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Bu calismada, Kayseri bolgesinde (g farkli kesimhaneden kesim tahtasi, kesimhane atik suyu, duvar,
bicak ve karkas orneklerinden; i) Campylobacter tirlerinin arastiriimasi, ii) izolatlarin antibiyotik direng
durumlari ile viriilans genlerinin ortaya konmasi, iii) klonal yakinhklarinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu
amacla, Kayseri‘de 2018 yilinda ti¢ farkli kesimhaneden her bir 6rnek tipinden (bicak, duvar, kesim tahta-
s1, karkas surtintli 6rnegi ve kesimhane atik suyu) onar adet olmak {izere toplam 150 numune toplanmis-
tir. Campylobacter tiirlerinin izolasyonu amaciyla 6n zenginlestirmeyi takiben stispansiyonlardan modifiye
“charcoal cefoperazone desoxycholate (CCD)” agara ekim yapilmistir. Besiyerinde gri-beyaz renkteki siip-
heli koloniler segilerek Gram boyama, oksidaz, katalaz ve hareket testi yapilmistir. Campylobacter tirleri-
nin molekiler tanimlanmasi amaciyla multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (mPCR) uygulanmustir. Tir
diizeyinde tanimlanan izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklar disk difiizyon testi ve antibiyotik gradiyent
test yontemi kullanilarak belirlenmistir. izolatlarda viriilans genleri (iam, cadF, cdtA, flaA, ceuk, cdtC, cdtB
ve virB1T) PCR ile incelenmistir. Tir diizeyinde belirlenmis izolatlarin molekdiler tiplendirilmesi “Entero-
bacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR)” ile gerceklestirilmistir. Calismada, kesimhane
ortamindan alinan 150 6rnegin 17 (%11.3)'si Campylobacter spp. siipheli bulunmus ve izolatlara yapilan
fenotipik tanimlama testleri sonucunda izolatlarin hepsi Campylobacter spp. olarak dogrulanmistir. mPCR
incelemesi sonunda izolatlarin, sekizi Campylobacter jejuni, sekizi Campylobacter fetus ve biri de Campylo-
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Farkli Kesimhanelerden izole Edilen Campylobacter Tiirlerinin Viriilans Genleri,
Antibiyotik Duyarhlik Profilleri ve MolekUler Karakterizasyonu

bacter coli olarak belirlenmistir. Campylobacter turlerinin farkli kaynaklardan izolasyonunda, kesimhane
atik suyundaki oranin, digerlerinden daha yiiksek oldugu (p< 0.001) ve farkli kaynaklardan elde edilen
Campylobacter tiirlerinin oransal dagiimindaki farkin istatistiksel acidan 6nemli oldugu belirlenmistir (p<
0.05). Disk diftizyon testi sonucu, C.jejuni izolatlarinin tamami siprofloksasine direncli bulunurken, enrof-
loksasine diren¢ %87.5, neomisine direng %25, amoksisilin-klavulanik asite diren¢ %25 ve eritromisine
direng %12.5 olarak saptanmistir. Ayrica, C.fetus izolatlarinin amoksisilin-klavulanik asit, neomisin ve gen-
tamisine direnci sirasiyla %25, %25 ve %12.5 olarak tespit edilmistir. C.coli izolatinda ise test edilen anti-
biyotiklere karsi diren¢ saptanmamistir. Antibiyotik gradiyent test sonuclari ile disk difiizyon testi bulgulari
uyumlu bulunmustur. incelenen viriilans genlerinden virB11, izolatlarin hicbirinde tespit edilemezken,
iam geni C.fetus ve C.coliizolatlarinda bulunmamis, C.jejuni’de ise yalniz bir izolatta belirlenmistir. C.jejuni
izolatlarinin altisinda flaA geni tespit edilmistir. C.coli izolati ile yediser C.jejuni ve C.fetus izolati cdtC geni
yoniinden pozitif bulunmustur. cdtA, cdtB, ceuE ve cadF genleri, C.jejuni izolatlarinin tamaminda pozitif
saptanmustir. Calismada analiz edilen izolatlarin hepsi birbirinden farkl ERIC-PCR profili géstermistir. So-
nug olarak, kesimhanelerden izole edilen Campylobacter izolatlarinin giincel antibiyotiklerin bircoguna
direncli oldugu ortaya konmustur. Kesimhane ortaminda ylksek viriilans 6zelliklere sahip Campylobacter
turlerinin bulunmasi, karkaslar ve dolayisiyla gidalar vasitasiyla insanlara etkenin bulasma riskinden dolayi
halk saghgini tehdit etmektedir. Bu nedenle, kesimhanelerde Campylobacter tirleri ile kontaminasyonun
azaltilmasi icin hijyen kurallarina tam olarak uyulmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci; Campylobacter spp.; ERIC-PCR; kesimhane; virtilans.
ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the frequency of Campylobacter species, to detect the antibi-
otic resistance profiles and the virulence genes and to determine the clonal proximity of the isolates in
the samples of cutting board, slaughterhouse waste water, wall, knife and carcass from three different
slaughterhouses in Kayseri region. For this purpose, a total of 150 samples, 10 of each from knife, wall,
cutting board, carcass smear sample and slaughterhouse wastewater were collected from each of the three
types of slaughterhouses in 2018 in Kayseri. For the isolation of the Campylobacter species, following pre-
enrichment, the suspensions were inoculated onto modified charcoal cefoperazone desoxycholate (CCD)
agar and were incubated at 37°C under microaerophilic condition for 48-72 hours. Suspicious colonies with
gray-white color were recovered and subjected to phenotypical (Gram staining, oxidase, catalase test, and
motion test) tests. Multiplex polymerase chain reaction (mPCR) was used for the molecular identification
of the Campylobacter species. Antimicrobial susceptibilities of the isolates identified at the species level
were detected by using the disk diffusion test and antibiotic gradient test. Virulence genes (iam, cadF, cdtA,
flaA, ceuk, cdtC, cdtB and virB11) among the isolates were evaluated by PCR. The molecular typing of the
isolates determined at species level was performed by Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR
(ERIC-PCR). In the study, 17 (11.3%) of the 150 samples taken from the slaughterhouse were found to be
suspicious in terms of Campylobacter spp. and as a result of phenotypic identification tests, all of the isolates
were verified as Campylobacter spp.. As a result of mPCR; eight of the isolates were identified as Campylo-
bacter jejuni, eight as Campylobacter fetus and one as Campylobacter coli. The isolation of the Campylobacter
species from different sources was found to be higher in slaughterhouse wastewater than those of others
(p< 0.001) and the difference in the proportional distribution of the Campylobacter species obtained from
various sources was statistically significant (p< 0.05). As a result of the disk diffusion test, while, all C.jejuni
isolates were resistant to ciprofloxacin, 87.5%, 25%, 25% and 12.5% of C.jejuni isolates were resistant
to enrofloxacin, neomycin, amoxicillin/clavulanic acid, and erythromycin, respectively. In addition, 25%,
25% and 12.5% of C.fetus isolates were resistant to amoxicillin/clavulanic acid, neomycin and gentamicin,
respectively. C.coli isolate was not resistant to any of the antibiotics tested. Antibiotic gradient test results
were found to be compatible with the disc diffusion test results. One of the virulence genes examined,
virB11, was not detected in any of the isolates. Moreover, iam gene was not present in C.fetus and C.coli
isolates, but only in one C.jejuniisolate. The flaA gene was detected in six C.jejuni isolates. C.coli isolate and
seven C.jejuni and seven C.fetus isolates were positive in terms of the cdtC gene. The cdtA, cdtB, ceuE and
cadF genes were found to be positive in all C.jejuni isolates. All isolates analyzed in the study demonstrated
different ERIC-PCR profiles. In conclusion, it was shown that Campylobacter strains isolated from slaugh-
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terhouses were resistant to the most of the current antibiotics. Moreover, the presence of highly virulent
Campylobacters in the slaughterhouse environment threatens public health due to the risk of contamination
of the humans via carcasses and foods. Therefore, it is recommended that strict hygiene rules should be
followed to reduce Campylobacter species contamination in slaughterhouses.

Keywords: Antibiotic resistance; Campylobacter spp.; ERIC-PCR; slaughterhouse; virulence.
GIRi$

Gida kaynakli gastroenterit olgulari genellikle Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Campylobacter spp. ve Escherichia coli O157:H7 gibi patojen bak-
terilerden kaynaklanmaktadir'. Bunlar arasinda Campylobacter spp. ise diinya genelinde
insanlarda goriilen gida kaynakli bakteriyel hastaliklarin en yaygin etkeni olarak rapor
edilmektedir?. Campylobacter tiirleri, gida amaciyla iiretilen hayvanlar ve insanlar arasin-
da cesitli yollarla bulag gosterebilmektedir®. Farkli calismalarda, kanatli etlerinde, yiiksek
diizeyde Campylobacter turlerinin varligi ortaya konulsa da, sigir ve koyun gibi ciftlik
hayvanlarinin sindirim sistemlerinin, Campylobacter tirleri icin uygun bir yasam alani

olusturdugu bildiriimektedir*. Campylobacter tiirleri, bu sayede insanlarda ve hayvanlar-
da gastrointestinal ve genital enfeksiyonlara neden olabilmektedir°.

Campylobacter turleri, insan organizmasina kontamine etlerin tiiketimi veya asempto-
matik hayvanlardan hazirlanan hayvansal trlnler vasitasi ile giris yapabilmektedir. Camp-
ylobacter turleri, kesim, isleme, depolama ve son olarak sofraya kadar ki her asamada
gidalari kontamine edebilmektedir'. Campylobacter tiirlerinin neden oldugu bircok en-
feksiyon kendini sinirlayici 6zelliktedir ve hastalar genellikle tedaviye gerek kalmadan iyi-
lesebilmektedir. Ancak septisemi, Guillain-Barre sendromu (GBS), irritabl bagirsak send-
romu (iBS) ve reaktif artrit (RA) gibi komplike durumlar da olusabilmektedir’.

Campylobacter turlerinin neden oldugu enfeksiyonlarda klinik semptomlarin cesit-
liliginde konak yanitina ek olarak etkenin patojenik karakteri de rol oynamaktadir. Bu
duruma neden olan hareket, konak hicre adezyonu/invazyonu, hiicre 6limi, konak
savunmasindan kacis gibi mekanizmalar ve bircok gen bulunmaktadir?. Bunlar flaA (fla-
jella proteini A), cadF (bakterinin fibrinonektine adezyonuna neden olan gen), virB11 (ya-
pisma ve kolonizasyon geni), ciaB (invazyon antijeni), cdtABC (sitoletal genisleten toksin
A;B;C), cgtB (GBS ile iliskili gen) genleridir®.

Bu calismada, Kayseri bolgesinde hizmet veren (g farkli kesimhanede karkaslar ile ke-
simhane ortamina ait cesitli orneklerde Campylobacter tiirlerinin arastiriimasi, tanimlanan
izolatlarin antibiyotik direnc profillerinin ve virlilans genlerinin ortaya konulmasi ve bunun
yani sira izolatlarin klonal yakinliklarinin belirlenerek kontaminasyon varliginin saptanmasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Orneklerin Toplanmasi

Bu calismada, Haziran-Agustos 2018 doneminde Kayseri ilinde bulunan ve sehir mer-
kezine yaklasik 7 km uzaklikta yer alan Karpuzatan mevkiinde, o6zellikle blytkbas hayvan-
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Tablo I. Calisma Kapsaminda Kesimhanelerden Toplanan Ornek Cesitleri ve Sayilari

Ornek Kesimhane 1 Kesimhane 2 Kesimhane 3 Toplam
Kesim tahtasi 10 10 10 30
Bicak 10 10 10 30
Duvar 10 10 10 30
Atik suyu 10 10 10 30
Karkas 10 10 10 30
Toplam 50 50 50 150

larin kesiminin yapildigi, rastgele secilen (g farkh kesimhaneden, iki hafta arayla toplam
150 adet numune toplandi (Tablo I). Karkas, bicak, duvar ve kesim tahtasi ytzeylerinden
érnek almak icin Cary-Blair transport besiyeri (Oxoid, CM0519, ingiltere) kullanildi. Ke-
simhane atik suyu ornekleri, kesimi takiben aseptik kosullarda, steril plastik tlpler icerisin-
de 30 ml hacminde temin edildi. Karkastan 6rnek aliminda secilen her bir yarim karkasin
degisik bolgelerinden (but, kavram ve dos) 10 x 10 cm (100 cm?) ebadinda, steril plastik
template (10 x 10°luk) kullanilarak, 10 adet horizontal ve 10 adet vertikal stirtme hareketi
ile karkas ylizeyine esit basing uygulamaya dikkat ederek alinan steril stirintt ornekleri
Cary-Blair besiyeri iceren tlplere konuldu. Toplanan érnekler, soguk zincirde laboratuva-
ra getirilerek ayni gun icerisinde incelemeye alindi.

Campylobacter spp. izolasyonu ve Tiir Diizeyinde Tanimlama

Kesimhane orneklerinden Campylobacter spp.’lerin izolasyonu icin 1SO 10272 yonte-
minden yararlanildi’. izolasyonda ilk olarak 6n zenginlestirme islemi yapildi. Bu amacla
besiyeri olarak, Bolton buyyon zenginlestirme besiyeri (Oxoid CM0983, ingiltere) ve mo-
difiye “charcoal cefoperazone desoxycholate (mCCD)” agar (Oxoid CM739, ingiltere)
kullanildi. Ornekler Bolton buyyon (Lize at kani eklenmis) besiyeri iceren tiiplere ve “sto-
macher” posetlerine konuldu. Daha sonra homojen hale getirilerek mikroaerofil ortamda
37°C’de 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda én zenginlestirme yapilan sivi kiil-
tiirden 0.1 ml alinarak CCDA (Oxoid SRO155, ingiltere) supplementi ilave edilmis secici
besiyerine (modifiye CCD Agar, Oxoid CM739, ingiltere) ekimler yapildi. Daha sonra,
petriler 37°C’de mikroaerofil ortamda (Anaerocult C, Merck, M116275.0001, Almanya)
48-72 saat inkiibe edildi. Besiyerinde gri-beyaz renkteki stipheli koloniler izole edilerek,
fenotipik (Gram boyama, oksidaz, katalaz ve hareket testi) testlere tabi tutuldu. Fenotipik
yonden pozitif bulunan izolatlar %10 gliserinli (Merck, M1040942500, Almanya) Bru-
cella buyyon (Oxoid, CM0169, ingiltere) iceren kriyotiiplere alinarak, sonraki testler icin
numaralandirilip, etiketlendi ve -80°C’deki derin dondurucuda muhafaza edildi.

Campylobacter spp. izolatlarinin molekiler tanimlamasi amaciyla 6ncelikle izolatlardan
DNA ekstraksiyonu yapildi. Bu amagla InstaGene™ Matrix (Bio-Rad, ABD) kitinden ya-
rarlanildi. izolatlar, retici firmanin direktifleri dogrultusunda ekstraksiyon islemine tabi
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tutuldu. DNA 6rneklerinin konsantrasyonlari (ug/pl) Qubit 3.0 florometre (Thermo Fis-
her, ABD) ile 6l¢lliip, analiz edilinceye kadar -20°C’de saklandi. Campylobacter turlerinin
molekiiler tanimlamasi amaciyla Wang ve arkadaslarinin® bildirdigi multipleks polime-
raz zincir reaksiyonu (mPCR) kosullari ve primerler (Tablo Il) ve pozitif kontrol amaciyla
Campylobacter jejuni ATCC 700819 izolati kullanildi. Bu amacla, her numune icin top-
lam hacim 25 pl olacak sekilde bir reaksiyon karisiminda; 2.5 yl DNA 6rnegi, 1x PCR

Tablo Il. Calismada Kullanilan Primerler ve Beklenen Bant Bliytikliikleri

Primer Baz dizilim 5'- 3’ Bant biiyiikligii (bp)

C.jejuni F- 5’- ACT TCT TTA TTG CTT GCT GC -3’ 323
R- 5’- GCC ACA ACA AGT AAA GAA GC -3’

C.coli F- 5'- GTA AAA CCA AAG CTT ATC GTG -3/ 126
R- 5’- TCC AGC AAT GTG TGC AAT G -3/

C.lari F- 5’- TAG AGA GAT AGC AAA AGA GA -3/ 251
R- 5’- TAC ACA TAA TAA TCC CAC CC -3’

C.upsaliensis F- 5’- AAT TGA AAC TCT TGC TAT CC -3’ 204
R- 5’- TCA TAC ATT TTA CCC GAG CT -3/

C.fetus F- 5’- GCA AAT ATA AAT GTA AGC GGA GAG -3’ 435
R- 5’- TGC AGC GGC CCC ACC TAT -3’

23SrRNA F- 5’- TAT ACC GGT AAG GAG TGC TGG AG -3’ 650
R- 5’- ATC AAT TAA CCT TCG AGC ACC G -3’

flaA F- 5’- ATG GGA TTT CGT ATT AAC AC -3’ 1700
R- 5’- CTG TAG TAA ATC TTA AAA CAT TTT G -3/

cdtA F- 5’- GGA AAT TGG ATT TGG GGC TAT ACT -3’ 165
R-5’- ATC ACA AGG ATA ATG GAC AAT -3’

cdtB F- 5’- GTT AAA ATC CCT GCT ATC AAC CA -3’ 495
R- 5’- GTT GGC ACT TGG AAT TTG CAA GGC -3/

cdtC F- 5’- TGG ATG ATA GCA GGG GAT TTT AAC -3’ 555
R- 5- TTG CAC ATA ACC AAA AGG AAG -3’

virB11 F- 5- TCT TGT GAG TTG CCT TACCCC TTIT T -3/ 494
R- 5’- CCT GCG TGT CCTGTGTTATTTACCC -3’

ceuk F- 5’- CCT GCT CGG TGA AAG TTT TG -3/ 794
R- 5’- GAT CTT TTT GTT TTG TGC TGC -3’

cadFR1B F- 5'- TTG AAG GTA ATT TAG ATA TG -3’ 400
R- 5’- CTA ATA CCT AAA GTT GAA AC -3’

iam F-5’- GCG CAA AAT ATT ATC ACC C -3 518
R- 5’- TTC ACG ACT ACT ATG CGG -3’

ERIC-I 5’- ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C -3/ -

ERIC-II 5’- AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G -3/ -
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tamponu (Thermo Scientific, ABD), 20 mM MgCl, (Vivantis, Malezya), 0.2 mM dNTP
karisimi (Thermo Scientific, ABD), 0.5 uM C.jejuni ve C.lari; 1 uM C.coli ve C.fetus, 2 uyM
C.upsaliensis, 0.2 yM Campylobacter 23S rRNA primerleri ve 1.25 U Taq polimeraz (Ther-
mo Scientific, ABD) olarak hazirlandi. DNA amplifikasyonu 95°C’de 6 dakika baslangig
denatirasyonu takiben 30 dongu olmak tizere, 95°C’de 30 saniye denattrasyon, 59°C’de
30 saniye primer baglanmasi ve 72°C’de 30 saniye uzama ve en son 72°C’de 7 dakika
son uzama olarak 1s1 dongu cihazi (Arktic™ Termal Cycler; Thermo Fisher, ABD)'nda
gerceklestirildi. Amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR Urinleri, %1.5 agaroz jelde
90 V’'da 90 dakika boyunca elektroforez cihazinda yurituldikten sonra (Thermo EC 330,
ABD) UVP jel dokiimantasyon sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) kullanilarak gorintilendi.
Calismada yer alan orneklerde saptanan Campylobacter tirleri bant buyukliklerine gore
tanimlandi (Tablo II).

Antibiyotik Duyarlilik Testi

Campylobacter spp. olarak tanimlanmis izolatlarin gentamisin (CN, 10 pg), amoksi-
silin-klavulanik asit (AMC, 30 pg), neomisin (N, 10 pg), enrofloksasin (ENR, 5 pg), erit-
romisin (E, 15 pg), siprofloksasin (CIP, 5 pg), doksisiklin (DO, 30 ug) (Oxoid, ingiltere)
antibiyotiklerine karsi duyarliliklari, disk difiizyon testi ile belirlendi. izolatlar %35 defibrine
koyun kanli agarda mikroaerofil ortamda 37°C’de 24-48 saat siireyle inkiibe edildi ve
treyen koloniler %0.075 NaCl cozeltisi icinde stispanse edildi. Bakteri yogunlugu 0.5
McFarland bulaniklik standardina gore ayarlandiktan sonra 0.1 ml hacimde kanli agara
inokile edildi ve antibiyotik duyarlilk test diskleri besiyeri tzerine yerlestirildi. Petriler,
mikroaerofil ortamda 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Test sonunda olusan
inhibisyon zon caplari ol¢iilerek “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” 6ne-
rilerine gore degerlendirildi®. Calismada kontrol suslar olarak S.aureus ATCC 25923, E.coli
ATCC 25922 ve C.jejuni ATCC 700819 kullanildi.

Antibiyotik Gradiyent Testi

Campylobacter spp. izolatlarinin gentamisin, amoksisilin-klavulanik asit, enrofloksasin,
eritromisin, siprofloksasin, doksisiklin (Liofilchem, italya) antibiyotiklerine karsi minimum
inhibitér konsantrasyonu (MiK) degerleri antibiyotik gradiyent test yéntemi ile belirlendi.
C.jejuni, C.fetus ve C.coli izolatlarinin taze kiilttiri 0.5 McFarland yogunluguna getirilerek
kanh agar ylzeyine ekiivyonla yayildi. Agar yiizeyine yerlestirilen antibiyotik gradiyent
seritleri sonrasinda besiyerleri 37°C’de 48 saat mikroaerofil ortamda inkibe edildi. Elde
edilen sonuclar CLSI 6nerilerine gére degerlendirildi®.

Viriilans Genlerinin PCR ile Gosterilmesi

Virlilans genlerin (iam, cadFf, cdtA, flaA, ceuk, cdtC, cdtB ve virB11) varligi daha onceki
calismalarda belirtilen yontemlere gére kiictik degisiklikler yapilarak PCR teknigi ile belir-
lendi®'%-12, Reaksiyon karisimi; 4 ul kalip DNA, KCl eklenmis 1x PCR tamponu (Thermo
Scientific, ABD), 1.5 mM MgCl, (Vivantis, Malezya), 250 mM dNTP karisimi (Thermo Sci-
entific, ABD), her bir primerden 1 uM and 0.5 U Taq polimeraz (Thermo Scientific, ABD)

16 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Hizlisoy H, Al S, Ertas Onmaz N, Yildinm Y, Gontilalan Z, Barel M ve ark.

icerecek sekilde hazirlandi ve son hacim steril distile su ile 40 pl’ye tamamlandi. Isi donguisi
94°C’'de 1 dakika 6n denatiirasyonu takiben 30 dongui 52°C’de 1 dakika primer baglanma-
sive 72°C’'de 1 dakika uzama basamagi bulundu. Son olarak, 72°C’de 5 dakika son uzama
basamag: yer aldi. PCR urinleri bir saat boyunca 100 V'da %1.5 (a/h) TAE agaroz jelinde
elektroforez cihazinda (Thermo EC 330, ABD) yurutuldu. Agaroz jel, UVP jel goriintiileme
sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) kullanilarak PCR urinlerine ait bantlar gorintilendi.

Campylobacter spp. izolatlarinin “Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus (ERIC)” PCR ile Molekiiler Tiplendirilmesi

Calismada izole edilen Campylobacter turlerinin molekuler tiplendirilmesi icin Houf ve
arkadaglarinin'® bildirdigi ERIC-PCR yéntemi kullanildi. Amplifikasyon icin PCR karigimi; 5
pl T0x PCR tampon A (Thermo Scientific, ABD), 4 mM MgCl, (Vivantis, Malezya), 5 U Taq
DNA polimeraz (Thermo Scientific, ABD), son konsantrasyonu 0.2 mM olacak sekilde dNTP
karisimi (Thermo Scientific, ABD), 25 pmol her bir primer (Sentromer DNA Teknolojileri,
istanbul, Tiirkiye) ve 1 ul kalip DNA iceren toplam 50 pl hacimde hazirlandi. Amplifikasyon
94°C’'de 5 dakika 6n denatiirasyonu takiben 40 dongi 94°C’de 1 dakika denatirasyon,
25°C'de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 2 dakika uzama seklinde gerceklestirildi. Elde edilen
PCR urtnleri, %2’lik agaroz jelde yiritildi (Thermo EC 330, ABD) ve olusan bantlar jel
dokiimantasyon sisteminde (Vilber Lourmat, Fransa) incelendi. UPGMA algoritmasi, bant
paternlerinin kiime analizi icin kullanildi'®. Filogenetik agac, iTOL versiyon 4 kullanilarak
ortaya gikarildi'>. Normallestirmeden sonra, en (ist pozisyona dayali profil benzerlikleri, 100
tekrarli olarak Jaccard benzerlik katsayisi kullanilarak hesaplandi. Calismada izole edilen yal-
niz bir C.coli izolati olmasi nedeniyle, dendogram tiir temelli olarak yapilmamus, izole edilen
tum Campylobacter tirleri bir arada degerlendirilmistir.

istatistiksel Analiz

Calismada istatistiksel analiz icin SPSS 14.01 paket programi kullanildi. Calismada,
Campylobacter turlerinin farkl kaynaklardan izolasyonunda pozitiflik oranlari ve farkl kay-
naklardan elde edilen Campylobacter tiirlerinin, tiirler arasinda oransal dagiiminin istatis-
tiksel karsilastirmalarinda ki-kare (X?) testi kullanildi'®.

BULGULAR

Calismada, kesimhane ortamindan alinan 150 o6rnegin 17 (%11.3)'si Campylobacter
spp. varligi yoniinden pozitif bulunmustur. Bu 17 pozitif 6rnekten yapilan fenotipik tanim-
lama testler ile 17 Campylobacter spp. izolati elde edilmistir. Molekiler tanimlama testleri
sonunda 17 izolatin, sekizi C.jejuni, sekizi C.fetus ve biri de C.coli olarak belirlenmistir. Camp-
ylobacter turlerinin farkli kaynaklardan izolasyonunda pozitiflik oranlarinin istatistiksel karsi-
lastinimasinda, kesimhane atik suyundaki oraninin diger kaynaklardan daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (p< 0.001). Farkli kaynaklardan elde edilen Campylobacter tiirlerinin oransal
dagiimi agisindan istatistiksel fark onemli bulunmustur (p< 0.05). Buna gore, C.jejuni ve
C.fetus’'un gorilme orani birbirleriyle esit, C.coli'ye gore daha yiiksek oldugu tespit edilmis-
tir. izolatlarin kesimhane ortamindaki dagilimi Tablo Ill’te detayli olarak verilmistir.

MiKROBiYOLOJi BULTENi 17




Farkli Kesimhanelerden izole Edilen Campylobacter Tiirlerinin Viriilans Genleri,
Antibiyotik Duyarhlik Profilleri ve MolekUler Karakterizasyonu

Tablo ll. [zole Edilen Campylobacter Tiirlerinin Kesimhane Ortaminda Dagilimlari

Campylobacter spp. Atik su Duvar Karkas Bicak Tahta
C.jejuni 6 1 - 1 -
C.fetus 4 1 2 - 1
C.coli 1 - - - -

Disk diflizyon testi sonucu, izolatlarin kullanilan antibiyotiklere duyarliliklari tiir diize-
yinde detayli bir sekilde Tablo IV'te belirtilmistir. Buna gore, C.jejuni izolatlarinin tama-
mi gentamisin, neomisin ve doksisikline duyarhlyken, C.fetus izolatlarinin tamami sadece
doksisikline duyarli bulunmustur. C.coli izolati test edilen antibiyotiklere karsi direncli de-
gilken eritromisin, gentamisin, amoksisilin-klavulanik asit, neomisin ve doksisikline duyarli
saptanmistir. C.jejuni izolatlarinin tamami siprofloksasine direncli olarak tespit edilmistir.
Antibiyotik gradiyent test sonuclari disk diflizyon testi bulgulari ile uyumlu bulunmustur.
MIK araliklari eritromisin, gentamisin, amoksisilin-klavulanik asit, siprofloksasin, enroflok-
sasin ve doksisiklin antibiyotikleri icin sirasiyla 0.12-16 ug/ml, 0.5-4 pg/ml, 0.5-64 pug/m|,
0.25-32 pg/ml, 0.25-16 pg/ml ve 0.5-4 ug/ml olarak bulunmustur.

Calismada elde edilen izolatlarin viriilans genlerine iliskin sonuclari Tablo V'te 6zetlen-
mistir.

izolatlarin genetik yonden yakinliklarinin belirlenmesi amaciyla yapilan ERIC-PCR ile
Campylobacter spp. izolatlardan elde edilen bant profillerinin birbirinden farkhlik goster-
digi saptanmistir. Bant sayisinin 2 ile 11 arasinda degistigi belirlenmistir. Calismamizda
kiime analizi yapilmamis ve izolatlarin bant profilleri sematik olarak gosterilmistir. Ca-
hsmada analiz edilen izolatlarin hepsi farkli ERIC-PCR profilleri gostermis ve izolatlarin
benzerlik durumlarina gore klonal yakinlklar filogenetik agacta sunulmustur (Sekil 1).

TARTISMA

Campylobacter turleri baglica hayvan kaynakli kontamine yiyeceklerle insanlara bulas-
maktadir. Gidalarin bu bakteri ile kontamine olmasi, gida Uretimi prosesi sirasinda 6zel-
likle kesimhanelerde Uretim, isleme, dagitim ve hazirlik sirasinda ortaya cikabilmektedir.
Kesimhanelerde gida patojenleriyle kontamine olmus sonrasinda yetersiz 1sil islem uy-
gulanmis et Grlnlerinin insanlar tarafindan tiiketilmesi Campylobacter enfeksiyonlarinin
gelismesinde risk faktori olarak belirlenmistir'3. Bu calismada, Kayseri ydresinde hizmet
vermekte olan kesimhanelerden toplanan 150 6rnegin 17 (%11.3)'si Campylobacter spp.
yonunden pozitif bulunmustur. Yapilan fenotipik ve molekiler tanimlama testleri sonun-
da 17 izolatin, sekizi C.jejuni, sekizi C.fetus ve biri C.coli olarak tanimlanmistir.

Wieczorek ve Osek'in calismalarinda'” incelenen 191 sigir karkas siiriintii érneginin 28
(%14.7)'inde Campylobacter yoniinden pozitiflik saptanmustir. Bu calismada C.jejuni ve
C.coliizolasyon orani sirasiyla %57.1 ve %42.9 olarak tespit edilmistir. Wieczorek ve arka-
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Tablo V. Campylobacter Tiirlerinde Viriilans Genlerinin Dagilimi

Ornek mPCR flaA cdtA ceuk cdtB iam virB11  cdtC  cadF Toplam

1 C.jejuni + + + + + - + + 7/8
2 C.jejuni + + + + - - + + 6/8
3 C.jejuni + + + + - - + + 6/8
4 C.jejuni + + + + - - + + 6/8
5 C.jejuni - + + + - - - + 4/8
6 C.jejuni + + + + - - + + 6/8
7 C.jejuni + + + + - - + + 6/8
8 C.jejuni - + + + - - + + 5/8
9 C.fetus - + + - - - + - 3/8
10 C.fetus - + + + - - + + 5/8
11 C.fetus - - - + - - - - 1/8
12 C.fetus - + + + - - + - 4/8
13 C.fetus - - + + - - + - 3/8
14 C.fetus - - + + - - + + 4/8
15 C.fetus - - + + - - + - 3/8
16 C.fetus - + + + - - + - 4/8
17 C.coli - + + + - - + + 5/8
Toplam 17 6/17 1317 16/17  16/17 117 - 15/17 1117

mPCR: Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu.

daslarinin calismalarinda'® 812 sigir derisi ve karkas 6rneklerinden toplam 115 (%14.2)
Campylobacter izolati elde edilmistir. Bu calismada karkastan izole edilen tiirlerin %63.6si
C.jejuni, %36.4'(i ise C.coli olarak tanimlanmistir. Farkli olarak, Rahimi ve arkadaslar'® ise
inceledikleri karkas orneklerinin hicbirinde Campylobacter tirlinii tespit edememiglerdir.
Bulgular arasi farkliliklarin, incelenen hayvanin cinsi, hayvanin yasi, mevsimsel fark, 6r-
nekleme sahasi, orneklem sikhigi ve izolasyon yontemi, cografya, diyet ve hayvancilik uy-
gulamalari gibi degiskenlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir?®. Wieczorek ve Osek!”
ile Wieczorek ve arkadaglarinin'® yaptiklari calismalarda Campylobacter spp. prevalansinin
bu calismada elde edilen degerden daha yliksek oldugu gosterilmistir. Bu farkliigin ne-
deni, sadece karkas ornegi alinmayip ek olarak kesimhane ortamindan da 6rnek toplan-
mis olmasina bagh ortaya cikan ornek cesitliligi olabilecegi dustintlmustir.

Veteriner hekimlikte Campylobacter tirleri arasinda en 6nemli tiir C.fetus'tur. C.fetus,
sigir ve koyunlarda abortus ve kisirlik gibi Gireme bozukluklarinin potansiyel etkenidir?®.
Gastrointestinal semptomlarin %901 C.jejuni ve C.coli kaynakhdir. Buna karsilik, C.fetus,
%19-%53 orani ile Campylobacter kaynakl bakteriyeminin en yaygin nedenidir. Bu tir
invaziv C.fetus enfeksiyonlarinda 6lim oranlari da yaklasik %14 civarindadir ve diinya
genelindeki yliksek Campylobacter enfeksiyonlarinin insidansi g6z 6niine alindiginda, bu
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Sekil 1. C.jejuni, C.fetus ve C.coli izolatlarinin filogenetik agag gortintiisii. CJ: C.jejuni, CF: C.fetus, CC: C.coli.

veriler C.fetus enfeksiyonlarinin pek de nadir olmadigini ve halk saghgi agisindan olduk-
ca 6nemli oldugunu vurgulamaktadir?!. Calismamizda elde edilen C.fetus izolatlarinin 2
(%1.2)'si karkas kaynaklidir. Bu durum, C.fetus izolatlarinin kesimhane ortaminda karkas-
lara kontamine oldugunu ve potansiyel bir enfeksiyon odagi haline geldigini gostermek-
tedir.

Kesimhanelerde atik su, esas olarak; sigir ve koyunlarin derilerinin ylzilmesinden,
nakil sonrasi karkaslarin yikanmasindan, ekipman ve tesislerin temizlenmesi ve sterili-
zasyonundan, mekanik ekipmanin sogutulmasi vs. islemleri sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Atik su ayrica kan, i¢ organ, kemik, idrar ve digki, kesim ve kesme sirasinda cikarilan yu-
musak dokulari, deri ve tirnak kaynakh toprak, erimis yag ve temizleme ve dezenfektan
bilesiklerini kapsamaktadir?2. Bununla birlikte, Salmonella spp., Campylobacter spp. ve
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L.monocytogenes gibi gastroenteritlerin en dnemli etkenleri olan bakteriyel patojenlerin,
kesimhane atik suyundan izole edildigi bildirilmistir?®>. Kesimhane atik sulari yakinindaki
icme su kaynaklarina sizarak onlari da kontamine etmekte, bu vesile ile icme suyu vasi-
tasiyla insanlarda ve hayvanlarda Campylobacter enfeksiyonlarina neden olmaktadir?.
Calismamizda izolatlarin biyik bir kismi (11, %7.3) kesimhane atik suyundan elde edil-
mistir. Bu calisma sonuclarina benzer sekilde Elmali ve Can’in bildirdikleri calismada?,
incelenen 78 atik su orneginden, 8 (%10.3) Campylobacter spp. izolasyonu yapilmustir.
Kesimhane atik sularinda Campylobacter’lerin izole edilmis olmasi, etkenin ¢cevresel kon-
taminasyondan sorumlu olabilecedinin en &nemli géstergesidir?.

Sigirlar, Campylobacter’lerin muhtemel asemptomatik tastyicilaridir; bu nedenle ke-
sim surecinde hayvanin diskisindan, kesim sirasinda farkli hayvanlardan ya da kesimde
kullanilan kontamine alet ve ekipmandan karkasi kontamine edebildikleri bildirilmistir®>.

Kesimhanelerde karkasla temas eden yuzeylere iliskin sinirli sayida yayina ulagilmis-
tir. Calismamizda kesimhanelerden ayrilan C.jejuni’lerden 1 (%5.9)i bicak 6rneklerinden
izole edilmistir. Ayalew ve arkadaslarinin?® bildirdigi bir calismada kesim tahtalari ve bi-
caklarda Campylobacter varli§i saptanamamistir. Bicak gibi karkas disindaki kesimhane
materyallerinde Campylobacter tirlerinin varligi kullanilan alet ve malzemelerde gerekli
hijyenik tedbirlerin yeterince uygulanmadiginin ve kontaminasyon varliginin bir goster-
gesidir.

Calismamizda C.jejuni izolatlarinin tamami kinolon grubu antibiyotiklerden siproflok-
sasine ve %87.5'i enrofloksasine direncliyken, C.fetus izolatlarinin %87.5’i siprofloksasine
ve enrofloksasine duyarli bulunmustur. C.coli izolati ise orta duyarl olarak tespit edilmis-
tir. Wieczorek ve arkadaslarinin calismasinda'® siprofloksasin direnci C.jejuni izolatlari icin
%29.4 ve C.coli izolatlari icin %51.1 olarak tespit edilmistir. Adiglizel ve arkadaslarinin
calismalarinda®’ siprofloksasin direnci, C.jejuni izolatlari icin %87.8, C.coli izolatlarinda
ise 9%98.8 oraninda bulunmustur. Kayman ve arkadaslarinin calismasinda?® insanlardan
elde edilen C.jejuni izolatlarinin %74.3'U siprofloksasine direncli olarak tespit edilmistir.
Elmali ve Can? C.jejuni izolatlarinin %50’sini, C.coli izolatlarinin ise tamamini siprofloksa-
sine direncli olarak bildirmislerdir. Maktabi ve arkadaslarinin calismasinda® enrofloksasine
distk oranda (%6.2) direng gosterilmistir. Farkh olarak Turgay ve Bozdogan’in bildirdik-
leri calismada* C.jejuni ve C.coli izolatlarinin tamami siprofloksasine duyarli bulunmustur.
Ulkemizden ve cesitli Glkelerden yapilmis calismalarda yiiksek siprofloksasin direnci or-
taya konmustur. Bu durum tedavide siprofloksasin kullaniminin azaltiimasi gerekliligini
vurgulamaktadir.

Calismamizda C.jejuni izolatlarinin yalniz 1 (%12.5)'inde eritromisin direnci tespit
edilmistir. Calismamiza benzer sekilde Kayman ve arkadaglarinin calismasinda®® C.jejuni
izolatlarinin %5.9"unda eritromisin direnci saptanmistir. Wieczorek ve arkadaslarinin ca-
lismasinda'® eritromisin direnci %4.3 (C.jejuni, n= 1 ve C.coli, n= 4) olarak bildirilmistir.
Adigiizel ve arkadaslari?’ ile Turgay ve Bozdogan'in* calismalarinda izolatlarin tamami
eritromisine duyarli bulunmustur. Calismamizdan farkli olarak, Elmali ve Can’in yaptig
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calismada? eritromisin direnci %71.4 oraninda tespit edilmistir. Bu calismada? yiiksek
direng rapor edilmis olsa da daha énce yapilan calismalarin®'828 biyiik bir kisminda ca-
lismamiza benzer sekilde distk eritromisin direncinden bahsedilmektedir.

Calismamizda, C.jejuni ve C.coli izolatlarinin tamami, C.fetus izolatlarinin ise %87.5i
gentamisine duyarl bulunmustur. C.fetus izolatlarinin sadece 1 (%12.5)'inde gentamisin
direnci saptanmustir. Wieczorek ve arkadaslarinin yaptigi calismada'® gentamisin direnci
%2.6 (C.jejuni, n=1 ve C.coli, n= 2) olarak bulunmustur. Benzer sekilde, Maktabi ve arka-
daslarinin® ve Turgay ve Bozdogan'in* yaptiklari calismalarda izolatlarin tamami gentami-
sine duyarli bulunmustur.

Calismamizda arastirilan virlans genlerinden virB11, izolatlarin hicbirinde tespit edi-
lememistir. Bununla birlikte, iam geni C.fetus ve C.coli izolatlarinda bulunmazken yalniz 1
(%12.5) C.jejuni izolatinda bu gen saptanmistir. cdtA, cdtB, ceuE ve cadF genleri, C.jejuni
izolatlarinin tamaminda pozitif bulunmustur. Wieczorek ve arkadaslarinin yaptig calisma-
da'® izolatlarin cogunlugu cadF ve flaA genlerine sahipken, daha az kisminda ise iam ve
virB11 genleri saptanmistir. Calismada cdtA, cdtB ve cdtC genleri C.jejuni izolatlarinin ta-
maminda pozitif olarak belirlenmistir. C.coli, 47 izolatin sadece 8 (%17)’inde cdtA, cdtB ve
cdtC genleri pozitif olarak elde edilmistir. Datta ve arkadaslarinin yaptigi calismada®, calis-
mamizdan farkl olarak insan, kanatli ve sigir kokenli C.jejuniizolatlarinin tamaminda, flaA,
cadF, cdtA,B ve cdtC geni bulunmustur. Elmali ve Can’in yaptiklar calismada?, C.jejuni
izolatlarinin %66.6 ve %41.6'sinda sirasiyla cdtA ve cadF viriilans genleri tespit edilmistir.
Wieczorek'in calismasinda?®, calismamizdan farkli olarak, tiim sigir kdkenli Campylobac-
ter'lerde flaA ve cadF genleri tespit edilirken, izolatlarin buyik bir kisminda cdtA, cdtB ve
cdtC gibi toksin genleri ve iam bulunmustur. Calismamizda ise iam geni C.fetus ve C.coli
izolatlarinda saptanmazken yalniz 1 (%12.5) C.jejuni izolatinda tespit edilmistir. Cals-
mamizin aksine, virB11 geni, Wieczorek’in bildirdigi calismada?® izolatlarin %12.5'inde
bulunmustur. Campylobacter’lerin patojenitesinden sorumlu genler, adezyon, invazyon,
kolonizasyon ve sitotoksin tretiminden sorumludur ve hastahgin klinik ve epidemiyolojik
ozellikleri Campylobacter enfeksiyonlarinda rol oynayan molekiler mekanizmalar hakkin-
da ipuclari saglamaktadir®.

izolatlarin klonal yakinliklarinin belirlenmesi amaciyla ERIC-PCR yapilmis ve Campylo-
bacter izolatlarinin bant profillerinin birbirinden farkli oldugu saptanmistir. Bant sayisinin
2 ile 11 arasinda degistigi ortaya konmustur. Calismada kullandigimiz, ERIC-PCR, nispe-
ten yiksek bir ayirt edici giice sahip olup, ayni zamanda kolay ve hizli olmanin yani sira
diisiik maliyetlidir?®. Wieczorek'in bildirdigi calismada®®, ERIC-PCR profillerinden iretilen
dendrograma dayal filogenetik analizde C.jejuni ve C.coli izolatlarinin G¢ kiimeye ait ol-
dugu gosterilmistir. Calismamizda kiime analizi yapilmamis ve izolatlarin bant profilleri
sematik olarak gosterilmistir. Ayrica, calismamizda C.jejuni izolatlari ile C.jejuni ve C.fetus
izolatlari ile C.fetus izolatlarinin birbirleriyle klonal yonden benzerlik gosterdigi ve ayni
klonlar icerisinde yer aldigi ortaya cikmistir. Ek olarak, bazi C.jejuni izolatlari ile C.fetus ve
C.coliile C.fetus izolatlarinin benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
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Farkli Kesimhanelerden izole Edilen Campylobacter Tiirlerinin Viriilans Genleri,
Antibiyotik Duyarhlik Profilleri ve MolekUler Karakterizasyonu

Sonug olarak, bu calismada kesimhanelerden izole edilen Campylobacter izolatlarinin
glincel antibiyotiklerin bir coguna direncli oldugu ortaya konmustur. Kesimhane orta-
minda 6zellikle kesimhane atik suyunda ytksek virtilans 6zelliklerine sahip Campylobacter
turlerinin bulunmasi, karkaslar ve dolayisiyla gidalar aracihgiyla insanlara bulasma riskin-
den dolayi halk saghgi acisindan goz ardi edilemez bir tehlike olusturabilecegi aciktir. Bu
nedenle, kesimhanelerde Campylobacter tirlerinin azaltiimasi ve bunlara bagli enfeksi-
yonlarin 6nlenmesi icin halihazirda uygulanan hayvansal gidalar icin 6zel hijyen kurallari-
na uyulmasi ve gerekli durumlarda denetimlerin artiriimasi 6nerilmektedir.
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