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1. OZET

Bu calismada, insanlarda akut bakteriyel gastroenteritisin en yaygin
etkenleri olarak bilinen Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli’nin, klinik
olarak saglikli sigir ve koyunlarin digki ve i¢ organlarindan multipleks Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (multipleks PCR) ile arastirilmasi ve izolatlar arasindaki
genetik heterojenite diizeyinin Flagellin A (flaA) tiplendirme ve Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) metotlari ile belirlenmesi amaglandi.

Toplam 1154 saglikli sigirdan toplanan bagirsak igerigi, safra sivisi,
karaciger ve rektal svap Ornekleri Preston Zenginlestirme Buyyonu ve Preston
Selektif Agara ekildi. Incelenen siir &rneklerinin 301 (%26,1)’i konvansiyonel
kiiltiir metotlar1 ile Campylobacter spp. pozitif olarak saptandi. Multipleks PCR
ile incelenen izolatlarin % 59,5 (179/301)’inde C. jejuni ve % 10 (30/301)’unda
C. coli identifiye edildi. Sigir karaciger 6rneklerinin hi¢birinde C. jejuni ya da C.
coli tespit edilemedi. Campylobacter jejuni ve C. coli olarak identifiye edilen
izolatlar, flaA geninin 1,7 kb amplikon bolgesinin Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) analizi (flaA tiplendirme) ve 10-mer primerini esas alan
RAPD yontemi ile tiplendirildi. Biitiin izolatlar flaA tiplendirme yontemi ile
basaril1 bir sekilde tiplendirilmesine ragmen, rektal svap ve bagirsak iceriginden
izole edilen C. jejuni suslarimin RAPD analizi neticesinde verimli sonuglar elde
edilemedi. Sigirlarda, flaA tiplendirme ve RAPD metodu ile sirasiyla 28 ve 42
adet bant profili tanimlandi.

Bu ¢alismada, 610 saglikli koyundan toplanan bagirsak icerigi, safra sivisi

ve rektal svap Ornekleri de C. jejuni ve C. coli yoniinden incelendi.



Konvansiyonel kiiltiir metotlar1 neticesinde incelenen koyun 6rneklerinin 302 (%
49,5)’sinde Campylobacter spp. izolasyonu gergeklestirildi. Multipleks PCR
analizi neticesinde izolatlarin % 34,1 (103/302)’i C. jejuni ve % 33,1 (100/302)’i
C. coli olarak identifiye edildi. Campylobacter jejuni ve C. coli olarak identifiye
edilen izolatlar, flaA tiplendirme ve RAPD yontemi ile basarili bir sekilde
tiplendirildi ve sirasiyla 48 ve 45 adet bant profili elde edildi.

Sonug olarak, sigir ve koyunlardan elde edilen C. jejuni ve C. coli
izolatlar1 arasinda yiiksek bir genetik heterojenitenin mevcut oldugu ve bazi bant
profillerinin diger profillere gére daha dominant oldugu goézlendi. Ayrica bu tez
calismasindan elde edilen veriler, C. jejuni ve C. coli’nin ¢evreyi ve gida zincirini
kontamine etmesinde sigir ve koyunlarin 6nemli role sahip olduklarint ve bu
hayvanlarin Campylobacter infeksiyonlarinin epidemiyolojinde gbéz Oniinde

bulundurulmasi gerektigini ortaya ¢ikarmustir.

Anahtar Kelimeler: Sigir, koyun, C. jejuni, C. coli, multipleks PCR,

RFLP, RAPD.



2. ABSTRACT

The objectives of this study were to isolate Campylobacter jejuni and
Campylobacter coli, which are recognized as the major agents of bacterial
gastroenteritis in humans, from internal organs and faecal samples of clinically
healthy cattle and sheep and to identify the isolates by multiplex Polymerase
Chain Reaction (multiplex PCR). In addition, the degree of genetic heterogeneity
among these isolates was determined by using Flagellin A (flaA) typing and
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) assays.

Intestinal content, gall bladder, liver and rectal swap samples collected
from a total number of 1154 clinically healthy cattle were inoculated onto Preston
Enrichment broth and Preston Campylobacter Selective agar. Of the cattle
samples, 301 (26.1 %) were determined to be positive for Campylobacter spp. In
the analysis of the isolates by multiplex PCR assay, C. jejuni and C. coli were
identified from 59.5 % (179/301) and 10 % (30/301), respectively. None of the
liver samples examined was found to be positive for either C. jejuni or C. coli.
The isolates identified as C. jejuni or C. coli were subtyped by Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis (flaA typing) of 1.7 kb
amplicon portion of the flaA gene and by RAPD based on a single random 10-mer
primer. Although all the isolates were successfully subtyped by flaA typing, no
productive results could be obtained from C. jejuni isolates of intestinal contents
and rectal swap samples by RAPD analysis. The total number of band patterns
defined by flaA typing and RAPD were 28 and 42, respectively in cattle.

In addition, intestinal content, gall bladder and rectal swap samples

collected from a total number of 610 clinically healthy sheep were examined for



the presence of C. jejuni and C. coli strains. Of the sheep samples, 302 (49.5 %)
were determined to be positive for Campylobacter spp. by conventional culture
methods. In the analysis of the isolates by multiplex PCR assay, C. jejuni and C.
coli were identified from 34.1 % (103/302) and 33.1 % (100/302), respectively.
All the isolates identified as C. jejuni or C. coli were successfully subtyped by
flaA typing and RAPD assay. The total number of band patterns defined by flaA
typing and RAPD were 48 and 45, respectively in sheep.

In conclusion, it was observed that a high degree of heterogeneity existed
among C. jejuni and C. coli isolates of clinically healthy cattle and sheep origin
and some of the flaA and RAPD profiles were represented by remarkably high
percentages of the isolates. The results of the present study also suggest that
healthy cattle and sheep can play significant role in the contamination of
environment and human food chain by Campylobacter spp. and these animals
should therefore be considered seriously in order to have a better understanding of

the epidemiology of Campylobacter infections.

Key Words: Cattle, sheep, C. jejuni, C. coli, multiplex PCR, RFLP,

RAPD.



3. GIRIS

3.1. Genel Bilgi
3.1.1. Etiyolojik Ajan

Campylobacter bakterisi ilk kez 1880 yilinda Theodore Escherich
tarafindan ishalli ¢ocuklarin diskisinda tanimlanmistir (67). Benzer organizmalar
20. yiizyilin baslarinda sigir ve koyunlarin abort vakalarindan izole edilmis ve
Vibrio fetus olarak isimlendirilmislerdir (131). Bugiin termofilik Campylobacter
olarak nitelenen organizmalar ilk kez Jones ve ark. tarafindan 1931 yilinda sigir
ve koyunlarin bagirsaklarinda saptanarak Vibrio jejuni adin1 almis ve sigirlarin kis
dizanterisinden sorumlu tutulmustur (95). Daha sonra domuz dizanterisinden
sorumlu tutulan bir baska etken Vibrio coli olarak adlandirilmistir (50).
Campylobacter cinsine ait tiirler spiral goriintiilerinden dolay1 1963 yilina kadar
Vibrio cinsi iginde yer almistir. Ancak bu tiirlerin oksijenli ortamda tirememeleri,
karbonhidratlar1 fermente edememeleri ve DNA baz yapisindaki guanin + sitozin
(G+C) oranlarinin farkliliklari, bu yildan itibaren Campylobacter olarak
isimlendirilmelerine yol agmustir (99, 182). Campylobacter tiirlerinin izolasyonu
i¢in selektif besi yerleri ve filtrasyon tekniklerinin 1970 yilindan itibaren yaygin
olarak kullanilmaya baslanmasi ile birlikte bu tiirlerin insan ve birgok hayvan
tiirlinde ¢ok yaygin olarak bulunduklar1 ve infeksiyonlara neden olduklar1 ortaya
konmustur (31, 41).

Campylobacterler, taksonomik ve filogenetik c¢alismalar sonucunda
Proteobacterialarin epsilon alt sinifina bagli rRNA siiperfamilya VI iginde

siiflandirilmislardir. Bu stiperfamilya Campylobacteraceae ve



Helicobacteraceae familyalarii igine almaktadir. Campylobacteraceae familyasi
Campylobacter, Arcobacter, Sulfurospirillum ve Thiovulum cinslerini
icermektedir (69). Campylobacter cinsi iginde bulunan C. jejuni, C. coli, C. lari
ve C. upsaliensis tiirleri 42 °C’de iireyebilme ozellikleri géz Oniline alinarak
termofilik campylobacterler olarak tanimlanmaktadirlar (201). Campylobacter
jejuni ve C. coli’nin insanlarda goriilen akut bakteriyel gastroenteritislerin en
yaygin etkenleri oldugu ve infeksiyonlarin % 90-95’inden C. jejuni, % 5-
10’undan ise C. coli’nin sorumlu oldugu bildirilmistir (67). Campylobacter cinsi
icinde termofilik campylobacterler disinda tanimlanan 11 tiir daha bulunmaktadir
(Tablo 1). Campylobacterler Gram (-), spiral ya da virgil, nadiren de egik
comakgiklar seklinde bulunan, sporsuz, kapsiilsiiz, bir veya her iki ucunda polar
flagellaya sahip hareketli mikroorganizmalardir. Bu tiirler 0,2-0,5 pum genigliginde
ve 0,5-5 pm uzunlugunda olup diger bakterilerden daha ince bir yapiya sahiptirler
(Sekil 1A). Fimbrialara sahip olmayan Campylobacter tiirleri plazmid tasirlar ve
baz1 plazmidlerin antibiyotik direngliliginde rol oynadiklari bildirilmistir (85,

168).



Tablo 1. Campylobacter tiirlerinin 6zellikleri (109, 201)

Tiir " Biyokimyasal ‘ Ureme Tolerans | Duyarhhk
Katalaz ~ Hippurat Ureaz Nitrat Selenit ~ H,S (TSI agar) Indoksil asetat 25°C 42 °C Glisin NaCl Nalidiksik asit Sefalotin
(%) (%4)

C. coli + - - + + d + - + + - S R
C. concisus - - - d d - - - d d - d S
C. curvus - d - + - d d - d + - R S
C. fetus ssp. fetus + - - + d - - + d + - R S
C. fetus ssp. veneralis d - - + - - - + - - - d S
C. gracilis d - - d - - d - d + - d S
C. helveticus - - - + - - + - + d - S S
C. hyointestinalis ssp. hyointestinalis + - - + + + - d + + - R d
C. hyointestinalis ssp. lawsonii + - + + + + - - + d - R S
C. jejuni ssp. doylei d + - - - - + - - d - S S
C. jejuni ssp. jejuni + + - + d - + . + ¥ . S R
C. lari + - d + d - B} 3 + " 3 d R
C. mucosalis - - - - - + - - + d - d S
C. rectus d - - + - - + - d + - d S
C. showae + - - + - d d - d d - S S
C. sputorum d - d + d + - B + + d d S
C. upsaliensis - - - + + - + - d + - S d
C. lanienae + - ? + ? - - - + - 2 R R

: Degisken, S: Duyarli, R: Direncli




Campylobacterlerin iireme sicakliklari 30-43 °C arasinda degisir.
Genellikle optimal tireme sicakliklar1 37 °C olup termofilik olanlar 42-43 °C’de
tireme Ozelligine sahiptirler. Campylobacterler mikroaerofilik 6zellikte olup,
optimal tiremeleri i¢in % 5 O,, % 10 CO, ve % 85 N, iceren ortamlara ihtiyag
duyarlar (128) (Tablo 2). Campylobacterler oksidatif stres gibi faktorlerin
bulundugu ortamlarda spesifik  sekillerini  kaybedip  kokoid forma

doniismektedirler (19) (Sekil 1B).

Sekil 1. Campylobacter jejuni’nin elektron mikroskobik goriintiisii, A-
Karakteristik spiral morfoloji B- Oksidatif strese maruz kalmig C. jejuni’nin
kokoid morfolojisi (19).

Campylobacterlerin izolasyonu i¢in zenginlestirilmis ortamlara ve selektif
besi yerlerine ihtiya¢ vardir. Besi yerlerinde campylobacterlerin olusturdugu
koloni morfolojileri oldukc¢a degiskenlik gostermektedir. Koloniler genellikle
pigment meydana getirmezler ve kanli agarda hemoliz olusturmazlar. Kolonilerin

olusmasi i¢in ortalama 48-72 saat siireye gereksinim vardir (11).



Campylobacterler ~ karbonhidratlar1  fermente = edemedikleri  igin
gereksinimleri olan enerjiyi trikarboksilik asit dongilisinden saglayan bir
respiratorik mekanizmaya sahiptirler. Oksidaz pozitif, lipaz aktiviteleri, jelatin,
iire, Metil Red (MR) ve Voges-Proskauer (VP) testleri negatiftir. Ureme sicaklik
limitleri, katalaz, nitrat, hippurat, selenit rediiksiyonu, H,S, tuz ve glisin tolerans

ozellikleri tiirler arasinda farkliliklar gosterir (11, 85) (Tablo 1).

Tablo 2. Termofilik Campylobacter tiirlerinin tireme 6zellikleri (85).

Ozellik Minimum Optimum Maksimum
Sicaklik (°C) 32 04 45

pH 4,9 6,5-7,5 ~9

NaCl (%) i 0,5 1,5

Su Aktivitesi (ay) >0,987 0,997 i

Atmosfer - % 50,+% 10 CO, -

Campylobacterlerin DNA baz kompozisyonlar1 % 29 ile % 46 arasinda
farklilik gosterir. Termofilik Campylobacter DNA’lariin G + C oranlar1 diger
Campylobacter tiirlerinden ve birbirlerinden farklidir. Campylobacter jejuni
suslarinin ortalama G + C oranlar1 % 31 mol, C. coli’nin % 32,6-34 mol ve C.
lari 'nin % 32,1 mol’diir. Campylobacter jejuni genomunun 1,6 milyon baz
ciftinden olustugu ve bunlarin 1654 geni kodladig1 ve bu genlerin hig birisinin faj

ve plazmid DNA’s1 icermedigi bildirilmistir (19, 128).



Campylobacterler oldukca hassas mikroorganizmalar oldugu i¢in ¢evresel
stres, kurutma, diisiik pH, 1sitma, dondurma vb. faktorlerden diger bakterilere
oranla daha fazla etkilenmektedirler (51). Bu mikroorganizmalar konakgi
disindaki gevresel ortamlarda gogalamazlar ve kisa siirede oliirler. Campylobacter
jejuni suda 4 °C*de dort hafta, siitte 25 °C‘de 24 saat, 40 °C‘de ¢ hafta infektif
0zelligini korur. Campylobacterler pH nin 4,9’un altinda oldugu ortamlarda canli
kalamazlar. Campylobacter jejuni ve C. coli’lerin optimal tiremeleri igin gerekli
pH degerleri 6,5 ile 7,5 arasinda degismektedir (Tablo 2). Campylobacterler %
10’luk formaldehitin % 2,5 solusyonu ile muamele edilirse 15 dk’da inaktive
olurken, C. jejuni 1/50,000°lik amonyum veya % 0,125°lik gluteraldehit igeren %

0,15’lik organik fenolde bir dakikada inaktive olmaktadir (10).

3.1.2. Epidemiyoloji
3.1.2.1. Bulasma ve Tasinma Yollan

Campylobacter tiirlerinin mikroaerofilik 6zellikleri, kuruma vb. dis
cevresel kosullara karsi olduk¢a duyarli olmalar1 ve 32-44 °C sicakliklar disinda
tirememeleri, bu etkenlerin cevrede canli kalmalarini smirlamaktadir (23).
Campylobacterlerin  kontaminasyon siklusunun oOnemli bir asamasi olan
cogalmanin meydana geldigi yer sicak kanli hayvanlarin ve kuslarin
bagirsaklaridir. Bu sebepten dolayr campylobacterlerin en biiyiik g¢evresel
rezervuarlart sicak kanli hayvanlar ve kuglardir. Campylobacterler bu hayvanlarin
bagirsak yollarinda kommensal olarak bulunmakta ve diski ile etrafa

sacilmaktadirlar (40, 145).
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Insanlardaki Campylobacter infeksiyonlar1 diger infeksiyonlarm aksine
sporadik olarak meydana gelmekle beraber, nadir olarak kontamine ¢ig siit ve
klorlanmamis sularin icilmesi ile biiylik salginlar meydan gelmektedir (135).
Amerika’da 1978-1986 yillar1 arasinda C. jejuni’nin sebep oldugu gida kaynakli
57 salgimin 26’sinin ¢ig siit ve 11’inin kontamine siitlerin tiikketilmesi ile meydana
geldigi bildirilmistir (195). Yine Amerika’da 1978 yilinda sularin yetersiz
klorlanmas1 veya klorlanmamas1 ile iligkili olarak meydana gelen bir
Campylobacter salginindan dolay1 3500 kisinin etkilendigi rapor edilmistir (202).
Su ve siitlin kontaminasyonunda sigir, koyun, domuz ve kanathi hayvanlarin
digkilariyla etkenleri etrafa sagmalarinin 6nemli rol oynadig: bildirilmistir (116,
164, 191, 192). Sporadik vakalarin yaklasik % 70’inin kontamine kanatli eti ve bu
etlerin elle islenmesi ile meydana geldigi ortaya konmustur (4).

Campylobacterler sigir ve koyun gibi ¢iftlik hayvanlarinin digkilarindan
kolaylikla izole edilmistir (70, 191, 192). Campylobacterlerin epidemiyolojisinde
sigir ve koyunlarin 6nemi sadece mezbahada karkaslarin ve giftlikte siitlerin
kontaminasyonu i¢in bir kaynak olmalart ile sinirli degildir. Bu hayvanlarin
akintilarinin yiizey sularini ve topragi kontamine etmesi de etkenlerin c¢evreye
yayilmasi agisindan onemlidir (190). Karkaslar {izerinde yapilan prevalans ve
vaka-kontrol ¢alismalarinda, kirmizi etlerin insan infeksiyonlari i¢in 6nemli bir
risk olusturduguna dair ¢cok az kanit bildirilmistir (190). Bunda karkaslar iizerinde
termofilik campylobacterlerin iiremesini ve canli kalmalarini 6nemli derecede
olumsuz etkileyen kurutma ve sogutma islemlerinin uygulanmasinin rolii vardir
(75). Bagirsak igerigi ile karkaslarin kontaminasyonu bu organlarin ¢ikarilmasi

esnasinda meydana gelir. Kontaminasyonlarin ¢ogunlukla mezbaha ¢alisanlarinin
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elleri ve kullandiklar1 malzeme ile karkaslarin kros kontaminasyonu seklinde
meydana geldigi bildirilmistir (190).

Molekiiler tiplendirme metotlarinin gelistirilmesinden Once insan
Campylobacter infeksiyonlarinin  meydana gelmesinde kanathh  disindaki
hayvanlarin 6nemi hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (155). Fitzgerald ve ark.
(2001) insan ve bazi hayvanlar {izerinde yaptiklar1 bir tiplendirme ¢aligsmasinda
elde ettikleri profillerin insan izolatlar1 ile birlikte sigir, koyun ve kanath
diskisindan elde edilen izolatlarda da bulundugu bildirmislerdir (65). Bu veriler
insanlarda infeksiyon kaynagi olarak sadece kanatlilarin degil ruminantlarin da
onemli rol oynadigini ve ¢evreyi kontamine ettigini gostermektedir.

Campylobacterlerin diger rezervuarlari insektler, rodentler, pet hayvanlari,
domuzlar ve deniz {iriinleridir. Deniz {riinlerinin tiikketilmesi ile iligkili iki
Campylobacter salgini bildirilmis ve bunun sularin Campylobacter ile kontamine

olmast ile iliskili oldugu ortaya konmustur (198).

3.1.2.2. Prevalans

Sigirlarda campylobacterlerin prevalansinin Amerika’da % 5-37 (83, 214),
Danimarka’da % 23 (144), Japonya’da % 47 (70), Portekiz’de % 20 (32),
Norveg’te % 1 (176) civarinda oldugu rapor edilmistir. Campylobacter
prevalansinin iilkeden {ilkeye o©nemli farkliliklar goOstermesinde; siiriiniin
biiylikliigi, tipi, mevsim, hayvanlarin yasi, 6rnek tiirii, 0rnek miktari, bakim ve
beslenme kosullari, izolasyon metotlar1 ve cografik farkliliklar 6nemli rol
oynamaktadir (190). Ornegin C. jejuni’nin prevalansinin meralardaki sigirlarda

kapali alanlarda barindirilanlara oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (68).
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Izolasyon oranlar1 siiriiden siiriiye de farklilk gostermektedir. Ingiltere’de
Campylobacter tiirlerinin ti¢ farkli siiriide sirasiyla % 79, % 40 ve % 37
oranlarinda izole edildigi rapor edilmistir (14). Stanley ve ark. (1998), sigir
bagirsak icerigi ornekleri ile ilgili yaptiklart bir ¢alismada uygulanan izolasyon
metodundaki farkliliklarin prevalans iizerinde etkili oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilar topladiklart svap orneklerini direkt izolasyon ve zenginlestirme
yontemleriyle incelemis ve direkt izolasyon ile % 26,7, zenginlestirme yontemi ile
ise % 89,4 oraninda Campylobacter izole etmislerdir (192).

Koyunlarda termofilik campylobacterlerin prevalansi iilkeden iilkeye
farklilik gdstermekte olup Portekiz’de % 15 (32), Nijerya’da % 4 (2), Ingiltere‘de
% 92 (191) ve Isvigre’de % 18 (221) civarinda oldugu bildirilmistir. Bu farklilikta
yukarida siralanan faktorlerin Onemli rolii vardir. Kapali alanda beslenen
koyunlarda campylobacterlerin prevalansi onemli derecede diisiikken, bu oran
merada beslenen koyunlarda ¢ok daha yiiksektir. Ayrica, siit kesimi ve dogum
donemindeki koyunlarda meydana gelen stresten dolayr campylobacterlerin
prevalansiin yiikseldigi ve stres altindaki bu hayvanlarin ¢ok sayida etkeni
sacarak cevreyi kontamine ettigi  bildirilmistir (190). Ruminantlarda
Campylobacter  varligit ile mevsim arasindaki iliski incelemis ve
campylobacterlerin prevalansinda mevsimin de énemli rol oynadig: bildirilmigtir
(89, 191, 192). Stanley ve ark. (1998), koyunlarda Campylobacter prevalansindaki
mevsimsel farkliliklar1 ortaya koymak amaciyla yaptiklart bir calismada aylar
arasinda  istatistiksel  olarak  farklihk  oldugunu tespit  etmislerdir.
Campylobacterlerin prevalansinin bahar aylarinda ve kisin baglangicinda pik

yaptig1, buna karsin subat ve ekim aylarinda ise en diisiik oldugu saptanmigtir
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(191). Aym arastirmacilarin sigirlar iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada mevsimsel
farkliligin besi sigirlarinda istatistiksel anlamda Onemli olmadigi, fakat siit
ineklerinde campylobacterlerin prevalansi iizerinde etkisi oldugu bildirilmistir
(192).

Campylobacter tiirleri ayrica sigir ve koyunlarin safra, karaciger, rumen,
mezenteriyal lenf yumrusu vb. i¢ organlarinda degisik oranlarda izole
edilmiglerdir. Stanley ve ark. (1998), sigir ve koyunlarda ince bagirsak (% 80-60)
ve rumenden (% 30) Campylobacter tiirleri izole ederken sekum ve kolonlardan
etken izole edememislerdir (191, 192). Koyunlarin karacigerlerinde % 11 ile % 73
oraninda Campylobacter izole edilmis ve gida kokenli Campylobacter
infeksiyonlarinda karacigerin 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (38, 104).
Ruminant lenf yumrularinda campylobacterlerin arastirilmasina yonelik
calismalar olduk¢a azdir. Garcia ve ark. (1985)’nin yaptig1 bir arastirmada 100
saglikli sigir lenf yumrusunda % 1 oraninda C. jejuni elde edilmistir (68).

Campylobacter tiirleri biitiin diinyada oldugu gibi ililkemizde de ciddi bir
sorun teskil eden infeksiyonlar ile karsimiza ¢ikmaktadir. Su ana kadar tilkenin
biiylik bir cografik alanini igine alan genis c¢apli bir epidemiyolojik ¢alisma
yapilmis degildir. Bu sebeple ililkemizde campylobacterlerin prevalanst ve
infeksiyonun yayilmasinda ruminantlarin roliiniin ne oldugu konusunda yeterli
veri bulunmamaktadir. Ruminantlarla ilgili yapilan bolgesel diizeydeki
calismalarin ¢ogunda sadece bir 6rnek tipi incelenmis olup ¢esitli numunelerin
birlikte incelendigi genis ¢apta bir calisma s6z konusu degildir. Bolgemizde Ertas
ve ark. (2003), sinirlt sayida safra 6rnegi kullanarak yaptiklari bir calismada % 34

oraninda C. jejuni ve % 32 oraninda C. coli izole ettiklerini bildirmislerdir (58).
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Yine Muz ve ark. (1992), bu bolgede yaptiklar1 bir calismada inceledikleri 112
adet sigir safrasinda % 31 oraninda C. jejuni, % 14 oraninda C. coli izole
etmislerdir (137). Diker (1985), I¢ Anadolu bolgesinde yaptig1 bir calismada
inceledigi sigir safra orneklerinde % 35, koyun safra Orneklerinde ise % 57
oraninda Campylobacter izole ve identifiye etmistir (44). Tirkiye’nin farkl
bolgelerinde safra orneklerinde yapilan bu c¢aligmalarda sinirli sayida Ornek
kullanilmis oldugundan elde edilen veriler campylobacterlerin Tiirkiye’deki

prevalansini tam olarak yansitamamaktadir.

3.1.3. Patogenez ve Virulens

Insan ve hayvanlarda gastrointestinal infeksiyonlara sebep olan C. jejuni
ve C. coli tiirlerinin patogenezi bugiine kadar tam olarak anlasilamamistir. Bu
durum muhtemelen iyi bir hayvan modelinin olmamasindan kaynaklanmaktadir
(99). Birgok bakteri tiiriiniin oral yolla infeksiyon olusturabilmesi i¢in yiizbinlerce
sayida bakterinin viicuda girmesi gerekirken, termofilik campylobacterlerin 500
adedi bile bagirsaklara kolonize olmak ve infeksiyon olusturmak i¢in yeterlidir
(21). Kontamine gida ve sularin konakgi tarafindan alinmasi ile birlikte bu
etkenler mide asit engelini asarak bagirsaklara gecerler. Bagirsaklardaki etkenler
penetrasyon yolu ile distal ileum ve kolon epitelini 6rten mukozaya kolonize
olurlar. Bagirsak yilizeyine tutunan bu etkenler, epitel hiicrelere saldirarak ve
toksin iireterek direkt yolla ya da konakg¢ida yangisal bir reaksiyon meydana
getirerek indirekt yolla bagirsaklarin emilim kapasitesini bozarlar (217). Bazi
bilimsel kanitlar, bu etkenlerin intestinal epitel hiicrelerinde bozukluklar

olusturup, buradan kan dolagimina katilarak viicutta yayildigini gostermistir (184).
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Campylobacterlerin bagirsaklara yerlesebilmesi icin kemotaksis ve
motiliteye ihtiyaglar1 vardir. Bu etkenler, konak¢1 bagirsak epitelinde yangisal
reaksiyon sonucu meydana gelen kimyasal maddeleri algilama ve yangi bolgesine
hareket etmelerini saglayan mekanizmalara sahiptirler (99). Kemotaksisin 6nemi,
in vivo ortamlarda yapilan ¢alismalarda kemotaktik olmayan mutantlarin hasta bir
fareye verildiginde kolonize olmadiginin ortaya konmasiyla kanitlanmistir (194).
Ancak in vitro ortamlarda yapilan ¢alismalarda kemotaksisin énemli olmadigi
bildirilmistir. Bu durum muhtemelen kemotaksisin olusmasina neden olan cheY
gibi baz1 diizenleyici komponentlerin in vitro ortamda degisiklige ugramasindan
kaynaklanmaktadir. Bu komponentleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar etkenin
motilite ve invazyon yetenegini etkilemezken, kemotaksis 6zelligin kaybolmasina
neden olmaktadir (99, 220).

Campylobacterler, ya intestinal mukoza tabakasi i¢inde kalarak
canliliklarin1 devam ettirirler ya da bagirsak epitel hiicrelerini isgal ederler.
Invazyon esnasinda etkenler dncelikle epitel hiicrelerine akin ederler. In vivo
ortamda yapilan calismalarda campylobacterlerin epitel hiicrelerine invazyonu
hiicrede hasara, hiicrelerin fonksiyonlarinda kayiplara ve ishale neden olmaktadir
(177, 207). Bu sebeple invazyon, C. jejuni’nin patogenezinde onemli bir role
sahiptir. Bakteriyel protein sentezinin invazyon igin gerekli oldugu rapor
edilmigstir. Campylobacterlerin hiicre kiiltiirlerinde iiretildikleri zaman invazyon
yetenegine sahip en az 14 protein sentezledikleri radyoimmunoassay (RIA)
yontemi kullanilarak tespit edilmistir (102). Campylobacterlerin epitel hiicrelerini
isgal edebilmesi icin Oncelikle hiicrelere yapigmalar1 gerekmektedir. Simdiye

kadar campylobacterlerde adhezif ozelliklere sahip birkag komponent tespit
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edilmistir ki bunlar etkenlerin epitel hiicrelerine kolonizasyon ve invazyonunda
onemli role sahiptirler (99). In vivo ve in vitro ortamlarda yapilan ¢aligmalarda
campylobacterlerin epitel hiicrelere adhezyonunda rol oynayan en 6nemli faktoriin
flagella oldugu tespit edilmistir (33). Flagella, Campylobacter kolonilerinin nemli
ve mikroskopta hareketli gorlinmesini saglayan bir virulens faktordiir. Diger
bakterilerde oldugu gibi flagellar filamentler, flagellin proteinlerinin
multimerlerini igerir ve bakterilerin hareket etmesinde bir motor gorevi goriirler.
Flagellalar konakg1 epitel hiicrelerine yapismay1 saglayan kanca proteinlerinden
olusurlar (142). Flagellalarin hareketi, campylobacterleri konak¢inin peristaltik
hareketlerinden korur ve epiteli orten mukoza tabakasina girmelerini ya da
buradan ge¢melerini saglar. Flagellalar ayrica epitel hiicrelere invazyonda 6nemli
rol oynarlar. Bu yiizden flagellalarin sagladigi motilite, campylobacterlerin
hiicrelere ulagsmalar1 ve yakin temas kurmalar1 i¢in gereklidir (208, 219).

In vitro ortamlarda yapilan ¢aligmalarda, lipopolisakkaridlerin (LPS) insan
embriyonik bagirsak (INT-407) hiicrelerine adhezyonunda 6nemli bir rol aldiklar
rapor edilmistir (119). Diger Gram negatif bakterilerde oldugu gibi
Campylobacter LPS’lerinin lipid A komponenti endotoksik aktiviteye sahiptir.
Campylobacterlerin sistemik infeksiyonlarinda saliverilen LPS’den dolay1 sepsis
ve soklar meydana gelmektedir (134). Campylobacter jejuni’deki LPS, sakkarid
yapisindaki ¢ok sayida O- antijenlerinden birine sahiptir. Bu O- antijenler hem
polisakkarid hem de oligosakkarid yan zincirleri ile benzerlik gosterebilirler. Bu
yiizden Campylobacter tiirleri, LPS ya da lipooligosakkarid (LOS) veya her

ikisini birlikte tiretebilirler (12). Lipopolisakkaridlerin, infeksiyonun ilerlemesine
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neden olan serum direngliligi, fagositik yikima karsi direng olusumu ve hiicre
toksisitesine katki sagladigi bildirilmistir (99).

Campylobacter jejuni’nin dis membranindan elde edilen dort proteinin
(PEB1, PEB2, PEB3, PEB4) Hep-2 hiicrelerine yapisma yeteneginde oldugu
ortaya konmustur (159). Immunojenik karakterdeki bu proteinlerden biri olan
PEBI, epitel hiicrelerinde bulunan ve biiyilik bir yapigsma proteini olan CEBI ile
benzerdir (159). PEB1’in yoklugu, farelere kolonize olmanin yani sira epitel
hiicrelerin adhezyonu ve invazyonu da olumsuz etkiler (158). Gastrointestinal
epitel hiicrelerindeki ekstraseliiler matriksin bir proteni olan fibronektin
glikoprotein yapisindadir ve gastrointesinal patojenlerin biiyiik bir ¢ogunlugu bu
glikoproteine  baglanma  6zelligindedir. Campylobacterlerin  fibronektine
baglanmasi kolonizasyonun erken donemlerinde meydana gelir ve bunu invazyon
icin gerekli olan novo protein sentezi takip eder (103). Son yillarda
campylobacterlerin hiicre duvarlarinda bulunan ve Campylobacter adhezyon geni
(CadF) tarafindan kodlanan CadF proteininin fibronektine baglandigi
gosterilmistir (103). In vivo ortamlarda yapilan c¢alismalarda C. jejuni’nin
kanatlilara kolonize olmasi i¢in CadF proteinin bulunmasi gerektigi bildirilmistir
(207). CadF’yi kodlayan genin, diger bakterilerin dis memran proteinlerinin
homologu oldugu tespit edilmistir (103). Fimbrialar pek ¢ok patojen bakterilerde
bulunan 6nemli bir virulens faktordiir ve bakterilerin hiicrelere adhezyonunda
gorevlidirler (99). Klasik fimbrialar campylobacterlerde olmamasina ragmen, kil
benzeri fimbrial yapilar, bakterinin safra tuzu ile muamele edilmesi neticesinde
gozlenmistir (49). Putative peptidaz enzimini kodlayan prepilin peptidaz geni

(pspA) bu fimbrial yapilarin biyosentezinde gorevlidir ve bu genin inaktivasyonu
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afimbrial mutantlarin olusmasina neden olmaktadir. Ancak bu fimbrial
filamentlerin alt tinitelerini kodlayan genler identifiye edilememistir (49).

Campylobacterlerle ilgili yapilan ilk arastirmalarda, virulens yoniinden
incelenen mekanizmalardan birisi, ishallere neden olan Vibrio cholerae ve
Clostridium difficile gibi bakterilerin de salgiladiklar1 toksin dretimidir.
Aragtirmalar enterotoksin ya da sitotoksin olarak isimlendirilen ekzotoksinler
lizerine yogunlagsmistir (206). Enterotoksinler, hiicre iginde siklik adenozin
monofosfat (cAMP) seviyesinin yilikselmesine ve hedef hiicre reseptorlerine
baglanabilme yetenegine sahip proteinler olarak tanimlanmaktadirlar (206). Vibrio
chlorea toksin (CT) ve yakin iliskili Escherichia coli’nin 1siya duyarli toksini
(LT) Campylobacter enterotoksinlerinin prototipleridir (188). Vibrio chlorea
toksin ve LT iki alt iiniteden olusurlar. Biiylik olan A alt {initesi enzimatik
aktiviteye sahiptir, daha kii¢iik ve pentamer bir yapiya sahip olan B alt iinitesi ise
hiicre reseptorlerine baglanma yetenegine katki saglar. B alt iinitesi ile hiicre
reseptorlerine baglanan enterotoksinler, A alt iinitesi ile hiicre icerisine tasinir ve
hiicre adenilat siklaz diizenleyici sistemi bozarlar. Sonug olarak hiicre i¢i cAMP
seviyesi yiikselir ve hiicreler arasinda ve icinde iyon dengesinde degisiklikler
meydana gelir. Bu degisiklikler sivinin bagirsaklara sekresyonunu artirarak
ishallerin olugmasina neden olur (206, 207).

Sitotoksinler hem hiicre i¢inde hem de hiicreler arasinda etkili olan ve
hedef hiicreyi Oldiiren proteinler olarak tanimlanmaktadirlar. Hiicre i¢i aktivite
gosteren sitotoksinler hiicreye yapismayi takiben islenerek hiicre sitoplazmasina
ulasirlar ve hiicreyi 6ldiiriirler. Ikinci tiir sitotoksinler hedef hiicre porlarinda

formasyonlara, hiicre iginde sitotoksin ve graniil igeriklerinin saliverilmelerine

19



neden olurlar. Bu reaksiyon konak¢1 dokularinda hafif lokal bozukluklara neden
olur. Sitotoksinler ayrica 16kosit, graniilosit ve makrofajlar1 da oldiirdiikleri igin
konak¢inin immun cevabini baskilarlar (99, 206). Son yillarda en az alt1 farkli
toksin yada toksin sinifinin varhigi tespit edilmistir. Bunlar in vitro hiicre
kiiltiirlerindeki etkilerine gore: 1- HeLa hiicrelerini aktive etmesine ragmen Vero
hiicrelerini aktive edemeyen 70 kDa biiytikliigiindeki toksin (76) 2- HeLa ve Vero
hiicrelerini aktive eden sitotoksin ya da toksinler (66) 3- Cytolethal distending
toksin (CDT) (94) 4- Shiga benzeri toksin (133) 5- Hemolitik etki gdsteren
sitotoksinler (101) 6-Hepatotoksinler (101) seklinde siralanmaktadir. Bunlardan
CDT, genetik bolgesi klonlanmig ve sekans analizi yapilmis ilk toksindir. Benzer
toksinler E. coli’de de tespit edilmis (162) ve bu toksinin G2/Mitoz fazinda HeLa
hiicre boliinmesini engelledigi ve hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmigtir

(215).

3.1.4. Antimikrobiyal Direnclilik

Son yillara kadar insan ve hayvanlarda Campylobacter infeksiyonlarinin
tedavisi amaciyla en sik kullanilmis olan antibiyotikler florokinolonlardir.
Florokinolonlar bakterilerdeki topoizomeraz IV ve DNA giraz (topoizomeraz II)
enzimlerini inhibe ederek etkisini gosteren antimikrobiyal ajanlardir (88). Bu
ajanlar genis spektrumlu ve antimikrobiyal aktiviteleri yiiksek olduklarindan
dolayr insan ve hayvanlardaki tim bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde
kullanildiklar1 gibi Campylobacter ve diger gastrointestinal infeksiyonlarin
tedavisinde de siklikla kullanilmaktadirlar (87). Buna karsilik, florokinolonlara

direng ilk kez 1990’lh yillarda insan ve hayvanlarda bu ilaglarin ¢ok fazla
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kullanilmaya baslandig1 Asya ile Isvigre, Hollanda, Finlandiya ve Ispanya gibi
Avrupa tllkelerinde ortaya cikmistir (54). Tayland’da 1994 yilinda insan
izolatlarinda yapilan bir ¢alisgmada C. jejuni’lerin biiylik bir ¢ogunlugunun
siprofloksasine direngli oldugu bildirilmistir (84). Ingiltere’de ise tavuklara
enrofloksasin ve sarafloksasin verilmeye baslanmasi, florokinolonlara direngli
Campylobacter infeksiyonunda artislara neden olmustur (178). Gelismis iilkelerde
florokinolonlara direngli C. jejuni izolatlarinin ortaya ¢ikmasi, hayvan-gida
tiretiminde dikkatli antimikrobiyal ila¢ kullaniminin gerekliligini ortaya
koymustur. Campylobacterlerde antimikrobiyal direnclilige neden olan bir¢ok
faktor vardir. Ornegin, DNA giraz subunit A (gyrA) genindeki nokta mutasyonlari
campylobacterlerde florokinolonlara kars1 direncin olusmasina neden olmaktadir.
Ayrica bakteriyel hiicre duvarindaki gecirgenligin azalmasi ve efliikks pompasinin
aktivitesindeki yiikselme florokinolonlarla birlikte tetrasiklin gibi diger
antibiyotiklere kars1 direngliligin artmasina neden olmaktadir (88). Tiirkiye’de
florokinolonlar 1989 yilinda broylerlerde koruyucu amagla yogun olarak
kullanilmaya baslanmasina ragmen, 1992 yilina kadar florokinolonlara direngli
Campylobacter izolatlari tespit edilememistir (46). Savasan ve ark. (2004), kanath
hayvanlarda kinolonlara karsi olusan direng ile ilgili yaptiklar1 bir ¢aligmada,
1987 yilindaki kanath izolatlarinda enrofloksasin ve siprofloksasine karsi bir
direngliligin olmadigini, 2000 yilinda ise enrofloksasine % 76, siprofloksisine ise
% 73 oraninda bir diren¢ oldugunu tespit etmislerdir (180). Bu sonuglar,
Tiirkiye’de kontrolsiiz florokinolon kullaniminin  Campylobacter suslarinda
yiiksek diizeyde diren¢ olusumuna ve yayilimina yol agtigini, bunun da gida

giivenligi ve hekimlik yoniinden ciddi sonuglar dogurabilecegini gostermektedir.
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Campylobacter coli izolatlar1 arasinda antimikrobiyal ajanlara karsi
meydana gelen direng, C. jejuni izolatlar ile kiyaslandiginda oldukga yiiksektir
(1). Bae ve ark. (2005), sigirlarda yaptigi bir calismada siprofloksasine
direngliligin C. coli izolatlarinda % 44, C. jejuni’lerde % 5 ve diger termofilik
campylobacterlerde ise % 25 oldugu bildirmislerdir (17).

Campylobacter tiirleri ayrica tetrasiklin, ampisilin, klindamisin, nalidiksik
asit, azitromisin, metronidazol vankomisin, rifampin, trimethoprim ve
sefalosporin gibi antibiyotiklere de direng gostermektedirler (4). Larkin ve
ark.’nin (2006) besi sigirlarinda yaptiklar1 bir g¢aligmada campylobacterlerin
ampisiline % 18, azitromisine % 67, klindamisine % 47, tetrasikline % 44 ve

streptomisine % 57 oraninda direngli oldugu bildirilmistir (106).

3.1.5. Bagisikhik

Campylobacterler konake1 tarafindan alindiktan sonra bunlara kars1 dogal
ve spesifik immun yanit meydana gelir. Mide asiditesi gibi spesifik olmayan
savunmalar, campylobacteriosisin patogenezinde dnemli rol oynamalarina ragmen
etkenlerin bagirsak epiteline kolonize olmasi ve infeksiyonun Onlenmesinde
yeterli degildir (203). Konakg¢i tarafindan alinan bu etkenlere karsi fagositik
hiicrelerden interlokin-8 (IL-8) adi verilen bir 6n yangi sitokini saliverilir (81).
Bu gibi dogal konak¢1 cevabi, infeksiyonun yayilmasini sinirlayabilmekle birlikte
kismen de olsa semptomlar meydana gelebilir. Ekstraseliiler patojen olarak bilinen
campylobacterlerin meydana getirdigi infeksiyonlara karsi humoral immun yanit
olusur. infeksiyonu takiben konakgi bagirsak liimeninde salgisal IgA (SIgA) ve

IgG, serumda ise IgM ve IgG smifi antikorlarin seviyesi yiikselir. IgM ve IgG
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sinifi antikorlar 45 giin siiresince serumda ve bagirsak liimeninde yiiksek seviyede
kalirlar ve yaklasik 90 giin sonra normal seviyelerine gelirler. Salgisal IgA ise ¢ok
daha kisa bir siirede normal seviyesine ulasir (96, 204) Erken yaslarda
Campylobacter etkenlerini alan hayvanlarda kademeli olarak gelisen bu antikorlar
hayvanlar1 daha sonraki infeksiyonlardan genellikle korur ve bagirsaktaki
etkenlerin zamanla buradan eliminasyonunu saglarlar. Meydana gelen bu
sekunder immun yanit hastali§in yayilmasini sinirlayan bir bariyer gorevi goriir.
Immun sistemi baskilanmus hastalarda hastaligin daha uzun, siddetli seyretmesi ve
niikslerin goriilmesi bu gorlisii destekler (187). Humoral immun yanita ilave
olarak hiicresel immun yanit bakteriyel infeksiyonu ortadan kaldirmada ya da
sinirlamada 6nemlidir (207). Hiicresel immun yanit genel olarak zorunlu ya da
fakiiltatif hiicre i¢i patojenlere karsi gelisen spesifik bir immun yanittir.
Campylobacter etkenleri ekstraseliiler patojen olmalarina ragmen, yapilan
calismalar bu etkenlerin bagirsak epitel hiicreleri ve makrofajlarin iginde de canli
kalabildigini gostermistir (203). Ozellikle infeksiyonun siddetli seyrettigi hipo ve
agammaglobulinemili hastalarda hiicresel immun yanitin infeksiyondan
korunmada 6nemli bir role sahip oldugu rapor edilmistir (15, 126). Vuckovic ve
ark. (2006), C57BL/6 farelerinde yaptiklari bir arastirmada CDS" ve CD4" T
lenfositlerinin fareleri Campylobacter infeksiyonlarina karsi korumada 6nemli rol
aldiklarin1 ~ bildirmiglerdir (203). Campylobacter jejuni’nin en yiiksek
immunojenik proteni iki gen (flaA ve flaB) tarafindan kodlanan flagellindir. Bu
genlerden her birinin antijenitede degisikliklere yol actig1 deneysel olarak ortaya
konmustur. Ancak dogal infeksiyon esnasinda bu degisikliklerin meydana

geldigine dair bir kanit yoktur (207). Infeksiyon &zellikle immun sistem
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baskilayan HIV ve benzeri hastalik durumlarinda oldukg¢a siddetli bir sekilde
seyreder (165). Geng yaslarda etkene maruz kalan insan ve hayvanlar, ileriki
yaslarda etkenle tekrar infekte olduklarinda hastaliktan etkilenmezler ve gegici bir

tagiyicilik gosterirler (35).

3.1.6. Klinik Belirtiler

Campylobacter jejuni ve C. coli gebe sigirlarda sporadik abortlarla
seyrederken gebe koyunlarda enzootik abortlara neden olurlar. Gebe hayvanlarda
abortus Oncesi veya sonrasinda hafif bir ishal goriliir. Campylobacterler
kuzularda besi ishali olarak adlandirilan enteritlere neden olurlar. Infeksiyon sulu
bir ishalle karakterizedir. Bu etkenler ayrica gen¢ kuzularda sporadik seyirli
dizanterik enterit ve kolitise de neden olabilirler. Bu infeksiyon tipinde viicut
sicakligr artar, digkt yumusar, mukoid bir hal alir ve taze kan pihtilar1 goriiliir.
Campylobacter jejuni ve C. coli yeni dogan ve siitten kesilen buzagilarda da
enterik infeksiyonlar olustururlar. Infeksiyon koyunlarda oldugu gibi genellikle
dizanterik formda seyreder. Hayvanlarda bakteriyemiye bagli olarak yiiksek ates,
mukuslu veya kanli diski dikkati ¢eker (11, 169). Termofilik campylobacterler

sigirlarin mastitis vakalarindan da izole edilmiglerdir (172).

3.1.7. insanlarda Campylobacter infeksiyonlar

Campylobacter jejuni ve C. coli biitiin diinyada insanlardaki akut
bakteriyel gastroenteritisin en onemli etkenleridir. Amerika’da her yil 2,5 milyon
campylobacteriosis vakasmin meydana geldigi bildirilirken (120), Ingiltere’de

sadece 2001 yilinda 54 binin lizerinde campylobacteriosis vakasi rapor edilmistir
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(8). Campylobacterlerin insanlarda meydana getirdigi enteritis vakalarinin
Salmonella, Shigella ve E. coli gibi diger bakterilerle kiyaslandiginda oldukca
yiiksek oldugu bildirilmistir (120). Ornegin Ingiltere’de 1999 yilinda 55000
civarinda Campylobacter vakasi meydana gelirken ayni periyot iginde bu miktar
Salmonella igin 17500 civarindadir (4). Campylobacteriosis gelismis tilkelerde
oldugu kadar gelismekte olan iilkelerde 6zellikle de ¢ocuklar arasinda biiyiik bir
problem olarak ortaya ¢ikmaktadir (207).

Insanlarda C. jejuni ve C. coli’nin yaptig1 hastaliklarin klinik belirtileri,
siddetli yangisal ishalden, genellikle orta siddette yangisal olmayan sulu ishale
kadar degisir. I1ki, geligmis iilkelerde goriilen en yaygin klinik belirti iken, ikincisi
ise, genellikle gelisen {lilkelerde goriilen hastalik belirtileridir. Klinik olarak
Campylobacter infeksiyonlari, Salmonella, Shigella ve Yersinia tiirleri gibi diger
bakteriyel patojenlerin sebep oldugu akut gastrointestinal hastaliklardan ayirt
edilemez (24). Yangisal hastalikla sonuglanan C. jejuni ve C. coli infeksiyonlari,
akut abdominal agri, sik sik goriilen ates ve genel rahatsizlik belirtileri ile
seyreder. Ishalli diski genellikle taze kan, mukus ve lokositli yangisal eksudat
icerir. Campylobacterler, enteritli hastalardan izole edildigi gibi klinik belirtilerin
bitiminden sonraki birkag hafta icerisinde de diskidan izole edilebilir. infeksiyon,
bir haftadan daha uzun ve siddetli hastalik belirtileri ile seyretmesine ragmen,
hastalik kendi kendini sinirlar ve komplikasyonlar yaygin degildir (97).

Campylobacter infeksiyonlarinin lokal komplikasyonlari gastrointestinal
yollarda bulunan etkenlerin direkt yayilmasi sonucu olusur. Gastrointestinal
hemorajiler, peritonitis, pankreatitis, kolitis gibi komplikasyonlar sekillenebilir.

Campylobacter infeksiyonlarmin ekstraintestinal komplikasyonlari oldukca
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nadirdir ve neonatal sepsis, osteomyelitis, septik artritis, endokarditis ve
meningitis gibi belirtileri igerir (186). Infeksiyon sonrasi en énemli bozuklugun
Guillain-Barre Sendrom (GBS) oldugu bildirilmistir. Bu sendrom periferal
sinirleri etkileyerek felglere neden olan bir hastaliktir ve li¢ farkli klinik formu
vardir. Akut demiyalize formu sekunder aksonal dejenarasyona, akut motor
aksonal formu akut motor-sensorlerde bozuklara neden olur. Son form ise
oftalmoplejilerin ve ataksilerin meydana geldigi Miller-Fischer sendromdur.
Gelismis iilkelerde GBS hastaliginin yillik insidensinin 100 bin vakada 1,3 oldugu

bildirilmistir (140).

3.1.8. Tam

Campylobacter infeksiyonlarinin tanisi, genellikle diski, kan ve diger
orneklerden etken izolasyonu ile yapilir. Enteritli hastalarin digkilarmin direkt
incelemesinde; 16kosit varliginin yani sira karanlik saha veya faz-kontrast
mikroskopta hizli hareket eden bakterilerin goriilmesi taniya yardimet bulgulardir
(74). Bazik fuksin ya da karbol fuksin kullanilarak modifiye edilmis bir Gram
boyama, diskidan direkt olarak organizmanin tespiti i¢in kullanilir, fakat kesin
tan1 i¢in digk: kiiltlirti yapilmasi gerekir (138). Campylobacterler hayvan, gida ve
cevresel Orneklerde diisik oranlarda bulunduklarindan  dolayr  diger
mikroorganizmalar bu bakterilerin izolasyonunu biiylik oranda baskilamaktadir.
Campylobacterler vankomisin, polimiksin B, trimetoprim laktat ve sefalosporin
gibi bazi antibiyotiklere kars1 direnclidirler, dolayisiyla bu antibiyotikler
campylobacterlerin izolasyonu i¢in kullanilan besi yerlerine siklikla ilave

edilmektedirler (143). Campylobacterlerin digskidan ilk izolasyonu vankomisin,
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polimiksin B ve trimetoprim igeren selektif bir besi yerini gelistiren Skirrow
tarafindan gergeklestirildi (183). Skirrow besi yeri diskidan campylobacterlerin
izolasyonu icin etkili olmasina ragmen, kontamine gidalar ve c¢evresel drnekler
icin uygun degildir. Bu durum gida ve ¢evreden campylobacterlerin izolasyonu
icin daha etkili ve uygun bir besi yeri olan Preston besi yerinin gelistirilmesine yol
acmustir (26). Blaser ve ark. (1979) klinik laboratuvarlarda ¢ok yaygin olarak
kullanilan Campy-BAP besi yerini (22), Bolton ve ark. (1984) ise sefazolin ve
sodyum deoksikolat iceren CCD besi yerini (25) tanimlamislardir. Ayrica Karmali
ve ark. (1986), campylobacterlerin selektif izolasyonu amaci ile vankomisin,
sikloheksimid, sefoperazon igeren CSM ve trimetoprim, polimiksin B,
vankomisin igeren SKM besi yerlerini gelistirerek kullanmiglardir (98). Bu
selektif besi yerlerinin diginda son yillarda campylobacterlerin digkidan
izolasyonu amaci ile daha etkili ve duyarli olan CAT (sefoperazon, amfoterin B,
teikoplanin) ve modifiye edilmis CCDA (sefoperazon, amfoterin B) gibi selektif
besi yerleri gelistirilerek kullanilmaktadir (13, 39).

Campylobacterlerin izolasyonu i¢in bazen On zenginlestirme metodu
kullanmak gerekmektedir. Zenginlestirme agamasi, ishalli hayvandan toplanan
disk1 6rnekleri gibi klinik numuneler i¢in gerekli olmamakla birlikte, gida ve
cevresel orneklerden etken izolasyonu igin Onem arz etmektedir. Bu g¢esit
orneklerde Campylobacter etkenleri diisik miktarlarda bulundugu igin
zenginlestirme  asamasi  izolasyon  oramint  yiikseltebilir (3,  73).
Campylobacterlerin izolasyonu i¢in kullanilan diger bir metot membran-filtrasyon
teknigidir. Bircok bakterinin aksine campylobacterler 0,45 pm capindaki

filtrelerden rahatlikla gegebilirler. Genellikle digkilarin % 10 siispansiyonu
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membran filtresi tizerine konur ve filtre edilmis 6rnekler selektif besi yerine ekilir.
Riberio ve Price (1984), filtrasyon teknigi ve Preston selektif besi yeri
kombinasyonunun Campylobacter izolasyon oranimi artirdigimi bildirmislerdir
(170).

Selektif besi yerleri kullanilarak campylobacterlerin izolasyonu oldukga
uzun siirmektedir. Ozellikle bu etkenlerin ¢ok diisiik oranlarda bulundugu gida ve
cevresel oOrneklerden izolasyonunda zenginlestirme asamasi da gerektiginden,
izolasyon i¢in yaklagik bes giinlik bir siireye gereksinim vardir. Kiiltiir
metotlarinin bu dezavantajindan dolay1 gida ve g¢evreden campylobacterlerin
saptanabilmesi icin alternatif metotlarin gelistirilmesine ihtiyag duyulmustur.
Konakg¢ida campylobacterlere spesifik poli ve monoklonal antikorlarin olugmasi,
bu antikorlar1 tespit eden teshis metotlarinin gelistirilerek kullanilmasina yol
acmustir (78, 139). Campylobacter antijenlerinin antikorlarla agliitinasyonunda
Campyslide BBC Microbiology system, Meritec-Campy Meridian Diagnostics ve
Microscreen Mercia Diagnostics gibi ¢esitli testler kullanilmaktadir. Bu testler, C.
jejuni, C. coli ve C. lari gibi enteropatojen campylobacterlerin teshisi igin
tasarlanmistir. Meritec-Campy yonteminin ¢ok basit bir sekilde uygulanabilmesi
avantaji iken, C. lari gibi bazi tiirleri tespit edememesi dezavantajidir (139).
Microscreen, Campylobacter tiirlerinin biiylik bir ¢ogunlugu ile reaksiyona
girerek bu tiirleri tespit edebilir. Ayrica Campylobacter olmayan tiirlerle kros
reaksiyon olugturmamasi ve Campyslide’ye gore kullaniminin daha kolay olmasi
gibi avantajlar1 vardir (78). Lateks agliitinasyon metotlar1 standart kiiltiir metotlari
kadar duyarli olmamasina ragmen digki ve gida 6rneklerinden campylobacterlerin

direkt tespiti icin siklikla kullanilmaktadir (139). Yine digki oOrneklerinden
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campylobacterlerin direkt tespiti i¢in Enzim Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) teknigi kullanilmaktadir. Bu teknigin spesifitesinin % 99, sensitivitesinin
ise % 96 oldugu, 50 adet Campylobacter kiiltiir pozitif ve 114 adet kiiltiir negatif
diski Ornegini inceleyen arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (197).
Immunolojik metotlar rutin laboratuvarlarda kolaylikla uygulanabilir olup, cok
pahal1 degillerdir. Bu testler konvansiyonel kiiltiir metotlariyla karsilastirildiginda,
sonuclarin daha cabuk elde edilmesi, kolay yorumlanabilmesi ve cevresel
kosullara daha az duyarli olmasi gibi bir¢ok avantaja sahiptirler (150).
Campylobacterlerin insan ve hayvanlardaki prevalansinin artig gdstermesi,
bu tiirlerin daha ¢abuk ve giivenilir bir sekilde saptanmasina olanak saglayacak
yeni teshis yontemlerinin gelistirilmesi ihtiyacini dogurmustur. Son zamanlarda,
konvansiyonel kiiltiir metotlar ile kiyaslandiginda sensitivite ve spesifitesi daha
yiiksek olan ve ¢ok daha kisa siirede sonug¢ veren niikleik asit tabanli molekiiler
metotlar teshis amaci ile siklikla kullanilmaya baslanmistir. Etkenin flagellin gen
bolgelerini hedef alan spesifik primerler kullanilarak gergeklestirilen polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) campylobacterlerin teshisi amaciyla uygulanmistir (37,
156). Ayrica etkenin 16S ribozomal DNA (rDNA) (34), ceuE (demir baglayan
protein) (58), aspartokinaz (125), oksidorediiktaz (125) ve hippurikaz genini (18)
hedef alan PCR uygulamalarina gidilmistir. Bu yontemle ¢ok sayida ornegin
etkene spesifik primerler yardimiyla ¢ok kisa siire icerisinde teshis edilmesi
miimkiindiir. Ayn1 zamanda PCR metodunda, kiiltiir islemine gerek kalmadan
numuneden direkt DNA ekstraksiyonu ile dogru bir sekilde etken teshisi yapmak
mimkiindiir (90). Bununla birlikte, son zamanlarda multipleks PCR gibi

yontemler ile birden fazla etkenin ayni anda saptanabilmesine olanak tantyan
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metotlar gelistirilmistir (125, 163). Bu metotlarin disinda nested PCR ve PCR-
ELISA gibi modifiye edilmis farkli PCR teknikleri de campylobacterlerin
saptanmast i¢in kullanilmistir (86, 216). Yine son yillarda real-time PCR teknigi
Campylobacter ve diger mikroorganizmalarin teshisinde siklikla kullanilmaya
baslanmigtir. Bu teknigin avantajlar;; PCR sonrasi elektroforez vb. ekstra
goriintiilemeye gerek duyulmamasi ve DNA’nin kantitatif olarak yogunlugunu

hesaplamaya olanak vermesidir (93, 148).

3.1.9. Tedavi ve Koruma

Campylobacter infeksiyonlar sigir ve koyunlarda genellikle kendiliginden
gectiginden dolayr tedaviye gerek yoktur. Ancak oOzellikle gen¢ hayvanlarda
meydana gelen Campylobacter infeksiyonlarin tedavisi gerekmektedir. Bu
amagla, hayvanlara oral ya da parenteral yolla kloramfenikol, eritromisin,
gentamisin ve tetrasiklin gibi antibiyotik tedavisinin yani sira sivi tedavisi
uygulanmalidir. Gebe hayvanlarda ise tedavinin basari sansi erken teshise
baglhidir. Eger erken donemde hastalik teshis edilip antibiyotik tedavisi
uygulanirsa abort olaylar1 biiyilik oranda 6nlenir (6, 62).

Campylobacter jejuni ve C. coli koyun ve sigirlarin bagirsaklarinda
kommensal olarak bulunabildiginden hijyenik tedbirlerle infeksiyonu onlemek
miimkiin degildir. Campylobacterlerin meydana getirdigi abortlardan korunmanin
en etkin yolu asilamadir. Bu amagla C. jejuni, C. coli ve C. fetus subsp. fetus’u
iceren bivalan agilar kullanilmaktadir. Hastaligi atlatan hayvanlar bagisiklik
kazandiklar1 i¢in bdyle hayvanlara as1 yapilmasina gerek yoktur. Asilama sadece

stirliye yeni giren hayvanlar ile ilk kez gebe kalan hayvanlara uygulanir. Enterik
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Campylobacter infeksiyonlarina karst ise bir asi gelistirilememistir. Boyle
infeksiyon durumlarinda hasta hayvanlarin siiriiden ayrilmasi, farkli hayvan tiirleri
arasindaki temasin azaltilmasi, yem ve sularin digk: ile bulagmasinin engellenmesi

baslica koruyucu 6nlemlerdir (11, 62).

3.2. Campylobacter jejuni ve C. coli’nin Molekiiler Tiplendirilmesi
Epidemiyolojik arastirmalarin temel amaci mikroorganizmalarin kaynak,
rezervuar ve yayilma yollarin1 belirleyerek bunlara karsi kontrol onlemleri
gelistirmektir. Bu nedenle infeksiyon olgularindan izole edilen ayni cins veya
tirden olan etkenlerin birbirinin ayni olup olmadiklarinin belirlenmesi yani alt
tiplendirmenin yapilmas: gereklidir. Genel anlamda ele alinacak olursa alt
tiplendirme; infeksiyon epidemilerinin, ¢apraz yayilimimn bulunup bulunmadiginin,
infeksiyon kaynaklarinin, 6zellikle virulant suslarin tanimlanmasinda ve asilama
programlarmin izlenmesinde biiyiik dnem tagimaktadir. Infeksiyon olgularindan
izole edilen etkenlerin tiplendirilmesi, sadece etkin sagaltima yonelik ve koruyucu
Onlemlerin alinmasinda degil, ayn1 zamanda bunlara yonelik eradikasyon
planlarinin kisa siirede hazirlanmasi bakimindan da olduk¢a 6nemlidir (147, 166).
Campylobacterlerin dogru bir sekilde tiplendirilmesi, hem klinik ve
epidemiyolojik veriler acisindan hem de infeksiyon kaynaginin dogru bir sekilde
tespit edilmesi acisindan olduk¢a Onemlidir. Campylobacter tiirlerinin

tiplendirilmesi i¢in fenotipik ve genotipik yontemler kullanilmaktadir.
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3.2.1. Fenotiplendirme
Campylobacterlerin tiplendirilmesinde en yaygin olarak kullanilan

fenotipik yontemler, serotiplendirme ve biyotiplendirmedir.

3.2.1.1. Serotiplendirme

Campylobacterlerin serotiplendirilmesinde kullanilan iki yontemden biri
olan Penner yontemi, pasif hemaglutinasyon tekniklerinin kullanilmasina dayanan
1stya dayanikli (HS) antijenler esas alinarak yapilir. Penner’in 1stya dayanikli
yonteminde, lipopolisakkarid O (somatik) antijeni kullanilir. Indirekt
hemaglutinasyon teknigi kullanilarak yapilan bir arastirmada, C. jejuni’nin 47
1stya dayanikli (HS ya da O) serotipi, C. coli’nin ise 18 HS serotipi identifiye
edilmigtir (161). Lior yontemi, 1siya duyarli (HL) antijenlerin kullanilmasina
dayanan bir bakteriyel aglutinasyon yontemidir. Bu yontem ile C. jejuni ve C.
coli’nin 100’lin {izerinde serotipi tanimlanmistir (108). Bu iki teknigin en biiyiik
dezavantajlari tiplendirilemeyen suslarin fazla olmasi, zaman kaybi1 ve kompleks
olmasidir. Serotiplendirme ydntemleri i¢in antiserum ayiraclar yaygin olarak
mevcut degildir. Bu gibi sorunlardan dolay1 ulusal ve uluslararasi epidemiyolojik

arastirmalar icin serotiplendirme yontemlerinin kullanimi sinirlidir (157).

3.2.1.2. Biyotiplendirme

Rutin laboratuvarlarda Campylobacter tiirlerini ayirmak ig¢in g¢ogunlukla
biyokimyasal testlere basvurulur. Onceki yillarda yapilan calismalarda
campylobacterler; katalaz (+), katalaz (-) ve termofilik campylobacterler gibi 6zel

gruplar halinde ayriliyordu (174, 175). Campylobacterlerin taksonomisinde

32



meydana gelen onemli degisiklikler, bu testlerin dogrulugu ve gecerliliginin
azalmasina sebep olmustur. Ayrica C. jejuni ve C. coli’yi aymrmak icin tek
biyokimyasal test olan hippurat testi kullanilmaktadir (Tablo 1). Campylobacter
jejuni hippurat pozitif, C. coli ise negatif olmasina ragmen bazi durumlarda
hippurat negatif C. jejuni suslari tespit edilmistir. Bu nedenle sadece bu testi
kullanarak C. coli’leri hippurat negatif olan C. jejuni’lerden ayirt etmek olasi
degildir (185). Baz1 Campylobacter tiirleri dogal olarak nalidiksik aside direngli
oldugundan dolay:r identifikasyonda bu test de kullanilmaktadir. Ancak
kinolonlara direngli Campylobacter tiirlerinde, ¢apraz direngle nalidiksik aside
direng de arttig1 i¢in bu testle campylobacterleri ayirmak zordur (171).

Campylobacter tiirlerinin alt tiplendirilmesinde kullanilan diger fenotipik
yontemler arasinda; antimikrobiyal maddelere duyarlilik (resistotyping), faj
tiplendirmesi, etkenlerin ¢esitli 6zelliklerinin (morfolojik, toksin, flagella, kapsiil
vs.) tespiti, immunblotlama (immunoblotting) ve multilokus enzim elektroforezi
(MEE) sayilabilir (130, 132, 205).

Fenotipik testler kullanilarak campylobacterleri ayirt etmede iki ana sorun
ile karsilagilmaktadir. Ilki, kullanilan testlerin standardizasyon eksikligidir.
Uygulanan fenotipik testlerin sonucunun kullanilan metodolojiden etkilendigi
bildirilmistir (167). Cogu arastirmact bu testleri laboratuvarlarinda farkl
bicimlerde uygularlar. Bu da ayni testi kullanilarak ayni suslardan farkli sonuglar
elde eden arastirmacilar arasindaki belirgin ¢eligkiyi agiklar. Sonu¢ olarak bu
testlerin dogrulugu ve gecerliligi siiphelidir (150). Ikinci bilyiik sorun, mevcut
fenotipik testlerin mikroorganizmalar1 identifiye etmedeki yetersizligidir. Su ana

kadar tanimlanan ¢ogu testler bilinen bir sinifin fenotipik profili ile bilinmeyenin
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sonuglarinin  karsilastirilmast  esasina  dayanir. Bu nedenden  dolay,
Campylobacter gibi taksonomisi kompleks olan bakterilerde bu testlerin
kullanilmast zordur (167). Bu testler nadir bulunan ve yeni tanimlanan tiirlerle
karsilasildiginda ya da tiirler arasinda belirgin ayricalikli 6zellikler yoksa hatali

sonuclara neden olabilir (149).

3.2.2. Genotiplendirme

Campylobacterlerin tiplendirilmesinde kullanilan fenotipik ydntemlerin
yukarida sayilan birgok dezavantajlarinin olmasi, bu tiirlerin tiplendirilmesinde
alternatif yoOntemlere gereksinim duyulmasina yol agmistir. Bu amacgla son
yillarda bircok genotipik metot gelistirilerek kullanilmaya baglanmistir.
Genotiplendirme  yontemleri  fenotiplendirmeye  gore;  tekrarlanabilirlik,
tiplendirilebilirlik ve ayrim gilicii yoniinden daha distiindiir. Genotiplendirme
yontemlerinin gelistirilmesiyle infeksiyonlarin epidemiyolojisinin a¢iklanmasinda
biiylik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu metotlar ile, tiir i¢inde degisken ancak
suslarda stabil olan belirli genetik gostergeler kullanilarak, epidemiyolojik olarak
iligkili ayni tlir i¢indeki izolatlarin genetik olarak da iligkili olup olmadiklar
aragtirtlmaktadir. Molekiiler tiplendirme yontemleri; infeksiyonlarin kaynagi ve
yayllma yollar1 hakkinda hipotezlerin test edilmesi, infekte hayvanlarin
epidemiyolojik olarak birbiri ile olan iligkilerinin belirlenmesi, antibiyotik
tedavisinin etkinliginin belirlenmesi, antibiyotik direncinden sorumlu genler hedef
almarak yapilan tiplendirme ile direngli suslarin tanimi ve yayginliklarinin
belirlenmesi, populasyondaki epidemik suslarin zaman igindeki prevalansini

izleyerek  epidemiyolojik  olarak  koruma ve kontrol  yoOntemlerinin
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degerlendirilmesi, virulensten sorumlu genlerin belirlenmesi ve bunlar1 tasiyan
suslarin populasyon igindeki yayginliklarinin ortaya konulmasi gibi amaglara
ulagmada yardimei1 olur (9, 53, 210).

Son yillarda campylobacterlerin epidemiyolojisini ortaya koymak igin
cesitli tiplendirme metotlar gelistirilerek kullanilmistir. Bu molekiiler tiplendirme
metotlarinin baslicalari; flaA tiplendirme, Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), ribotiplendirme, Amplified
Fragment Length Polymorphism (AFLP) ve Multilocus Sequence Typing (MLST)

yontemleridir.

3.2.2.1. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) — Flagellin A
(flaA) Tiplendirme

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) metodu, farkli suslarin
DNA’larimin PCR ile amplifikasyonunu miiteakip restriksiyon enzimleriyle
muamele edilmesi ve agaroz jelde -elektroforeze tabi tutularak bant
goriinimlerindeki farkliliklarin ortaya konulmasini amaglayan bir metot olarak
karsimiza c¢ikar (9). Yani bilinen bir gen dizisinin amplifiye edilmesi ve
restriksiyon endoniikleazlarla kesilmesini igerir. RFLP metodu, uygulanmasi ve
yorumlanmasi kolay olan, yaklasik bir giin gibi bir slirede sonug¢ veren bir metot

olarak birgok mikroorganizmanin ayrimina olanak tanimistir (147, 200).

Campylobacter tiirlerinin PCR-RFLP analizi i¢in hedef olarak en sik tercih
edilen gen bolgesi flagelladir. Campylobacterlerin flagellas1 yiiksek homolojiye
sahip flaA ve flaB ad1 verilen iki gen bdlgesi igerir. Her iki bolgenin de korunan

ve degisken bolgeleri mevcut oldugu igin, bu bolgeler PCR firiinlerinin RFLP
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analizi i¢in uygundur (121). Ayrica Campylobacter spp.’deki flaA geni, 6nemli
bir sekans heterojenitesi gosterir ve dolayisiyla molekiiler analizler i¢in iyi bir
epidemiyolojik marker olarak kullanilir (141). Campylobacter jejuni ve C. coli
flaA genlerindeki korunma bolgeleri diger Campylobacter tiirlerinde de kismen
bulundugundan dolay1 C. jejuni ve C. coli’nin tiplendirilmesi igin gelistirilen
primerler diger Campylobacter tiirlerinin tiplendirilmesinde de kullanilmaktadir

(153).

Campylobacter tiirlerinin tiplendirilmesi i¢in bugiine kadar farkli
prosediirlere sahip en az yedi fla tiplendirme yontemi gelistirilmis ve
kullanilmustir (16, 20, 30, 100, 141, 146). Fakat en yaygin olarak kullanilan fla
tiplendirme metotlart Nachamkin ve ark. (1996) ile Ayling ve ark. (1996)
tarafindan gelistirilmistir (16, 141). Bu iki teknik arasinda PCR yonteminin
uygulanmasi ile ilgili farkliliklar mevcuttur. Ayling ve ark. (1996) flaA ve flaB
gen bolgelerinin  her ikisini de c¢ogaltmak amaci ile tli¢ farkli primer
kullanmiglardir. FlaA gen bolgesi birka¢ noktada flaB gen bolgesinden onemli
derecede farklilik gosterdiginden dolayi, her iki gen bolgesinin birlikte ¢ogaltilip
fla tiplendirmeye tabi tutulmasinin ilave bir ayrim giicii sagladigi bildirilmistir
(16). Diger yandan Nachamkin ve ark. (1996) sadece flaA gen bolgesini amplifiye
ederek tiplendirmeye tabi tutmuslardir (141). Ayrica her iki metotta kullanilan
restriksiyon enzimlerinde de farklilik vardir. Her iki metotta da Ddel enzimi
kullanilmasina ragmen ikinci enzim olarak Ayling ve ark. (1996) Hinfl,
Nachamkin ve ark. (1996) ise Alul restriksiyon enzimini kullanmiglardir (16,

141).
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PCR iirilinlerini fragmentlere ayirmak i¢in kullanilan restriksiyon enzimleri
onemli derecede farklilik gosterir. Campylobacterlerin  PCR-RFLP ile
tiplendirilmesi i¢in simdiye kadar Alul, Ddel, Hinfl, Ecorl ve Pstl gibi enzimler
yalniz ya da ¢esitli kombinasyonlarda kullanilmistir (5, 30). Sadece Hinfl ile
yapilan kesme isleminin yeterli olmadigi goriilmiistiir (154). Buna karsilik Ddel,

veteriner izolatlar1 i¢in en iyi ayrim giicii saglayan enzim olarak bildirilmistir (16).

3.2.2.2. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli tiplendirme metotlarindan bir
digeri olan RAPD yonteminde bilinen 6zgiil bir DNA bolgesini ¢cogaltmak yerine
randomize edilen bir veya daha fazla primerle DNA’daki bir¢cok bolgenin
cogaltilmas1 gerceklestirilmektedir (212). Izolatlarm biiyiikk bir ¢ogunlugunu
aragtirmak ve tiplendirmek amaci ile kullanilan en etkili, basit ve ucuz
tekniklerden biri olan RAPD yontemi, bakteriyel genomun tamamindaki
polimorfizmi arastirmaya uygun oldugundan, Campylobacter ve diger ¢ok
sayidaki bakterinin molekiiler tiplendirilmesi i¢in siklikla kullanilmig ve ayrim
giicliniin oldukea yiiksek oldugu bildirilmistir (79, 80, 82, 111). Campylobacter
tiirlerinin RAPD ile tiplendirilmesinde en sik kullanilan primerin OPA-11 oldugu
rapor edilmistir (79, 80). RAPD metodu teorikte yiiksek bir tiplendirme saglarken,
pratikte incelenen suslarin %14’ DNaz aktivitesinden dolay1 tiplendirilememistir
(60). Kullanilan primerlerin se¢cimi RAPD analizinin sonucunu etkiler. iki
primerin kullanilmasi kompleks bantlarin olugmasina sebep olmaktadir (118).
Uygulama kolayligi ve kisa siirede sonu¢ verebilme agisindan genis kullanim

alan1 bulan bu ydntemin en Onemli dezavantaji heniiz standardizasyonun
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saglanamamis olmasidir. Laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik
orani diistiktiir. Bu sorunlar1 gidermek i¢in kullanilan hedef DNA ekstraksiyon
protokolii ile birlikte DNA, MgCl, ve Taq DNA polimeraz enzim
konsantrasyonlarinin da calisma siiresince sabit tutulmasi gerekmektedir (160,
212).

Salginlardan elde edilen C. jejuni ve C. coli izolatlarinin RAPD ile yapilan
tiplendirilmesinde bantlarda kii¢lik farkliliklar meydana gelebilir ve bu farkliliklar
verilerin yorumlanmasinda karigiklia yol acabilir. Bu gibi farkliliklar hedef
olarak saflagtirlmis DNA kullanildigi zaman bile meydana gelebilir. Bu
farkliligin ~ olusmasinda; thermal cycler’deki hatalar, hedef DNA’nin
saflastirilmast ve uygulanan yontemler muhtemel sebep olarak diisiiniilebilir.
Bantlarin analizlerinin bilgisayar ortaminda yapilmasi verilerin kiyaslanmasina ve

daha iyi yorumlanmasina yardimci olabilir (110, 160).

3.2.2.3. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Bakteriyel kromozomlarin restriksiyon enzimleriyle muamelesinin bir¢ok
bakteri i¢in faydali bir tiplendirme teknigi oldugu kanitlanmistir (196). Elde
edilen DNA fragmentleri, genelde ¢ok biiyiik olmasina (20-200 kb) ragmen, 6zel
elektroforetik kosullar kullanilarak biiyiikliiklerine gore ayrilabilirler (189).
Campylobacter tiirlerinin sahip oldugu herhangi bir plazmid, PFGE ile tespit
edilebilir. Ekstrakte edilen ve saflagtirllan DNA’y1 iceren bloklar direkt olarak
agaroz jele yiiklenir. Elektrik alanin yoniinii bir nabiz tarzinda degistiren ortamlar
kullanilarak elektroforez islemi gergeklestirilir (63). PFGE, ilk olarak C. jejuni ve

C. coli igin gelistirilmis (218), daha sonra C. upsaliensis ve diger tiirlere adapte
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edilmistir (28). PFGE metodunda kromozomal DNA’y1 kesmek i¢in g¢esitli
restriksiyon enzimleri kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalarda Smal, Sall, Kpnl, Apal
ve BssHII ile tatmin edici sonuglar alinmistir (72, 117). PFGE ayrim giicili oldukca
yiiksek olmasina ragmen, pahali, ekipman ve uzun zaman gerektiren bir tekniktir
(210).
3.2.2.4. Ribotiplendirme

Campylobacter kromozomlar1 iizerinde ribozomal RNA (rRNA) gen
bolgesinin ¢esitli  kopyalar1 (16S ve 23S rRNA) farkli pozisyonlarda
bulunmaktadir. Ribozomal RNA genindeki bolgelerin korunmasi ve baglanma
bolgelerinin yiiksek oranda degiskenlik gostermesinden dolayr bu genler alt
tiplendirme amaglari i¢in uygun hedeflerdir (42). Ribozomal genler esas alinarak
yapilan genotiplendirme i¢in en uygun teknik, rRNA genleri i¢in spesifik bir prob
ile Northern blot hibridizasyonunu takip eden kesilmis genomik DNA’nin agaroz
jel elektroforezidir. Genel olarak ribotiplendirmenin fenotipik olarak analizi zor
olan Campylobacter tiirlerini tiplendirmede ¢ok faydali oldugu bildirilmistir
(210). Onceki ribotiplendirme ydntemleri C. jejuni ve C. coli suslarinin tam olarak
ayriminda basarisiz kalmistir (59). Ancak son yillarda 16S rRNA genine spesifik
prob ile iki restriksiyon enzimi kullanilarak campylobacterler tiplendirilmistir
(64). Ribotiplendirmede kromozomlar1 kesmek amaciyla kullanilan restriksiyon
enzimleri farkliliklar gostermektedir. Pstl, Haelll, HindIII ve Pvull tek baslarina,
cift ya da bazen li¢ enzimi i¢eren kombinasyonlar halinde kullanilabilmektedir
(59, 71). Bu metot, nispeten diisiik ayrim giicii ve uygulama zorlugu nedeni ile

rutin genotiplendirme i¢in uygun degildir. Ayrica ribotiplendirmenin yiiksek
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maliyeti ve kompleks yapis1 bu metodun kullanilmasini azaltan diger sebeplerdir
(210).
3.2.2.5. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Bu teknik ilk olarak bitkilerin genetik analizi igin gelistirilmis (107), daha
sonra bakterilerin tiplendirilmesi amaciyla da kullanilmistir (92). Amplified
Fragment Length Polymorphism (AFLP), biri 4 bp bolgesini digeri 6 bp bdlgesini
taniyan iki restriksiyon enzimi ile kromozomal DNA’nin kesilmesi esasina
dayanir. Amplifikasyonda kullanilan primerlerden biri radyoaktif ya da floresan
isaretlidir. Isaretli PCR iiriinleri poliakrilamid jel ile analiz edilir. Bu, 50-500
niikleotid uzunlugundaki fargmentlerin ayrimina izin verir. AFLP, herhangi bir
bakteriyel tiir i¢in adapte edilebilir, fakat kullanilan restriksiyon enzimleri ve
spesifik niikleotitler her bir tiir i¢in ayr1 ayr1 diizenlenmelidir (210). AFLP analizi
son yillarda C. jejuni suslarinin alt tiplendirilmesi igin siklikla kullanilmigtir (52).
Bu teknigin en biiyiik avantaji ayrim giicliniin yiiksek, dezavantaj1 ise kompleks
olmasidir. Ayrica maliyeti diger testlerle karsilastirildiginda oldukga yiiksektir

(210).

3.2.2.6. Multilocus Sequence Typing (MLST)

Her ne kadar diger yontemlere gore biraz pahali olsa da son yillarda
multilocus sequence typing (MLST) metodu giderek ragbet gérmektedir. Bu
yontemde, biitiin campylobacterlerde bulunan ve protein kodlayan genlerin birkag
tanesinin belli bolgelerinin dizi analizi yapilmakta ve internet iizerinde
karsilagtirmalarin yapilabilecegi kismen standardize edilmis bir veri tabani

bulunmaktadir (113, 193). Bakterilerde meydana gelen mutasyon ve
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rekombinasyon gibi degisiklikler kromozomlarda genetik farkliliklara neden
olmaktadir. Hiicredeki metabolik fonksiyonlarin devamini saglayan protein
kodlayan genler (housekeeping) meydana gelen bu genetik degisikliklere karsi
dayaniklidirlar.  Bu sebeple MLST yonteminde hedef gen olarak
kullanilmaktadirlar (56, 193). Campylobacterlerde MLST i¢in hedef olarak
kullanilan protein kodlayan genler; sitrat sentaz (glt A), ATP sentaz (unc A)
aspartaz (asp A), serin hidroksimetil transferaz (gly A), glutamin sentetaz (gln A),
fosfoglutamaz (pgm) ve transketolaz (tkt) olarak siralanmaktadir (199). MLST,
Campylobacter tiirlerini de igeren bir¢cok bakterinin tiplendirilmesi igin siklikla
kullanilmustir (48, 122, 123). Ancak campylobacterlerle ilgili yapilan ¢aligmalarin
cogunda insanlardan elde edilen izolatlar {izerine yogunlagilmis olup, veteriner
izolatlar1 iizerine yapilan ¢aligmalar oldukga azdir (36, 115).

Yukarida Dbelirtilen tiplendirme metotlar1 kiyaslandiklarinda birgok
avantajlar1 ve dezavantajlar1 mevcuttur. lyi bir tiplendirme metodunun kompleks
olmamasi, tekrarlanabilirliliginin yliksek olmasi, kisa siirede sonug alinmasi, ucuz
olmas1 ve uygulanmasinin kolay olmasi gerekir. MLST ve PFGE gibi yontemlerin
ayrim gli¢leri oldukca yliksek olmasina ragmen, kompleks olduklarindan bu
teknikler rutin kullanim igin pratik degildir. Bu amagla diger metotlarla
karsilastirildiginda ucuz ve uygulanabilirligi kolay olan RFLP ve RAPD teknikleri
arastiricilar tarafindan campylobacterlerin tiplendirilmesinde ¢ok daha siklikla
kullanilmaktadir (16, 82). Bu tiplendirme metotlarindan RAPD’nin ayrim
giictiniin PFGE ve diger bir¢ok tiplendirme metodu ile karsilastirildiginda oldukca

yiiksek oldugu bildirilmistir (145, 151).
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3.3. Amag
Bu ¢alismada,;

a) Elazig ili ve cevresindeki sigir ve koyunlardan toplanan rektal svap
ornekleri ile Elazig merkezindeki bir mezbahada kesilen sigir ve koyunlardan
toplanan karaciger, bagirsak igerigi ve safra orneklerinden Campylobacter spp.

izolasyonu ve C. jejuni ve C. coli’nin spesifik multipleks PCR ile identifikasyonu,

b) Campylobacter jejuni ve C. coli olarak identifiye edilen izolatlarin flaA gen
bdlgesinin spesifik PCR ile ¢ogaltilmasi,

¢) Bu etkenler arasindaki genetik farkliliklarin flaA ve RAPD tiplendirme
yontemleri ile ortaya konmasi,

d) FlaA ve RAPD metotlarinin ayrim kapasitelerinin karsilastiriimasi

amaclandi.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Orneklerin Toplanmasi
4.1.1. Sigirlarda Ornek Toplanmasi

Calismada materyal olarak Temmuz-Eyliil 2003 tarihleri arasinda Elazig
ilindeki bir mezbahada kesilen toplam 904 sigirdan; 379 safra sivisi, 325 karaciger
ve 200 bagirsak igerigi 6rnegi toplandi. Bu calismada ayrica Ekim 2003 tarihinde
glineydoguda bir tiretim ciftligindeki sigirlardan 250 adet rektal svap Ornegi

toplandi (Tablo 3).

4.1.2. Koyunlarda Ornek Toplanmasi

Mart-Nisan 2004 tarihleri arasinda Elazig ilindeki bir mezbahada kesilen
460 koyundan; 250 safra sivis1i ve 210 bagirsak icerigi ornegi toplandi. Rektal
svap Ornekleri ise, Mayis 2004 tarihinde Elazig’in dogusundaki bir yerlesim
yerinde ii¢ farkl siiriideki 150 koyundan toplandi (Tablo 3). Hayvan sahipleri
koyunlardan karaciger toplanmasina izin vermedikleri ve caligmanin biitgcesi bu
orneklerin satin alinmasina olanak saglamadigi icin koyunlardan karaciger
ornekleri toplanamadi.

Calismada 6rnek toplanan hayvanlarin higbirinde klinik olarak belirgin bir
semptom ya da mezbahada karkas incelemesinde makroskobik olarak herhangi bir
lezyon gozlenmedi.

Karaciger oOrnekleri steril naylon posetlerle, safra Ornekleri ise steril
enjektorler vasitasi ile alindi. Diski 6rnekleri steril svaplar yardimi ile sigir ve

koyunlardan rektal yolla alindi. Bagirsak igerikleri kesimden hemen sonra disari
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cikarilan ince bagirsaklardan svap yardimu ile alinarak % 0,9 NaCl iceren tiiplere
transfer edildi. Ornekler toplanirken tiim hijyenik tedbirlere uyuldu ve rutin
bakteriyolojik incelemeler icin uygun sartlar altinda (+4 °C’de) kisa siire

igerisinde laboratuvara ulastirildi.

Tablo 3. Calismada incelenen 6rnekler ve hayvan tiirlerine gore dagilimi

Kaynak Sigir Koyun Toplam
Safra 379 250 629
Karaciger 325 - 325
Bagirsak icerigi 200 210 410
Rektal svap 250 150 400
Toplam 1154 610 1764

4.2. Campylobacter izolasyonu ve Identifikasyonu
4.2.1. Campylobacter izolasyonu

Karaciger ve safra ornekleri, %7 at kan1 (SR0048, Oxoid) ve Preston
Campylobacter  Selective  Supplement (SR117, Oxoid) igeren Preston
Campylobacter Selective Agar’a bir 6ze yardimi ile ekimleri yapilarak
mikroaerobik kosullarda (mum yontemi) 42 °C’de 48-72 saat siire ile inkubasyona
tabi tutuldu. Bagirsak icerigi ve rektal svap drnekleri ise aseptik sartlar altinda %7
at kam, Campylobacter Growth Supplement (SR0048, Oxoid) ve Preston
Campylobacter Selective Supplement igceren 10 ml Brucella Broth’a (Difco,

Detroit, MI) transfer edildi ve 42 °C’de mikroaerobik ortamda 48-72 saat
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inkubasyona tabi tutularak &n zenginlestirme yapildi. inkubasyonu takiben sivi
besi yerinden bir 6ze dolusu alinarak Preston Campylobacter Selective Agar’a
inokule edildi ve aym kosullar altinda inkube edildi. Ureme goriilen vasatlar,
koloni morfolojisi, mikroskobik goriinim (Gram boyama) ve hareketlilik
yoniinden incelendi. Campylobacter spp. yoniinden siipheli goriinen 4-5 koloni,
Blood Agar Base No: 2 (CM271, Oxoid) besi yerine gecilerek saflagtirildi ve
molekiiler asamalarda kullanilmak iizere %15 glycerol igeren Nutrient Broth

(CMO0001, Oxoid) besi yerine aktarilarak -20 °C’de muhafaza edildi.

4.2.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Multipleks PCR) ile C. jejuni
ve C. coli’nin identifikasyonu
4.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Campylobacter spp. izolatlariin tiir bazinda multipleks PCR ile
identifikasyonu amaciyla oncelikle siipheli izolatlardan DNA ekstraksiyonu iglemi
gergeklestirildi. Bu amagla, silipheli izolatlarin Nutrient Broth’da hazirlanan
kiiltiirlerinin her birinden Eppendorf tiipler igerisine 300 ul alindi. Her bir
stispansiyon esit miktarda TNES buffer ve Proteinase K (200 pg/ml) ile muamele
edildi ve 37 °C’de 2 saat tutularak inaktive edildi. Daha sonra 30 dk kaynatmay1
miiteakip esit miktarda fenol (Tris-HCI ile sature edilmis) siispansiyona ilave
edildi. Stispansiyon 5 dk elle ¢alkalandiktan sonra 11, 600 g’de 10 dk santrifiij
edildi. Ust faz, fenollii kisma dokunmaksizin dikkatli bir sekilde almarak diger bir
Eppendorf tiipiine aktarildi ve bu basamaktan sonra sodyum asetat ve etanol ile
presipitasyon islemine gecildi. DNA siispansiyonuna 3 M sodyum asetat’tan 0,1

volim ve % 95’lik etanolden ise 2,5 voliim katilarak -20 °C’de bir gece
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bekletildi. Daha sonra siispansiyon 11,600 g’de 10 dk siireyle santrifiij edildi ve
siipernatant uzaklastirildi. Elde edilen pelet sirasiyla % 90 ve % 70’lik etanol ile,
her basamaktan sonra 11,600 g‘de 5 dk’lik bir santrifiij islemi uygulanarak
yikandi. Son olarak elde edilen pelet bir saat siire ile kurumaya birakildi ve 50 pl
steril distile suda siispanse edildi. Bu siispansiyondan 5 pl alinarak PCR’de hedef

DNA olarak kullanildi.

4.2.2.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Multipleks PCR)

Toplam 50ul’lik voliimde hazirlanan PCR karigimimna; 5 pl 10x PCR
buffer, 5 ul 25 mM MgCl,, deoksiniikleotitlerin her birinden 250 uM, 1,25 U Taq
DNA polymerase enzimi (MBI, Fermentas) ve Misawa ve ark. (2002) tarafindan
bildirilen C. jejuni’nin oksidorediiktaz geni ile C. coli’nin aspartokinaz genine
spesifik olmak tizere toplam iki ¢ift primerin (Tablo 4) her birinden 1 uM ve 5 pl
template DNA ilave edildi (125). PCR reaksiyonlari, PCR-Sprint thermalcycler
(Thermo Hybaid, Ingiltere) cihazinda gerceklestirildi. PCR amplifikasyonunda 94
°C’de 1 dk 6n denaturasyon agamasini takiben, toplam 35 PCR siklusu 94 °C’de
30 sn denaturasyon, 58 °C’de 30 sn hibridizasyon ve 72 °C’de 1 dk sentez olarak
gergeklestirildi. Son sikliisii miiteakip 72 °C’de 5 dk ekstra sentez islemi yapildi.
Amplifiye edilen PCR iirtinleri % 1,5’luk agaroz jelde elektroforez islemine tabi
tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk siireyle boyandi ve Ultra
Viole (UV) transilluminatorde incelenerek sonuglar gozlemlendi. Olusan bantlarin
molekiiler agirligin1 saptamak amaciyla 100 bp ’lik DNA ladder (MBI, Fermentas
SM 0321) kullanildi. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi neticesinde olusan

159 bp molekiiler uzunlugundaki bantlar C. jejuni ve 502 bp molekiiler
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uzunlugundaki bantlar C. coli gostergesi olarak kabul edildi. Metodun herhangi
bir asamasinda meydana gelebilecek muhtemel bir kontaminasyonu tespit etmek
amaciyla gerek DNA ekstraksiyonu basamaklarinda ve gerekse PCR’de pozitif
kontrol olarak C. jejuni [NCTC (National Collection of Type Cultures, London,
UK) 11322] ve C. coli [NCTC 11366] referans suslar1 ve negatif kontrol olarak

distile su kullanildi.

4.3. Campylobacter jejuni ve C. coli’nin Molekiiler Tiplendirilmesi
4.3.1. Flagellin A (FlaA) Geninin PCR Amplifikasyonu

Tiir spesifik PCR ile C. jejuni ya da C. coli’ye ait oldugu belirlenen DNA
orneklerinde flaA geninin varligini aragtirmak amaciyla Nachamkin ve ark. (1996)
tarafindan bildirilen ve flaA geninin 1700 bp’lik bir kismin1 amplifiye eden bir
cift spesifik primer (Tablo 4) kullanilarak PCR islemi ger¢eklestirildi (141). PCR
karisimi hazirlandiktan sonra amplifikasyon islemi; 94 °C’de 1 dk denaturasyon,
45 °C’de 2 dk hibridizasyon ve 72 °C’de 1 dk sentez olmak iizere toplam 35
siklusta gergeklestirildi. Son siklustan sonra 72 °C’de 5 dk ekstra sentez islemi

uygulandi.

4.3.2. Flagellin A Geninin Restriction Fragment Length Polymorphism
Analizi (FlaA Tiplendirme)

Elektroforez islemini miiteakip flaA geni yoniinden pozitif oldugu
belirlenen PCR firiinleri restriksiyon islemine tabi tutuldu. Ddel (Promega,
Madison) restriksiyon enzimi ile kesimi gerceklestirmek amaciyla 12,5 ul PCR

tirtindi i¢in, 0,2 pl restriksiyon enzimi ve 1,5 pl 10x restriksiyon buffer katilarak
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hacim steril distile su ile 20 ul’ye tamamlandiktan sonra 37 °C’de 2 saatlik
inkubasyon islemi uygulandi. Restriksiyona maruz birakilan iriinler % 2’lik
agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. Ethidium bromide ile boyamay: takiben
olusan profiller UV transilluminatérde analiz edildi ve Polaroid GelCam ile

fotograflandi.

4.3.3. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Analizi

Campylobacter jejuni ve C. coli izolatlarinin RAPD analizinde reaksiyon
karigimi; 5 ul DNA, 10x PCR buffer, 3,5 mM MgCl,, 200 uM deoxynucleoside
triphosphates, 1,25 U Taq DNA polymerase (MBI, Fermentas) ve 1 uM OPA-11
primer (Tablo 4) igeren toplam 50 pl lik bir hacimde hazirlandi. PCR karisimi; 94
°C’de 1dk 6n denaturasyon asamasini takiben, 94 °C’de 1 dk denaturasyon, 36
°C’de 1 dk hibridizasyon ve 72 °C’de 2 dk sentez olmak iizere toplam 45 sikliis
amplifikasyona tabi tutuldu. Son olarak 72 °C’de 5 dk ekstra sentez iglemi
uygulandi. Elektroforez isleminden sonra ethidium bromide ile boyamay1
miiteakip sonuglar UV transilluminator altinda fotograflanarak analiz edildi.

Campylobacter jejuni ve C. coli izolatlar1 i¢in uygulanan RFLP ve RAPD
reaksiyonlart farkli zamanlarda iki kez tekrar edildi ve sonuglar iki bagimsiz
arastirmaci tarafindan yorumlandi.
4.4. Istatistiksel Analiz

Saglikli goriintisteki sigir ve koyunlardan elde edilen Campylobacter
tirlerinin izolasyon oranlar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak
6nemliligini ortaya koymak amaci ile y” testi kullanildi. P< 0,05 bulunan olasilik

degerleri istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.
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Tablo 4. Campylobacter jejuni ve C. coli izolatlarinin PCR analizinde ve tiplendirilmesinde kullanilan primerler

Primer Spesifiklik Gen Bolgesi Sekans (5°-3) Literatiir
C1 C. jejuni (f) oksidorediiktaz CAA ATA AAG TTA GAG GTA GAA TGT (125)
C4 C. jejuni (r) oksidorediiktaz GGA TAA GCA CTA GCT AGCTGA T (125)
CC18 C. coli () aspartokinaz GGT ATG ATT TCT ACA AAGCGA G (125)
CC519 C. coli (r) aspartokinaz ATA AAA GAC TAT CGT CGC GTG (125)
FLA1 Flagellin A (f) flaA ATG GGA TTT CGT ATT AAC AC (141)
FLA2 Flagellin A(r) flaA CTG TAG TAA TCT TAA AAC ATT TTG (141)
OPAL1l RAPD random CAATCGCCGT (80)

f: Forwad primer; r: Reverse primer
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4.5. Kiiltiir ve PCR Asamalarinda Kullanilan Ayiraglar
4.5.1. Izolasyonda Kullanilan Ayiraclar

Campylobacter Agar Base (Oxoid, CM0689, Basingstoke, Hampshire)

‘Lab-Lemco' powder 10g
Peptone 10g
Sodium chloride 5¢

Agar 12¢g

Campylobacter Agar besi yerinden 18,5 g tartilarak 475 ml distile su
icerisinde eritilip, 121 °C’de 15-20 dk otoklavlandi. Besi yeri 45-50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra icerisine 25 ml lize edilmis at kant ve 1 vial Preston
Campylobacter Selective Supplement ilave edildi. Dikkatli bir sekilde karistirilip

steril petri kutularina 15-20 ml taksim edildi.

Preston Campylobacter Selective Supplement (Oxoid, SR0117,

Basingstoke, Hampshire)

Polymyxin B 2,500 IU
Rifampicin Smg
Trimethoprin Smg
Cycloheximide 50 mg

Aseptik sartlarda 1:1 oraninda aseton/distile su karigimindan 2 ml alinarak
Preston Campylobacter Selective Supplement iceren viale ilave edildi ve iyice
¢Oziinmesi icin dikkatli bir sekilde karistirildi. Daha 6nce hazirlanmig 500 ml

Campylobacter Agar ya da Nutrient Broth’a bir vial ilave edildi.



Campylobacter Growth Supplement (Oxoid, SR0084, Basingstoke,

Hampshire)
Sodium pyruvate 0,125 ¢
Sodium metabisulphite 0,125 ¢g
Ferrous sulphate 0,125 g

Campylobacter Growth Supplement igeren viale aseptik sartlarda 2 ml
steril distile su ilave edilip, dikkatli sekilde karistirilarak ¢ozdiiriildii ve 500 ml

Nutrient Broth’a ilave edilerek karigtirildu.

Laked Horse Blood (Oxoid, SR0048, Basingstoke, Hampshire)
Hazirlanan Campylobacter Agar Base ya da Nutrient Broth’a % 7 oraninda

lize edilmis at kani ilave edildi.

Nutrient Broth (Oxoid, CM0001, Basingstoke, Hampshire)

‘Lab-Lemco' powder lg
Yeast extract 2g
Peptone S5¢g
Sodium chloride 5¢g

Nutrient Broth besi yerinden 13 g tartilarak 1 L distile su igerisine ilave
edildi ve ¢ozlilmesi i¢in iyice karistirildi. 121 °C’de 15-20 dk otoklavlanarak steril

tiipler igerisine 10’ar ml dagitildi.

51



Blood Agar Base No. 2 (Oxoid, CM0271, Basingstoke, Hampshire)

Proteose pepton
Liver digest
Yeast extract
Sodium chloride

Agar

15 g/L
2,5 g/L
5¢g/L
5¢/lL

12 g/l

Blood Agar Base No: 2 besi yerinden 40 g tartilarak 1 L distile su

icerisinde eritildi ve 121 °C’de 15 dk otoklavlandi. Besi yeri 45-50 °C’ye kadar

sogutulduktan sonra igerisine % 7 steril koyun kani ilave edildi. Dikkatli bir

sekilde karigtirilip steril petri kutularina 15-20 ml taksim edildi.

Brucella Broth (Difco, Detroit, Michigan)

Bacto-Tryptone
Bacto- Peptamin

Bacto- Dextrose

Bacto- Yeast extract

Sodium chloride

Sodium bisulfite

Brucella Broth besi yerinden 28 g tartilarak 1 L distile su iginde iyice

cozdiiriildiikten sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlandi. Besi yeri 45-50 °C’ye kadar

sogutulduktan sonra igerisine % 5 steril at kan1 ilave edildi. Dikkatli bir sekilde

karigtirtlip steril tiiplere 10-15 ml taksim edildi.



4.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) isleminde Kullanilan Ayiraclar

4.5.2.1. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Ayiraclar

Proteinase K Soliisyonu (100 mg, Sigma, P2308, St. Louis, MO)

Mililitresinde 100 pg olacak sekilde hazirlandu.

TNES buffer tampon soliisyonu
20 mM Tris, pH 8,0
150 mM NaCl
10 mM EDTA
%0,2 SDS
Yukaridaki maddeler tartilip ihtiyag duyulan miktarda hazirland1 ve her

ornek i¢in 300 pl kullanildi.

Phenol equilibrated, stabilized: Chloroform: Isoamyl alcohol 25:24:1

(A0889, Applichem, Darmstadt)

Phenol equilibrated, stabilized 500 ml/L

Chloroform 480 ml/L
Isoamyl alcohol 20 ml/L
pH (20 °C) 7,6-8,0

Bu karisimdan her bir 6rnek i¢in 600 pl miktarinda kullanildi.
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Natriumacetat krist. (Merck, Darmstadt)
DNA’nin presipitasyonu amact ile siispansiyona 0,1 volim (3M)

miktarinda ilave edildi.

Absolute ethanol (Delta)
DNA’nin belirli ekstraksiyon agamalarinda kullanilmak iizere %95, %90

ve %70 oranlarinda hazirlandi.

4.5.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Analizinde Kullanilan Ayiraclar

10x PCR Buffer (MBI Fermentas)

750 mM Tris-HCI (pH 8,8; 25 °C)
200 mM (NH4)ZSO4
% 0,1 Tween 20

Her PCR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.

MgCl,; (MBI Fermentas)
MgCl; (25 mM), her PCR numunesi i¢in 5 pl miktarinda kullanildi.

dNTP Set (100mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP; MBI Fermentas)

Her deoksiniikleotitten esit oranda alindi ve steril distile su ile 1/20

oraninda sulandirildi. Her PCR numunesi i¢in 4 pl kullanildi.
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Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas)

Her PCR numunesi i¢in 1,25 U (0,25 pul) kullanildz.

Primerler (IDT, Coralville)
Calismada kullanilan tim primerler Integrated DNA Technologies (IDT)
firmasindan temin edildi. Primerler her PCR numunesi i¢in ortalama 25-50 pmol

olacak sekilde sulandirildi.

4.5.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriction Fragment Length

Polymorphism (PCR-RFLP) Analizinde Kullanilan Ayiraclar

Ddel Restriksiyon Enzimi (10U/pl; Promega, Madison)

Her PCR iiriinii i¢in 0,2 pl enzim kullanildi.

10x Restriksiyon Buffer (Ddel; Promega, Madison)
60 mM Tris-HCI (pH 7,9)
1,5 M NaCl
60 mM MgCl,
10 mM DTT
0,1 mg/ml Acetylated Bovine Serum Albumin (BSA)

Her PCR iiriinii i¢in 1,5 pl 10x restriksiyon buffer’1 kullanilda.
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4.5.2.4. Elektroforez Isleminde Kullanilan Ayiraclar

5x Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu
Tris 544 ¢
Borik Asit 27,2 g
EDTA 4,6 g
Yukaridaki maddeler tartilip distile su ile 1 L’ye tamamlandi ve pH 8,3’e

ayarlandi. Elektroforez soliisyonu olarak 1/5 oraninda sulandirilarak kullanildi.

Agarose LE, (Promega, Madison)

PCR iiriinlerinin gozlenmesi i¢in hazirlanan agaroz jeli 1x TBE ile % 1,5
oraninda hazirlandi.

100 bp DNA Ladder (50ng/100pnl; MBI Fermentas)

DNA Ladder 1/6 oraninda sulandirildi ve agaroz jel kuyucuguna 5 pl

yiiklendi.

6x Loading Dye (Yiikleme Boyasi) Soliisyonu (1 ml; MBI Fermentas)

Yiikleme boyasi 1/5 oraninda sulandirildi ve her 20 pl PCR {irtinii i¢in 5 pl
kullanildi.

Ethidium Bromide (10 mg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt)

Ethidium bromide soliisyonundan 0,5 ml alinarak distile su ile 15 ml’ye
tamamlandi. Agaroz jelin boyanmasi i¢in 300 ml distile suya 600 ul ethidium

bromide katilarak kullanildi.
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5. BULGULAR

5.1. Campylobacter izolasyon ve Identifikasyon Bulgular
5.1.1. Sigirlarda Campylobacter izolasyon ve identifikasyon Bulgular

Saglikli goriiniisteki sigirlardan toplanan 1154 6rnegin % 26,1°1
(301/1154) uygulanan konvansiyonel kiiltiir metotlar1 neticesinde Campylobacter
spp. yoniinden pozitif olarak saptandi. Campylobacter spp.’nin en yiiksek
izolasyon orani % 44 (110/250) ile rektal svap 6rneklerinden, en diisiik izolasyon
oran1 ise % 6,5 (21/325) ile karaciger oOrneklerinden elde edildi. Sigir
orneklerinden elde edilen Campylobacter spp. izolasyon oranlari arasindaki

farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulundu (P< 0,001) (Tablo 5).

Tablo 5. Konvansiyonel kiiltiir yontemi ile saglikli goriiniislii sigirlardan elde

edilen Campylobacter spp. izolatlarinin 6rnek tiirtine gére dagilimi

Ornek Ornek izolasyon

Tiiri Sayis1 Sayis1 %"
Safra 379 135 35,6
Karaciger 325 21 6,5
Bagirsak icerigi 200 35 17,5
Rektal svap 250 110 44,0
Toplam 1154 301 26,1
"P<0,001

57



5.1.2. Koyunlarda Campylobacter Izolasyon ve identifikasyon Bulgular
Konvansiyonel kiiltiir metotlar1 kullanilarak incelenen toplam 610 adet
saglikli goriiniisteki koyun 6rneginin % 49,5’inden (302/610) Campylobacter spp.
izolasyonu ve identifikasyonu yapildi. Campylobacter spp.’nin en yiiksek
izolasyon oran1 % 63,8 (134/210) ile bagirsak icerigi 6rneklerinden elde edilirken,
safra ve rektal svap orneklerinden ise daha diisiik izolasyon oran1 (% 42) saptandi.
Koyun orneklerinden elde edilen Campylobacter spp. izolasyon oranlar

arasindaki farkliliklar da istatistiksel olarak 6nemli bulundu (P< 0,001) (Tablo 6).

Tablo 6. Konvansiyonel kiiltiir yontemi ile saglikli goriiniislii koyunlardan elde

edilen Campylobacter spp. izolatlarinin 6rnek tiirtine gore dagilimi

Ornek Ornek izolasyon

Tiiru Sayisi Sayisi %'
Safra 250 105 42,0
Bagirsak icerigi 210 134 63,8
Rektal svap 150 63 42,0
Toplam 610 302 49,5
"P< 0,001
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5.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Multipleks PCR) ile C. jejuni
ve C. coli identifikasyon Bulgular
5.2.1. Sigirlarda Multipleks PCR ile C. jejuni ve C. coli’nin Identifikasyon
Bulgulan

Sigirlarda Campylobacter spp. olarak identifiye edilen izolatlardan elde
edilen DNA’larin C. jejuni ve C. coli tiirlerine spesifik iki ¢ift primer ile
multipleks PCR amplifikasyonuna tabi tutulmalar1 neticesinde % 59,5’inde
(179/301) C. jejuni’ye spesifik 159 bp uzunlugunda bantlar ve %10’ unda (30/301)
C. coli’ye spesifik 502 bp uzunlugunda bantlar elde edildi (Tablo 7) (Sekil 2a).
Orneklerin tamami dikkate alindiginda C. jejuni ve C. coli izolasyon ve
identifikasyon oranlart sirastyla % 15,5 (179/1154) ve % 2,6 (30/1154) olarak
hesapland1 (P<0,001). Campylobacter jejuni’nin en yiiksek identifikasyon orani %
85,2 (115/135) ile safra sivisindan elde edildi ve bunu % 50 (55/110) ile rektal
svap oOrnekleri takip etti. Campylobacter coli ise % 21,8 (24/110) ile en yiiksek
oranda rektal svap orneklerinden elde edildi. Calismada incelenen 325 karaciger
orneginden elde edilen Campylobacter spp. izolatlarinin multipleks PCR analizi
neticesinde C. jejuni ya da C. coli yoniinden pozitif sonu¢ elde edilemedi.
Sigirlarin bagirsak igerigi 6rneklerinden elde edilen C. jejuni ve C. coli izolasyon
oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsiz bulunurken (P>0,05), safra ve
rektal svap orneklerinden elde edilen C. jejuni ve C. coli izolasyon oranlari

arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemli bulundu (P< 0,001) (Tablo 7).
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Tablo 7. Saglikli goriintisli sigirlardan elde edilen Campylobacter izolatlarinin multipleks PCR bulgulari

Multipleks PCR pozitif 6rnek sayisi (%)

Ornek Kiiltiir pozitif rnek sayisi

C. jejuni C. coli Campylobacter spp.
Safra’ 135 115 (85,2) 1(0,7) 19 (14,1)
Bagirsak icerigi 35 9 (25,7) 5(14,3) 21 (60)
Karaciger 21 0 0 21 (100)
Rektal svap” 110 55 (50) 24 (21,8) 31(28,2)
Toplam 301 179 (59,5) 30 (10) 92 (30,5)
" P< 0,001
P >0,05
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Sekil 2a. Sigirlarda Campylobacter spp. olarak identifiye edilen kiiltiirlerden elde
edilen DNA’larin C. jejuni ve C. coli tiir spesifik primerler kullanilarak yapilan
multipleks PCR analizi sonucu olusan iiriinlerin ethidium bromide ile boyanmis
bir agaroz jelde goriintimii.

M: DNA Ladder (100 bp), N: Negatif kontrol, P1: C. coli pozitif kontrol, 1-3: C.

coli pozitif 6rnekler, P2: C. jejuni pozitif kontrol, 4-6: C. jejuni pozitif érnekler.

5.2.2. Koyunlarda Multipleks PCR ile C. jejuni ve C. coli’nin Identifikasyon
Bulgular
Koyunlarda Campylobacter spp. olarak identifiye edilen izolatlardan elde

edilen DNA’larin C. jejuni ve C. coli tiirlerine spesifik iki ¢ift primer ile
multipleks PCR amplifikasyonuna tabi tutulmalar1 neticesinde % 34,1’inde
(103/302) C. jejuni’ye spesifik 159 bp uzunlugunda bantlar ve % 33,1’inde
(100/302) C. coli’ye spesifik 502 bp uzunlugunda bantlar elde edildi (Tablo 8)
(Sekil 2b). Orneklerin tamam dikkate alindiginda C. jejuni ve C. coli izolasyon
ve identifikasyon oranlari sirastyla % 16,9 (103/610) ve % 16,4 (100/610) olarak
hesaplandi. Campylobacter jejuni’nin en yiiksek identifikasyon orami % 40

(42/105) ile safra sivisindan elde edildi ve bunu % 39,5 (53/134) ile bagirsak
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icerigi ornekleri takip etti. Campylobacter coli ise % 54 (34/63) ile en yiiksek
oranda rektal svap orneklerinden identifiye edildi ve bunu % 29,5 (31/105) oranla
safra sivist Ornekleri takip etti. Bagirsak igeriginden elde edilen Campylobacter
spp. izolatlarinin multipleks PCR analizi neticesinde % 11,9’unda hem C. jejuni
hem de C. coli identifiye edildi. Campylobacter jejuni bagirsak igerigi
orneklerinde onemli oranda yiiksek bulunurken (P<0,05), C. coli rektal svap
orneklerinde daha yiiksek oranda izole edildi (P<0,001). Safra sivis1 6rneklerinden
elde edilen C. jejuni ve C. coli’lerin izolasyon oranlar1 arasindaki farklilik

istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu. (P>0,05) (Tablo 8).

Mo:N- 5192534 P15+ 61 %P2+ 8.9 10

502 bp -wee b &I & an &b & &8 &8

159 bp - - . e

Sekil 2b. Koyunlarda Campylobacter spp. olarak identifiye edilen kiiltiirlerden
elde edilen DNA’larin C. jejuni ve C. coli tiir spesifik primerler kullanilarak
yapilan multipleks PCR analizi sonucu olusan iriinlerin ethidium bromide ile
boyanmis bir agaroz jelde goriinlimii.

M: DNA Ladder (100 bp), N: negatif kontrol, 1-4: C. jejuni ve C. coli pozitif
ornekler, P1: C. coli pozitif kontrol, 5-7: C. coli pozitif 6rnekler, P2: C. jejuni

pozitif kontrol, 8-10: C. jejuni pozitif érnekler.
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Tablo 8. Saglikli goriiniislii koyunlardan elde edilen Campylobacter izolatlarinin multipleks PCR bulgular

Multipleks PCR pozitif 6rnek sayisi (%)

Ornek Kiiltiir pozitif 6rnek sayisi
C. jejuni C. coli Campylobacter spp. C. jejuni ve C. coli
Safra” 105 42 (40) 31 (29,5) 32 (30,5)
Bagirsak icerigi 134 53 (39,5) 35 (26,1) 30 (22,4) 16 (11,9)
Rektal svap” 63 8 (12,7) 34 (54) 21 (33,3) -
Toplam 302 103 (34,1) 100 (33,1) 83 (27,5) 16 (5,3)
P> 0,05
"* P<0,05
"™ P< 0,001
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5.3. Flagellin A (FlaA) Tiplendirme Bulgular:
5.3.1. Sigirlarda FlaA Tiplendirme Bulgular:
5.3.1.1. Sigirlardan izole Edilen C. jejuni’lerin FlaA Tiplendirme Bulgulari
Tiir spesifik PCR ile C. jejuni olarak identifiye edilen 115 safra sivisi, 55
rektal svap ve dokuz bagirsak igeriginden elde edilen toplam 179 izolatin flaA
genine spesifik primerler ile PCR amplifikasyonuna tabi tutulmasi neticesinde
tim izolatlar 1700 bp uzunlugunda bantlar olusturdu (Sekil 3). FlaA geni
yoniinden pozitif PCR iriinlerinin Ddel restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP
analizi neticesinde toplam 23 farkli profil elde edildi. Safra sivisi 6rneklerinden
elde edilen C. jejuni izolatlarindan 15 farkli profil belirlendi ve en yaygin goriilen
iki profil sirasiyla izolatlarin % 37 ve % 34’linde gozlemlendi (Sekil 4a) (Tablo
9). Rektal svap drneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarindan ise sekiz farkli
profil saptandi ve en sik gozlenen iki profil izolatlarin % 58 ve % 15’inde
gozlemlendi (Sekil 4b) (Tablo 9). Diger profiller izolatlarin % 7’sinden daha
diisiikk bir oran ile temsil edildi. Bagirsak igerigi izolatlarindan elde edilen iki
profil ise safra sivisinda gozlenen profillerle benzerlik gosterdi. Buna karsilik

rektal svap ve safra izolatlarindan elde edilen profiller arasinda farklilik saptanda.

64



My Nl Ledoise wd o C. 6 7

1700 bp - a“--‘.'-

P

Sekil 3. Campylobacter jejuni ve C. coli tiirlerinin flaA genine spesifik primerler
kullanilarak yapilan PCR analizi sonucu olusan iriinlerin ethidium bromide ile
boyanmis bir agaroz jelde goriiniimii. M: DNA Ladder (100 bp) N: Negatif
Kontrol, P: Pozitif Kontrol, 1-7: FlaA geni pozitif 6rnekler.

M o102 3. 4 5yubie T8 9. 1011 12.,13.14..15

k.
2000bp- w—
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Sekil 4a. Sigirlarin safra 6rneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarindaki flaA
geninin Ddel ile muamele edilmis PCR iriinlerinin ethidium bromide ile
boyanmis bir agaroz jelde goriiniimii.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-15: FlaA geninin farkli restriksiyon profilleri.
Kuyucuk no (Profil no); 1 (XV), 2 (XIV), 3 (XIII), 4 (XII), 5 (XI), 6 (X), 7 (IX), 8
(VIID), 9 (VID), 10 (VI), 11 (V), 12 (IV), 13 (1), 14 (II), 15 (I). 15 ve 11 no’lu
kuyucuklar en yaygin profilleri (I ve V) temsil etmektedir.
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Sekil 4b. Sigirlarin rektal svap 6rneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarindaki
flaA geninin Ddel ile muamele edilmis PCR {iriinlerinin ethidium bromide ile
boyanmis bir agaroz jelde goriinlimii.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-8: FlaA geninin farkli restriksiyon profilleri.
Kuyucuk no (Profil no); 1 (XXIII), 2 (XXII), 3 (XXI), 4 (XX), 5 (XIX), 6
(XVIII), 7 (XVID), 8 (XVI). 8 ve 6 no’lu kuyucuklar en yaygin profilleri (XVI ve

XVIII) temsil etmektedir.
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Tablo 9. Sigirlardan elde edilen C. jejuni izolatlarinin flaA tiplendirme bulgulari
(n: 179)

Profil No Izolat sayis1 (%) Kaynak
I 42 (36,5) Safra
II 4(3,5) Safra
I 8(7,0) Safra
4 (45,5) Bagirsak igerigi
v 4(3,5) Safra
A% 39 (33,9) Safra
5(55.5) Bagirsak icerigi
VI-IX** 8 (1,7) Safra
X 54.3) Safra
XI-XV* 5(0,9) Safra
XVI 32 (58,1) Rektal svap
XVII 7(12,7) Rektal svap
XVIII 8 (14,5) Rektal svap
XIX-XXT * 3(L,8) Rektal svap
XXII 3(5,9) Rektal svap
XXIII 2(3,6) Rektal svap

* Profillerin her biri sadece bir izolatta gdzlendi.

** Profillerin her biri ikiser izolatta gdzlendi.

5.3.1.2. Sigirlardan izole Edilen C. coli’lerin FlaA Tiplendirme Bulgular

Tiir spesifik PCR ile C. coli olarak identifiye edilen 24 rektal svap, bes
bagirsak igerigi ve bir safra sivisindan elde edilen toplam 30 C. coli izolatinin
flaA genine spesifik primerler ile PCR amplifikasyonuna tabi tutulmasi
neticesinde tiim izolatlar 1700 bp uzunlugunda bantlar olusturdu (Sekil 3). FlaA
geni yoniinden pozitif PCR iriinlerinin Ddel restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP

analizi neticesinde toplam bes farkli restriksiyon profili gézlendi. Bu profillerin
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iicli rektal svap, ikisi bagirsak iceriginden ve bir tanesi safradan elde edildi (Sekil
5). En yaygin goriinen profiller bagirsak igerigi izolatlarinin % 80'inde ve rektal
svap izolatlarmin % 42’sinde gozlendi (Tablo 10). Safrada gozlenen profil,
bagirsak igeriginde gozlenen profillerden birisi ile benzerlik gosterdi. Rektal svap
orneklerinden elde edilen profiller, bagirsak igerigi ve safradan elde edilen

profillerden tamamen farklilik gosterdi (Sekil 5).

Sekil 5. Sigirlarin safra, bagirsak icerigi ve rektal svap orneklerinden elde edilen
C. coli izolatlarindaki flaA geninin Ddel ile muamele edilmis PCR iiriinlerinin
ethidium bromide ile boyanmis bir agaroz jelde gériintimii.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-3: Rektal svap drneklerinden elde edilen restriksiyon
profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (III), 2 (IV), 3 (V). 1 no’lu kuyucuk en
yaygin profili (III) temsil etmektedir. 4-5: Bagirsak iceriginden elde edilen
restriksiyon profilleri; 4 (I), 5 (II). 4 no’lu kuyucuk en yaygin profili (I) temsil
etmektedir. 6: Safradan elde edilen restriksiyon profili (II).
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Tablo 10. Sigirlardan elde edilen C. coli izolatlarinin flaA tiplendirme bulgulari
(n:30)

Profil No Izolat sayis1 (%) Kaynak
I 4 (80) Bagirsak icerigi
II 1 (20) Bagirsak igerigi
1 (100) Safra
I 10 (41,7) Rektal svap
v 5(20,8) Rektal svap
A% 9(37,5) Rektal svap

5.3.2. Koyunlarda FlaA Tiplendirme Bulgular
5.3.2.1. Koyunlardan izole Edilen C. jejuni’lerin FlaA Tiplendirme Bulgulari
Tiir spesifik PCR ile C. jejuni olarak identifiye edilen 53 bagirsak igerigi,
42 safra sivisi ve sekiz rektal svap 6rneginden elde edilen toplam 103 C. jejuni
izolatinin flaA genine spesifik primerler ile PCR amplifikasyonu tabi tutulmasi
neticesinde tiim izolatlar 1700 bp uzunlugunda bantlar olusturdu (Sekil 3). FlaA
geni yoniinden pozitif PCR iiriinlerinin Ddel restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP
analizi neticesinde toplam 26 farkli restriksiyon profili elde edildi. Safra sivisi
orneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarindan 15 farkli profil belirlendi ve en
yaygin profil izolatlarin % 21,4‘linde gozlemlendi (Sekil 6a). Bagirsak igerigi
orneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarindan ise 10 farkli profil saptandi ve
en yaygin profil izolatlarin % 45,3’linde gozlemlendi (Sekil 6b). Rektal svap
izolatindan elde edilen profilin (XXVI), bagirsak icerigi ve safradan elde edilen

profillerden tamamen farkli oldugu saptandi (Sekil 7) (Tablo 11).
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Sekil 6a. Koyunlarin safra 6rneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarindaki flaA
geninin Ddel ile muamele edilmis PCR iriinlerinin ethidium bromide ile
boyanmig bir agaroz jelde goriiniimii. M: DNA Ladder (100 bp), 1-15: FlaA
geninin farkli restriksiyon profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (I), 2 (I), 3 (1II), 4
(IV), 5 (V), 6 (VD), 7 (VID), 8, (VIII), 9 (IX), 10 (X), 11 (XI), 12 (XII), 13 (XIII),
14 (XIV), 15 (XV). 1 no’lu kuyucuk en yaygin profili (I) temsil etmektedir.

M 12 3456 78 910

2000bp- -

1031bp-

500bp-

100bp-

Sekil 6b. Koyunlarin bagirsak igerigi Orneklerinden elde edilen C. jejuni
izolatlarindaki flaA geninin Ddel ile muamele edilmig PCR {irlinlerinin ethidium
bromide ile boyanmis bir agaroz jelde goriiniimii. M: DNA Ladder (100 bp), 1-10:
FlaA geninin farkli restriksiyon profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (XVI), 2
(XVID), 3 (XVIID), 4 (XIX), 5 (XX), 6 (XXI), 7 (XXII), 8 (XXIII), 9 (XXIV), 10
(XXV). 1 no’lu kuyucuk en yaygin profili (XVI) temsil etmektedir.
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Tablo 11. Koyunlardan elde edilen C. jejuni izolatlarinin flaA tiplendirme
bulgular1 (n:103)

Profil No izolat sayis1 (%) Kaynak
I 9(21,4) Safra
II 5(11,9) Safra
I 5(11,9) Safra
v 5(11,9) Safra
V-V[H** 6(7,1) Safra
VII-IX** 6 (4,8) Safra
X-XV* 6 (2,4) Safra
XVI 24 (45,3) Bagirsak icerigi
XVII 8 (15,1) Bagirsak icerigi
XVIII 7 (13,2) Bagirsak icerigi
XIX-XX*** 6 (5,7) Bagirsak icerigi
XXI-XXTIT** 6 (3,8) Bagirsak icerigi
XXIV-XV* 2(1,9) Bagirsak icerigi
XXVI 8 (100) Rektal svap

*  Profillerin her biri sadece bir izolatta gozlendi.
** Profillerin her biri ikiser izolatta gozlendi.

*#% Profillerin her biri tiger izolatta gézlendi.

5.3.2.2. Koyunlardan izole Edilen C. coli’lerin FlaA Tiplendirme Bulgular
Tiir spesifik PCR ile C. coli olarak identifiye edilen 35 bagirsak icerigi, 34
rektal svap ve 31 safradan elde edilen toplam 100 izolatin flaA genine spesifik

primerler ile PCR amplifikasyonuna tabi tutulmasi neticesinde tiim izolatlar 1700
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bp uzunlugunda bantlar olusturdu (Sekil 3). FlaA geni yo6niinden pozitif PCR
tirtinlerinin Ddel restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP analizi neticesinde toplam
22 farkl restriksiyon profili elde edildi. Rektal svap orneklerinden elde edilen C.
coli izolatlarindan yedi farkli profil belirlendi ve en yaygin profil izolatlarin %
41,2’sinde gozlemlendi (Sekil 7). Safra sivisi 6rneklerinden elde edilen C. coli
izolatlarindan da yedi farkli profil saptandi ve en yaygin profil izolatlarin %
45,2’sinde gozlemlendi (Sekil 8). Bagirsak igerigi orneklerinden elde edilen C.
coli izolatlarindan ise sekiz farkli profil belirlendi ve en yaygin profil izolatlarin

% 34,3’iinde gozlemlendi (Sekil 9) (Tablo 12).

2000bp-

1031bp-

Sekil 7. Koyunlarin rektal svap orneklerinden elde edilen C. jejuni ve C. coli
izolatlarindaki flaA geninin Ddel ile muamele edilmis PCR {irlinlerinin ethidium
bromide ile boyanmis bir agaroz jelde goriiniimii.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-7: C. coli flaA geninin farkli restriksiyon profilleri.
Kuyucuk no (Profil no); 1 (XVI), 2 (XVII), 3 (XVII), 4 (XIX), 5 (XX), 6 (XXI),
7 (XXII). 1 no’lu kuyucuk en yaygin profili (XVI) temsil etmektedir. 8: C. jejuni
flaA geninin restriksiyon profili (XXVI).
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Sekil 8. Koyunlarin safra 6rneklerinden elde edilen C. coli izolatlarindaki flaA geninin
Ddel ile muamele edilmis PCR firiinlerinin ethidium bromide ile boyanmis bir agaroz
jelde goriiniimii.M: DNA Ladder (100 bp), 1-7: FlaA geninin farkli restriksiyon profilleri.
Kuyucuk no (Profil no); 1 (I), 2 (II), 3 (IIT), 4 (IV), 5 (V), 6 (VI), 7 (VII). 1 no’lu kuyucuk
en yaygin profili (I) temsil etmektedir.

M 1 e . 8

2000bp-

1031bp-

500bp-

100bp-

Sekil 9. Koyunlarin bagirsak igerigi drneklerinden izole edilen C. coli izolatlarindaki flaA
geninin Ddel ile muamele edilmis PCR iiriinlerinin ethidium bromide ile boyanmis bir
agaroz jelde goriiniimii. M: DNA Ladder (100 bp), 1-8: FlaA geninin farkli restriksiyon
profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (VIII), 2 (IX), 3 (X), 4 (XI), 5 (XII), 6 (XIII), 7
(XIV), 8 (XV). 1 no’lu kuyucuk en yaygin profili (VIII) temsil etmektedir.
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Tablo 12. Koyunlardan elde edilen C. coli izolatlarinin flaA tiplendirme
bulgular1 (n: 100)

Profil No izolat sayis1 (%) Kaynak
I 14 (45,2) Safra
II 6 (19,4) Safra
I 5(16,1) Safra
[V-Vy** 4 (6,5) Safra
VI-VII* 2(3,2) Safra
VIII 12 (34,3) Bagirsak igerigi
IX 6 (17,1) Bagirsak igerigi
X 5(14,3) Bagirsak igerigi
XI 4(11,4) Bagirsak igerigi
XII 4(11,4) Bagirsak igerigi
XIII 2(5,7) Bagirsak igerigi
XIV-XV* 2(2,9) Bagirsak igerigi
XVI 14 (41,2) Rektal svap
XVl 7 (20,6) Rektal svap
XVIII 5(14,7) Rektal svap
XIX-XX*H* 6 (8,8) Rektal svap
XXI-XXIT* 2(2,9) Rektal svap

*  Profillerin her biri sadece bir izolatta gozlendi.
** Profillerin her biri ikiser izolatta gozlendi.

*#% Profillerin her biri tiger izolatta gézlendi.
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5.4. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Bulgular:
5.4.1. Sigirlarda RAPD Bulgulan
5.4.1.1. Sigirlardan izole Edilen C. jejuni’lerin RAPD Bulgular

Sigir safra 6rneklerinden elde edilen 115 C. jejuni izolatinin RAPD analizi
neticesinde toplam 37 farkli profil gozlemlendi (Sekil 10). En yaygin gozlenen iki
profil izolatlarin % 30,4 ve % 15,7’sinde saptandi. Geriye kalan profiller
izolatlarin % 6’sindan daha diisiik bir orani ile temsil edildi (Tablo 13). Iki kez
yapilan denemeye ragmen bagirsak icerigi ve rektal svap orneklerinden izole
edilen C. jejuni izolatlarinin RAPD ile tiplendirilmesinde olusan profiller saglikli

bir sekilde yorumlanamadi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

"ﬂ- o=

3000bp- ==
2000bp -

'.i l"
—

S00bp-we—-

Sekil 10. Sigirlarin safra orneklerinden elde edilen C. jejuni’lerin RAPD ile
tiplendirilmesi neticesinde gozlenen en yaygin profiller.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-11: Farkli RAPD profilleri. Kuyucuk no (Profil no);
1 (XD), 2 (X), 3 (IX), 4 (VIID), 5 (II1), 6 (IV), 7 (V), 8 (VI), 9 (VII), 10 (II), 11 (I).
5-6 no’lu kuyucuklar en yaygin profilleri (III ve IV) temsil etmektedir.
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Tablo 13. Sigirlardan elde edilen C. jejuni izolatlarinin RAPD bulgulari (n:179)

Profil No izolat say1s1 (%) Kaynak
I 6 (5,2) Safra
II 6(5,2) Safra
III 18 (15,7) Safra
v 35(30,4) Safra
A% 6(5,2) Safra
VI 4 (3,5) Safra
VII-VIIT** 4 (1,7) Safra
IX 43,5 Safra
X-XTH** 6 (2,6) Safra
XI-XXXVIT* 26 (0,9) Safra
a 9 Bagirsak igerigi
a 55 Rektal svap

*  Profillerin her biri sadece bir izolatta gozlendi.
** Profillerin her biri ikiser izolatta gozlendi.
*#% Profillerin her biri tiger izolatta gézlendi.

a: Tiplendirilemedi.

5.4.1.2. Sigirlardan izole Edilen C. coli’lerin RAPD Bulgular:

Sigirlardan elde edilen 30 C. coli izolatinin RAPD analizi neticesinde
toplam bes farkli profil gézlemlendi (Sekil 11). Bagirsak icerigi ve rektal svap
izolatlarinda gozlenen en yaygin profiller, sirasiyla izolatlarin % 40 ve %
33,3’tinde saptandi. Sigir orijinli C. coli izolatlarnin RAPD profilleri arasinda

benzerlikler gézlemlendi. Elde edilen bes profilin hepsi rektal svap orneklerinden
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elde edildi. Bagirsak igerigi izolatlarindan elde edilen dort profil ve safradan elde
edilen bir profil rektal svap izolatlarinin RAPD profilleri ile benzerlik gosterdi

(Tablo 14).

3000bp- we——

2000bp - w—

1031bp-

Sekil 11. Sigirlarin rektal svap, bagirsak igerigi ve safra sivisi 6rneklerinden elde
edilen C. coli’lerin RAPD yontemi ile tiplendirilmesi neticesinde elde edilen
profiller.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-5: Rektal svap izolatlarinda gozlenen RAPD
profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (I), 2 (II), 3 (II1), 4 (IV), 5 (V). 4 no’lu
kuyucuk en yaygin profili (IV) temsil etmektedir. 6-9: Bagirsak igerigi
izolatlarinda goézlenen RAPD profilleri; 6 (1), 7 (III), 8 (IV), 9 (V). 8 no’lu
kuyucuk en yaygin profili (IV) temsil etmektedir. 10: Safra izolatlarinda gézlenen

RAPD profili (I).
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Tablo 14. Sigirlardan elde edilen C. coli izolatlarinin RAPD bulgular1 (n:30)

Profil No Izolat sayisi (%) Kaynak
I 1 (100) Safra
1 (20) Bagirsak icerigi
2(8.,3) Rektal svap
II 6 (25) Rektal svap
11 1 (20) Bagirsak icerigi
4 (16,7) Rektal svap
v 2 (40) Bagirsak icerigi
8(33,3) Rektal svap
\" 1 (20) Bagirsak igerigi
4 (16,7) Rektal svap

5.4.2. Koyunlarda RAPD Bulgulari

5.4.2.1. Koyunlardan izole Edilen C. jejuni’lerin RAPD Bulgulari
Koyunlardan elde edilen 103 C. jejuni izolatinin RAPD analizi neticesinde

toplam 21 farkli profil gézlemlendi. Bu profillerin; dokuzu safra, 10’u bagirsak

icerigi ve ikisi rektal svap orneklerinde saptandi (Sekil 12). En yaygin gozlenen

profiller; rektal svap izolatlarinin % 62,5’inde, safra izolatlarinin % 26,2’sinde ve

bagirsak icerigi izolatlarmin % 18,9‘unda bulundu (Tablo 15).
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Sekil 12. Koyunlarin bagirsak icerigi, safra ve rektal svap Orneklerinden elde
edilen C. jejuni ve C. coli izolatlarnin RAPD yontemi ile tiplendirilmesi
neticesinde elde edilen profiller.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-10: Bagirsak iceriginden izole edilen C. jejuni’lerin
RAPD profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (X), 2 (XI), 3 (XII), 4 (XIII), 5 (XIV),
6 (XV), 7 (XVI), 8 (XVII), 9 (XVIII), 10 (XIX). 9 ve 10 no’lu kuyucuklar en
yaygin profilleri (XVIII ve XIX) temsil etmektedir. 11-19: Safradan elde edilen C.
jejuni’lerin RAPD profilleri; 11 (I), 12 (II), 13 (II), 14 (IV), 15 (V), 16 (VI), 17
(VID), 18 (VII), 19 (IX). 11 no’lu kuyucuk: en yaygin profili (I) temsil
etmektedir. 20-21: rektal svaptan elde edilen C. jejuni’lerin RAPD profili; 20
(XX), 21 (XXI). 20 no’lu kuyucuk en yaygin profili (XX) temsil etmektedir. 22-
30: Rektal svaptan elde edilen C. coli’lerin RAPD profilleri; 22 (XVI), 23 (XVII),
24 (XVIID), 25 (XIX), 26 (XX), 27 (XXI), 28 (XXII), 29 (XXIII), 30 (XXIV). 27
no’lu kuyucuk en yaygin profili (XXI) temsil etmektedir.
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Tablo 15. Koyunlardan elde edilen C. jejuni izolatlarinin RAPD bulgular1 (n:103)

Profil No Izolat sayisi (%) Kaynak
I 11 (26,2) Safra
II 6(14,3) Safra
I-TV* 2(24) Safra
\% 6(14,3) Safra
VI-VII*#* 6 (7,1) Safra
VIII 9(21,4) Safra
IX 2 (4,8) Safra
X 6(11,3) Bagirsak igerigi
XI-XTI*#* 6 (5,7) Bagirsak igerigi
XTI 4(7,5) Bagirsak igerigi
XIV- XV 4 (3,8) Bagirsak igerigi
XVI 509.4) Bagirsak igerigi
Xvil 8 (15,1) Bagirsak igerigi
XVII 10 (18.9) Bagirsak igerigi
XIX 10 (18.9) Bagirsak igerigi
XX 5(62,5) Rektal svap
XXI 3(37,5) Rektal svap

*  Profillerin her biri sadece bir izolatta gozlendi.
** Profillerin her biri ikiger izolatta gozlendi.

*#%* Profillerin her biri liger izolatta gdzlendi
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5.4.2.2. Koyunlardan izole Edilen C. coli’lerin RAPD bulgular

Koyunlardan elde edilen 100 C. coli izolatinin RAPD analizi neticesinde
toplam 24 farkli profil gézlemlendi. Bu profillerin dokuzu rektal svaptan (Sekil
12), sekizi bagirsak icerigi (Sekil 13) ve yedisi safradan (Sekil 13) elde edildi. En
yaygin gozlenen profiller, safra izolatlarinin % 48,4’linde, rektal svap 6rneklerinin
% 35,3 linde ve bagirsak igerigi izolatlarinin % 34,3‘linde bulundu. Geriye kalan

profiller daha diisiik oranlar ile temsil edildi (Tablo 16).

M. 1; 2. 3,4 5563 7,:8.9:20,11,12.13.14 15
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Sekil 13. Koyunlarin bagirsak igerigi ve safra sivisi drneklerinden elde edilen C.
coli izolatlarinin RAPD yontemi ile tiplendirilmesi neticesinde elde edilen
profiller.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-8: Bagirsak igeriginden izole edilen C. coli’lerin
RAPD profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (VIII), 2 (IX), 3 (X), 4 (XI), 5 (XII), 6
(XII), 7 (XIV), 8 (XV). 2 no’lu kuyucuk en yaygin profili (IX) temsil
etmektedir. 9-15: Safradan elde edilen C. coli’lerin RAPD profilleri; 9 (I), 10 (II),
11 (IIT), 12 (IV), 13 (V), 14 (VI), 15 (VII). 10 no’lu kuyucuk en yaygin profili (II)

temsil etmektedir.
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Tablo 16. Koyunlardan elde edilen C. coli izolatlarinin RAPD bulgular1 (n:100)

Profil No Izolat Sayis1 (%) Kaynak
I 8 (25,8) Safra
II 15 (48,4) Safra
[I-V** 6 (6,5) Safra
VI-VII* 2(3.2) Safra
VIII 8(22,9) Bagirsak igerigi
IX 12 (34,3) Bagirsak igerigi
X-XIT*** 9 (8,6) Bagirsak igerigi
XII-XV** 6 (5,7) Bagirsak igerigi
XVI-XVIT** 6 (5,9) Rektal svap
XIX 10 (29.4) Rektal svap
XX 3 (8,8) Rektal svap
XXI 12 (35,3) Rektal svap
XXI-XXIV* 3(2,9) Rektal svap

*  Profillerin her biri sadece bir izolatta gézlendi.
** Profillerin her biri ikiger izolatta gozlendi.

*** Profillerin her biri tiger izolatta gozlendi.
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6. TARTISMA

Tim dinyada oldugu gibi iilkemizde de Campylobacter tiirlerinin
meydana getirdigi hastaliklar hayvan yetistiriciligi ve halk sagligi agisindan
onemli bir sorun teskil etmektedir. Bu etkenlerin insan ve hayvanlarda
olusturdugu hastaliklarin teshis ve tedavisinde harcanan paralar iilke ekonomisine
biiyilk zararlar vermektedir. Amerika’da yilda yaklagitk 2,1 milyon olan
Campylobacter vakalarinin teshis ve tedavisinde 700-1400 milyon dolar
harcanmas1 bu maddi zararin boyutunu ortaya koyan c¢ok agik bir 6rnektir (120).
Campylobacterlere karsi etkin koruyucu onlemlerin alinmasi ve eradikasyon
planlarmin kisa silirede hazirlanmasi i¢in bu infeksiyonun epidemiyolojisinin
kapsamli bir bicimde ortaya konmasi1 gerekir.

Bu calismada, insanlarda akut bakteriyel gastroenteritisin en yaygin
etkenleri olarak bilinen C. jejuni ve C. coli’nin, klinik olarak saglikli sigir ve
koyunlarin rektal svap ve i¢ organlarindan izolasyonu, multipleks PCR ile
identifikasyonu ve molekiiler tiplendirilmesi amaglandi. Bunun i¢in Oncelikle
konvansiyonel kiiltiir metotlar1 kullanilarak Campylobacter spp.’lerin izolasyonu
ve identifikasyon islemleri gergeklestirildi. Bu islemler neticesinde Elazig ilindeki
bir mezbahada ve gilineydoguda bir iiretim ciftligindeki sigirlardan toplanan 1154
ornegin %26,1’inde Campylobacter spp. izole edildi. En yiiksek izolasyon % 44
ile sahada toplanan rektal svap orneklerinden elde edilirken, en diisiik izolasyon %
6,5 ile mezbahada kesilen hayvanlarin karaciger Orneklerinde tespit edildi.
Diinyada ve iilkemizde yapilan ¢alismalar neticesinde sigirlarda Campylobacter

spp. 1zolasyon oraninin % 1 ile % 90 arasinda degisiklik gosterdigi bildirilmistir
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(45, 137, 176, 192). Bu farklilikta; yas, mevsim, incelenen hayvan sayisi,
izolasyon metodu, kullanilan selektif besi yerlerinin tiirli, hijyen ve cografik
kosullar gibi bir¢ok faktor onemli rol oynamaktadir (190). Ono ve Yamamato’nun
(1999) sigir diski 6rneklerinde yaptiklart bir arastirmada holstayn ineklerde % 44
ve yerel Japon ineklerde % 63 oraninda Campylobacter spp. izole etmeleri, bu
etkenlerin izolasyon oranlar {izerinde incelenen sigirlarin cinsinin bile 6énemli rol
oynayabilecegini ileri slirmektedir (152). Bu c¢alismada sigir rektal svap
orneklerinden elde edilen Campylobacter spp. izolasyon orani, Minihan ve
ark.’nin (2004) benzer bir metodoloji kullanilarak inceledikleri 600 sigir rektal
svap orneginden elde ettikleri % 54’den daha diigiik bulunurken (124), Sato ve
ark.‘nin (2004) daha fazla sigir rektal svap Ornegi (n=1191) inceleyerek elde
ettikleri % 28’den (179) daha yiiksek bulundu. Sato ve ark.’nin (2004) daha diisiik
oranda Campylobacter spp. izole etmesinde, izolasyon amaci ile direkt ekim
yontemi kullanilmasinin rol oynadigi diistiniilmektedir. Arastirmacilar diski,
bagirsak igerigi ve g¢evresel orneklerden Campylobacter spp. izolasyon oranini
artirmak ve kontaminasyon olasiligim1 minimuma indirmek amaci ile
zenginlestirme metoduna siklikla bagvurmuslardir (29, 136). Garcia ve ark.
(1985), sigirlarin bagirsak igerigi orneklerinde yaptiklar: bir arastirmada, direkt
ekim yontemi ile Campylobacter spp. izole edemezlerken, zenginlestirme metodu
ile % 52 oraninda izolasyon yaptiklarini rapor etmislerdir (68). Bu tez
calismasinda rektal svap ve bagirsak iceriginden Campylobacter spp. izolasyonu
amaciyla zenginlestirme metodu uygulanmasina ragmen, safra ve karaciger
orneklerinden izolasyon icin direkt ekim teknigi kullanildi. Sigir safra

orneklerinde; Garcia ve ark. (1985) zenginlestirme metodu kullanarak % 15
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oraninda Campylobacter spp. izole ederken (68), direkt ekim ile bu ¢alismada %
35 ve ayni bolgede Muz ve ark. (1992) ise % 47 oraninda Campylobacter spp.
izole ettiklerini bildirmislerdir (137). Bu sonuglar, safradan Campylobacter spp.
izolasyonu amaciyla sadece direkt ekim yOnteminin yeterli olabilecegi kanisini
dogurmaktadir. Moore (2001) da karacigerde yaptigi bir aragtirmada, direkt ekim
yontemi ile elde ettigi izolasyon oranmin zenginlestirme yontemi ile elde
edilenden daha yiiksek oldugunu rapor etmistir (127). Dolayisiyla bu ¢aligmada
karaciger orneklerinde izolasyon oranin diisiik olmasi, direkt ekim ydnteminin
kullanilmasindan ziyade izolasyon amaci ile kullanilan selektif besi yerlerinin
yetersizligi ile aciklanabilir. Moore ve Madden (1998), karacigerden termofilik
Campylobacter spp. izolasyonu igin Skirrow ve Blaser-Wang besi yerinin
kombine olarak kullanilmasinin en etkili izolasyon metodu oldugu bildirmislerdir
(129).

Klinik olarak saglikli goriiniisteki koyunlardan toplanan 610 6rnekten ise
% 49,5 oraninda Campylobacter spp. izole ve identifiye edildi. Koyunlarda en
yiiksek izolasyon % 63,8 ile mezbahada kesilen hayvanlarin bagirsak iceriginden
elde edildi. Bu oranin, Campylobacter spp. izolasyonu i¢in benzer metodoloji
kullanan Stanley ve ark.’nin (1998) bildirdikleri % 92’den daha diisiik (191),
Zweifel ve ark.’nin (2004) Skirrow besi yeri kullanarak ulastiklar1 %18’den (221)
ise daha yiiksek oldugu gozlendi. Calismada rektal svap ve safra orneklerinden
elde edilen Campylobacter spp. izolasyon orami (% 42) bagirsak igerigi
orneklerine kiyasla daha diisiik bulundu. Rektal svaptan elde edilen
Campylobacter spp. izolasyon oraninin daha diisiik bulunmasi, Stanley ve ark.’nin

(1998) koyunlarda yaptigi bir ¢aligma ile de ortaya konmustur (191). Yapilan
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aragtirmalarda kesim amacit ile mezbahaya nakledilen hayvanlardaki
Campylobacter spp. oraninin, stres gibi faktoérlerden dolayr nakilden 6ncekine
gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Wesley ve ark. (2005), hindilerde
yaptiklar1 bir arastirmada, kesimhaneye nakilden 6nce Campylobacter spp.
prevalansinin % 65, nakilden sonra % 90 oldugunu bildirmislerdir (213).
Campylobacter spp. izolasyon oraninin, sahada toplanan 6rneklerin laboratuvara
taginip islenmesi esnasinda gegen siireden de etkilendigi bildirilmistir. Ladron de
Guevara ve ark. (1989), insan digki orneklerinde yaptiklari bir arastirmada, 4
°C’lik bir ortamda 24 saat siireyle saklanan orneklerde Campylobacter spp.
izolasyon oraninin % 16 oraninda azaldigin1 rapor etmislerdir (105). Bu
calismada, koyun rektal svap 6rneklerinin sahadan toplanip laboratuvara taginmasi
esnasinda yaklasik 10-12 saatlik bir siire gegmesinin daha diisiikk oranda
Campylobacter spp. izole edilmesinde etkisi olabilir. Koyun bagirsak igerigi
orneklerinden rektal svap orneklerine gore daha yiliksek oranda Campylobacter
spp. izolasyonu, bu etkenlerin hayvanlara bulagmasinda sadece digki ile bulagik
gidalarin roliiniin olmadigini, bunun yani sira hayvanlarin ¢evreden horizantal
yolla da bu etkenleri alabilecegi kanisini dogurmaktadir. Ayrica g¢evrenin
Campylobacter ile kontamine olmasinda digki ile birlikte mezbahada kesilen
hayvan akintilarinin yiizey sularina bulagmasinin da 6nemli rol oynayabilecegi
distiniilmektedir.

Calismada  koyunlardaki Campylobacter izolasyon oraninin
sigirlardakinden yaklasik iki kat daha yiiksek oldugu tespit edildi. Bu sonug,
tilkemizde Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda da gozlenmistir. Diker (1985),

inceledigi 150 adet sigir ve koyun safra Orneginde sirasiyla % 35 ve % 57
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oraninda Campylobacter spp. izole etmistir (44). Bu ¢alismada, sigir ve koyun
orneklerinde izolasyon amaci ile ayn1 metodoloji uygulanmasina ragmen meydana
gelen bu farklilikta mevsimin de 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Koyun
orneklerinin Campylobacter spp. izolasyonunun pik yaptigi ilkbahar aylarinda
(191) toplanmasi, buna karsilik sigir drneklerinin ise izolasyonun daha diisiik
oldugu yaz aylarinda (89) toplanmasi bu goriisii desteklemektedir. Ayrica
hayvanlarin yetistirme sekli ve kosullarinin etkisi s6z konusu olabilir. Soyle ki;
mezbahada kesilen hayvanlarin orijinleri hakkinda bilgi mevcut olmamakla
birlikte iilkemizde 6zellikle de Dogu Anadolu’da koyunlarin stiriiler halinde ve bir
arada tutulmasi, sigirlarin ise birkag hayvandan ibaret kiiciik aile isletmelerinde
yetistirilmesi bu oranlarin elde edilmesinde etkili olabilir.

Konvansiyonel kiiltiir metotlar1 ile Campylobacter spp. olarak tespit edilen
izolatlarin tiir spesifik primerlerle yapilan multipleks PCR analizi neticesinde,
sigir orijinli izolatlarin % 59,5°1 C. jejuni ve % 10’u C. coli olarak identifiye
edildi. Campylobacter jejuni’nin C. coli’den daha yaygin olarak saptanmasi
bir¢ok calismada rapor edilmistir (17, 29, 77). Bae ve ark. (2005), inceledikleri
686 sigir rektal svap orneginden % 34 oraninda C. jejuni izole ederken, % 8
oraninda C. coli izolasyonu bildirmislerdir. Ayn1 arastirmacilar besi sigirlarinda
C. coli’nin daha disiik, siit ineklerinde ise daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir
(17). Bu ¢aligmada, ornek toplanmasi asamasinda herhangi bir kayit tutulmamakla
birlikte, drneklerin mezbahada kesim amaci ile getirilen besi ya da laktasyonda
olmayan hayvanlardan toplanmasinin C. coli’nin daha diisiik oranda tespit
edilmesine katki sagladigi diisiiniilmektedir. Calismada multipleks PCR ile C.

jejuni ve C. coli olarak identifiye edilemeyen izolatlar Campylobacter spp. olarak
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kabul edildi. Bununla birlikte, 42 °C’de diisiik oranda iiremelerine ragmen
Arcobacter spp. gibi Campylobacter benzeri bakteriler de olasiliklar arasinda
degerlendirilmelidir. Sigirlarin digki ve i¢ organlarinda diger Campylobacter
tirlerinin (C. lanienae, C. hyointestinalis, C. lari, C. sputorum, C. fetus ssp. fetus
vb.) varligmi bildiren ¢aligmalar mevcuttur. Hatta bazi calismalarda C.
lanienae’nin sigir digkisinda C. jejuni’den daha yaygin olarak saptandigi dikkatten
kagmamaktadir (90, 91). Ornegin; Inglis ve ark. (2004), sigir diski drneklerinde
yaptiklart bir aragtirmada % 56 oraninda C. lanienae izole ederken, C. jejuni
izolasyon oranini % 13 olarak bildirmislerdir (90). Ancak iilkemizde sigirlarda C.
jejuni ve C. coli disindaki Campylobacter tiirlerinin varligin1 ortaya koymaya
yonelik caligmalar bulunmadigi icin bu konu hakkinda spekiilasyon yapma
olasiligi bulunmamaktadir. Gelecek yillarda C. lanienae ve diger tiirlerin varligin
ortaya koymaya  yonelik  yapilacak  arastirmalar  campylobacterlerin
epidemiyolojisinin daha iyi anlasilmasi bakimindan 6nem tagimaktadir.
Campylobacter jejuni ve C. coli rektal svap, bagirsak icerigi ve safra
orneklerinde yiiksek oranda tespit edilmesine ragmen sigir karaciger
orneklerinden izole edilemedi. Campylobacter tiirleri saglikli sigirlarin
bagirsaklarinda ve safrada kommensal olarak bulunduklarindan dolay1r bu
orneklerde campylobacterlerin yiiksek oranda izole edilmesi siirpriz degildir.
Kanathilarin viicut sicakliklar1 termofilik campylobacterlerin {iremesine uygun
oldugundan dolayr bu hayvanlarin karaciger oOrneklerinde yiiksek izolasyon
oranlar1 elde edilmistir (27, 61). Yine yapilan ¢alismalarda, koyun ve domuz gibi
diger hayvanlarin karaciger 6rneklerinde C. jejuni ve C. coli’nin varlig1 ortaya

konmus (38, 129) olmakla beraber klinik olarak saglikli sigir karacigerinde bu
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etkenlerin izolasyonu hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir. Kramer ve ark.
(2000), perakende satilan sigir karaciger orneklerinde yaptiklari bir arastirmada
yikksek oranda Campylobacter spp. izole etmislerdir (104). Bu durum
karacigerlerin islenmesi ya da tasinmasi sirasinda insan ve kullanilan ekipmanlar
aract ile olusan kontaminasyondan kaynaklanabilir.

Koyunlarda, konvansiyonel kiiltiir metotlar1 ile Campylobacter spp. olarak
tespit edilen izolatlarin tiir spesifik primerlerle yapilan multipleks PCR analizi
neticesinde % 34’1 C. jejuni ve % 33’1 C. coli olarak identifiye edildi. Bu oranlar,
ayn1 bolgede Ertas ve ark.‘nin (2003) az sayida koyun safra 6rnegi ve ayni besi
yeri ve metodoloji kullanarak elde ettikleri oranlarla (% 34 C. jejuni ve % 32 C.
coli) paralellik gostermektedir (58). Bununla birlikte, {ilkemizin farkl
bolgelerinde koyunlarda yapilan ¢alismalarda C. jejuni % 15- % 41, C. coli ise %
7- % 9 arasinda degisen oranlarda izole edilmistir (44, 45, 137). Yapilan
aragtirmalar, izolasyon amaci ile kullanilan Preston Campylobacter Selektif
Agarm C. coli tiriini, C. jejuni’ye kiyasla daha yiiksek oranda tespit ettigini
gostermistir (129). Bu g¢alismada C. coli’nin ilkemizdeki diger g¢aligmalardan
daha yiiksek oranda saptanmasinda, bir¢ok faktoriin yani sira izolasyon amaciyla
Preston Campylobacter Selektif Agarin kullanilmasinin da roli  oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica koyunlarda C. jejuni ve C. coli izolasyon oranlari
benzerlik gostermesine ragmen Ornek tiirii diizeyinde incelendiginde; C. jejuni’nin
mezbaha orneklerinde, C. coli’nin ise sahadaki 6rneklerde daha yiiksek oranda
bulundugu ve bu farkliligin istatistiksel olarak 6nemli oldugu gozlendi. Robinson
(1982), siit amaciyla yetistirilen hayvanlarda C. jejuni’nin digki ile siirekli olarak

cevreye atilmadigini bildirmisdir (173). Buna karsilik C. coli’nin digki ile ¢evreyi
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stirekli olarak kontamine ettigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (7, 43). Bu
calismada, saha Orneklerinde C. coli’nin daha yiiksek oranda bulunmasinda bu
faktoriin rolii s6z konusu olabilir. Ayrica yapilan calismalarda cevresel su
kaynaklarinda C. coli’nin C. jejuni’ye gore daha yiiksek oranda tespit edilmesi de
(29), C. coli'nin daha yiiksek oranda ¢evreyi kontamine ettigi fikrini
desteklemektedir. Koyunlarin bagirsak igerigi izolatlarnin yaklasik %5’inde
multipleks PCR ile hem C. jejuni ve hem de C. coli’nin identifiye edilmesi, soz
konusu orneklerden saf izolasyon yapilamadigini diisiindiirmektedir.

Koyun karacigerlerinin insan Campylobacter infeksiyonlarinin muhtemel
kaynaklar1 olabilecegi bildirilmistir. Cornelius ve ark.’nin (2005) inceledikleri 272
karaciger 6rneginde yiiksek oranda (% 66) Campylobacter izole etmeleri (38) bu
goriisii desteklemektedir. Bu c¢aligmada, sigirlarin yam1 sira koyun karaciger
orneklerinde Campylobacter izolasyonunun yapilmasi planlandi. Ancak hayvan
sahipleri koyunlardan karaciger toplanmasina izin vermedikleri ve calismanin
biitcesi bu Orneklerin satin alinmasma olanak saglamadigi i¢in koyunlardan
karaciger ornekleri toplanmadi.

Bu c¢alismadaki konvansiyonel kiiltlir ve multipleks PCR verileri
insanlarda akut bakteriyel gastroenteritisin en yaygin sebebi olan Campylobacter
tirlerinin tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de sigir ve koyunlarda yiiksek
seviyede seyrettigini gostermektedir. Campylobacter jejuni’nin gevreyi ve
karkaslar1 kontaminasyonda hem sigir hem de koyunlar énemli rol oynarken, C.
coli’nin ¢evreyi kontaminasyonunda ise koyunlarin roliiniin sigirlara gére daha
yiiksek oldugu gozlendi. Sonug¢ olarak, saglikli sigir ve koyunlarin termofilik

campylobacterlerin major cevresel rezervuarlari olduklar1 ve gida zincirini ve
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cevreyi kontamine etmede 6nemli role sahip olduklar1 kanaatine varildi. Ancak bu
hayvanlarin insan Campylobacter infeksiyonlarindaki rollerinin tam olarak
anlagilmasi i¢cin aynm1 bolgedeki insan ve g¢evresel Ornekleri de kapsayan genis
Olcekli bir epidemiyolojik arastirmaya gereksinim oldugu diistiniilmektedir.

Tiirkiye’de sigir ve koyun orijinli Campylobacter tiirlerinde ne oranda bir
genetik polimorfizm oldugunu ya da bu etkenlerin ka¢ susunun infeksiyonda
dominant oldugunu ortaya koymaya yonelik bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu
yonde yapilacak bir arastirma Campylobacter infeksiyonlarma karsi kontrol
stratejileri gelistirerek gerekli koruyucu oOnlemlerin alinmasi ve dolayisiyla
infeksiyonun populasyondan eradike edilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.
Calismada tiir spesifik PCR sonucunda C. jejuni ve C. coli olarak identifiye edilen
izolatlar arasindaki genetik polimorfizm, diger metotlarla karsilastirildiginda
birgok avantaja sahip olan fla tiplendirme ve RAPD metotlar1 kullanilarak
aragtirildi.

Campylobacter tiirlerinin PCR-RFLP analizi i¢in en sik tercih edilen gen
bolgesi flagelladir. Campylobacter spp.’deki flaA geni 6nemli bir sekans
heterojenitesi  gosterir ve dolayisiyla molekiiler analizler i¢in 1iyi bir
epidemiyolojik marker olarak kullanilir. Ancak son yillarda fla tiplendirme ve
diger molekiiler yontemlerin, genetik instabilitenin varligindan dolay1
campylobacterlerin tiplendirilmesinde yetersiz olabilecegi ortaya konmustur
(211). Son yillardaki c¢aligmalarda campylobacterlerin flagella gen bdlgesinde
rekombinasyonlarin varligr kanitlanmistir (209). Multilocus sequence typing
(MLST) teknigi kullanilarak yapilan aragtirmalarda diger genetik bolgelerde de

rekombinasyon ve mutasyonlardan dolay1r genetik instabilitenin varligi rapor
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edilmistir (47). Bu sebeple yapilacak en pratik ¢oziim birden fazla metot
kullanilarak tiplendirme yapmaktir. Fla tiplendirme, diger metotlara gére daha az
emek sarf edilmesi, yapilisinin kolay olmasi ve ¢ok daha ucuz olmasi nedeni ile
siklikla kullanilmigtir. Caligmada sigirlarin safra, bagirsak igerigi ve rektal svap
orneklerinden elde edilen C. jejuni ve C. coli izolatlar1 flaA tiplendirme metodu
ile basarili bir sekilde tiplendirildi ve toplam 28 flaA profili elde edildi. Sigir
orijinli Campylobacter tiirlerinin flaA tiplendirilmesi amaci ile farkli restriksiyon
enzimleri kullanilarak yapilan onceki ¢aligmalarda dokuz ile 35 arasinda flaA
profili tespit edildigi bildirilmistir (65, 112). Campylobacter tiirlerinden elde
edilen flaA profil sayisindaki farklilikta; kullanilan primerler, laboratuvar
kosullar1 ve izolatlarin cografik dagiliminin etkisinin oldugu rapor edilmistir (16,
141). Bu calismada bagirsak igerigi ve safradan elde edilen flaA profillerinin
rektal svap orneklerinden elde edilen profillerden tamamen farkli oldugu tespit
edildi. Profiller arasindaki bu farklilikta Orneklerin farkli cografik bdolgede
toplanmasinin rolii oldugu disiiniilmektedir. Baz1 flaA profilleri yiiksek oranda
tespit edilirken, bazis1 da sadece birer izolatta gézlemlendi. Ornegin; sigirlarin
rektal svap Orneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarinda en yaygin olarak
bulunan profil % 58’lik bir oranla temsil edildi.

Koyun orneklerinden izole edilen C. jejuni ve C. coli’lerin flaA
tiplendirilmesi neticesinde toplam 48 farkli profil elde edildi. Koyun orijinli
Campylobacter izolatlar1 arasindaki genetik heterojenitenin arastirilmasina
yonelik caligmalar olduk¢a sinirhdir. Fitzgerald ve ark. (2001) tarafindan
gerceklestirilen bir ¢alismada, fla tiplendirme yontemi ile 71 koyun izolatindan 14

farkl1 profil elde edilmistir (65). Yine koyun abortlarindan elde edilen 25 C. jejuni
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izolatinin PFGE analizinde, 10 farkli profil elde edildigi ve predominant
profillerin izolatlarin % 66’sinda goézlemlendigi bildirilmistir (114). Bu tez
calismasinda da elde edilen flaA profillerinin bir kisminin bu ¢alismaya paralel
olarak diger profillerle kiyaslandiginda daha dominant oldugu gozlendi. Ornegin;
koyunlarin bagirsak igerigi Orneklerinden elde edilen C. jejuni ve safra
orneklerinden elde edilen C. coli izolatlarinda en yaygin olarak bulunan profiller
% 45’lik bir oranla temsil edildi.

Calismada sigirlardan elde edilen flaA profilleri koyunlardakinden
tamamen farklilik gosterdi. Ayrica flaA tiplendirme neticesinde koyun orijinli
termofilik Campylobacter izolatlar1 arasindaki genetik heterojenitenin sigir
izolatlar1 ile kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu tespit edildi. Ornegin; sigir
orijinli C. coli izolatlarinin flaA tiplendirmesi neticesinde 5 farkli restriksiyon
profili elde edilirken, koyun orijinli izolatlarda 22 farkli profil saptandi. Bu
farkliligin, incelenen sigir orijinli C. coli izolatlarinin, koyunlara gore daha az
sayida olmasindan da kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. FlaA tiplendirme
neticesinde hem sigir hem de koyun izolatlarindan elde edilen profillerden
bazilariin diger profillere kiyasla daha yiiksek oranda bulundugu saptandi. Bu
bulgularin 1g181nda, koyun ve sigirlarda campylobacterlere karsi koruyucu amagla
as1 calismalar1 yapilmadan once, saha c¢alismasi yaparak etkenler arasindaki
genetik heterojenitenin arastirilmasi ve predominant izolatlarin mutlaka goz
oniinde bulundurulmasinin uzun vadede basarili sonu¢ elde etmek icin biiyiik
onem tasidig diisiiniilmektedir.

Campylobacter tiirlerinin tiplendirilmesinde bagvurulan diger bir metot,

cesitli primer ve reaksiyon kosullar1 kullanilarak uygulanan RAPD teknigidir. Bu
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metot, bakteriyel genomun tamamindaki polimorfizmi aragtirmaya uygun olup,
uygulanmasi kolay ve ayrim giicii olduke¢a yiiksektir. Bu ¢alismada, sigir orijinli
C. jejuni ve C. coli izolatlarinin OPA-11 primeri kullanilarak yapilan RAPD
analizi neticesinde toplam 42 farkli profil saptandi. Bu, Nielsen ve ark.’nin (2000)
elde ettigi 56 (145) ve Hernandez (1995) ve ark.’nin elde ettigi 118 RAPD
profilinden (80) daha diisiiktiir. Izolatlarin orijini, cografik farkliliklar ve
profillerin yorumlanmasindaki farkliliklarin yani sira kullanilan primerlerin tiiri
ve sayist bu calismalarda birbirinden ¢ok farkli sonuglar elde edilmesinde rol
oynayabilir.

Calismada s18ir bagirsak icerigi ve rektal svap drneklerinden elde edilen C.
jejuni izolatlari, birka¢ deneme yapilmasina ragmen RAPD ile basarili bir sekilde
tiplendirilemedi. Rektal svap ve bagirsak igeriginden saf izolasyon igin
zenginlestirme asamasi kullanilsa da izolatlarin saf olarak elde edilmemis olmasi,
bu basarisizligin nedeni olarak disiiniilmektedir. Campylobacterlerin bagirsak
igerigi ve rektal svap orneklerinden saf olarak izolasyonu amaci ile daha onceki
caligmalarda selektif besi yerleri ile birlikte filtrasyon teknigi kullanilmistir (14,
55). Bu tez calismasinin biitgesi filtrasyon tekniginin kullanilmasina olanak
vermediginden dolay1 izolasyon amaci ile sadece Preston Campylobacter Selektif
besi yeri kullanildi.

Koyun orijinli C. jejuni ve C. coli izolatlarinin RAPD analizinde tiim
izolatlar basarili sekilde tiplendirildi ve toplam 45 farkli profil elde edildi.
Profillerin birkaginin yiiksek oranlarda tespit edilmesi ve diger profiller arasinda
sadece az sayidaki bant farkliliklarindan kaynaklanan profil dagilin

gozlenmesinden dolayr mezbaha izolatlar ile saha izolatlar1 arasinda genetik
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olarak yakin bir iligki olabilecegi kanis1 olugsmaktadir. Daha once de ifade edildigi
gibi koyun orijinli Campylobacter izolatlarindaki genetik heterojeniteyi ortaya
koyan c¢aligmalar olduk¢a sinirlidir. Scates ve ark. (2003) koyun karaciger orijinli
30 Campylobacter izolatinda yaptiklar1 bir arastirmada, RAPD yo6ntemi ile sekiz
farkli profil elde ettiklerini ve predominant profilin izolatlarin % 55’ini temsil
ettigini bildirmislerdir (181). Bu tez calismasinda, koyunlardan elde edilen en
yaygin profiller; C. jejuni izolatlarmin % 63’1 ile rektal svap 6rneklerinde ve C.
coli izolatlarinin % 48’1 ile safra 6rneklerinde gozlendi.

Koyunlardan elde edilen C. coli izolatlarinda saptanan RAPD profillerinin
say1st, sigir orijinli C. coli izolatlar1 ile koyun orijinli C. jejuni izolatlarindan elde
edilen RAPD profillerinden daha fazla bulundu. Ayrica koyun orijinli C. jejuni
izolatlar1 arasindaki genetik heterojenitenin sigir orijinli C. jejuni izolatlarina gore
daha diisiik oldugu gozlendi. Sigirlarda C. jejuni izolatlarindan 37 farkli profil
elde edilirken, koyunlarda 24 farkli profil saptandi. RAPD sonuglari; sigirlarda C.
jejuni izolatlar1 ve koyunlarda ise C. coli izolatlar1 arasindaki genetik
heterojenitenin daha yliksek oldugunu ortaya koymaktadir.

RAPD yonteminin ayrim giiciiniin RFLP teknigine gore daha yiiksek
oldugu konusunda arastiricilar arasinda yaygin bir fikir mevcuttur. Cilinkii RFLP
ile belirli bir gen bolgesi hedef alinirken, RAPD yonteminde tiim genom hedef
alimmakta ve tiplendirme yapilmaktadir. Sigir safra 6rneklerinden elde edilen C.
jejuni izolatlarinin RAPD ile tiplendirilmesinde saptanan profil sayisinin flaA
tiplendirme ile elde edilenden iki kat fazla olmasi bu goriisii desteklemektedir.
Diger yandan, RAPD yontemi ile elde edilen bant profillerinin yorumlanmasi,

kiiglik ve silik bant farkliliklar1 ile birlikte ¢ok bant olusmasindan dolay1 flaA
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tiplendirmeye gore daha zordur (112, 145). Bu ¢alismada, flaA tiplendirme ile
elde edilen profillerin RAPD ile elde edilenlerle karsilastirildiginda, ayrim ve
yorumlanmasinin daha kolay oldugu gozlendi. Buna karsilik yukarida sozii
edilenin aksine, koyunlarda flaA tiplendirme ile elde edilen profillerin RAPD ile
elde edilen profillerden daha fazla oldugu saptandi. Bu bulgular, sigirlardan elde
edilen ve dnceki ¢alismalarda rapor edilen RAPD yonteminin ayrim giiciiniin daha
yiiksek oldugu sonucu ile tezat olusturmaktadir. Ancak, benzer sonuglara ayni
bolgede Ertas ve ark.’nin (2004) kanathi hayvanlarda yaptiklari bir ¢calismada da
rastlanmistir (57). RAPD analizlerinde; bant profillerinin bilgisayar ortaminda
degerlendirilerek sonuglarin yorumlanmasi, bu teknikte yukarida belirtilen
nedenlerle karsimiza ¢ikan yorum farkliliklarinin minimize edilmesinde ve
dolayisiyla verilerin daha saglikli yorumlanmasinda faydali olmaktadir. Bu tez
calismasinda, gerekli alt yapi1 mevcut olmadigindan izolatlarin RFLP ve RAPD
yontemi ile tiplendirilmesi neticesinde elde edilen profiller gozle degerlendirildi.
Ayrica ¢alismada RAPD analizi i¢in sadece bir primerin kullanilmasinin, RFLP
analizine gore daha diisilk oranda bant profili elde edilmesinde rolii olabilecegi
distiniilmektedir.

Sonug olarak, sigir ve koyun orijinli C. jejuni ve C. coli suslar1 arasindaki
genetik heterojeniteyi tespit etmeye yonelik olarak flaA tiplendirme ve RAPD
yonteminin, bazi 6nemli noktalar dikkate alinmak sureti ile giivenilir bir sekilde
kullanilabilecegi saptandi. Bununla birlikte metotlarin ayni anda kullanilmasinin
aralarindaki diisiik korrelasyon dolayisiyla tercih edilmemesi ya da farkli
molekiiler tiplendirme metotlar1 ile desteklenmesi gerektigi diisliniilmektedir. Bu

calismanin sonuglari, saf izolasyonun zor oldugu rektal svap ve bagirsak icerigi
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gibi orneklerden elde edilen izolatlarin tiplendirilmesinde flaA tiplendirmenin
RAPD yontemine gore daha avantajli olabilecegini ileri siirmektedir. Buna
karsilik RAPD tekniginin saf izolasyonun kolay oldugu orneklerden elde edilen
izolatlarin incelenmesinde tercih edilmesinin uygun olabilecegi diisliniilmektedir.
Bu tez ¢aligmasi sonucunda elde edilen veriler, C. jejuni ve C. coli’nin
cevreyi ve gida zincirini kontamine etmesinde sigir ve koyunlarin 6énemli role
sahip olduklarini ve bu hayvanlarin Campylobacter epidemiyolojisinin
incelenmesinde mutlaka g6z Oniinde bulundurulmasi gerektigini ortaya
cikarmistir. Campylobacter jejuni’nin kaynagi olarak sigir ve koyunlarin her ikisi
de onemli role sahip iken, C. coli’nin gevreye yayilmasinda 6zellikle koyunlarin
onemli rol oynadig1 saptandi. Ayrica yapilan tiplendirme neticesinde, koyun ve
sigir orijinli izolatlar arasinda yiiksek bir genetik heterojenitenin mevcut oldugu
ve bazi bant profillerinin diger profillere gére daha dominant oldugu goézlendi.
Sigir ve koyunlarin, insanlarda Campylobacter infeksiyonlarindaki roliinii ortaya
koymak ve bu infeksiyonun epidemiyolojisini daha iyi anlayabilmek i¢in, bu
hayvanlarin yani sira insan ve g¢evresel kaynaklardan alinacak orneklerin PFGE
gibi ayrim giicii ve standardizasyonu daha yiiksek olan molekiiler tiplendirme
yontemleri ile incelenmesini hedefleyen genis Olgekli arastirmalara gereksinim

duyulmaktadir.
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