu tlkelerin
insidans oranlar1 arasinda belirgin bir fark yoktur (49).

Aragtirmalar sonucunda insandan insana bulastig1 da bilinmekte olup,
genel olarak Campylobacteriosis bir zoonoz olarak kabul edilmekte ve primer
kaynak, basta kiimes hayvanlar1 olmak {izere, enfekte hayvanlarin triinleridir.
Campylobacter tiri mikroorganizmalar; gida amaci ile beslenen, basta kiimes
hayvanlar1 olmak tizere pek ¢ok memeli hayvan ve yabani kanathlarin, ireme ve
gastrointestinal sisteminde erken donemlerden itibaren kolonize olmaktadir.
Hayvanlardaki kolonizasyon genellikle asemptomatik olarak baslayip hayat boyu

stirmekte, nadiren klinik belirtilere bazen de intermittan yayilima yol agmaktadir.



Daha diisiik oranlarda da olsa kedi ve kopek gibi ev hayvanlarinin gastrointestinal
sistemlerinde kolonize olan Campylobacter tiirleri, bu hayvanlarda da normal
flora bakterisi gibi davranmakta ancak stres, yas, kolonize susun tipi ve enfektif
doza bagl olarak bu hayvanlarda hafif, kendi kendisini sonlandiran ishalli klinik
tablolara yol agabilmektedir. Ancak Campylobacterlerin hayvanlardaki intestinal
kolonizasyonunda, genel olarak prognozu neyin etkiledigi tam olarak
anlagilamamigstir (91). Campylobacter tiirlerinin doku tropizmi yani sira konak
tropizmi gostermeleri kolonizasyonda reseptor bagimliligini digiindiirmektedir

(Tablo 5).

Tablo 5. Campylobacter tirlerinin konak tropizmi

Rezervuar Tiir

Insan C. jejuni, C.sputorum biovar sputorum, C.concisus,

C.curvus, rectum C.showae, C.gracilis
Biiyiik bas hayvan C. jejuni, C.fetus subs.fetus or C.fetus subsp.
venerealis, C.hyointestinalis, C.sputorum biovar

paranureolyticus, biovar faecalis

Koyun C. fetus, C.sputorum biovar faecalis
Domuz C. coli, C.hyointestinalis, C.mucosalis
Kiimes hayvanlari C. jejuni, C. coli, C. lari

Evcil hayvanlar (Kedi, Kopek) Cjejuni, C.lari, C.upsaliensis (ozellikle kopek),

C.hyointestinalis C. helveticus

C.jejuni’ni basta tavuk, hindi ve kesim amagcli beslenen kiimes hayvanlari
olmak tizere, sigir, domuz ve nadiren de olsa kedi ve kopek gibi evcil hayvanlarin
intestinal sistemine kolonize olabilmektedir. Kiimes hayvanlarinda viicut 1sisinin
42°C gibi yiiksek bir 1s1ya sahip olmasi, termofilik bir tiir olan C.jejuni i¢in ideal
bir ireme ortami olusturmaktadir (92). Yapilan g¢alismalarda C.jejuni’ nin
tavuklarda 10-40 cfu gibi dustuk dozda alinsa bile, kursak, sekum ve ince barsak

limeninde, epitel ylzeyini O6rten mukus tabakasi igerisinde ve enterositlerin



iizerinde aheze olarak kolonize oldugunu ve kisa siirede burada gogalarak 10°
Cfu/gr gibi yilkksek konsantrasyonlara ulastigini = gostermistir.  Kiimes
hayvanlarinda kolonizasyon hayatin 2. veya 3. haftasinda baglamakta olup geng
civcivlerde kolonizasyon gorilmemistir. Deneysel olarak yapilan enfeksiyonlarda
1. haftadan itibaren digsik oranda ve kisa sireli kolonizasyonun miimkiin
olabildigi gosterilmistir. Dogal yolla kolonizasyondaki gecikmenin anneden gegen
ve yumurta sarisinda yiiksek diizeylerde gosterilen antikorlara, kursak ve
intestinal sistemdeki flora bakterilerinin tirii ve sayisina ve intestinal sistemin
reseptorler ve anatomik yapilarindaki matiirasyonla iliskili oldugu bildirilmistir
(93).

Kiimes hayvanlarinda 3. haftadan itibaren kolonizasyon orani siiratle
artmakta ve kesime gelen broiler cinsi tavuklarda oran % 0-95’e ulagsmakta, bu
donemdeki tavuklarin  diskilarindaki ~ C.jejuni  yogunlugu 10°CFU/gr’a
ulagsmaktadir. Marketlerde yapilan c¢alismalarda tiketime hazirlanmig et
urtinlerinde kontaminasyon orani % 100’4 bulmaktadir. Gerek dogal beslenen ev
tipt kiimes hayvanlar1 gerekse buyik isletmelerde tretilen hayvanlarda
kolonizasyonun baslama yasi ve siklig1 arasinda fark gosterilememistir.

Kolonizasyonun siiresi konaga ve susa gore degisebilmektedir (93, 94).

3.7.5.1. Epidemiyolojik A¢idan Tiplendirme Yontemleri

Son yillarda, 6zellikle molekiiler epidemiyolojik yontemlerin gelistirilmesi
ile Campylobacteriosis epidemiyolojisi ile ilgili bilgilerin 6nemli 6lgiide arttigi
gorilmektedir.  Mikroorganizmanin  fenotipik  6zellikleri ile  genotipik
ozelliklerinin karsilastirildigir calismalarda, bir salginda izole edilen suslar

arasindaki bulasicilik yoniinden goriilen farkliliklarin sebebi, salginlarin varsa



hayvan rezervuarlari veya diger potansiyel kaynaklar1 ile yayilma yollar

belirlenebilmektedir (95) .

3.7.5.1.1. Fenotipik Yontemler

Campylobacter’lerin hastalik etkeni olarak ilk izolasyonundan bugiine
kadar gegen siire igerisinde yapilan siirveyans ¢alismalarinda uygulama gigligi,
zamana dayali sonug¢ iretme ve genetik yapidaki degisimlere bagl olarak
izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerinden ¢ok salgina neden olan suslarin antijenik
ozellikleri ve faj duyarliliklarina gore identifikasyonunu baz alan fenotipik
yontemler kullanimugtir.  Antijenik  ozelliklere gore vyapilan siirveyans
caligmalarinda Penner ve Lior’un antijenik siniflandirmasini esas alan serolojik
identifikasyon yontemleri baz olarak alinmigtir. Orgjinal Penner yonteminde
indirekt hemaglitinasyon (IHA) teknigi kullanilir ve Campylobacter izolatlar1
1stya direngli (TS/HS) antijenlerindeki homolojiye gore identifiye edilirler (96).
Bu yontemin en 6nemli dezavantaji antijenik benzerlik sebebi ile diger Gram
negatif barsak bakterileri ile capraz reaksiyonlara bagli yalanci pozitiflik oraninin
yiiksek olusudur. Bu sebeple yontem daha sonra modifiye edilmistir. Bakteri
aglitinasyonuna dayali bir yontem olan, Modifiye Penner yonteminde 6zgiil
olmayan acik sekilli ve capraz reaksiyonlarin en aza indirilebilmesi igin,
Campylobacterlerin HS atijenlerine kars1 gelistirilmis absorbe serumlar ve bakteri
siispansiyonlar1 kullanilmaktadir (97). Ingiltere basta olmak itizere Avrupa’da
bulunan referans merkezlerinde Campylobacterlerin fenotipik 6zelliklerine gore
tiplendirilmelerinde Modifiye Penner yontemi, Faj tiplendirme yontemi ile birlikte
kullanilmaktadir. Lior yonteminde ise 1siya duyarli (TL/HL) antijenler lam

aglitinasyon testi ile arastirilmaktadir (98). Ancak anti serum panellerinin ¢ok



olmasi, tiplendirilemeyen izolatlarin varligi, yontemlerin maliyetinin ve is
yukinin fazla olmasi gibi nedenlerden dolay1r fenotipe dayali siirveyans
caligmalarinda  serotiplendirme  yontemlerinin  uygulanabilirligi, referans
laboratuarlar1 ile sinirli kalmistir. Ayrica genetik materyalin horizontal transferi
nedeni ile farkli genotipe sahip Campylobacter’ler suslarinin zaman zaman ayni
antijenik profili sergilemeleri ya da ayni genotipe sahip Campylobacter suslarinin
farkli antijenik 6zellige sahip olmalar1 sebebi ile hatali pozitif veya negatif
sonucglarin elde edilmesi, izolatlarin ¢ogunun sik karsilagilan birkag serotip
igerisinde yer almasi, buna karsilik bazi izolatlarin mevcut anti-serumlarla tespit
edilememesi, antijenik homolojiyi esas alan tiplendirme yontemlerinin en 6nemli
boslugu olarak kabul edilmistir ve bundan dolay1 daha duyarli subtiplendirme
metodlarina ihtiya¢ duyulmustur (99). Guiniimiize kadar serotiplendirmenin yani
sira kullanilmak iizere ¢ok sayida faj tiplendirme semasi Onerilmistir. ilk faj
tiplendirme semast ABD’de gelistirilmistir.(Grajewski ve ark 1985) Daha sonra
Ingiltere’de Salama ve arkadaslar1 (1990) ile Kanada’da Khakhria ve Lior (1992)
tarafindan gelistirilen faj tiplendirme semalar1 ¢ok sayidaki calismada
epidemiyolojik tiplendirme yontemi olarak serotiplendirme ve antimikrobiyal
duyarlilik profillerine gore yapilan tiplendirme ile birlikte kullanilmistir. Bu g
semada major fajlar ortak olup daha az rastlanan faj tiplerinde farkliliklar
goriilmektedir. ABD’de gelistirilen orijinal faj tiplendirme gsemasi: kiimes
hayvanlarmin digkisindan izole edilen 14 viriilan bakteriyofaj kullanilarak
olusturulmustur. Ingiltere’ de gelistirilen faj tiplendirme semasinda ise orijinal faj
tiplendirme semasinda da kullanilan 6 bakteriyofaj ile birlikte domuz digkisindan,

giibre ve su gibi ¢evresel 6rneklerden izole edilen 10 farkli bakteriyofaj da semaya



dahil edilmistir (Faj Tip 1). Khakhrith ve Lior’un onerdigi faj tiplendirme
semasinda ise, orijinal faj tiplendirme semasindaki 10 bakteriyofaja 9 minor faj
eklenmis ve boylece tiplendirmede kullanilan faj sayist 19°a cikarilmigtir. Faj
tiplendirilmesinde kullamilan bu ii¢ semadan en ¢ok kabul géren Ingiltere’de
kullanilan semadir. Bu semaya gore 76 farkli faj tipi bulunmaktadir. Giderek artan
sayidaki faja ragmen serotiplemede oldugu gibi epidemiyolojik olarak iliskisiz
suslar arasinda ayni faj tiplerinin tespit ediliyor olmast bu testlere olan giiveni de
azaltmigtir (100, 101, 102). Khakhria ve Lior 17 farkl iilkeden gonderilen insan
ve c¢esitli hayvan digki orneklerinden izole edilen 672 C. jejuni ve 82 C. coli
izolat1 ile genisletilmis bakteriyofaj semasini kullanarak yaptiklar: bir arastirmada
izolatlarin ancak % 80,6’nin tiplendirilebildigini, bu suslarin birden ¢ok faj
duyarliligi gosteren 46 farkli faj (PT) tipi sergilediklerini belirtmislerdir.
Tiplendirilen 1zolatlarin % 57’sinin 9 faj tipi icerisinde yogunlastiklarini (3, 5, 10,
11, 18, 19, 23, 26, 44) insanlardan izole edilen C.jejuni izolatlar1 arasinda en
yaygin faj tipinin PT-11 oldugunu bildirmislerdir. Ancak genisletilmis bu semaya
ragmen izolatlarn % 19,4’tinde faj tipine gore iliskilendirme yapilamamigstir
(102) .

Campylobacterlerin epidemiyolojik amagl tiplendirmelerinde, hizli ve
kolay bir alternatif olarak, antimikrobiyal duyarlilik profillerindeki homolojiyi
dikkate alan antibiyotiplendirme de denenmistir. Ancak genotipik yontemlerle
yapilan kiyaslamali ¢aligmalarda mikroorganizmay1 tiretme asamasinda kullanilan
besiyerinin 6zellikleri, tuz konsantrasyonu, kalinlik, inkiibasyon sartlart ve
inokiilim miktarindaki standartsizlik gibi testlere ait intrinsik sebeplerden dolay1

bu yontemin duyarliliginin tek basina disiik oldugu, fenotipik tanimlamada diger



testlerle birlikte anlamli olabilecegi gorilmistir. Wittwer ve ark. (2005)
tarafindan yapilan, hayvanlar ve c¢evresel orneklerden izole edilen 139
Campylobacter susunun tiplendirilmesinde, antibiyotipleme ile Amplified
Fragment Length Polymorphism (AFLP) ve flaA-RFLP yontemlerinin
kiyaslandig1 ¢alismada, AFLP’de 48, flaA-RFLP de 29 ayr1 patern gosteren
suglarin, 8 farkli antimikrobiyal kullanilarak yapilan antimikrobiyal duyarlilik
testlerine gore 13 ayr1 antimikrobiyal direng profili gosterdigi tespit edilmistir.
Tiplendirilen suglarin hi¢ birisinde genotipik profiller ile antimikrobiyal direng
profilleri arasinda korelasyon gosterilmemistir (103). Benzer bir baska caliymada
Han ve ark. Campylobacter susunu pulsed field gel elektroforezi (PFGE), flaA-
tiplendirme ve tetrasiklin, nalidiksik asit, siprofloksin’e karsi direng profillerine
gore tiplendirmeye calismislar, sonu¢ olarak test kombinasyonlar: ile suslarin
toplam 87 farkli grup icerisine dagildiklarini bildirmislerdir. Bu grup, genotipik
testlerin suslar arasindaki farkliliklarr ortaya koymada daha ayirt edici oldugunu
ayrica genetik 6zelliklere gore yapilan gruplandirmanin anti mikrobik duyarlilik
testlerine gore yapilan gruplandirma ile hi¢ uyusmadigini belirtmislerdir. Bu
durum Campylobacter suslar1 arasinda ¢oklu direncin yaygin olarak gorilebilmesi
ile iliskilendirilmistir (104).

Sonu¢ olarak, faj duyarliligma gore, antijenik oOzelliklere gore ve
antimikrobiyal duyarlilik testlerine gore identifikasyonu esas alan fenotipik
tiplendirme yontemleri, gerek taksonomik gerekse epidemiyolojik calismalar igin
yeterli duyarlilik ve ozgiullige sahip degildir. Bu sebeple 6zellikle epidemiyolojik
caligmalarda, salginlardan izole edilen suslarin  tiplendirilmesi  ve

iligkilendirilmesinde genotipik yontemlerin kullanilmasi 6nerilmektedir (99).
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3.7.5.1.2. Genotipik Yontemler

Campylobacter izolatlarinin genomundaki nokta mutasyonlari ve/veya
delesyon mutasyonlarinin tespitini esas alan Pulsed-Field Jel Elektroforezi
(PFGE), fla gen tipleme, Multilocus Sequence Typing (MLST), kisa palindromik
tekrarlayan diziler arasindaki bolgelerin (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats - CRISPRs) dizi analizi, RAPD-PCR (random amplified
polymorphic DNA) ve fluorescent amplified fragment lengthpolymorphism
analysis (FAFLP) gibi cesithi restriction fragment lenght polymorphism (RFLP)
yontemlerin siirveyans c¢aligmalarinda yiksek sensitivite ve spesifiteye sahip
olduklar1 gosterilmistir. Epidemiyolojik tiplendirme metodlar1 kisa siireli
epidemilerde ve uzun siureli ve genis alana yayilan biyik epidemilerde
enfeksiyonun kaynagi ve major tipin tespit amaci ile kullanilabilecegi gibi, bir
salgindan izole edilen major tipin daha sonraki salginlarla muhtemel iligkisini
tespit amaci ile de kullanilmaktadir. Bu sebeple segilecek olan tiplendirme
metodunun, hem kabul goren subtiplendirme semalarini olusturan gruplari
tanimlayabilme ozelligine, hem de yiiksek ayirim yetenegine sahip olmasi
gereklidir (99).

Tum bakteri genomunun restriksiyon enzimi ile kesilerek, ortaya ¢ikan
bant profillerindeki polimorfizmin degerlendirildigi macrorestriction profile-
pulsed-field jel elektroforezi (mrp-PFGE) Campylobacter izolatlarinin
genotiplendirilmesin de altin standart olarak gosterilmektedir. Bu yontemde
Campylobacter DNA’s1 parcalanmadan bir biitiin olarak izole edildikten sonra,
Smal veya Kpnl restriksiyon enzimi ile kesilerek elde edilen DNA pargalari
elektroforezle yuriitiilmekte ve ortaya ¢ikan paternler karsilastirilarak cok sayida

sus ayni anda degerlendirilebilmektedir. DNA’nin Smal restriksiyon enzimi ile
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kesilmesi ile biyiklikleri 40 ila 400 bp arasinda degisen 4 ile 20 bant ortaya
cikmaktadir. Ancak DNA’nin Kpn I enzim ile kesilmesi sonucunda daha ¢ok bant
profili elde edildigi, bu nedenle bu enzimin kullanildig1 PFGE’ in ayirim giictiniin
daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bazi arastirmacilar Campylobacter
izolatlarinin genotiplerinin belirlenmesinde es zamanli olarak her iki enzimin
kullanildigi mrp-PFGE yontemlerinin kullanilmasint ve sonuglarin korele
edilmesini onermektedir. Diger taraftan PFGE yonteminin yiiksek ayirim gici,
Cjejuni genomunun stabil olmamasi ve genomik yapmin sirekli olarak
mutasyona ugramasi sebebi ile uzun stiren global epidemilerde, standart indeks
sus tayini ve indeks sapmalarinin yorumlanmasim gii¢lestirmektedir. Bu sebeple
PFGE yontemi ancak kisa siireli epidemilerde, suglar arasi genetik iligki ve indeks
sus ile kaynak tespitinde yardimci olabilmektedir. Yine PFGE yontemi ile total
genom analizi yapildig: i¢in 1y1 korunmus yapisal genler-housekeeping- ile ilgili
spesifik bilgi edinilememektedir. Boylece bu yontemle degerlendirilen suslarin
farkliliklar1 ortaya konmakta ancak filogenetik iligkilendirme yapilamamaktadir
(105).

Global molekiiler epidemiyolojik c¢alismalarda filogenetik iliskiyi de
ortaya koyan en uygun yontemler arasinda yer alan Multilocus Sequence Typing
(MLST) ve Multilocus Enzyme Electrophoresis (MEE) yontemleri,
suptiplendirmede indeks olustururken, sirasi ile, Campylobacterlerde ki cok
sayidaki houskeeping gene ait ¢esitli lokuslarin dizi analizi ve bu genlerinin
kodladig1 enzimlerdeki polimorfizmin tespitini baz alir. Yani MEE ile MLST
birbirinin analogu olan iki yontemdir. Housekeepin genlerdeki mutasyonlar ¢ok
yavas gelisir ve siklikla sessiz mutasyonlardir. Yani meydana gelen mutasyonlar

enzimin tabiatini degistirmez. Bu sebeple MEE ve 6zellikle MLST bazli metodlar,
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tiplendirilen suslar arasindaki filogenetik iliskiyi de ortaya koymalar1 sebebi ile
global epidemilerde basar1 ile kullanilmaktadir. Multilocus sequence typing
(MLST) ile dizi analiz yapilan lokuslardan elde edilen her allele bir kod verilerek,
her sus icin bir dizi tipi (ST) belirlenmekte ve elde edilen veri tabanlar1 dijital
ortamda saklanmaktadir. Bu metod, otomatize sistemlerde dizi analizinin
kolaylikla yapilabilmesi, daha yiiksek ayirim giicine sahip olmasi, hedef
lokuslarda yavas gelisen mutasyonlar sebebi ile daha stabil ve tekrarlanabilir
sonuclarin iretilebilmesi ve elektronik ortama tasinabilen sonuglarla daha stabil
indeks olusturulabilmesi sebebi ile yaygin kullanim alani bulmustur (106).
Genotiplendirmede yaygin olarak kullanilan niikleik asit amplifikasyon
metodlarindan AFLP (Amplified Fragment Lengthpoliymorphism Analysis)/
FAFLP (Fluorescent Amplified Fragment Lengthpoliymorphism Analysis)
prensip olarak PFGE ve MEE’ye benzemektedir. Yiksek ayrim giiciine sahip
oldugu bildirilen AFLP yonteminde pirifiye edilmis tiim Campylobacter genomu
6 baz dizisini tantyan Bg/Il veya Hind III ya da dort baz dizisini taniyan Csp 61,
Hhal veya Mfel gibi restriksiyon enzimleri ile kesilmekte, enzim kesim bolgeleri
spesifik oligoniikletidlerle (adaptor oligoniikleotid) isaretlenmektedir. Ayni tiip
icerisinde gelistirilen bu iki reaksiyonun ardindan farkli buytklikteki gen
parcalari, adaptor oligoniikletidlere komplementer floresan boya ile isareth
primerler kullanilarak amplifiye edilmekte, amlifikasyon uriinleri, poliakrilamit
jel elektroforezi ile ya da otomatize floresansi okuyan sekans analiz cihazlarinda
goruntilenmektedir (FAFLP). AFLP yontemi ile mrp-PFGE yonteminin
duyarliliklarimin karsilastirildig 91 salgin susunun degerlendirildigi bir ¢aligmada,
4 bazlik bir bolgeyi taniyan Bglll ve Mfel restriksiyon endoniikleazlarin

kullanildigi AFLP yonteminin Smal restriksiyon enziminin kullanildigi PFGE



yontemine gore daha yiiksek ayirt etme giiciine sahip oldugu gosterilmistir. Bu
caligmada AFLP yontemi ile uzunluklari 50-500 bp arasinda degisen, farkli
buytklikte 20-25 bant olusturdugu, bu bant profillerine gore ¢alismaya dahil
edilen izolatlarin 40 farkli AFLP gen kiimesi olusturdugu, PFGE ile elde edilen
band profiline gore ise sadece 20 gen kiimesi olusturdugu bildirilmistir (107).

Campylobacter izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisinde kullanilan PCR
bazli bir diger yontemde, Random amplified polymorphic DNA typing (RAPD-
DNA) yontemidir. Bu yontemle AT yoniinden zengin, 8-10 bp uzunlugunda
primerler kullanilarak, ytksek tuz konsantrasyonu ve disik 1sida izolat
genomundaki non-spesifik DNA fragmentlerinin amplifikasyonu ve amplikonlar
arasindaki polimorfizmin tespiti amacglanmaktadir. Ayni genotipe sahip suslar,
primerler ayni gen bolgelerine baglanacagi icin ortak amplikonlar treteceklerdir.
Yapilan bir ¢alismada RAPD-DNA ve PFGE ile tiplendirilen suglarin yiksek
derecede benzer profiller verdikleri tesbit edilmistir. Kolay uygulanabilir olusu ve
disiik maliyeti sebebi ile bu yontem epidemiyolojik arastirmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak bant paternlerinin DNA konsantrasyonundan etkilenmesi
ve yorumlanamayan min6r bantlarin olusumu bu yontemin en oOnemli
dezavantajlar1 olarak bildirilmektedir (108).

Campylobacter salgin izolatlarinin genotipilendirilmesinde fla geninin
varyasyonlarini ortaya koyan amplifikasyon bazli fla-RFLP ve fla genindeki kisa
degisken bolgelerdeki (SVA) polimorfizmi belirleyen dizi analiz yontemleri de

kullaniimaktadir.

44



4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

Bu ¢alismada Malatya ilindeki 6zel bir broiler kesimhanesinden tavuktan
kesim esnasinda alinan 100 bagirsak ve 100 safra igerigi C. jejuni ve C. coli
yoniinden incelendi. Kesim esnasinda alinan her numune ayr1 ayr1 varhig: steril
posetlere konularak vakit gegirmeden laboratuara getirildi. Bagirsak ve safra
kesesi ekim, kasim ve aralik aylar1 arasinda 10 defa kesimhaneye gidilerek 10
farkli siriden numuneler toplandi. Aseptik kosullarda hazirlanmis olan
Campylobacter Blood - Free Selective Agar Base’ye ekimi yapildiktan sonra fazla
nemi engellemek amaciyla 2,5-3 saat siireyle etiivde bekletildi. Daha sonra hava
sizdirmayan mumlu kavanoza koyularak oksijensiz ortam saglamak suretiyle agzi
sikica kapatilarak 42 °C’ de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda besi
yeri ylizeyinde treyen 0,3-0,5 mm capl gri, seffaf, hemoliz yapmayan siipheli
koloniler, Gram boyama ile boyanarak mikroskobik morfolojileri yoniinde
degerlendirildi. Gram negatif, kivrimli veya virgil seklinde gorillen koloniler
Campylobacter yoniinden degerlendirilmek tizere ayrica hazirlanmis olan kanh
agara (Blood Agar) ekildi ve ayni sartlarda inkiibasyona birakildi. Ureme goriilen
bakteri termofilik Campylobacterler yoniinden incelendi. Kanli agarda tireyen
makroskobik ve mikroskobik morfolojik 6zelliklert Campylobacter yoniinden
uyumlu koloniler (saf olarak tiremis olanlar) deneme amagl olarak 5’er ml” lik
tizyolojik tuzlu suda (FTS) stispanse edildi ve DNA ekstraksiyonu yapilarak PCR’

da kullanilmak iizere 3’erli eppendorflarda -20 °C” de saklandi.
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4.2. Cahsmada Kullanilan Besi Yerleri

Calismada bagirsak ve safra igeriklerinde Campylobacter izolasyonu igin
selektif supplement iceren Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base
(CCDA agar) ve %7’lik koyun kani ile zenginlestirilmis Campylobacter Blood
Agar kullanilmigtir.

I.Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base
(CCDA)
Agar:
e Nutrient broth No. 2 25¢g

e Bacteriological charcoal 40g

>

e C(Casein hydrolysate 30g

e Sodium deoxycholate 10g

e Ferrous sulphate 025¢g

e Sodium pyruvate 025¢g

e Agar 120 g

e Distile su 1000 ml
Supplement :

CCDA Selectivee Supplement (Oxoid, SRO155)

e Cefoperazone 32 mg/L
e Amphoteracin B 10 mg/L
Hazirlanmasi:

1. 22,75 gr besiyeri tartilarak 500 ml distile su eklendi.
2. Isitilarak kaynama noktasina getirildi.

3. 121 derecede 15 dk otoklavlanarak sterilize edild1
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4. 50°C’ye sogutuldu.

5. Steril kosullarda 500 ml besi yerine 16 mg cefoperazone ve 5 mg
amphotericin B iceren 1 sise CCDA Selective Supplement (SR0155)
eklendi.

6. lyice karigtirillip, 90 mm ¢apindaki petri plaklarma 20-25 ml miktarda
dokuldu.

7. Oda 1sisinda katilagmaya birakildi.

8. Kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

II. Campylobacter Blood Agar

Kanli agar base 37 gr

Distile su 1000 ml

Defibrine koyun kan1 %7

Ticari olarak temin edilen kanli agar besi yeri, distile su igerisinde
benmaride eritildikten sonra otoklav da 121 °C” de 15 dk sterilizasyon iglemine
tabi tutuldu. Oda 1si1sinda sogumaya birakilan besi yerinin 1sis1 yaklasik 50°C ye
kadar sogutuldu ve 37°C’ ye kadar isitilmis %7°lik koyun kanlar1 besi yerine

karistirildi ve petri kutularina esit sekilde dokilerek katilagsmaya birakild.

4.3. Campylobacter Izolasyonu

Laboratuvara getirilen bagirsak ve safra numuneleri sirasiyla numaralandi
(Bagirsak 1, Safra 1). Daha sonra 6nce bagirsak numunesinin jejunum kismindan
kizgin spatulayla daglanmis bir bolgesi steril bistiiriiyle kesilerek swab ile alinan
bagirsak icerigl ve ince uclu pipet yardimiyla delinerek alinan safra igerigi ayri

ayrt CCDA yiizeyine inokiile edildi. inokiilasyon yapilan besi yerleri sizdirmayan
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bir kavanozun igerisinde mum yakilarak olusturulmus mikroaerofilik ortamda
42°C’de 48 saat inkiibe edildi. Ureme olmayan numuneler 24 saat daha
bekletilerek 48 saatte Campylobacter tiremesi yoniinden tekrar degerlendirildi.
Ureme goriilmeyen petri kutularinin inkiibasyonuna son verildi. Bu siire sonunda,
grimsi renkte, bazen metalik yansima veren, diiz yiizeyli ancak yayilma egilimi
gosteren koloniler, Campylobacter yoniinden stipheli gorilerek kanli agara tek
koloni ekimleri yapilip saf kiltiirleri elde edildi. Saf kiiltiirleri elde edilip stipheli
kabul edilen izolatlara Gram boyama teknigi yapildi ve 151k mikroskobunda
immersiyon objektifinde incelendi. Mikroskop incelenmesinde Gram negatif
kiviimli veya virgiil seklinde gorillen bakteriler Campylobacter siiphesiyle
Polymerase chain reaction (PCR) yontemiyle dogrulanmak iizere eppendorflarda
1,5 ml swvi besi yeri igerisinde yogun sispansiyonlari yapilarak - 20°C’de
muhafaza edildiler. Saf olmadigi gozlenen kiltirler CCDA agara yeniden tek
koloni diisirmek yontemiyle saflastirilarak ayni islemler tekrarlandi. Uremenin

olmadigi plaklar ise atild1.

4.4. Molekiiler Analiz

4.4.1. DNA Ekstraksiyonu

Campylobacter siipheli izolatlardan PCR ile identifikasyonu ve RFLP
yontemiyle genotiplendirilmesinde kullanilmak tzere DNA ekstraksiyonu
gergeklestirildi.

DNA ekstraksiyonunda yontem olarak proteinaz K ile desteklenen fenol
ekstraksiyon yontemi uygulandi. Saf olarak tretilip ekstraksiyon islemi igin -

20°C’ de saklanan numuneler oda sicakliginda ¢6zdiirilda. Daha sonra asagidaki
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basamaklar gerceklestirilerek DNA ekstraksiyonu yapildi.

1. Oda 1sissinda ¢ozdirillen bakteri stispansiyonlart 11.000 rpm’de 5 dk.
santrifiije tabi tutuldu.

2. Ekstraksiyon i¢in STE buffer (100 uM NaCl, 50 uM Tris-HCL, 1uM
EDTA) hazirlandi.

3. Her bir numunenin iizerine 400 pl STE bufter, 20 ul %20°lik SDS, 5 ul
Proteinaz K (20mg / ml) karigimu ilave edildi.

4. Karisim iyice vortekslendi ve 50 °C’de 4 saat inkiibe edildi. Her 30 dk’da
bir karistirildi.

5. Karigim su banyosunda 10 dk. kaynatild1.

6. Numuneler soguduktan sonra karigimin iizerine 400 pl phenol + kloroform
+ izoamil alkol (2,5: 2,1: 1) ilave edildi. Iyice vortekslendikten sonra
13.000 rpm’°de 8 dk. santrifij edildi.

7. Supernatant (300 pl) yeni bir tiipe aktarildi ve DNA’nin presipitasyonu
amaciyla siispansiyona (0,1 hacim 30 pl) 3M Na-asetat ve (2,5 hacim 750
ul) saf alkol ilave edilip karistirildiktan sonra -20 °C” de 1 gece bekletildi.

8. Dondurucudan ¢ikartilan 6rnekler 13.000 rpm’de 20 dk.santrifiij edildi.

9. Ust kisim dokiildiikten sonra pelet iizerine 500 ul %70’lik alkol ilave
edilerek 13.000 rpm’de 5 dk. santrifij edildi.

10.Alkol dokuldikten sonra pelet kurumaya birakildi ve daha sonra 100 ul

distile su ilave edilerek PCR isleminde hedef DNA olarak kullanild1.

4.5. Siipheli Izolatlarm PCR {le identifikasyonlan

Stpheli izolatlarm PCR ile identifikasyonu amaciyla C. coli ve C.

Jejuni nin ortak ceuls genine spesifik, C. jejuni’de 793 bp uzunlugunda, C. coli’ de
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ise 894 bp uzunlugunda gen bolgelerini amplifiye eden primerler (C. coli i¢in
COL1 (5°- ATG AAA AAA TAT TTA GTT TTT GCA —-3") ve COL2 (5* — ATT
TTA TTA TTT GTA GCA GCG - 3°), C. jejuni i¢in JEJ1 (5° — CCT GCT ACG
GTG AAA GTT TTG C — 3) ve JEJ2 (5> — GAT CTT TTT GTT TTG TGC
TGC — 37) primerleri kullanildi (109).

PCR islemi 25 ul toplam hacimde gergeklestirildi. Karigim 3.5 mM MgCI2,
50 mM KCL, 10 mM Tris — HCL, 0.2 mM dNTP karigimi, her bir primerden 1
uM ve 0,5 U Taq DNA polymerase enzimi (Fermantas, Litvanya) ile hazirland1.
22,5 ul PCR karigimina 2.5 pul DNA ilave edilerek toplam 25 ul hacim elde edildi.
PCR islemi TECHNE Thermal Cyder kullanilarak her siklusu 94 °C’de 30 s.
denatiirasyon, 57 °C’ de 30 s. primer baglanmasi ve 72 °C’ de 1 dk. sentez
basamaklarindan olusan 30 siklus halinde uygulandi.

C. coli ve C. jejuni siiphesiyle izole edilen suslardan ekstrakte edilen
DNA’lar once saf olarak PCR isleminde kullanildi. Negatif bulunan 6rnekler,
DNA yogunlugu nedeniyle hatali negatiflik ihtimaline karst 1/10 oraninda

sulandirilarak PCR islemi tekrarlandi.

4.6. PCR Uriinlerinin Jelde Yiiriitiilmesi

Amplifikasyon islemi sonrasinda hedeflenen bolgeyi temsil eden
buytiklukteki amplikonlarin varhigint tespit amaci ile amplikonlar elektrikli
ortamda agaroz jelde yuritildi. Bu islem asagidaki sekilde yapild:

1. % 1,5’Iuk agaroz jel 1X TBE soliisyonu ile hazirland.
2. 1,5 g agaroz tartilarak tizerine 100 ml 1X TBE ilave edildi. Ve karisim
homojenizasyon saglamak i¢in mikrodalga firinda eritildi.

3. Oda isisinda 60 °C’ nin altina dilsmeyecek sekilde bekletilerek sogutuldu.
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4. Hazirlanan itilmig jel dnceden hazirlanmis ve taraklari uygun olarak
yerlestirilmis jel kalip tepsisinin tizerine yavasca dokiildi.

5. Oda sicakhiginda 20-30 dk. bekletilerek agaroz jelin katilagmasi sagland.

6. Katilasmis agaroz jel elektroforez tankina yerlestirilerek taraklar cok
dikkatli bir sekilde ¢ikartild1.

7. Orneklerden 10 pl alarak parafilm iizerinde 2 pl 6x ile Leading dye ile
karigtirildt  ve kuyucuklara yiiklendi.llk kuyucuga PCR iriiniiniin
buyukligini tespit amaciyla 100bp DNA ladder yiiklendi. 100 V’da 2 saat
yuratalda.

8. Agaroz jel ethidium bromid ile boyanarak UV transilliminatérde incelendi.
DNA ekstraksiyonu ve PCR iglemlerinin saglikli bir sekilde yuriaduagiini

kontrol etmek icin C. coli ve C. jejuni referans suslari pozitif kontrol olarak

kullanild1. Negatif kontrol olarakda distile su kullanildi.

4.7. RFLP Uygulamalan

4.7.1. Fla Gene Spesifik PCR

RFLP uygulamas: i¢in C. jejuni ve C. coli olarak identifiye edilen
izolatlardan elde edilen DNA ornekleri kullanilarak fla genindeki polimorfizmi
ortaya koymak amaciyla fla genine spesifik PCR islemi gergeklestirildi.

PCR islemi 50 pl toplam hacminde ve 5 ul kalip DNA, 10 X PCR buffer
(750 mM Tris-HCL, 200 mM (NH)SO4, % 0,1 Tween 20), MgCI2 (2,5 mM), 1
mM reverse ve forward primerler (FLA1 5’-ATG GGA TTT CGT ATT AAC AC

-3, FLA2 5° — CTG TAG TAA TCT TAA AAC ATT TTG -3’), deoksiniikleosid
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trifosfatdan (200 mM) ve Taq DNA polymerase (1.25 U; 5U/ml, Fermantas,
Lithuania).

PCR isleminde touchdown thermal cycler (Hybaid, Middlesex, England)
aleti kullanildi. PCR karisimi 94°C’de baslangi¢ denatiirasyon basamagini takiben
35 siklus olarak her siklus 94°C’de 15 s. denatiirasyon, 45°C’de 45 s. baglanma
(annealing) ve 1 dk zincir uzamasi ve 72°C’de 5 dk son zincir uzamasi uygulandi.
PCR irtnlerinden 10ul alinarak %1°lik agaroz jel yuklendi. //a genine spesifik

1.7 kb uzunlugunda bantlarin goriilmesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.

4.7.2. Restriksiyon Endoniikleaz ile fla-geninin Kesilmesi

C. jejuni ve C.coli olarak identifiye edilen izolatlarin PCR islemi ile fla
genindeki genetik polimorfizmini ortaya koymak amaciyla iki farkli restriksiyon
endoniikleaz enzimi kullanild.

fla gen polimorfizmini saptamak amaciyla Hinf ve Ptsl restriksiyon
endoniikleaz enzimleri kullanildi. Restriksiyon analizi i¢in enzim tretici firmanin

tavsiye ettigi protokol uygulandi.

Restriksiyon enzimi (Hinf, Ptsl) 0,5ul
RE Bufter 2 ul

Asetilated BSA 0,2 ul
DNA 10 ul
Distile su 7,3 ul
Toplam hacim 20 ul

Reaksiyon karigimlary, enzimin optimum diizeyde aktivasyonu i¢in

Thermal Cycler’da 37 °C” de 4 saat inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonucunda restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin etkisiyle
ortaya c¢ikan DNA fragmentlerini ortaya koymak suretiyle fla genindeki
polimorfizmi belirlemek ve dolayisiyla izolatlar arasindaki genetik farklilig:
ortaya koymak amaciyla restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle DNA friinleri
agaroz jelde yurutildi.

Her iki enzim kullanilarak optimal sartlarda kesilen amplikonlarin, kesim
yerlerine gore olusturduklart fragmentlerin buyiiklikleri, kesim sonrast ortaya

cikan bant sayist ve buyiklikleri orneklerin agaroz jelde yurttialmeleri ile

belirlendi.
5. BULGULAR

5.1. izolasyon Bulgular

Bu caligmada 100 adet Broiler pilicten kesim esnasinda alinan 100
bagirsak ve 100 safra numunesi C. jejuni ve C. coli yoninden incelendi.
Calismada bagirsak ve safra orneklerinden Campylobacter izolasyonu igin,
Campylobacter Blood-Free Selective Agar (CCDA)besi yeri ile % 7 koyun kanli
agar besi yerleri kullanildi.

Izolasyon ¢aligmalar1 sonucunda incelenen 100 bagirsak ve 100 safra
iceriginden olusan toplam 200 6rnekten 40’1 safra ve 52’°si bagirsak olmak tizere

92 numuneden Campylobacter siipheli izolatlar elde edildi (Tablo 6).



Tablo 6. [zolasyon Bulgulari

Safra (n=100) Bagirsak (n=100) Toplam (n=200)

Campylobacter siipheli 40 (%43.4) 52 (%56.5) 92 (%46)
izolat sayisi

C.coli ile C.jejuni 19 (%20.7) 36 (%39.1) 55 (%27.5)
olarak identifiye edilen
izolatlar

5.2. izolasyon esnasinda Karsilasilan Problemler ve Yapilan islemler

1) Etiivde 42 °C’ de 24 saat bekletilen ornekler incelendiginde; iizerlerinin
bir miktar sulandigin1 ve tiremenin koloniler halinde degil, tiim petri yiizeyine
yaygin sekilde gerceklestigi goriildi. Bireysel kolonilerin olusmadigi bu tip besi
yerlerinde saf izolat elde etmek miimkiin olamadi. Bu durumun hangi nedenlerden
kaynaklandigini belirlemek amaciyla asagidaki ihtimaller degerlendirildi.

e Etiiv sicakligi uygun olmayabilir.

e Mumlu kavanozun ig¢ine uygun nemli ortami saglamak amaciyla
yerlestirilmis olan su dolu petriden kaynaklanabilir.

e Sadece mum yakip gaz pak sistem kullanilmamasina bagli olabilir.

e Kullanilan kavanoz gatlak olup hava ka¢irmis olabilir.

e Besi yerine katilan supplament’lerin etkisi azalmis olabilir.

Bu sebeplere ¢oziim amaciyla besi yeri, mumlu kavanoza nem saglamak
amagli bos petri kutusunda koyulan su ¢ikarilip, saglam hava sizdirmadigindan
emin olunan yeni bir kavanoz alindi ve bu sekilde tekrar bu kez 37 °C’ de etiive
koyuldu. Ertesi giin tekrar sonuclara bakildi fakat yine sulanma probleminin
devam ettigi gorilldi. Bunun tizerine besi yerleri atildi. Yeni getirilen numuneler
tekrar besi yerine ekimi yapildi fakat bu kez besiyerlerinin sulanmalarini

engellemek i¢in mumlu kavanoza koymadan once besi yerleri kullanilmadan 6nce
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etitvde bir giin bekletilerek ve yine bos petriye az bir miktar su koymak suretiyle
mumlu kavanoza yerlestirildi 42°C’de 24 saat inkiibe edilerek incelendiginde
sulanmanin olmadig1 ve sorunsuz olarak bireysel kolonilerin sekillendigi gorildi.

2) Karsilasilan bir diger problem ise; sulanma problemini asmak amaciyla
etitvde 1yice kurutulan besi yerlerine yapilan ekimlerde karisik bir takim bakteriler
uredigi fakat bunun yaninda higbirinde Campylobacter tiremedigi sadece referans
sus olarak kullanilan C. jejuni’ nin tiredigi gorilldi. Bu durumun;

e Nem oraninin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle besi yerlerinde olusan

kuruluktan kaynaklanabilecegi dustuniildii.

Karigik tiremenin goriildiigi besi yerleri atildi ve referans sus olan C.jejuni
yenilenerek 42°C de etiive yerlestirildi. Nem oranlar1 kontrol edilerek yeni
numunelerle tekrar ¢alisildi ve uygun kosullarda tiremenin kimi saf kimi karisik
olarak Campylobacter igerdigi goruldi.

Sonug itibariyle besi yerlerinin ve bulunduklart ortamin nem oranmin ¢ok
kritikk bir 6neme sahip oldugu kanisina varildi Fazla nemin besi yerinin
sulanmasina ve dolayisiyle bireysel kolonilerin olusmayip kolonilerin tim ytizeye
yayillmasima neden oldugu goézlendi. Yetersiz nemin ise Campylobacterlerin
uremesine engel oldugu, diger kontaminant bakterilerin tiremesine firsat verdigi
goriildi. Bu nedenle basarili bir izolasyon gergeklestirmek i¢in, Campylobacter
izolasyonunda kullanilacak besi yerlerinin hazirlandiktan sonra bir gece 37 C’de
etiivde bekletildikten sonra hava gecirmez steril kaplarda +4 C’de buzdolabinda

saklanmas1 ve bir hafta i¢inde kullanilmasi gerekmektedir.
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5.3. PCR identifikasyonu

Campylobacter siipheli izolatlardan fenol ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen DNA’larla bu iki tirde mevcut olan ceul genine spesifik primerler
kullanilarak gergeklestirilen PCR islemi sonucunda, COL1 ve COL2 primerleriyle
test edilen izolatlardan 894 bp uzunlugunda C. coli’ ye spesifik, ayni sekilde JEJ1
ve JEJ2 primerleriyle yapilan PCR isleminde de 793 bp uzunlugunda C. jejuni’ye
spesifik bantlar elde edildi. izolatlarla birlikte kullamlan pozitif kontrollerle de
kullanilan primerlere uygun uzunlukta pozitif bantlar elde edildi. Negatif kontrol
olarak kullanilan distile su ile herhangi bir pozitif reaksiyon gézlenmedi (Sekil 2).

C.coli ve C.jejuni’ye spesifik olarak yapilan PCR islemi neticesinde
incelenen toplam 200 6rnekten elde edilen siipheli 92 (%46) izolatin 51 (%355.4)
tanesinin C. jejuni, 4’tniin (%4,3) ise C. coli oldugu belirlendi. Stipheli izolatlarin
37 tanesinden ise pozitif bant tespit edilmedi.

Incelenen 100 barsak numunesinin 36’sindan (%36) Campylobacter
stipheli izolat elde edildi ve bu izolatlardan 34’1 (%94,4) C. jejuni, 2°si de (%5,5)
C.coli oldugu belirlendi.

Incelenen 100 safra numunesinden ise 19 (%19) Campylobacter siipheli
izolat elde edildi ve bu izolatlardan 17°s1 (89,4) C. jejuni, 2°s1(10,5) C. coli olarak
belirlendi (Tablo 7).

Tablo 7. Stipheli Campylobacter izolatlarina uygulanan PCR sonuglar1

Numune adi C. coli C. jejuni Toplam

Bagirsak (n: 100) 2(%35.5) 34 (% 94.4) 36 (% 39.1)
Safra (n: 100) 2 (% 10.5) 17 (% 89.4) 19 (% 20.7)
Toplam (n: 200) 4(%4.3) 51 (% 55.4) 55 (% 59.7)
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Sekil 2. C.jejuni ve C. coli’ye ait agaroz jel elektroforez jel gortintiileri

5.3. fla PCR sonuclarn

Incelenen 92 siipheli izolatla yapilan PCR ile C jejuni veya C. coli olarak
identifiye edilen 55 izolattan segilen 38 (4’u C.coli, 340 C.jejuni) izolata fla
spesifik PCR islemi uygulandi. fla genine spesifik PCR sonucunda 1.7 kb

uzunlugunda bantlarin olugsmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (Sekil 3).

57



Sekil 3. Fla genine spesifik PCR sonucunda elde edilen 1700 bp uzunlugudaki pozitif bantlar

5.4. Restriksiyon (fla-RFLP) Analiz Sonuglan

C. jejuni ve C. coli olarak identifiye edilen izolatlardan fla genine spesifik
yapilan PCR uygulamasinda (f/a genindeki polimorfizmi belirlemek amaciyla)
gliiclii pozitif bant veren 38’1 (37 C. jejuni, 1 C. coli Ptsl ve Hinf restriksiyon

endoniikleaz enzimleri ile kesildi.
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maaaaaaaaaabaaaaabaabaaaaaaa aaaaaaabaa

-

-
mABBBBCBACCAADAAC CDACDCCCAABB BBACCACAD

Sekil 4. C.jejuni ve C.coli izolatlarinin Hinf (st sira) ve Ptsl (alt sira) restriksiyon endontikleaz
enzimleri ile kesilmesi sonucu elde edilen profillerin agaroz jel géruntiist
Tablo 8. C.jejuni izolatlarinin Ptsl ve Hinf restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda olusan

Profil Sayilari.

PTSI profilleri
A B C D Toplam
Bagirsak 8 5 9 2 24
Safra 5 3 3 2 13
Toplam 13 8 12 4 37
HINF profilleri
a b Toplam
Bagirsak 23 2 25
Safra 10 2 12
Toplam 33 4 37
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38 (37 C. jejuni, 1 C. coli) izolata ait PCR triinlerinin Hinf ve Pts]
enzimleri kullanilarak yapilan restriksiyon analizi (RFLP analizi) sonucunda;

Ptsl enzimi ile yapilan analiz isleminde toplam 4 farkli band profili elde
edildi. Bu profiller A,B,C, ve D olarak adlandirilan C. jejuni’ye ait A profili 8
bagirsak, 5 safra izolatinda, B profili 5 bagirsak, 3 safra izolatinda, C profili 9
bagirsak, 3 safra izolatinda, D profili de 2 bagirsak, 2 safra izolatinda tespit edildi.
Bunlarin disinda bagirsaktan izole edilen 1 adet C.coli izolatmin B profiline ait
oldugu gorildi.

Hinf enzimi kullanilarak yapilan analiz isleminde ise toplam 2 farkli
profile rastlandi. Bu profiller a ve b seklinde adlandirildi. C. jejuni’ye ait a profili
23 bagwrsak, 10 safra izolatinda, b profili ise 2 bagirsak, 2 safra izolatinda
belirlendir. Benzer sekilde bagirsaktan izole edilen 1 adet C. coli’ nin A profiline
ait olugu saptandu.

Se¢ilmis 38 izolatinin yapilan Prs/ enzimi ile yapilan restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesim sonuglarina bakildiginda en yaygin profillerin A
ve C profilleri oldugu goruldi. Daha az yaygin olarak da B ve D profilleri
saptandl. Ayni izolatlarin Hinf enzimi ile yapilan restriksiyon analizinde ise
sadece 1ki profilin varlig1 saptandi ve bu profillerden en yaygin olarak a profilinin

varlig1 gozlendi.
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6. TARTISMA

Campylobacterler insan ve hayvan sagligi bakimindan biyik 6neme
sahiptirler. Campylobacter’lerin gerek gastrointestinal sistemde olusturduklari
primer infeksiyonlar ve komplikasyonlari, gerekse intestinal sistem disinda
yaptiklar1 hastaliklarla ilgili énemli bulgular vardir (10). Akut gastroenterit
olgularmin biytk bir cogunlugundan C.jejuni (%90) ve C.coli (%5-10) sorumlu
tutulmaktadir (110). Bu durum Campylobacter enfeksiyonlariin 6nemini
artrmakta ve dolayisiyla bu mikroorganizmalarin etkin molekiiler yontemler
kullanilarak tespiti, identifikasyonu ve genetik poliformizminin belirlenmesi
olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Bu g¢alismada klasik kultir yontemi kullanilarak C. coli ve C. jejuni’nin
broilerlerden i1zolasyonu, PCR yontemi ile identifikasyonu ve PCR-RFLP  (fla
typing) yontemi kullanilarak genotiplendirilmesi gerceklestirildi.

Evcil hayvanlarda ve insanlarda ¢esitli sistemlerde meydana gelen
Campylobacter enfeksiyonlarinin zoonotik 6zellikte olduklari kesinlikle ortaya
konulmustur. Basta kanatlilar olmak tzere birgcok hayvan tiri bu
mikroorganizmay1 tastyict durumundadir. C.jejuni ve C.coli bu hayvanlarin
normal bagirsak florasinda bulunabildigi gibi evcil tirlerin timiinde entertit,
mastitis ve abortuslara neden oldugu calismalarla ortaya konulmustur. Insan
infeksiyonlar1 i¢in en o6nemli Campylobacter kaynaklari, evcil hayvanlar ve
hayvansal kaynakhi besin maddeleridir. Ozellikle hijyenik kosullarin yetersiz
oldugu ortamlarda portér hayvanlarla direkt temas, gelismis iilkelerde de

hayvansal gidalar 6nemli enfeksiyon kaynaklarini olusturmaktadir (1).
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Campylobacterlerin bagirsaklarda yiiksek oranlarda bulunmasindan dolay1
tavuk karkaslarinim ¢esitli bolimlerinden ¢ok sayida termofilik Campylobacter
turleri izole edilebilmektedir (111). Kinde ve ark. (112), tavuk kanatlarindan % 82
oraninda, Shanker ve ark. (113), islenmis 40 broiler karkasinin 18’inden, Flynn ve
ark. (114) ise inceledikleri tavuk kanatlarmin %64.7’sinden C. jejuni ve C.coli
izole etmislerdir. Willis ve ark (115) bir yil boyunca piyasadan temin ettikleri
broiler karkaslarinda %69 oraninda C. jejuni izole ettiklerini, pozitif 6rnek
sayisinin Haziran ve Temmuz aylarinda en yiiksek (% 97), Aralik ayinda ise en
diusik (% 7) oldugunu bildirmislerdir. Atanassova ve ark (116) Almanya’da
yaptiklar1 calismada Campylobacter pozitif broiler karkaslarinin oranint % 45.9
olarak belirlemislerdir. Uyttendaele ve ark. (117) ise Belgika perakende piyasasini
temsilen toplam 772 adet tavuk eti ve trtntnin % 36.5’inin C. jejuni ve %
28.5’inin ise C. coli ile kontamine oldugunu tespit etmislerdir.

Turkiye’de tavuk eti ve uriuinlerinde C.jejuni varhgi ile 1lgili yapilan
calismalarda, Yildiz ve ark (118) hazir tavuk karkaslarmin g6gis, boyun, kanat ve
butlarindan yaptiklar1 izolasyon ¢alismalarinda birbirine ¢ok yakin oranlarda (%
96, % 98, % 99 ve % 98) C. jejuni tespit ettiklerini bildirmislerdir. Kog (119),
kesim periyodundaki 7-9 haftalik broilerlerin % 45’inden Campylobacter
izolasyonu yapildigini ve bunlarin % 55.8%inin C. jejuni, % 44.1’inin ise C. coli
seklinde identifiye edildigini belirtmistir. Ayni arastirict izole edilen C. jejuni
suslariin Lior biyotiplendirme sistemine gore 3 biyotipe, . coli suslarinin ise 2
biyotipe ayrildiklarini (120), Skirrow-Benjamin biyotiplendirme sistemine gore 2
biyotipe ayrilan C. jejuni suslarinin ¢ogunlugunun biyotip I oldugunu tespit

etmistir (121). Yildirim (122), paketlemeye hazir kuru kesim broilerlerde % 84,
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1slak kesim broilerlerde ise % 100 oraninda C. jejuni bulundugunu belirlemistir.
Ergiin ve ark. (123), kesim sartlari, teknik ve hijyenik acidan birbirinden farkl 4
tavuk mezbahasinda, mikrobiyolojik olarak karsilikli kontaminasyonun yiiksek
oldugu sathalardan (tityler yolunduktan, i¢ organlar ¢ikarildiktan ve yikamadan
sonra) almman boyun, kanat, renal ve but svap orneklerinin % 100’ tniin
Campylobacter yoniinden pozitif bulundugunu, bunlarin % 70.4tiniin C. jejuni, %
29.6’smin ise C. coli olarak identifiye edildigini bildirmislerdir. Diger bir
calismada Ozer ve ark (124), Istanbul piyasasinda satisa sunulan ¢ig ve 1s1 islemi
gormis toplam 250 adet tavuk eti ve urtnint C. jejuni varligl yoninden
incelemigler ve analiz edilen 50 adet ¢ig tavuk karkasmin 48’inden (% 96), 40
adet ¢ig islenmis tavuk eti tiriiniiniin 26’sindan (%65) ve 1s1 iglemi gérmiis 60 adet
tavuk donerin 3’ tnden (%5) C. jejuni izole etmislerdir. Yapilan identifikasyon
calismalar1 sonucu 97 (% 39) adet pozitif ¢ig o6rnegin 49 (% 52)’unda C.
Jejuni, 18’inde (% 16) C. coli ve 27 (% 28) C. laridis tanis1 koymuslardir. 3 adet
pozitif pismis 6rnegin 2’sinde (% 67)’sinin C. jejuni, 1’inin (% 33) ise C. coli
oldugunu belirlemislerdir. Farkl diger bir calismada da, Ertas ve ark. 200 broilere
ait 200 karaciger ve 200 bagirsakornegi olmak tizere toplam 400 numune ile
caligmislar ve bu orneklerin 57’ inin (% 14.25) C.jejuni ve 45’ 1inin (%1.25) C.coli
oldugunu belirtmiglerdir (125). Cesitli arastiricilar kanatlilardaki Campylobacter
sayilarinin incelenen organa, kesim yontemine, 6rnek alma, tasima sekline ve
izolasyonda kullanilan besi yerine gore degisiklikler gosterdigini bildirmislerdir
(37, 126, 127). Lior (120), butin C.jejuni ve C. coli suslarinin ¢ogunlugunun

biyotip I’e ait oldugunu bildirmistir. Skirrovv-Benjamin (121), kendi



gelistirdikler1 sisteme gore kanath orijinli C. jejuni suslarmin %52 sinin biyotip II
oldugunu bildirmislerdir.

Elde ettigimiz izolasyon bulgularini degerlendirdigimizde, C. jejuni’ nin
(%55.4), C. coli’ye (% 4,3) gore daha yiiksek oranda oldugunu gormekteyiz.
Calismada karsilasilan bu sonuglar Diinyada ve Turkiye’deki sonuglarla
uyumluluk gostermektedir. Yukarida sonuglari aktarilan ¢aligmalarin timiinde C.
Jejuni’nin diger Campylobacter tirlerine gore daha yiiksek oranda izole edildigi
gorilmektedir. Bizim ¢alismamizda literatiir verilerine uyumlu bir sekilde C.
Jejuni izolasyon orani (%55.,4), daha ytiksek elde edilmistir.

Yapilan ¢alismalarda Campylobacter izolasyon oranlarinin %100’e yakin
olarak tespit edildigi bildirilmistir. Bu calismada elde edilen % 59,7 izolasyon
oraninin diger bazi ¢alismalarin sonuglarindan disiik oldugu dikkati cekmektedir.
Sonuglarimizdaki bu farklilik diger calismalara gore farkli materyaller kullanmig
olmamiza baglanabilir. Izolasyon oranlarinin ¢ok yiiksek oldugu calismalarda
cogunlukla kesim sonrasi broiler karkaslarindan etken izolasyonu yapilmis.
Broiler karkasi kesim esnasinda diger biitiin karkaslarin i¢inden gegtigi yikama ve
tiy yolma sistemlerini ortak olarak kullanmaktadir. Binlerce broiler karkasinin
gectigi yogun kontamine olmus kesim uniteleri, iginden gegen biitiin karkaslari
kontamine edebilmektedir. Dolayist ile kontamine olmayan hayvanlarin karkaslari
kesimhane siireglerinde kontamine olabilmektedir. Bu numunelerden elde edilen
izolasyon oranlar1 da dogal olarak yiksek olacaktir. Bu ¢alismada ise kesimhane
kontaminasyonunun etkilemedigi bagirsak ve safra kesesi gibi organlar kesimden
hemen sonra izolasyon amaciyla incelenmistir. Calismadaki izolasyon oranlarinin

diger bazi ¢calismalardan dusiik olmasi bu farkliliklara baglanabilir.
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Farkli arastiricilar kanathlardaki Campylobacter oranlarinin incelenen
organa, kesim yontemine, 6rnek alma, tasima sekline, izolasyonda kullanilan besi
yerine gore degisiklikler gosterdigini bildirmislerdir (37,126,127). Calismamizda,
Campylobacter izolasyonu amaciyla yaygin olarak kullanilan, selektif supplement
ilaveli CCDA agar kullanilarak dogrudan ekim yontemi ile etken izolasyonu
gergeklestirilmistir. Ayni numunelerin birden fazla izolasyon yontemi kullanmak
suretiyle izolasyon oranlarinin arttirilmasi miimkiin olabilir. Zira farkli izolasyon
yontemlerinde kullanilan kimyasallar, inhibitér antibiyotikler ve zenginlestirme
asamalari, daha az sayida mikroorganizmanin tespitini miimkiin kilmaktadir.

Campylobacter tirii mikroorganizmalarin, digki 6rneklerindeki varliklari
ile tiir ve tip diizeyinde tanimlanmalarimin yapilmasinda kiiltiir bazli konvasiyonel
yontemler giincelligini korumakla birlikte son yillarda PCR ve hibridizasyon gibi
nikleik asit amplifikasyonu esasina dayanan yontemler de yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir. Diski 6rneklerinden bakterinin izolasyonuna gerek
duymaksizin tir ve tip diizeyinde taniyt miimkiin kilan bu yontemlerle, bakteri
sayisinin kiltirde izolasyon i¢in gerekli olan sinirin altinda olmasi halinde bile
yiiksek duyarlilikta pozitif sonuglar elde edilebilmektedir. Molekiiler yontemlerin,
klinik  6rneklerdeki Campylobacter tirlerinin tanisindaki  duyarliliklarini
belirlemeye yonelik cok sayidaki arastirmada bakteri genomundaki; 16STRNA
hipO, glyA, asp, cadF, Ipx,ceul, mapA geni gibi tiir, grup veya tip spesifik gen
dizilerini hedef alan primerler kullanilmistir. Bu arastirmalarda PCR bazl
yontemlerin basarisini etkileyen en 6nemli iki unsurun digkidaki inhibitorler ve

hedef bolgenin dogru se¢imi oldugu bildirilmistir (75).
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Bu ¢alismada izolasyon islemi sonrasi siipheli izolatlarin identifikasyonu
amactyla PCR identifikasyon yontemi kullanilmistir. Calismada kullandigimiz
PCR yontemiyle C.jejuni ve C. coli tirlerinin ayn1 PCR isleminde bagka bir
yonteme gerek duyulmadan oldukca hizli ve dogru sekilde identifikasyonu
saglanmistir. Her 1ki tiirde de mevcut olan ceul geninden aralarinda yaklagik 100
bp fark bulunan iki ayr1 bant olusturacak bigimde secilmis primerlerden
faydalanilarak ayni PCR isleminde bu iki tiriin birbirinden ve diger
Campylobacterlerden ayirimi miimkiin olmustur. Bu primerler kullanilarak etkili
bir DNA ekstraksiyon metodu uygulandigi taktirde saf kiltirler yerine dogrudan
klinik numunelerle de bu teknigin uygulanmasi mimkiin olacaktir. Boylece
izolasyon basamaklarinda gerekli olan selektif besi yerleri, mikroaerofilik ortam
gaz kitleri gibi masraflardan ve bununla birlikte izolasyon basamaklarinda
harcanan zamandan tasarruf saglanmis olacaktir.

Karsilasgtirmali genomik ¢alismalar, klinik ve g¢evresel orneklerden izole
edilen C.jejuni, C .coli ve C.lari suglarmin genomunun yiiksek diizeyde homoloji
gosterdigini ve ug tir arasindaki homolojinin PCR bazli testlerin performansini
etkileyecegini ortaya koymustur. Mesela C. jejuni C. coli ve C.lari’'nin 16S rRNA
gen dizisinin ¢ok yiksek oranda benzerlik gosterdigi ve bu nedenle bu gen
bolgesini hedef alan PCR yontemlerinin, ti¢ tiriin aymrimi igin elverigsiz oldugu
belirtilmistir (76). Ayni benzerlik 23S rRNA geninde de gosterilmistir. Bu tiir
yiksek homoloji gosteren gen dizilerinin  hedef alindig1 tiplendirme
calismalarinda, tip tayini i¢in, sayet c¢ogaltilan bolge polimorfik ise, uygun
restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kullanildigi PCR-RFLP yontemi ile taniya

gitmek miumkiindir. Engvall ve ark (1999) (79), Campylobacterler’in 23S rRNA
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geni Uzerinde 43 ile 69. heliksler arasinda kalan ve termofilik Campylobacterler
i¢in tuir spesifik olan 491 bp’lik polimorfik bir bolgenin amplifikasyon uriinlerinin,
Alul ve Tsp5091 restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi sonucu olusan
DNA fragmentlerinin polimorfizminin, termofilik Campylobacterler i¢in tani
degerine sahip oldugunu gostermiglerdir. Arastirmada; daha once cevresel
orneklerden izole edilmis ve tir tanimlamasi yapilmis , 77 C.jejuni, 17 C.coli, 10
C.lari ve 14 C.upsaliensis susu ile termofilik olmayan 7 Campylobacter susu ile
iclerinde Helicobacter pylori, Salmonella tirleri ve Eschrichice coli’nin yer aldigi
30 farkli sus, 23S rRNA PCR-RFLP yontemi ile tiplendirilmigstir. Termofilik
Camylobacter tiirleri disindaki test suslarinin  higbirisinde hedef bolge
amplifikasyonu gerceklesmemistir. Hedef bolgeleri amplifiye olan suslarin
amplikonlarinin restriksiyon endoniikleaz enzim analizinde ise; ¢alisma Oncesi
fenotipik yontemlerle C.jejuni olarak tanimlanan bir sus C.coli ve C.coli olarak
tanimlanan bir sus ise C.jejuni olarak tanimlanmis, bu iki sus digindaki diger
bitiin termofilik suslar fenotipik yontemlerle uyumlu bant polimorfizmi vermistir.

Campylobacter izolatlarinin genotiplendirilmesinde RAPD, PFGE, RFLP,
gibi yontemler kullanilmaktadir. RAPD (random amplification of polymorphic
DNA) yontemi tiim genomu hedef olarak kullanmasina ragmen, kulanilan
primerler dogru se¢ilmedigi durumda yeterli baglanma noktasi bulamamasi
sonucu  yetersiz  band  profilleri elde edilmesi gibi  sorunlarla
karsilasilabilinmektedir. Campylobacter izolatlarinin  genomundaki nokta
mutasyonlar1 ve/veya delesyon mutasyonlarini esas alan Pulsed-Field Gel
Elektroforezi (PFGE), yontemi son yillarda popiler olan, ayirim giici ve

tekrarlanabilirligi oldukga yiiksek ve kiyaslanabilir bir yontem olmasina ragmen
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pahali ekipmanlara ve sarf malzemelere ihtiya¢ duyulmasi ve uzman personel
gereksinimi gibi zorluklar1 vardir. Tiplendirme yontemleri iginde PCR-RFLP
(restriction fragment lenght polymorphism) yonteminin ise diger yontemlere gore
kolay uygulanabilmesi, tim genom yerine degiskenlik gosteren fla genini hedef
almasi ve dogru enzimler secildigi taktirde yeterli ayiric1 giice sahip oldugu
bilinmektedir. Bu tiplendirme metodlar: kisa siireli epidemilerde, uzun sireli ve
genig alana yayilan biyik epidemilerde enfeksiyonun kaynagi ve major tipin
tespit amaci ile kullanilabilecegi gibi, bir salgindan izole edilen major tipin daha
sonraki salginlarla muhtemel iligkisini tespit amaci ile de kullanilmaktadir. Bu
sebeple secilecek olan tiplendirme metodunun, hem kabul goren subtiplendirme
semalarint olusturan grublar1 tanimlayabilme 6zelligine hem de yiksek ayirim
yetenegine sahip olmasi gereklidir (129).

Ertas ve ark’nin (125) broilerlerin karaciger ve bagirsak numuneleriyle
yapmis oldugu calismada 45 C.jejuni ve 50 C.coli izolatina RAPD analiz yontemi
uygulanmis ve 5 farkli profil elde edilmistir. Elde edilen profillerden 2. bant
profilinde sadece C. coli gozlemlenirken, 4. bantta sadece C. jejuni
gozlemlenmistir. Diger ti¢ bant profilinde ise her iki tiirtin varlig: tespit edilmistir.
Karenlampi ve ark. (130) Campylobacter tiirlerinin grokL geninde tiir spesifik
polimorfik dizilerin 517 bp uzunlugunda bir fragmanda yer aldigini, bu
fragmentin PCR ile amplifikasyondan sonra Alul ve Apol restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesimi sonucu olusan polimorfik 87 fragment
profillerinin termofilik Campylobacter tiirleri i¢in spesifik bir tan1 kriteri
oldugunu bildirmiglerdir. Diger bir ¢alismada, akut ishallerde Campylobacter

tanis1 amaciyla PCR ile cogaltilarak, 491 bp uzunlugundaki hedef bolge ile
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uyumlu fragment biyiikligiine sahip olan amplikonlar, tip tayini amaci ile 4/u [
ve Tsp 5091 restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak RFLP analizi
yapilmis, olusan fragmentlerin polimorifizmi agaroz jel elektroforez islemi ile
goruntilenerek degerlendirilen 6rneklerden 18’inin (%81,8) profilinin C.jejuni, 4°
uniin (% 18,2) profilinin C.co/i ile uyumlu oldugu bulunmustur.

Fla genine dayali izolatlar arasindaki genotipik farkliliklar1 ortaya koymak
amactyla PCR-RFLP (fla typing) yontemi kullanildi Bu amagla secilen 38
izolatin iki farkli restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak genotiplendirilmesi
yapildi. 4 Ptsl, 2 Hinf olmak tizere 6 farkli profil elde edildi. Kullanilan Ptsl
enziminin profil sayisina bakilarak; yapilan ayirma isleminde bu enzimin Hinf’e
gore daha 1yi ayirt edici potansiyele sahip oldugu soylenebilir. Bu ¢alismada da
veriler diger yapilan calismalarinki ile paralellik gostermektedir. Ancak
caligmamizda profil sayist diger bazi caligmalara gore az bulunmustur. Bunun
nedeni olarak, inceledigimiz kiimeslerin tek bir igletmeye ait olmasi, kiimes bakim
kosullari, ayn1 bolge olmasi itibariyle cografi kosullarin ve iklim sartlarinin ayni
olmasi1 beslenme tiirlerininde yine ayni sekilde olmast gibi nedenlerin etkili
oldugu dustiniilmektedir.

PCR-RFLP yontemi ile daha fazla sayida genotipik farliligin ortaya
konulmasi i¢in daha fazla sayida enzim ya da enzim kombinasyonlarinin
kullanilmas1  dastinilebilir.  Farkli restriksiyon enzimlerinin farkli  kesim
noktalarina sahip olmasi nedeniyle olusacak bant sayilar1 ve dolayisiyla bant
profillerinin sayisinda farkliliklar ortaya ¢ikabilir.

Bu ¢alismada saglikli goriinen proiler piliglerin bagirsak ve safralarinin

insanlar igin enfeksiyon kaynagi olan Campylobacter tiirleri ile 6nemli oranda
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kontamine oldugu tespit edildi. Bu durum, kesim esnasinda ve kesim sonrasinda,
depolama, nakliye ve parcalama gibi asamalarda elde edilen tim triinleri
kontamine etme ihtimalini ve insan sagligi agisindan hastalik potansiyelini
arttirmaktadir. Campyolacter izolatlarinin identifikasyonunda PCR yonteminin
klasik yontemlere gore daha hizli sonu¢ verdigi, daha az isgiicii gerektirdigi
gorildi. 1zolatlarin genetik karakterizasyonu amaciyla yapilan tiplendirme
calismalarinda ise birden fazla genotipin yaygmhgi dikkati ¢ekmektedir. Bu
durum kanatli kiimeslerinin ¢ok farkli genotipte etkenler tarafindan kontamine
edildigini gostermektedir.

Campylobacterlerin kanathlardaki kolonizasyonu, enfeksiyon kaynaklari,
tasinma yollar1 ve patogenezisinin aydinlatilmasi i¢in daha kapsamli ve daha
gelismig yontemlerin kullanildig1 arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Ayrica elde edilen sonuglara ve devam eden c¢aligmalara da bakilarak
broilerlerin potansiyel bir saglik riski olusturdugu dikkate alimmalidir. Halk
sagligini korunmasma yonelik broiler tretiminde uygun hijyenik ve teknolojik
kosullar saglanmalidir. Ozellikle ¢ocukluk doneminde sekretuvar veya dizanterik
formda seyreden ishallerde termofilik Campylobacter tirlerinin mutlaka

arastirilmasi gerektigi kanaatine varilmastir.
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