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Arastirma Makalesi

(074
Makale Tarihgesi: Diinya’da gida kaynakli bakteriyel hastaliklar arasinda en yaygini olarak
Ezﬁafil:r}.lﬁ.lliggigg rapor edilen Campylobacter spp. kanatli barsak florasinda yiiksek diizeyde
Online Yayl-nla.nm.a: 10.03.2023 bulunmaktadir. Ayrica, sigir ve koyun gibi ¢iftlik hayvanlarinin barsak florasi

da Campylobacter spp. i¢in uygun ortam olusturmaktadir. Yapilan bu
calismada Kasim 2020 — Subat 2021 tarihleri arasinda Afyonkarahisar il
merkezinde satisa sunulan pili¢ etlerinde (but, gogis ve kanat)
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli ve Campylobacter lari suslar

Anahtar Kelimeler:
Campylobacter jejuni

C.coli

C.lari Real-Time PCR yontemi ile arastirilmigtir. Bu amagla 30 adet pili¢ kanat, 27
Pilig Eti adet pili¢ but eti, 24 adet pili¢ gogiis eti 6rnegi olmak lizere toplam 81
Real-Time PCR

numune analize almmistir. Yapilan c¢alismada Orneklerin = %18,52
(15/81)’sinin Campylobacter spp ile kontamine oldugu tespit edilmistir. C.
jejuni, kanat etlerinde %13,33 (4/30), but etlerinde %7,41 (2/27) oraninda
saptanmis olup, gogiis etlerinde tespit edilmemistir. C. coli kanat etlerinde
%3,33 (1/30), but etlerinde %25,93 (7/27), gogiis etlerinde %4,17 (1/24)
seviyesinde tespit edilmistir. C. lari, tiim pili¢ parca etlerinde (kanat, gogiis
ve but) tespit edilmemistir. Halk sagligini tehdit eden onemli zoonozlar
arasinda yer alan Campylobacter spp. enfeksiyonlar: tim diinyada yaygin
olarak goriilmektedir. Ozellikle C. jejuni’nin kanatli hayvanlarimin barsak
florasinin normal iiyesi olmasi sebebiyle mezbahalarda kesim sirasinda
hijyen kurallarina ve capraz kontaminasyona dikkat edilmesi dnerilmektedir.

Investigation of Campylobacter jejuni, Campylobacter coli and Campylobacter lari in Chicken
Meat for Consumption with Real-Time PCR in Afyonkaraisar

Research Article ABSTRACT

Article History: In today's World, the most commonly reported bacterial food diseases are
iizz"g‘é; ﬁgg'ggg caused by Campylobacter spp. According to researches, Campylobacter spp.
Pub,iihed' online: 10.03.2023 can be found in broilers intestinal flora, also farm animals like sheep and

cows intestinal flora provides suitable habitat for Campylobacter spp. In this
study, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli and Campylobacter lari

E:}r,n\,\[’)c;/:g;;cter jejuni were searched in broiler meat (chicken breast, wing and legs) which were
C. coli sold between November 2020 — February 2021 by using Real-Time PCR
C. lari methodology. For this purpose, 30 chicken wings, 27 chicken legs, and 24

Chicken meat

Real-Time PGR chicken breast, a total of 81 samples were analyzed. This research, it is

determinded that 18 % (15/81) of samples are contaminated by
Campylobacter spp. C. jejuni was found in 13.33 % (4/30) of chicken wings,
and and 7.41 % (2/27) of chicken legs but it was not found in any chicken
breast samples. C. coli was found in 3.33 % (1/30) of chicken wings, 25.93 %
(7/27) of chicken legs and 4.17 % (1/24) of chicken breasts. C. lari was not
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found in any of samples. Campylobacter spp infections, which are considered
as zoonosis that threatens public health, are widespread in the world.
Especially, due to the fact that C. jejuni is a regular member of the intestinal
flora of poultry, hygiene rules during slaughter, especially in
slaughterhouses; it is recommended to pay attention to cross-contamination.

To Cite: Arpact FD., Kara R. Afyonkarahisar’da Tiiketime Sunulan Pili¢ Etlerinde Campylobacter jejuni, Campylobacter
coli ve Campylobacter lari Varliginin Real-Time PCR ile Arastirilmasi.. Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Dergisi 2023; 6(1): 832-841.

Giris

Campylobacter spp. gram negatif, hareketli, ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan kiigiik ve sarmal
sekilli bir bakteridir (Ray ve Bhunia, 2016). Diinya’da gida kaynakli bakteriyel hastalik etmenleri
arasinda en yaygmi olarak Campylobacter spp. rapor edilmektedir. Yapilan c¢alismalarda
Campylobacter spp. kanatli barsak florasinda yiiksek diizeyde bulunmasinin yaninda, sigir ve koyun
gibi ¢iftlik hayvanlarinin barsak florasinda da bulunabilmektedir (Hizlisoy ve ark., 2020). Bati
Avrupa’daki insanlarin %1’inin Campylobacter enfeksiyonuna maruz kaldigit WHO (Diinya Saglik
Orgiitii) tarafindan tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de ise Campylobacter enfeksiyonuna bagl
gastroenterit oran1 %1-13 arasinda olarak bildirilmistir (Ongen 2006; Humprey, 2007; Cokal, 2015).
Avrupa Gida Giivenligi Konseyi (EFSA) tarafindan 2015 yilinda yapilan arastirmada, Campylobacter
enfeksiyonun gecen yillara gore duragan duruma gegmesine ragmen hala AB’de de en yaygin rapor
edilen gida kaynakli hastalik olmustur. 2013 yilindaki vaka sayilar1 2012 yilindaki vaka sayilariin
seviyesinde kalmistir. Bununla birlikte Campylobacter enfeksiyonu 214.779 vaka ile AB’de
cogunlukla tavuk etinden bulasan gida kaynakli enfeksiyondur (EFSA, 2015). Campylobakteriosis;
kanatlhilarin konakg¢1 oldugu, termofilik Campylobacter spp. tarafindan olusturan, insanlarda bakteriyel
gastroenterite sebep olan zoonotik bir enfeksiyondur (Biiyiikiinal, 2017). C. jejuni enfeksiyonu,
Salmonella, Shigella ve E.coli enfeksiyonlarindan daha yaygin olarak bakteriyel gastroenterit’e neden
olmaktadir (Ozgiir, 2020). Kesimhane siirecinde hijyen kurallarina yeterince uyulmamasima bagl
olarak, kanath hayvanlarin bagirsak igeriginde dogal olarak bulunan Campylobacter spp. ile etler
kontamine olabilmektedir. Campylobacter spp. ile kontamine olmus etler insanlar tarafindan az
pisirilmis olarak tiiketildigi zaman, insanlarda gastroenteritlerin yaninda endokardit, peritonit, kolit ve
Guillain-Barre ve Reiter sendromuna sebep olabilmektedirler (Biiylikiinal, 2017). Campylobacter
tirlerini tanimlamada yiiksek duyarliliga sahip ve 24 saatten daha kisa siirede tiir diizeyinde
tanimlayan molekiiler testler kullanilmaya baglanmigtir. Bu sebeple daha az zaman alici olmasi
nedeniyle, en ¢ok real-time PCR ve Multipleks PCR kullanilmaktadir (Borucu, 2017).

Yapilan farkli bolgelerdeki ¢alismalarda kanatli etlerinde (Ugar ve ark., 2007; Cokal 2015; Kestir ve
Ozpmar, 2018), Campylobacter spp. tespit edildigi bildirilmektedir. Yapilan bu c¢alisma ile
Afyonkarahisar ilinde tiiketime sunulan daha fazla tercih edilen parga etlerde Campylobacter spp.
yayginligmin durumunu hizli ve giivenilir olan Real Time PCR teknigi ile ortaya koymak

amaglanmustir.
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Materyal ve Metot

Materyal

Yapilan bu ¢alismada Kasim 2020 — Subat 2021 tarihleri arasinda Afyonkarahisar il merkezinde
market, sarkiiteri ve kasaplarda satisa sunulan orijinal ambalajinda paketlenmis pili¢ parca etlerinde
(but, gogiis ve kanat) Campylobacter jejuni, Campylobacter coli ve Campylobacter lari varligi Real
Time PCR yo6ntemi ile arastirilmistir. Bu amagla belirtilen tarihler arasinda 30 adet pili¢ kanat, 27 adet
pilic but, 24 adet pili¢ gdgiis eti drnegi olmak iizere toplam 81 numune toplanarak soguk zincir altinda

laboratuvara getirilmis ve analize alinmigtir.

Numunelerin On Zenginlestirme Islemi

Alinan numuneler soguk zincir altinda laboratuvara getirilmis ve analize almmustir. Pili¢ eti
orneklerinden 25 g steril stomacher torbalarina alinarak tizerine 225 ml Bolton Broth Selective
Supplement (Oxoid SR0183E) katkili Bolton Broth (Oxoid CMO0983; kan ilavesi olmayan) ilave
edilmistir. Daha sonra ornekler 30 saniye ile 1 dakika arasinda bir homojenizatoér araciligi ile
homojenize edilmistir. Inkiibasyondan oOnce, zenginlestirme torbalarinin iist kisimlarmi asagi
yuvarlayarak havasi alinmistir. Daha sonra 41,5£1°C de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra bir miktar numune bir tiipe aktarilnustir.

DNA Ekstraksiyonu

Bu amagla “SureTech™ C. jejuni, C. coli, C. lari PCR Assay” (ThermoScientific, Firlandia) Real
Time PCR test kiti kullanilmigtir. Kit igerisindeki Lizis Reaktifi-1ltiipleri oda sicakligina
dengelenmistir. Her Lizis Reaktifi 1 tlipiinden plastik kapag: cikarilarak, tiipe 10 pL Proteinaz K
eklenmigtir. Daha sonra zenginlestirilmis numunelerden 10’ar pL' Lizis Tiipiine aktarilmistir. Negatif
ekstraksiyon kontrolleri i¢in, 10 pL steril zenginlestirme sivisi; Pozitif kontrol numunesinin tretilmis
zenginlestirme sivisi da bir Lizis tiipine aktarilmistir. Hazirlanan numuneler Tablo 1°de verilen

program kullanarak ™ Termal Dongiileyicide (SimpliAmp™ Thermal Cycler) inkiibe edilmistir.

Tablo 1. Lysis i¢in termal dongiileyici ¢caligma programi

Basamak Sicaklik Siire
1 37°C 10 dk
2 95°C 5 dk
3 10°C 2 dk
4 4°C

Real Time PCR Reaksiyon Islemleri

SureTech™ Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari PCR Assay Kit iceriginde bulunan PCR tiipleri
dolaptan ¢ikartilarak oda sicakligina (23+£5°C) getirilmistir. PCR tiiplerinde bulunan peletleri rehidre
etmek i¢in 20 uL lizat (pozitif ve negatif numuneler de dahil) PCR tiipliine aktarilmistir. PCR

tiiplerindeki pelletin tamamen karismasi igin PCR tiipleri 10-15 saniye karistirtilmigtir. Bu asamadan
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sonra tiipler QuantStudio™ 5 Instrument and RapidFinder™ cihaza yerlestirilmis ve ¢alismay1
baglatmak icin RapidFinder ™ Analysis Software vl.1 yazihim direktifleri takip edilmistir.

Programdan elde edilen sonuglar degerlendirilerek pozitif ve negatif numuneler tespit edilmistir.

Pozitif Tespit Edilen Orneklerin Dogrulanmasi

Analiz sonucunda pozitif tespit edilen numunelere ait 6n zenginlestirme sivisindan 10 pL. alinarak
icerisine CCDA Selective Supplement (Oxoid SRO155E) ilave edilmis Campylobacter Blood-Free
Selective Agar Base (Modified mCCD-Preston, Oxoid CM0739) fizerine siirme yontemi ile ekim
yapilmustir. Ekim yapilan petriler mikroaerofilik (Campyjen CNO025A, 2,5 L) kosullar altinda
41,5°C'de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Ureyen koloniler EN ISO 10272-1: 2017 referans ydnteme

gore dogrulanmustir.

Referans Bakteriler

Yapilan c¢alismada kontrol olarak Campylobacter jejuni, ATTC 29428 (Microbiologics),
Campylobacter coli, ATTC 29428 (Microbiologics), Campylobacter lari, ATTC 29428
(Microbiologics) kullanilmustir.

Bulgular
Calismada 6rneklerde C. jejuni, C. coli ve C. lari varligina dair elde edilen internal kontrol pikleri
Sekil 1°de gosterilmistir. Ayrica 6rneklerde tespit edilen C. jejuni, C. coli ve C. lari analizlerine ait

numunelerin sonug grafikleri gosterilmistir (Sekil 2, 3, 4).

dongii sayisi

Sekil 1. Campylobacter coli, Campylobacter jejuni, Campylobacter lari integral kontrol pikleri
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Yapilan caligmada toplamda orneklerin %18,52 (15/81)’sinin Campylobacter ile kontamine oldugu
tespit edilmistir. C. jejuni, kanat etlerinde %13,33 (4/30), but etlerinde %7,41 (2/27) oraninda
saptanmis olup, gogiis etlerinde tespit edilmemistir. C. coli kanat etlerinde %3.33 (1/30), but etlerinde
%25,93 (7/27), gbgis etlerinde %4,17 (1/24), seviyesinde tespit edilmistir. C. lari, tiim pili¢ parga
etlerinde (kanat, gogiis ve but) tespit edilmemistir (Tablo 2).

Pili¢ parga etlerinde tespit edilen C. jejuni ve C. coli tiirlerinin 6rneklere gore dagilimi Tablo 3’de
gosterilmistir. But 6rneklerinin 5 tanesinde C. coli tespit edilirken 2 tanesinde hem C. jejuni hem de
C. coli tespit edilmistir. Caligmada bir tane gogiis eti drneginde C. coli tespit edilmistir. Analize alinan
kanat 6rneklerinde ise 4 tanesinde C. jejuni, bir tanesinde C. coli tespit edilmistir. Ornek gesitlerinin
higbirinde C. lari saptanmamustir.

Molekiiler yontem ile C. jejuni ve C. coli tespit edilen numuneler klasik kiiltiir yontemi ile de analize
alinmistir. Analiz sonuglarina gore molekiiler yontem ile Campylobacter tespit edilen numunelerden

klasik kiiltiir yontemi ile Campylobacter tiirleri tespit edilmis ve dogrulanmustir.

Tablo 2. Analiz edilen pilig eti 6rneklerinde Campylobacter spp varligi

Campylobacter spp C. jejuni C. coli C. lari
Numune N
n % n % n % n %
But 27 9 33,33 2 741 7 25,93 0 0
Gogiis 24 1 4,17 0 0,00 1 4,17 0 0
Kanat 30 5 16,67 4 1333 1 3,33 0 0
Toplam 81 15 18,52 6 741 9 11,11 0 0

N: toplam 6rnek sayilari; n: pozitif tespit edilen drnek sayilari

Tablo 3. Numunelere gore pozitif izolat dagilimlari
Numune C. jejuni C. coli C. lari
But - + -
But -
But
But
But
But -
But -
Gogiis
Kanat
Kanat
Kanat
Kanat
Kanat
Toplam

+ +

|+ + + + + +
1

+ 4|
1
1

o+ + o
1
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Tartisma

Analize alian 81 pili¢ parga etinin %18,52 (15/81)’sinin Campylobacter ile kontamine oldugu tespit
edilmistir. C. jejuni, kanat etlerinde %13,33 (4/30), but etlerinde %7,41 (2/27) oraninda saptanmig
olup, gogiis etlerinde tespit edilmemistir. C. coli kanat etlerinde %3,33 (1/30), but etlerinde %25,93
(7/27), gogiis etlerinde %4,17 (1/24), seviyesinde tespit edilmistir. C. lari, tim pili¢ par¢a etlerinde
(kanat, g6giis ve but) tespit edilmemistir (Tablo 2). Kanatli eti ve parga etlerde yapilan ¢aligmalarda
farkli oranlarda Campylobacter spp. tespit edilmistir.

Kestir ve Ozpmar (2018) yilinda Istanbul ilinde yapmus olduklari ¢aligmada; toplanan 100 adet ¢ig
tavuk kanadi ve tavuk baget 6rneklerinde yapilan kiiltiir ekimi sonucunda Bruker Daltonik Maldi kiitle
spektrometresi ile %10,7 C. jejuni/C. coli olarak tiplendirmistir. Hindi etlerinde yapilan bir caligmada
Ugar ve ark., (2007), Konya’da gesitli market ve kasaplardan toplanan toplam 117 adet ¢esitli hindi eti
triinlerinden, numunelerin 25’inde (%36,36) Campylobacter tiirleri saptanmigtir. Campylobacter
tiirlerinin dagilim oranlari; %5,12’si C. jejuni, %8,54’1 C. coli ve %7,69’u C. lari olarak bildirilmistir
(Ugar ve ark., 2007). Cokal (2015) Agustos 2013- Subat 2014 tarihleri arasinda Bandirma’da 9 adet
ticari yumurtaci tavuk kiimesinden alinan 362 adet taze diski Ornegi ile yaptig1 arastirmada %39,8
oraninda Campylobacter spp. tespit etmistir. Izole edilen 144 adet Campylobacter izolatlarinin 88’i C.
jejuni (%61,1) ve 56’sm1 C. coli (%38,9) olarak identifiye etmistir. Bardon ve ark. (2011), tarafindan
Cek Cumbhuriyeti’nde yapilan aragtirmada; 2009 yilinin subat ay1 ile kasim aylar1 arasinda lokal
siipermarketlerden toplanan 120 adet sogutulmus ve 120 adet dondurulmus tavuk eti numunesi
toplanmigtir. Analiz sonucu sogutulmus iriinlerde %75 oraninda dondurulmus iiriinlerde ise %37
oraninda Campylobacter spp. tespit edilmistir. Numunelerin %70’inde Campylobacter jejuni,
%18’inde Campylobacter coli, %12’sinde ise hem C. jejuni hem de C. coli bulunmustur.
Campylobacter lari ve Campylobacter upsaliensis tespit edilememistir (Bardon ve ark., 2011).
Sakaridis ve ark. (2019), tarafindan Yunanistan’daki kanatli mezbahalarindaki Campylobacter
tiirlerinin ve izolatlariin arasinda klonal iliski olup olmadigini belirlemek amaciyla 2019°da yapilan
caligmada 50 adet kiimes hayvani numunesi (karkaslarin boyun derisinden alinan) ve 25 adet ¢evresel
numune mikrobiyel kiiltiir ve PCR teknigi kullanilarak incelendiginde kiimes hayvani numunesinde
%98 pozitif Campylobacter spp. tespit edilmistir. Cevresel numunelerin biiyiik ¢ogunlugunda
Campylobacter spp. tespit edilmistir. Issa ve ark. (2018), tarafindan Istanbul’daki gesitli
stipermarketlerden ve mezbahalardan toplanan 540 ¢ig tavuk etlerinden termofilik Campylobacter
tiirlerinin prevalansimi belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada Campylobacter spp. %66,1 (357 adet)
oraninda tespit edilmistir. 357 adet numunenin 268 adedi C. jejuni, 89 adedi C. coli olarak tespit
edilmistir. Stella ve ark. (2017) yilinda Italya’daki pazarlanan kanath etlerindeki Campylobacter
kontaminasyonu degerlendirmek amaciyla 472 numune ile ¢alisma yapmuslardir. Italya’daki farkli
fabrika ve perakendecilerden tavuk eti ve hindi eti (¢esitli et tiirii, sakatatlar, et iirlinleri) toplanarak
yapilan ¢alismada; %34,1 oraninda Campylobacter spp. izole edilmistir. Erdogan (2020) tarafindan

yapilan ¢alismada; toplamda 120 adet numuneden %51,6 oraninda Campylobacter spp. tespit edilmis
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olup, stipheli 6rneklerde PCR teknigi kullanarak C.jejuni varligini dogrulamislardir. Bulgaristan’daki
pazarlarda satisa sunulan dondurulmus kiimes hayvanlarinin sakatatlarindaki Campylobacter spp.
varligimmi arastirmak i¢in yapilan calismada karacigerde %15,5, kursakta %41,8 ve kalpte %22,5
oraninda Campylobacter tespit edilmistir. Karacigerde Campylobacter coli %77,8 oraninda, C. jejuni
ise %22,2 oraninda bulunurken, kursak ve kalpte C. jejuni oram siwrasiyla %78,2 ve %55,6 olarak
bulunmustur (Vashin ve ark., 2009).

Amerikan CDC (Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi)’nin verilerine gore iilke genelinde
Campylobacter jejuni 19 916 vaka ile %28,93, C. coli 2164 vaka ile %3,14 ve C. lari ise 161 vaka ile
%0,23 oranlartyla iilke genelinde goriilmektedir. Ulke genelinde en fazla patojene sahip
Campylobacter spp. susu Campylobacter jejuni olmustur (CDC, 2021). Campylobacter enfeksiyonlari
tim diinyada yaygin olarak goriilen ve halk sagligini tehdit eden 6nemli zoonozlar arasinda yer
almaktadir. Ozellikle Campylobacter jejuni’nin tavuk karkaslarmnin barsak florasinin normal iiyesi
olmasi sebebiyle oOzellikle mezbahalarda kesim sirasinda hijyen kurallarmma uyulmadigi zaman
kontaminasyon goriilmektedir.

Aragtirma sonuglarimiz Campylobacter spp. yoniinden degerlendirildiginde, Bardon ve ark. (2011),
Issa ve ark. (2018), Sakaridis ve ark. (2019)’min verilerinden yiiksek; Kestir ve Ozpmar (2018) daha
diistik veriler; Ugar ve ark. (2007), Cokal (2015) benzer veriler elde edilmistir. Mevcut arastirma
sonuclarinin diger arastirmalardan farkli sonuglar olmast; ¢calismada kullanilan 6rnek sayisina, 6rnek
toplama mevsimlerine, kullanilan analiz yontemlerine bagli olabilmektedir. Ayrica drneklerin alindigi
bolgelerdeki iiretimin tiim asamalarinda hijyenik sartlara uyulma orani, 6zellikle iireticilerin bu

konudaki sorumluluk duygulari ile yapilan denetimlerin siklig1 etkili olabilmektedir.

Sonuc ve Oneriler

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada pili¢ parca etlerinin %18.52’sinin Campylobacter ile kontamine
oldugu tespit edilmistir. Analize alinan pili¢ parca etlerinde farkli oranlarda Campylobacter spp. tespit
edilmigtir. C. jejuni kontaminasyon orani en yiksek kanat etinde oldugu tespit edilmistir.
Campylobacter varligi iizerine; canli hayvanlarin enfekte olmasinin, kesimhane prosediirlerindeki
hatalarin, tiretim nakliye depolama hatalarinin, yetersiz 1s1l islemin ve ¢apraz kontaminasyonun etkisi
bulunabilmektedir. Bu kapsamda enfeksiyonun ¢iftlik asamasinda olusmasimin Oniine gegilmesi,
yetistiricilikle entansif yetistiriciligin 6zendirilmesi, biyogiivenlik onlemlerine uyulmasi, rodent ve
insektisitlerle gerekli miicadele yapilmasi gerekmektedir. Ayrica mezbahalarda kesim prosesine azami
Ozen gosterilmeli, tily yolma ve i¢ organlarinin ¢ikarilmasi asamalarinda olusabilecek kontaminasyon
engellenmelidir. Kanatl karkaslar1 ve parca etleri sogutularak, sogukta veya dondurularak muhafaza
edilmelidir. Capraz kontaminasyona ve kanatli et ve {irlinlerinin tiiketiminde 1s1l igleme dikkat
edilmelidir. Uretimin tiim agamalarinda personel, hava, su ve ekipman hijyeni ile temizlik ve
sanitasyona uyulmalidir. Periyodik olarak i¢ kontrol ve denetimler yapilmalidir. Tiim bakteriyel

zoonoz enfeksiyonlarda oldugu gibi Campylobacter spp. enfeksiyonlarinin énlenmesinde de en biiyiik
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etken hijyen kurallarina uymaktir. Bu nedenle “ciftlikten ¢atala prensibi” ile HACCP ve 1SO 22001

prosediirleri eksiksiz yerine getirilmelidir.

Tesekkiir

Bu ¢alisma Afyon Kocatepe Universitesi Bilimsel Proje Arastirmalari Koordinasyon Birimi (Proje No:
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