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OZET

Teksoy, N. (2019). Akut gastroenteritlerde C. jejuni ve C. coli disindaki
Campylobacter tiirlerinin arastirilmasi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Tibbi Mikrobiyoloji AD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Campylobacter enfeksiyonlar1 Avrupa ve Amerika’da en sik saptanan besin
kaynakli bakteriyel enfeksiyonlardir. Campylobacter enfeksiyonlarinin %95’inden C.
jejuni ve C. coli sorumlu olmakla birlikte birlikte son yillarda C. jejuni/coli dis1 diger

Campylobacter tiirlerinin bildiriminde artmis gézlenmektedir.

Bu c¢alismada, C. jejuni/coli disindaki Campylobacter tiirlerinin farkli
konvansiyonel kiiltlir yontemleri ile izolasyonu ve ayrica biyokimyasal ve molekiiler

yontemlerle identifikasyonu amaglanmistir.

Calismada, Aralik 2016- Ocak 2018 tarihleri arasinda akut gastroenterit 6n tanisi
alan 500 hasta ve 100 saglikli bireye ait digki 6rnekleri hem segici besiyerlerinin hem de
filtrasyon tekniginin uygulandigi kiiltiir yontemleri kullanilarak Campylobacter spp.
varlig1 acisindan incelenmistir. Izole edilen bakteriler fenotipik testler ve PCR
yontemiyle cins diizeyinde ve multipleks PCR yontemi ile tiir diizeyinde identifiye

edilmistir.

Caligmamizda, tamami hasta bireylerden olmak iizere toplam 31 (%6,2)
Campylobacter cinsi bakteri izole edilmistir. Bu bakterilerin 21 (%67,8)’i C. jejuni, 9
(%29)’u C. coli, biri (%3,2) C. concisus olarak belirlenmistir. Hippurat hidrolizi deneyi
ile C. jejuni suslar pozitif; C. coli suslar1 ise negatif sonu¢ vermistir. Ancak, mPCR
yontemiyle C. concisus oldugu belirlenen susun hippurat testi ile yalanci pozitif sonug
verdigi saptanmistir. Bu bulgu, hippurat geni (hipO) agisindan spesifik PCR yontemi ile
dogrulanmistir. Genel olarak Campylobacter’in tiir diizeyinde identifikasyonunda

molekiiler yontemlerin kullanilmasinin daha giivenilir oldugu goriilmiistir.

C. concisus ile infekte olan hastada karin agris1 ve kusmanin eslik ettigi yedi
giinde sonlanan akut kanli ishal gelismistir. Digskinin mikroskopik incelemesinde

polimorf niiveli 16kositler saptanmis ve diskida Salmonella, Shigella, Aeromonas,
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Yersinia ve Vibrio spp. tirememistir. C. concisus susunun ishal ile iligkili oldugu

disiinilmistiir.

Bu ¢alisma, iilkemizde insanda C. jejuni/coli dis1 diger Campylobacter tiirlerin
arastirildigr ve C. concisus’un saptandigi ilk ¢alismadir.

Anahtar Kelimeler: Campylobacter cinsi, C. concisus, Filtrasyon yontemi,
multipleks PCR, gastroenterit

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 58247
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ABSTRACT

Teksoy, N. (2019). Investigation of Campylobacter species other than C. jejuni
and C. coli in acute gastroenteritis. Istanbul University, Institute of Health Science,

Medical Microbiology Department. MsC Thesis. Istanbul.

Campylobacter infections are the most commonly detected food-borne bacterial
infections in Europe and America. Although C. jejuni and C. coli are responsible for
95% of Campylobacter infections, reports of non-jejuni/coli Campylobacter species

have been increasing recently.

In this study, it was aimed to isolate Campylobacter species other than C.
jejuni/coli by different conventional culture methods and also identify the strains by

biochemical and molecular methods.

In this study, fecal samples of 500 patients admitted to the hospital with acute
gastroenteritis between December 2016-January 2018 and those of 100 healthy
individuals were evaluated for the presence of Campylobacter spp. by culture method
both using a selective medium and membrane filter method. Bacteria were identified to

genus level by conventional methods and PCR and to species level by multiplex PCR.

In our study 31 (6.2%) Campylobacter spp. were isolated all from ill individuals.
Of these bacteria, 21 (67.8%) were C. jejuni, 9 (29%) were C. coli and one (3.2%) as C.
concisus. C. jejuni strains gave positive result by hippurate hydrolysis test whereas C.
coli strains gave negative. However, the strain which was determined to be C. consicus
by mPCR gave false positive result. This finding was confirmed by PCR method
specific for hippuricase (hipO) gene. In generally, the use of molecular methods for

identification of Campylobacter at species level was found to be more reliable.

The patient infected by with C. concisus developed acute bloody diarrhea with
abdominal pain and vomiting that ended in seven days. Microscopical analysis of the
stool revealed polymorphonuclear leukocytes and Salmonella, Shigella, Aeromonas,
Yersinia and Vibrio were negative in the culture. C. concisus strain was thought to be

associated with diarrhea.
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The study was the first study carried out among humans in which
Campylobacter species other than C. jejuni/C.coli were investigated and C. concisus
was isolated.

Key Words: Campylobacter spp., C. concisus, Filtration technique, multiplex
PCR, gastroenterititis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 58247



1. GIRIS VE AMAC

Campylobacter tiirleri diinya genelinde gida kaynakli bakteriyel ishallerin 6nde
gelen nedenidir. Cocuk ve yash hastalarda hafif veya ciddi seyirli enfeksiyonlara yol
acabilmekte, enfeksiyon sonrasi kalici norolojik belirtiler goriilebilmektedir (68).
Campylobacteriosis besin kaynakli enfeksiyonlar arasinda Avrupa ve ABD’de ilk sirada

yer alan bir zoonozdur (12, 20).

Campylobacter cinsine dahil edilen yeni tiir ve alt tiirlerin sayis1 son taksonomik
caligmalarla giderek artmistir. Campylobacter enfeksiyonlarmin %95’ini C. jejuni ve C.
coli olusturmakla birlikte, son yillarda C. jejuni/C. coli dis1 diger Campylobacter
tirlerinin de bu enfeksiyonlarn 6nemli bir kismindan sorumlu oldugunu bildiren

caligmalar bulunmaktadir (68).

Giliniimiizde Campylobacter enfeksiyonlarinin  mikrobiyolojik  tanisinda
kullanilan mevcut protokoller C. jejuni/coli (termofilik Campylobacter’ler)
izolasyonuna yonelik olarak standardize edilmistir. Bu durumun C. jejuni/coli disindaki
diger Campylobacter tiirlerinin diisitk oranlarda izole edilmelerinin veya hig
saptanamamalarinin sebebi olabilecegi disiiniilmektedir (42). Calismamizda ishalli
hasta digkilarinda farkli konvansiyonel kiiltiir yontemleri ve molekiiler yontemler
kullanilarak C. jejuni ve C. coli disindaki Campylobacter tiirlerinin varligi ve bu tiirlerin

akut gastroenteritlerdeki roliiniin arastirilmasi amag¢lanmistir.

Ulkemizde giiniimiize dek yapilmis calismalar termofilik Campylobacter
tiirlerinin arastirilmasina yoneliktir. Ancak yeni ortaya ¢ikan Campylobacter tiirleri ile
ilgili yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alisma, C. jejuni/coli
digindaki diger Campylobacter tiirlerinin arastirildig: ilk ¢aligma olma 6zelligine sahip
olup calisma sonucunda elde edilecek bulgularin rutin klinik uygulamaya yon verecegi

ve Campylobacter enfeksiyonlariin epidemiyolojisine katki saglayacagi kanisindayiz.



2. GENEL BILGILER
2.1. TARIHCE VE SINIFLANDIRMA

Campylobacter cinsi bakterilerin ilk tanimlanmasi Theodore Escherich’in,
‘kolera infantum’dan 6ldiigiinii diisiindiigii cocuklarin kalin bagirsaklarindan hazirladigi
preparatlarda, kivrik (spiral) sekilli bakterileri mikroskobik olarak gozlemledigi 1886
yilina uzanmaktadir (10, 68). Ancak Campylobacter kiiltiirii Escherich’in bu ilk
bulgularindan 20 yil kadar sonra yapilabilmistir. J. McFadyean ve S. Stockman ilk kez
1906 yilinda gebe koyunlarin uterus eksiidasindan Campylobacter’leri izole etmisler ve
1913 yilinda bildirmiglerdir. 1918 yilinda benzer bakterileri diisikk yapmis sigirlarin
fetiislerinden izole eden T. Smith ve M. Taylor spiral sekilleri nedeniyle bu
mikroorganizmalar1 Vibrio grubuna dahil etmisler ve Vibrio fetus ismini 6nermislerdir
(10, 69, 79). Daha sonra 1927 yilinda sigir bagirsagindan izole edilen benzer
morfolojideki mikroaerofilik bakteriler Vibrio jejuni, 1944 yilinda dizanterili domuz

diskisindan izole edilen bakteriler ise Vibrio coli olarak adlandirilmustir (79).

Insandan ise 1938'de 355 kisinin etkilendigi siit kaynakli bir ishal salgmninda
baz1 hastalarin kan kiiltiirlerinde V. jejuni’ye benzer’ bakterilerin iredigi, 1947 yilinda
ikisi sonradan diisiik yapan ii¢ gebe kadinin kanindan V. fetus’un izole edildigi
bildirilmigtir. 1957 yilinda E. King V. fetus ile birgok ortak ozellige sahip olmakla
birlikte farkli biyokimyasal ve antijenik 6zelliklere sahip olan ve 'vibriolarla iligkili
(‘related vibrio’) olarak adlandirdigi bakterileri tanimlamistir. O donemde selektif
kiiltir tekniklerinin heniiz gelistirilmemis olmasina bagli olarak 1972 yilina kadar

literatiirde sadece 12 'vibriolarla iliskili” olgu bildirilmistir (10).

Sebald ve Véron 1963°de, DNA’larinda diisiik baz (G+C) kompozisyonu
icermeleri, non-fermentatif metabolizmaya sahip olmalar1 ve {remeleri igin
mikroaerofilik ortama gereksinim duymalart nedeniyle, bu bakterilerin gergek
Vibrio lardan ayrilarak Campylobacter adi verilen yeni bir cins altinda toplanmasini

onermislerdir (16, 68).

1972 yilinda Belgika'da siddetli ishal ve yiiksek atesi olan 20 yasindaki bir kadin
hastanin kanindan ve daha sonra kiictik, kivrik comaklarin membrandan ge¢mesine izin

veren ancak daha biiyiik fekal mikroorganizmalar1 tutan 6zel bir filtrasyon teknigi



kullanilarak hastanin digkisindan 'vibriolarla iliskili (‘related vibrio”)' bakteriler (C.
jejuni) izole edilmis ve bu ilk digki kiiltiirii ile bakteriyeminin orijininin intestinal

enfeksiyon oldugu gdosterilmistir (10, 66).

Campylobacter cinsi, taksonomik olarak Proteobacteria subesi igerisinde
epsilon Proteobacteria sinifinda ve Campylobacteriales takiminda yer almaktadir (55).
Bu takimda Helicobacteriaceae ve Campylobacteraceae olmak {izere iki aile
bulunmaktadir. Campylobacteraceae ailesinde ise Campylobacter, Arcobacter ve

Sulfurospirillum cinsleri yer almaktadir (55, 59).

Campylobacter’lerin ve diger mikroaerofilik gram negatif g¢omaklarin
smiflandirilmas: son yillarda biiyiik Ol¢lide degisiklige ugramistir. DNA-rRNA
hibridizasyon, 16S rRNA sekans analizi ve immiinotiplendirme analizi gibi molekiiler
teknikler kullanilarak Campylobacter, Arcobacter, Helicobacter, Wolinella ve
“Flexispira” cinsleri ayni filogenetik gruba (rRNA siiperailesi VI) dahil edilmistir.
rRNA siiperailesi VI’da yer alan bakteriler {i¢ ayr1 rRNA kiimesine ayrilmis ve rRNA
grup I’i olusturan bakterilerin (C. fetus, C. coli, C. jejuni, C. lari, C. hyointestinalis, C.
concisus, C. mucosalis, C. sputorum ve C. upsaliensis) gercek Campylobacter’ler
oldugu bildirilmistir. Daha sonra Wolinella curva, W. recta, Bacteroides gracilis, B.
ureolyticus ve rRNA homoloji grup I’de yer alan ger¢ek Campylobacter’ler arasinda
yakin bir iligki bulunarak bu bakteriler Campylobacter cinsi i¢ine alinmis ve sirasiyla C.
curvus ve C. rectus, C. gracilis ve C. ureolyticus olarak isimlendirilmistir.
Campylobacter cinaedi ve C. fennelliae tiirleri ise Helicobacter cinsine (sirasiyla H.
cinaedi ve H. fennelliae) alinmistir. rRNA grup II’de Arcobacter cinsi, rRNA grup
[II’de ise “Flexispira” nin da dahil edildigi Helicobacter ve tek tiirii bulunan Wolinella
(W. succinogenes) cinsleri yer almaktadir (66). Yapilan c¢alismalar sonucunda

Campylobacter cinsinde bugiin igin 33 tiir ve 14 alt tiir bulundugu bildirilmistir (59).
2.2.CAMPYLOBACTER CiNSi BAKTERILERIN GENEL OZELLIiKLERIi

Campylobacter’ler mikroaerofilik (diisiitk O, gereksinimi gosteren) ve kapnofilik
(yliiksek CO, gereksinimi gosteren) ozellikte, kiigiik (0.2—0.8 um x 0.5-5 pm), kivrik,
spiral veya S-seklinde, hareketli gram negatif ¢omaklardir. Hareketsiz olan C. gracilis
ve birden fazla flagellasi bulunan C. showae hari¢ diger Campylobacter tiirleri sahip

olduklar1 bir veya iki ucunda bulunan kilifsiz polar flagellalar ile tirbiison benzeri



burgu tarzinda ve hizli hareket ederler (66, 68). Tipik bir gram negatif hiicre duvari

yapisina sahiptirler. Cinsin baglica antijeni dig membran lipopolisakaritidir (59).

Campylobacter cinsi bakteriler; besiyerlerinde kuru veya nemli, bazen mukoid
olabilen yassi, diizensiz sekilli kolonilerden yuvarlak, konveks ve kenarlar1 parlak
goriiniimlii kolonilere kadar degiskenlik gosterebilen Koloniler olustururlar, bazen de
ince bir tabaka seklinde besiyerine yayilabilirler. Kolonileri sarimsidan griye degisen
renklerde veya pembemsi olabilir ve bakteri agar yiizeyindeki ekim g¢izgileri boyunca
yogun iireme egilimi gosterir. Kanli agarda hemoliz yapmazlar. Eskimis kiiltiirlerde
kokoid formda goriilebilirler. Mikroskobik incelemelerde Gram boyama teknigi ile
hazirlanan preparatlarda gram negatif, mart1 kanadi seklindeki goriintimleri ¢ok tipiktir

(17, 66).

Campylobacter tiirleri, C. gracilis hari¢ oksidaz pozitiftir. Katalaz aktiviteleri
tire gore degiskenlik gostermektedir. Metabolizmalar1 nonfermantatif ve nonoksidatif
ozellikte oldugundan karbonhidratlar1 metabolize edemezler; enerjilerini amino asitlerin
yani sira 4- ve 6- karbonlu Krebs siklusu ara iirlinlerinin kullanimindan elde ederler (66,
68). Hippurat1 hidrolize edebilme 6zelligine sahip olan C. jejuni, bu 6zelligi ile diger
tiirlerden ayrilmaktadir (Tablo 2-1). C. jejuni disinda C. avium’un da hippurat pozitif
oldugu bildirilmis ancak tavuk ve hindilerden izole edilen bu tiir heniiz insandan izole

edilmemistir (21).

Bu bakteriler iiremeleri i¢in mikroaerofilik atmosfere (%57 oksijen, %5-10
karbondioksit ve dengeleyici nitrojen) gereksinim duyarlar. Uremeleri i¢in genellikle
48-72 saat veya daha wuzun siire inkiibasyon gerektiren yavas iireyen
mikroorganizmalardir (59). Baz tiirler i¢in bu kosullar degisiklik gosterebilmektedir.
Tiim Campylobacter tiirleri 37 °C’de iireyebilir ancak C. jejuni, C. coli, C. upsaliensis
ve C. lari gibi tiirlerin optimum tireme sicakligi 42-43 °C’dir; bu nedenle bu tiirler
termofilik tiirler olarak adlandirilmaktadir (79). Yiiksek sicaklikta iireme olasilikla,
termofilik Campylobacter’lerin dogal konaklar1 olan kuslarin normal viicut isilarinin
38-42 °C olmas1 ve bu bakterilerin kuslarin bagirsaginda yasamaya adaptasyonu

nedeniyledir (55).

C. concisus, C. curvus, C. showae, C. rectus gibi bazi tiirler hidrojen veya

format bakimindan zenginlestirilmis mikroaerobik atmosfere ihtiya¢ duymaktadirlar.



Ayrica yavag ilreme Ozelliklerinden dolayr daha uzun siire inkiibe edilmeleri

gerekmektedir (42).

Bu bakteriler genis bir cesitlilikteki ekolojik konum ve ortamda yasarlar. Bazi
tiirleri insan ve hayvanlarda enfeksiyona neden olurken ¢ogu tiir kanatli ve memeli

hayvanlarin gastrointestinal sistemini kolonize eder (66).

2.3.INSAN ENFEKSIiYONLARINDA SIK GORULEN CAMPYLOBACTER
TURLERI

Insanlarda goriilen Campylobacter enfeksiyonlarinin %90’indan fazlasina neden
olan C. jejuni diski kiiltiirlerinden en sik izole edilen tiirdiir (17). Campylobacter
gastroenteritlerinin %2-5inin ise Campylobacter coli ile iliskili oldugu bildirilmektedir
(59).

2.3.1.C. jejuni ve C. coli (Termofilik Tiirler)

C. jejuni, diinya genelinde bakteriyel gastroenteritlerin en sik nedenidir. C.
jejuni enfeksiyonu ayrica, Guillain-Barré sendromu ve Miller Fisher sendromu olarak
bilinen Onemli otoimmiin hastaliklarla iliskilendirilmistir. C. coli, C. jejuni
gastroenteritleri ile benzer klinik tabloya (ortalama 6 giinde sonlanan akut sulu veya
kanli ishal, ates ve kramp tarzinda karin agrisi, vb.) neden olur ve klinik olarak
birbirlerinden ayirt edilemezler. C. jejuni ve C. coli enfeksiyonlari yaz mevsiminde
daha yaygin goriilmektedir (33). Biyokimyasal olarak da benzer 6zellik gosteren bu iki

tiir, C. jejuni nin hippurati hidrolize etmesi ile birbirinden ayrilirlar (17).

C. jejuni’nin C. jejuni subsp. jejuni ve C. jejuni subsp. doylei olmak {izere iki alt
tirti tanimlanmigtir. C. jejuni subsp. doylei‘nin fenotipik olarak nitrati nitrite
indirgeyememesi bu alt tiiriin C. jejuni subsp. jejuni ve diger bir gok Campylobacter

tiirlinden ayrimini saglayan bir 6zelligidir (21, 79).



2.4INSAN ENFEKSIiYONLARINDA DAHA AZ SIKLIKLA GORULEN
CAMPYLOBACTER TURLERI

Son yillarda Campylobacter cinsi igerisinde yer alan C. jejuni ve C. coli disinda
insan ve hayvan patojeni olarak kabul edilen diger Campylobacter tiirlerinin sayisi

giderek artmaktadir.

C. jejuni, halen diinya genelinde insanda goriilen bakteriyel gastroenteritlerin
onde gelen nedeni olmakla birlikte molekiiler biyolojideki ilerlemeler ve bu bakterilerin
tireme kosullarinin daha iyi anlasilmasiyla yeni kiiltiir yontemlerinin gelistirilmesi; C.
concisus, C. upsaliensis ve C. ureolyticus gibi daha az bilinen ve yavas iireyen
Campylobacter tiirlerinin izolasyon ve tespitine olanak saglamaktadir. Ancak yeni
tanimlanan tiim tiirlerin klinik 6nemleri ve patojenik potansiyelleri heniiz tam olarak

acikliga kavusmamustir (54).
2.4.1.Termofilik Tiirler (C. upsaliensis, C. lari, C. helveticus)
Campylobacter upsaliensis

C. upsaliensis, ilk olarak 'CNW' (katalaz negatif veya zayif negatif)
Campylobacter grubunda tanimlanmistir. C. jejuni subsp. doylei’yi de kapsayan bu
bakterilerin digkidan izolasyonunda en iyi yontem 37 °C inkiibasyonun uygulandigi
membran filtrasyon yontemidir. Clinkii selektif besiyerlerinde bulunan bir¢ok
antimikrobiyal ajana duyarhdirlar. Bilinen yedi serogrubu vardir. Ishalli veya
asemptomatik kopek ve kedi digkisindan, ishalli insan diskisindan ve nadir olarak altta

yatan hastalig1 olan olgularin kanindan izole edildigi bildirilmektedir (79).

Insanda gastroenterit olgularinda, ozellikle ¢ocuklarda ve immiin sistemi
baskilanmig bireylerde klinik 6nemi vurgulanmaktadir. Bakim evlerinde C. upsaliensis
ile iliskili sporadik salgmlar bildirilmistir. Ornegin iki farkli ¢ocuk bakim evinde
gerceklesen ve ¢cogunda ishal gelisen cocuklarin digkilari incelendiginde sirasiyla 68
Ornegin 14’tinde ve 22 Ornegin 17°sinde C. upsaliensis susu tespit (24). Giiney
Afrika’da ishalli ¢ocuk hasta digkilarinda C. jejuni ve C. concisus’dan sonra en sik

olarak C. upsaliensis (%23.5) izole edilmistir (39).



Ayrica insanlarda gastroenterit disinda bakteriyemi, diisiik ve gogiis apsesi ile

de iliskili oldugu bildirilmistir (15).
Campylobacter lari

C. lari ilk olarak Larus cinsi martilarin kloakal igeriklerinden izole edilmistir.
Once C. laridis, daha sonra C. lari olarak adlandirilmistir. Genellikle kuslarda ve ¢ok
cesitli diger hayvanlarda (6zellikle kdpeklerde) ve dogal sularda bulunur. Deniz suyu ve
kabuklu deniz iiriinlerinde bol miktarda bulunmaktadir. Ureaz [+] termofilik
Campylobacter (UPTC) olarak tanimlanan bir subgrubu bulunmaktadir (79). Yapilan
son filogenetik calismalara gore C. lari subsp. concheus ve C. lari subsp. lari alt
tiirlerine ayrilmistir (21). Ayrica, yakin iliskili oldugu diger bes Campylobacter tiirii (C.
lari, C. insulaenigrae, C. volucris, C. subantarcticus ve C. peloridis) ile birlikte C. lari

grubunda yer almaktadir.

C. lari, gegmiste Kanada'da su kaynakli bir enterit salgininin asil etkeni olarak
bildirilmistir. Bu tiiriin insanda Campylobacter enfeksiyonlarin yaklasik yiizde
%0,1'inden sorumlu oldugu bildirilmektedir (79). C. jejuni enfeksiyonlarina benzer
enterite, nadiren ve Ozellikle immiin sistemi baskilanmis bireylerde bakteriyemiye

neden olmaktadir (66).
Campylobacter helveticus

C. upsaliensis ile yakin iligkili termofilik bir tirdiir (79). Katalaz negatif 6zelligi
ile diger termofilik tiirlerden ayrilir (66). Evcil kedi ve kopek diskisindan izole
edilmekle birlikte kedilerden izole edilen Campylobacter izolatlarinin yarisina yakininin
C. helveticus oldugu belirtilmektedir (66). Az sayida gastroenteritli hasta diskisindan

izole edilmekle birlikte heniiz insanda enfeksiyonla iligkilendirilmemistir (21, 29).

2.4.2.Termofilik Olmayan Tiirler (C. fetus, C. hyointestinalis, C. sputorum, C.

ureolyticus, C. hominis)
Campylobacter fetus

C. fetus, basta sigirlar olmak {izere ¢iftlik hayvanlarinda spontan diisiik etkeni ve

insanda firsatg1 patojen olarak kabul edilmektedir (15). Mikroaerofilik bir tiir olmakla



birlikte fumarat veya nitrat varliginda anaerobik kosullar altinda da iireyebilmektedir.
Diger tiirlerden farkli olarak 25 °C'de ve bazi suslari ise 42 °C'de de iireyebilir (79). C.
fetus insanda bakteriyemiye neden olan en yaygin tiirler arasindadir. Sefalotine duyarli
olusu ve ¢ogu suslariin 42 °C'de iireyememesi sebebi ile, klinik laboratuvarlarda rutin
Campylobacter kiiltiirinde kullanilan segici besiyerleri ve yiiksek inkiibasyon
sicakliginin bu tiiriin az oranda izole edilmesine neden olabilecegi diisliniilmektedir

(66).

Gliniimiizde, C. fetus {i¢ alt tiire ayrilmistir. C. fetus subsp. fetus ve C. fetus
subsp. venerealis; insan, koyun (sadece C. fetus subsp. fetus) ve sigirdan izole
edilmektedir. Bu iki alt tiir birbirinden temel iki biyokimyasal test (%1 glisin’de lireme
ve H,S iiretimi) uygulanarak ayrilabilmektedir. C. fetus subsp. testidium; genetik olarak
diger alt tiirlerden farklidir ve ¢ogunlukla siiriingenlerden, ayni zamanda insanlardan da

izole edilmektedir (15).
Campylobacter hyointestinalis

C. hyointestinalis ilk olarak 1980'de proliferatif enteritli domuzdan izole
edilmistir. Simdiye dek ¢ogunlukla saglikli hayvanlardan (koyun, geyik, hamster, kopek
ve sigir gibi) izole edilmis olan, sporadik olarak ise ciftlik hayvanlari ve insan
enfeksiyonlarindan da izole edilen yeni ortaya ¢ikan bir tiirdiir (15). C. hyointestinalis,
C. fetus’la benzer fenotipik 6zellikler gostermektedir. Hippurat negatif olusunun disinda
farkli olarak hidrojen varliginda TSI (Ug sekerli demirli besiyerinde) agarda bol H,S
tiretmektedir. Sefalotin ve sefaperazon gibi sefalosporin grubu antibiyotiklere duyarli
oldugundan klinik laboratuvarlarda kullanilan Campylobacter tiirlerine yonelik selektif
besiyerlerinde iireyemez (66).

C. hyointestinalis iki alt tiire ayrilmustir: C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis,
cesitli hayvanlarda (domuz, si8ir, geyik, ren geyigi, koyun, hemstir, kdpek) ve insanda

da izolasyonu bildirilmis ve insanda gastroenterit enfeksiyonlari ile iligskilendirilmistir.

C. hyointestinalis subsp. lawsonii, ‘C. hyointestinalis benzeri’ bir grup bakteri
olup domuz midesinde saptanmis ve yeni bir alt tiir olarak tanimlanmigtir. Cogunlukla

domuz olmak tizere sigir ve ayrica insan digkisindan da izole edilmistir (15).



Campylobacter sputorum

C. sputorum ilk olarak 1914 yilinda akut bronsitli bir hastadan izole edilmistir.
Basta anaerop bakteri olarak kabul edilmis daha sonra fakiiltatif mikroaerofil 6zellikte
oldugu anlasilmistir (79). Saglikli bireylerin agiz florasinda kolonize olan bu tiir insanda
dis eti ceplerinde gosterilmistir ancak periyodontal hastaliklarla iligkisi heniiz netlik
kazanmamistir. Ayrica insanlarda saglikli bireylerin ve gastroenteritli hastalarin
diskisindan, bakteriyemili hastalarin kan kiiltiiriinden, aksiller apseden izolasyonu
bildirilmistir. Cesitli hayvanlarda da saptanan bu bakteri koyun ve sigirlarin genital

sisteminden, domuz ve kopeklerin klinik diski 6rneklerinden izole edilmistir (15, 48).

C. sputorum bv. sputorum, C. sputorum bv. bubulus, C. sputorum bv. fecalis ve
C. sputorum bv. paraureolyticus olmak tizere dort biyotip (biyovar)’ i vardir (39). Diger
biyovarlardan farkli olarak C. sputorum bv. fecalis katalaz pozitif, C. sputorum bv.

paraureolyticus tireaz pozitif 6zellige sahiptir (55, 66).
Campylobacter ureolyticus

Bacteroides cinsinde yer alirken yapilan protein profili analizi ve korunmus gen
bolgelerinin molekiiler ¢aligmalar1 sonucunda Campylobacter cinsine benzer 6zellik
gosterdigi anlasilarak C. ureolyticus adiyla tekrar siniflandirilmistir. Biyokimyasal
olarak tlireaz aktivitesine sahip bir tiirdiir (6). Giiniimiize dek nadir olarak insanlarda
yumusak doku veya kemik enfeksiyonu, iiriner sistem enfeksiyonu, iilser, artrit, oral,
perianal ve yumusak doku apsesi enfeksiyonlarindan izole edilmekle birlikte son
yillarda daha siklikla gastoenterit ve enflamatuvar bagirsak hastaliklariyla (IBH)
giindeme gelen yeniden onem kazanan bir tiirdiir (15, 48, 54). Bir calismada ishalli
hasta digkilarinda molekiiler yontemlerle saptanan 349 Campylobacter susu iginde C.
ureolyticus’un C. jejuni’den sonra ikinci en sik (%23.8) saptanan tiir oldugu
bildirilmistir (6). Ulseratif kolitli hastalarin kolon biopsi 6rneklerinin tarandig1 baska bir
calismada C. concisus’la birlikte C. ureolyticus yiiksek oranda saptanmistir (58). Ayrica
insan disinda sigir (digki, siit) ve atta (endometriyum) izole edilmistir (15, 54).

Campylobacter hominis

Gegmiste Candidatus Campylobacter hominis olarak bilinen bu tiir,

Campylobacter hominis adiyla yeniden adlandirilmistir. Saglikli insan diskisindan
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(%27) izole edilmistir (44). Agiz florasinda kommensal olarak bulunabilecegi
bildirilmigtir (21). Ayrica, yakin zamanda inflamatuvar bagirsak hastaligi bulunan
bireylerin biyopsi Orneklerinde izolasyonunu bildiren c¢alismalar mevcuttur. Mikst
enfeksiyon (Clostridium hathewayi) saptanan septisemili bir hastanin kan kiiltiiriinden
izole edilmistir. Cogu Campylobacter tiiriiniin aksine hareketsiz olma szelligine sahiptir

(44, 48).

2.4.3.Hidrojen Gereksinimi Gosteren Campylobacter Tiirleri (C. rectus, C. curvus,

C. concisus, C. showae, C. gracilis, C. mucosalis)

Diger Campylobacter tiirlerinden farkli olarak iiremeleri i¢in hidrojen veya
format tuzuna (formik asit tuzu) gereksinim duyan alt1 tiir bulunmaktadir: C. rectus, C.
curvus, C. concisus, C. showae, C. gracilis ve C. mucosalis. Bu tiirlerin diger ortak
Ozelliklerinin ikisi optimum olarak 37 °C’de tiremeleri ve 2-6 giinliik siirede daha yavas

tireme hizina sahip olmalaridir.

C. rectus, C. curvus, C. concisus, C. showae, C. gracilis; insanlarda agiz
florasinda bulunmakta ve biyokimyasal 6zellikleri birbirine benzer. C. showae ikiden
bese kadar kilifsiz unipolar flagellaya sahip olmasi ile diger tiirlerden ayrilirmakta
Ayrica C. gracilis, hareketsiz olma 6zelligi ile diger bir¢ok tiirden ayrilmaktadir (39,
66).

Saglikli bireylerin oral florasi disinda periodontitli olgularda da saptanan C.
gracilis’in periodontal hastaliklarla iligkili oldugunu ileri siiren ¢alismalar bulunmakla

birlikte C. rectus periodontal hastaliklara neden olan baslica tiirdiir (48).

Helicobacter pylori ve Campylobacter tiirleri ile enflamatuvar bagirsak hastaligi
arasindaki iligkinin arastirildigi ve C. concisus’la yiiksek oranda iligkinin saptandigi bir
metaanaliz ¢alismasinda C. showae’nin IBD agisindan risk olusturdugu vurgulanmigtir

(45).

Bu tiirler arasinda son yillarda 6nem kazanmakta olan C. concisus oral flora
disinda gastrointestinal sistem enfeksiyonlar1 ve enflamatuvar bagirsak hastaliklar ile
olan iliskisi ile &ne ¢ikmaktadir. Insanlarda gastroenteritli hastalarin diskisinda yiiksek

oranda izole edildigini ve hastalikla iligkili oldugunu one siiren birgok ¢alisma
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bulunmaktadir.  Ishalli hasta diskilarinda C. jejuni/coli disindaki diger tiirlerin
arastirildigr bir calismada C. upsaliensis’ten sonra ikinci en sik tiir (78), benzer sekilde
ishalli ¢ocuk hastalarda Campylobacter, Arcobacter ve Helicobacter varliginin
arastirildigr bir diger ¢alismada C. jejuni’den sonra ikinci en sik Campylobacter tiirii
olarak izole edilmistir (42). Ayrica Chron hastaligi, iilseratif kolit, Barett 6zofagus,
artirit, beyin apsesi gibi bir¢cok gastrointestinal sistem ve gastrointestinal sistem dis1

enfeksiyonu ile iliskisini saptayan ¢alismalar mevcuttur (13, 61, 81).
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Tablo 2-1: Campylobacter tiirlerinin baz1 fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri (39, 21, 66).

H,S Lead Hidrojen

i i- ° ° i i . 0, idiksi
Mikrorganizma Katalaz Nitrat mem Hippurat iiretimi asetat 2 5C 4 2°C  Indoksil gereksi-  Ureaz Mac A’l Nalld!k5|k Sefalotin
namidaz - iireme iireme Asetat i Conkey  Glisin asit
(TSI strip nimi

C. jejuni subsp. jejuni + + + + - + - + + - - \ + \Y R
C. jejuni subsp. \% - + \Y - - - \Y + - - - + S S*
doylei

Campylobacter coli + + + - \ + - + + - - + + Vv R
C. fetus subsp. fetus + + - - - + + \ - - - + + \Y S
C. upsaliensis \Y + + - - \% - \ + - - - \Y S S
C. lari + + + - - + + - B, Vv + + R R
C. hyointestinalis * * i ) * * * ) ) ) v v R S
C. sputorum \Y + \Y - + + - + - \Y -b \Y + V S
C. helveticus - + NA - - NA - + + - - - \% S S
C. concisus - + + - \ + - \ -* + - \ Vv R* \YJ
C. mucosalis - + - - + + - \V - + - + Vi vV S
C. curvus - + + V + + - \Y \Y% + - \Y + \Y% S
C. rectus - + + - + + - + + + - - + Vv S
C. Showae + + ND - + ND - V V + - + V V S
C. gracilis - + ND - - ND - \ \Y + - \ + \Y \%
C. hominis - NA NA - - NA - NA - +a ND NA + NA NA
C. ureolyticus \% NA NA - - NA - NA - +a + NA + NA NA

a: Anaerobik iireme kosullarinda, b: C. sputorum bv. paraureolyticus harig, TSI: Ug sekerli demirli besiyeri, V: Degisken, ND: Belirlenemedi, NA: Mevcut degil, H*: Cogu

tiir hassas, D*: Cogu tiir direncli



13

C. mucosalis, domuzlarin bagirsaginda bulunmaktadir. Gastroenteritli gocuklarin
diskilarindan izole edildigi bildirilen ilk C. mucosalis suslarinin daha sonra yapilan
molekiiler testlerle C. concisus oldugu anlagilmistir. Bu iki tiiriin yalnizca biyokimyasal
testlerle ayrimi giictiir ve kesin tanimlanmalar1 i¢in molekiiler yontemlerin kullanilmasi
onerilmektedir (66). Gilinimiize dek domuz disinda insan ve kopek digkisindan

izolasyonunu bildiren az sayida ¢aligma da mevcuttur (15, 54).
2.5.CAMPYLOBACTER ENFEKSIYONLARININ EPIDEMIiYOLOJIiSi

Campylobacteriosis insidansi ve prevalansi, gelismis ve gelismekte olan
tilkelerde son on yilda artmistir. Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya'daki belirgin
artisa dikkat c¢ekilmektedir. Afrika, Asya ve Orta Dogu’da ozellikle cocuklarda
Campylobacteriosisin endemik oldugu, en sik etken olan C. jejuni'ye ek olarak, C.
concisus ve C. ureolyticus gibi yeni ortaya ¢ikan Campylobacter tiirlerinin de klinik
Ooneminin giderek arttigr bildirilmektedir (33, 54). Tim bu verilere ragmen
Campylobacter enfeksiyonlarinin gergek sikligi bilinmemektedir. Gelismis iilkelerde
goreceli olarak gercege yakin verilere ulasilabilmekle birlikte hastalik bildirimleri genel
olarak diizenli ve saglikli bir sekilde yapilmamakta 6zellikle gelismekte olan iilkelerde
sonuglarin takip edildigi standart siirveyans programlari ya da aglar1 bulunmamaktadir
(59).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) ve Avrupa Hastalik Onleme ve
Kontrol Merkezi (ECDC)’nin verilerine gére Campylobacter, 2005'ten bu yana Avrupa
tilkelerinde insanda en sik bildirilen gastrointestinal bakteriyel patojendir. EFSA ve
ECDC’nin raporuna gore 2017 yilinda 37 Avrupa iilkesinde insanda goriilen
dogrulanmis olgu sayist 246,158 dir (salmonelloz olgular1 ise 91,662 dogrulanmis olgu
ile ikinci sirada yer almaktadir). Yine ayni raporda Campylobacter enfeksiyonuna baglt
20,810 hastaneye yatig ve 45 6liim bildirilmistir (20).

Amerika Birlesik Devletleri'nde Gida Kaynakli Hastaliklar Siirveyans Agi
(FoodNet) kapsaminda yayimlanan 2015 yili siirveyans raporunda, 20.098 laboratuvar
tarafindan dogrulanmig Campylobacter olgusu, bu enfeksiyonlara bagli 4.598 hastaneye
yatis ve 77 Olim bildirilmistir. FoodNet tarafindan Campylobacter icin bildirilen
enfeksiyon ve insidans orani her 100.000 kiside sirastyla 6,289 ve 12,82°dir (12).



14

Campylobacter salginlara da neden olmakta ve salginlarinda kanatli hayvan
tirtinlerinin tiikketimi veya suyun en yaygin kaynaklar oldugu bildirilmektedir. 1992 ile
2009 yillar1 arasinda Birlesik Krallik’ta 143 salgin bildirilmistir. Bunlarin 114
kontamine besin veya su, ikisi hayvanla temas ve 22'si bilinmeyen bir bulagsma
seklinden kaynaklanmistir. ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezlerinin kayitlarina
gore 1999 ve 2008 yillar1 arasinda ABD'de 4,936 Campylobacter salgin1 ger¢eklesmistir
(33).

Tahmini epidemiyolojik veriler Campylobacter tiirlerinin gastroenteritteki klinik
Onemini gosterse de, rutin tani laboratuvarlarinda kullanilan yontemler daha ¢ok C.
jejuni ve C. coli’ye yonelik oldugundan, bu yontemlerin kullanilmasi ile yavas tireyen

ve yeni ortaya ¢ikan tiirlerin tanis1 desteklenmemektedir (21, 42).

Gilinlimiizde gastroenteritlerin etiyolojisi hakkinda en az bilinenler kadar
bilinmeyenlerin de oldugu sdylenebilir (75). Ornegin, Birlesik Krallikta 1996-2000
yillart arasinda bildirilen 1,7 milyon gida kaynakli olgunun %49'unun ve Avustralya'da
yillik bildirilen 41,000 gastroenteritin %68'inin etiyolojisinin bilinmedigi bildirilmistir.
Etiyolojisi bilinmeyen gastroenteritlerin oraninin yiiksekligi ve C. jejuni ve C. coli
disindaki diger tiirlerin izolasyonuna iliskin Avrupa, ABD ve Afrika’da yapilan
epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen sonuglar arastirmacilar1 C. jejuni ve C. coli
disindaki diger Campylobacter tiirlerinin gastroenteritlerdeki rolii iizerine ¢alismaya
yoneltmistir (32, 40, 54, 78).

Avrupa, Amerika ve Asya’da yapilan epidemiyolojik siirveyans c¢aligmalar1 C.
concisus, C. ureolyticus ve C. upsaliensis tiirlerinin gastroenterite neden olan diger
Campylobacter tiirleri arasinda yiiksek prevelansa sahip oldugunu gostermistir. Giiney
Afrika’da 19,535 ishalli gocuk digkisi ile yapilan bir ¢alismada tiim olgularin %5’inde
C. concisus, yaklasik olarak ayni oranda %4,9 C. upsaliensis izole edilmistir. Her iki
tiirtin prevelans: C. jejuni subsp. jejuni’ninkinden ¢ok az (%6) diisiik bulunmustur (40).
Belgika’da 42,287 ishalli hasta ile ¢aligilan baska bir ¢calismada C. upsaliensis en sik, C.
concisus da onu takip etmektedir ve oranlar sirastyla %39, %12,3 olarak bulunmustur
(78). Bullman ve ark. (7), ishalli hastalarda C. ureolyticus’u C. jejuni’den sonra ikinci
siklikta (%24.4) saptamislar ve daha az oranda diger tiirleri (C. fetus, C. upsaliensis, C.
hyointestinalis ve C. lari) de bildirmislerdir.
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C. fetus enfeksiyonlar1 goreceli olarak daha nadir goriilmektedir; ABD'de yilda
bildirilen olgu sayist 250'den azdir. C. jejuni’den farkli olarak, C. fetus enfeksiyonlari

primer olarak bagisiklik yetmezligi olan veya yasli kisilerde goriilmektedir (59).

Campylobacter enfeksiyonlari yil boyunca sporadik olarak goriilen ve yaz
aylarinda pik yapan enfeksiyonlardir. Hastalik en sik bebeklerde ve kiiciik ¢cocuklarda
goriilmekte ve 20-40 yas arasi erigkinlerde ikinci bir pik yapmaktadir. Gelismekte olan
iilkelerde hastaligin insidansi1 daha yiiksektir (59). Ayrica, bu iilkelerde cocukluk
caginda goriilen enfeksiyonlar siddetli seyrederken, eriskin yaslarda gecirilen
enfeksiyonlar genellikle daha hafif veya asemptomatik seyretmektedir. Enfeksiyon
siddetinin yasa bagli olarak degiskenlik gostermesinin, gelismekte olan {ilkelerde
cocukluk ¢aginda siklikla Campylobacter’e maruz kalinmasina bagli olarak gelisen
spesifik antikorlarin yasamin ileriki siire¢lerinde kisiyi hastalifa karst korumasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Benzer sekilde mesleki olarak Campylobacter’e
daha sik maruz kalan kisilerde (Ornegin kasaplarda) de hastaligin genellikle
asemptomatik seyretmesi konak  bagisiklik sisteminin Campylobacter

enfeksiyonlarindaki roliiniin 6nemini gostermektedir (31, 33).
2.5.1.Rezervuar ve Bulasma

Campylobacter enfeksiyonlari zoonotik enfeksiyonlardir ve gok ¢esitli hayvanlar
rezervuar rolii oynayabilmektedir (21, 59). Campylobacter’ler basta tavuk ve kiimes
hayvanlar1 gibi kanathilar olmak {iizere, sigir, koyun, keci ve domuz gibi hayvanlarin
bagirsaklarinda kommensal olarak bulunur (2). Kopek, kedi, hamster ve kuslar vb. evcil

hayvanlar da potansiyel birer enfeksiyon kaynagidir (21).

Kontamine gida ve su tiketimi veya diski materyali ile enfekte olmusg
hayvanlarla dogrudan temas yoluyla Campylobacter tiirleri bulasabilir (21). Gelismis
tilkelerde Campylobacter enfeksiyonlarinin yarisindan fazlasindan kontamine kiimes
hayvanlar1 sorumludur (59). Genellikle bu bakterileri bagirsaklarinda bulunduran
hayvanlarin etlerinin kesim islemi sirasinda bagirsak icerikleri ile kontamine olmasi ve
kontamine etlerin iyi pisirilmeden tiiketilmesi sonucunda insana bulasirlar ve insanda

besin kaynakli enfeksiyonlara neden olurlar (2, 21).
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Kisiden kisiye temasla fekal oral yolla bulasabilmektedir ancak hastaligin gida
ile ugrasan kisiler tarafindan bulastirilmasi nadirdir. Mide asidini notralize eden besin

maddeleri (6rnegin, siit) enfeksiyoz dozu oldukga distiriir (59).

Hastaligin enfeksiyon dozunun <500 bakteri oldugu bildirilmistir (43). Ayni
dozda Campylobacter’e maruz kalan bazi kisilerde hastalik gelisirken, diger bazilarinda
asemptomatik enfeksiyon goriilmektedir. Bu veriler, hastalik gelisiminde bakteriye ait
Ozelliklerin yan1 sira konaga ait bazi 6zelliklerin de 6nemli oldugunu gostermektedir

(31).

C. jejuni ve C. coli disindaki Campylobacter tiirlerinin de et tiriinleri, su, siit gibi
gida ve iceceklerden izole edildigi ve gevrenin (deniz suyu, sigir giibresi, vb.) potansiyel
bir rezervuar kaynagi oldugu bildirilmektedir (54). C. upsaliensis enfeksiyonlar1 primer
olarak ev kopekleri (saglikl tasiyict ya da diyaresi olan hayvanlar) ile temas sonrasinda
insana bulasmaktadir (59).

Agiz florasinda kommensal olarak bulunabilen C. concisus, C. rectus, C. curvus,
C gracilis ve C. showae tiirlerinin rezervuari ¢ogunlukla insan nadiren kopek veya kedi
(C. concisus)’ dir (15, 48).

Ayrica seyahat ve immiinyetmezIlik de Campylobacter enfeksiyonlari agisindan
risk olusturmaktadir. Homoseksiiel erkeklerde diger atipik Campylobacter’lerin neden
oldugu enfeksiyon riskinin artttigi, HIV pozitif hastalarda riskin oldukca yiiksek oldugu
belirtilmistir (2, 21).

2.6.CAMPYLOBACTER TURLERININ NEDEN OLDUGU ENFEKSIYONLAR

C. jejuni ve C. coli ile birlikte diger baz1 Campylobacter tiirlerinin (‘yeni ortaya
cikan' patojenler) de insanlarda gastrointestinal ve bazi gastrointestinal sistem dis1

enfeksiyonlarda (Tablo 2-2) rol oynadigi bildirilmektedir.
2.6.1.Gastrointestinal Sistem Enfeksiyonlar:

Campylobacter tiirleri basta C. jejuni ve C. coli olmak iizere insanlarda en sik
akut gastroenterite neden olurlar. Genellikle kendi kendini sinirlayan enfeksiyonlardir
ve tibbi tedaviye gerek kalmadan hasta iyilegsmektedir (55). Enfeksiyon ¢ogu kiside 3-7
giin igerisinde sonlanmakla birlikte iki haftadan bir aya kadar iyilesme siirecinde bakteri

atilmi1  devam edebilmektedir (79). Campylobacter gastroenteritleri biitiin yas
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gruplarinda goriilebilmekte ancak ozellikle 5 yasin altindaki cocuklart daha ¢ok
etkilemektedir. Hastalik bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde genellikle ciddi

seyretmekte ve 6liim ile sonuglanabilmektedir (2).

C. jejuni ve C. coli disindaki diger Campylobacter’lerden en az 10 veya daha
fazla tiirtin gastroenteritli hastalardan izole edildigi bildirilmistir. ‘Yeni ortaya ¢ikan'
patojenler’den C. upsaliensis, C ureolyticus ve C. concisus en sik izole edilen tiirlerdir
(6, 13, 39, 42). Gastroenteritli hastalardan C. curvus, C. fetus subsp. fetus, C.
hyointestinalis, C. insulaenigrae, C. lari, C. mucosalis, C. helveticus, C. sputorum, C.
gracilis ve C. showae C. ureolyticus gibi diger tiirler de sporadik olarak bildirilmektedir
(22, 54).

Campylobacter’ler gastrointestinal sistemde ayrica enflamatuvar bagirsak
hastalig1 (IBD), periodontal hastaliklar, 6zofageal hastaliklar gibi farkli enfeksiyonlara

da neden olmaktadir.

IBD, Chron hastalig1 ve iilseratif koliti kapsayan gastrointestinal sistemin kronik
enflamatuvar hastaligidir. C. jejuni IBD olgularinin biiyilk kismindan sorumlu

tutulmakta ve bu hastaligin gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktorii olusturmaktadir.

C. concisus, C. showae, C. hominis, C. gracilis, C. rectus ve C. ureolyticus
tirleri IBD olgularinda saptanmistir. C. concisus’un IBD’li hastalardan en sik izole
edilen tiir oldugu bildirilmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yoOntemiyle
yapilan ¢aligmalarda da Chron hastalarinin diskilarinda C. concisus saglikli kontrollere
gore istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (33, 51, 81). Benzer bir
calismada Mukopadhya ve ark. (58) {lseratif kolitli hastalarin biyopsi orneklerinde
saglikli kontrollere gére C. concisus ve C. ureolyticus tiirlerini yiiksek oranda
saptamiglar ve Campylobacter cinsi pozitiflik oranin1 anlamli bulmamakla birlikte bu

iki tiirii Ulseratif kolit ile iliskilendirmislerdir.

Son yillarda gastrodzofageal reflii ve Barett’s gibi 6zofageal hastaliklarda
mikroorganizmalarin varhigini arastiran calismalarda basta C. consisus olmak iizere
Campylobacter tiirlerinin baskin oldugu bildirilmistir (33). Macfarlen ve ark. (50),
Barett 6zofaguslu hastalarda ¢ogunlugu C. concisus olmak iizere C. rectus tiirlerini de
bildirmistir. Benzer sekilde Blackett ve ark. (4) C. concisus’u Barett’s 6zofagus ve

gastrodzofageal reflii hastaliklar ile iliskilendirmistir.
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2.6.2.Gastrointestinal Sistem Dis1 Enfeksiyonlar

Gastrointestinal  enfeksiyona ek olarak, Campylobacter tiirleri ayrica
bakteriyemi, sepsis, endokardit ve miyokardit, beyin apsesi ve menenjit, reaktif artrit,
Guillain-Barré sendromu, Miller Fisher sendromu ve iireme sisteminde ortaya ¢ikan
komplikasyonlar gibi gastroenterit sonrasit lokal ya da sistemik enfeksiyonlar veya
enfeksiyon sonrast immiin sistem bozuklugu seklinde viicudun farkli bolgelerinde cesitli

klinik tablolara yol acabilmektedir (2, 33).

En sik goriilen bagirsak dis1 enfeksiyon bakteriyemidir ve ¢ogunlukla C. jejuni,
C. coli ve C. fetus etkendir. Daha nadiren C. lari, C. insulaenigrae, C. upsaliensis tiirleri
etken olarak bildirilmektedir. Campylobacter’le iliskili bakteriyemi ¢ogunlukla
karaciger sirozu veya neoplazi gibi altta yatan hastaligi olan yash veya immiin sistemi
baskilanmis hastalarda goriilmektedir; bu tiir hastalarda mortalitenin yiiksek oldugu ve
hastalarin %10-15'in tan1 konduktan sonra 30 giin i¢cinde 61diigl bildirilmistir (33, 54).
C. upsaliensis, ve biyokimyasal olarak C. fetus’e benzeyen C. hyointestinalis’in
immiinkompromize hastalarda bakteriyemiye yol actigi, benzer sekilde C. curvus’un

septisemiye neden oldugu olgular bulunmaktadir (2, 54).

Campylobacter enfeksiyonu sonrasi, hastalarda birka¢ giin veya birkag hafta
icinde Guillan Barré Sendromu (GBS), GBS’nin nadir rastlanan bir klinik varyant1 olan
Miller Fisher sendromu veya reaktif artrit gibi bazi norolojik komplikasyonlar
gelisebilmektedir. Bu komplikasyonlarin mevcut oldugu hastalarda en sik C. jejuni
enfeksiyonu tanimlanmakta, C. coli tirlerinin de neden oldugu enfeksiyonlar
bildirilmektedir. GBS, yaklasik olarak C. jejuni enfeksiyonu tanisi almig 2000 hastanin
birinde goriilmektedir; bu enfeksiyon ile iliskili spesifik serotip C. jejuni serotip O:19’
dur (2, 23, 33).

Menenjit ve ayrica endokardit, miyokardit, perikardit gibi ¢esitli
kardiyovaskiiler komplikasyonlar Campylobacter enfeksiyonlar1 sonrasinda nadiren
bildirilmekle birlikte yine en sik C. jejuni ve C. fetus subsp. fetus etken olarak
saptanmaktadir (2, 33).

C. jejuni, C. coli, C. fetus subsp. fetus ve C. upsaliensis'in insan ve hayvanlarda
septik abortus ve yenidogan sepsisine neden oldugu gdsterilmistir. Bu tiirler, genellikle

sepsis ile sonuglanan agresif bir bagirsak enfeksiyonunun ardindan gebe kadinlarda
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fetiise bulasarak abortusa neden olmaktadir. Diger Campylobacter tiirlerinden C. curvus

da gebe kadinlarda erken dogum ile iliskilendirilmistir (33).

C. jejuni ve C. coli disindaki diger tiirlerin insanlarda gesitli organlarda apse
olusumuna neden oldugu bildirilmektedir. C. upsaliensis gogiis apsesi, C. rectus oral ve
vertebral apse, C. curvus alveolar apse, karaciger apsesi ve bronsiyal apse, C. concisus
ve C. gracilis beyin apsesi ve tubo-ovarian apse, C. showae intraorbital apse, C.
ureolyticus oral-perianal ve yumusak doku apsesi ve C. sputorum aksiller apsede

saptanmustir (33, 48).

C. consisus, C. gracilis, C. mucosalis, C, rectus, C. showae, C. sputorum ve C.
ureolyticus gibi Campylobacter tiirleri insanlarda agiz florasinda da kolonize
olabilmektedir (54). C. rectus, C. gracilis, C. showae ve C. concisus potansiyel oral
patojenler olarak tanimlanmakta ve yapilan g¢alismalarda C. rectus’un periodontal
enfeksiyonlarda etken olan en 6nemli tiir oldugu bildirilmektedir (33, 79). C. curvus, C.
sputorum ve C. ureolyticus tiirlerinin periodontal hastalikla baglantili olup olmadiklari

heniiz netlesmis degildir (33).
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Tablo 2-2: C. jejuni/coli disindaki diger Campylobacter tiirlerinin izole edildigi kaynaklar

(54, 48, 15).

Mikroorganizma

izole edildigi kaynak

insan hastahiklarindaki klinik 6nemi*

Hayvan
hastahiklarindaki
klinik 6nemi*

C. fetus subsp.
fetus

C. fetus subsp.
veneralis

C. fetus subsp.
testidium

C. upsaliensis

C. lari

C. hyointestinalis
subsp.
hyointestinalis

C. hyointestinalis
subsp. lawsonii

C. sputorum

C. concisus

C. mucosalis
C. helveticus

C. curvus

C. rectus

C. showae

C. gracilis

C. hominis

C. ureolyticus

S1g1r, koyun, insan

S1g1r, insan

Siirlingenler, insan, maymun

Kedi, kopek, insan

Kabuklu deniz iiriinleri, insan

Domuz, sigir, insan, geyik, ren
geyigi, koyun, hemstir, kdpek

Domuz, sigir, insan

Sigir, koyun, insan, domuz,
kopek

Kedi, kopek, insan

Kopek, domuz, insan

Kopek, kedi, insan

Kopek, insan

Kopek, insan

Kd&pek,insan

Kopek, insan

[nsan

Sigir, at, insan

Gastroenterit, bakteriyemi, seliilit,
norolojik enfeksiyonlar (menenjit,
meningoensefalit, subdural ampiyem,
beyin apsesi), perinatal enfeksiyonlar
(uterus enfeksiyonu, abortus, plasentit),
vaskiiler enfeksiyonlar (endokardit,
vaskiilit, tromboflebit, perikardit)

Vajinozis
Bakteriyemi, subdural hematom, 16semi

Gastroenterit, bakteriyemi, diisiik,
g0giis apsesi
Gastroenterit, bakteriyemi

Gastroenterit, bakteriyemi

Heniiz bildirilmedi

Gastroenterit, bakteriyemi, aksiller apse

Gastroenterit, Chron hastaligy, tilseratif
kolit, Barett 6zofagus, artirit, beyin
apsesi, periyodontal hastalik

Gastroenterit

Heniiz bildirilmedi

Gastroenterit, alveolar apse, bronsiyal
apse, karaciger apse, septisemi, erken
dogum, thoraks ampiyem, erken dogum

Gastroenterit, periodontal hastalik,
Crohn hastaligy, iilseratif kolit,
bakteriyemi, oral apse, vertebral apse,
6limciil thoraks ampiyem

Crohn hastalig, tilseratif kolit,
intraorbital apse

Periyodontal hastalik (potansiyel
patojen), Crohn hastaligi, iilseratif kolit,
bas ve boyun enfeksiyonu, beyin apsesi,
tobo-ovarian apse

Septisemi, Crohn hastaligi,
tlseratif kolit,

Gastroenterit, Crohn hastaligi,
ilseratif kolit, oral -perianal ve
yumusak doku apsesi, yumusak doku
veya kemik enfeksiyonu, iiriner sistem
enfeksiyonu, ilser, artirit

Spontan diisiik

Kisirlik ve diigiik

Heniiz bildirilmedi

Heniiz bildirilmedi

Heniiz bildirilmedi

Proliferatif ileit
(domuz)

Heniiz bildirilmedi

Diyare (kopek),
diistik (koyun)

Heniiz bildirilmedi

Diyare (kopek)
Diyare

Heniiz bildirilmedi

Heniiz bildirilmedi

Diyare

Heniiz bildirilmedi

Heniiz bildirilmedi

Heniiz bildirilmedi
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Tablo 2-2: C. jejuni/coli disindaki diger Campylobacter tiirlerinin izole edildigi kaynaklar
(54, 48, 15) (Devam).

. R Hayvan
Mikroorganizma izole edildigi kaynak Insan hastaliklarindaki klinik hastaliklarindaki

onemi* e er .
klinik 6nemi*

C.insulaenigrae  1Sam, yiizgecayaklilar, Gastroenterit, septisemi Heniz
balinalar bildirilmedi
. - . et g . Heniiz
C. lanienae S1g1r, domuz, koyun, insan Heniiz bildirilmedi bildirilmedi
. . et e . Heniiz
C. troglodytis Sempaze, insan Heniiz bildirilmedi bildirilmedi

*Insan ve hayvan hastaliklarindan izole edilmis veya hastaliklarla iliskilendirilmis.

2.7.CAMPYLOBACTER TURLERININ iZOLASYONU VE TANISI

Campylobacter enfeksiyonlarinin tanis1 genellikle diski, kan veya diger Klinik
orneklerden bakterinin izolasyonu ile yapilmaktadir. Ureyebilmeleri i¢in 6zel kosullara
ihtiyag duyan nazli bir bakteri olmasi sebebi ile izolasyonunda zorluklar
yasanabilmektedir. Bununla birlikte bakteri izole edildiginde cins diizeyinde tanisi,
tireme Ozellikleri, mikroskobik morfolojisi ve birka¢ biyokimyasal 6zelligi ile kolaylikla
yapilabilmektedir. Ancak Campylobacter cinsinin hizla gelismekte olan bir
taksonomiye ve kompleks biyokimyasal yapiya sahip olmasi tiir diizeyinde tanisini
zorlagtirmaktadir. Bu sorunlar fenotipik ve molekiiler genotipik yoOntemlerin

gelistirilmesine ve yayginlasmasina yol agmistir (22).
2.7.1.0rneklerin Tasinmasi ve Saklanmasi

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda Campylobacter’lerin tanis1 i¢in akut
donemdeki ishalli hastalarin 1-2 saati asmayan taze diski 6rnegi tercih edilmektedir.
Ornegin antibiyotik tedavisine baslanmadan 6nce alinmasi ve 2 saat icinde isleme
alimamayan Ornekler i¢in modifiye Cary-blair transport besiyerinin kullaniimasi
onerilmektedir. Transport besiyerinin gonderilmesinde bir gecikme olmasi durumunda

ise buzdolabinda 4 °C’de saklanmasinin uygun oldugu belirtilmektedir (17, 22, 23).
2.7.2.0rneklerin Direkt incelenmesi
2.7.2.1.Mikroskopi

Orneklerin dogrudan mikroskobik olarak incelenmesi yapilabilir. Ancak

mikroskopi nadiren uygulanir ve belli olgularda yararli olabilir. Mikroskobik inceleme
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icin akut donemdeki hastalarin ishalli disk1 6rnekleri Gram yontemi ile boyandiginda,
preparatlarda tipik morfolojiye sahip Campylobacter’ler goriilebilir (17). Karakteristik
morfoloji ve hareket i¢in karanlikk alan ve faz kontrast mikroskoplar1 da
kullanilabilmektedir (21, 22). Cok taze diskilarin (< 30 dakika 6nce alinmig) lam-lamel
arasi preparatlarinda zigzag tarzinda, mikroskop alani boyunca ok gibi firlayan hareketli
Campylobacter’ler aranabilir (17). Digk1 6rneginin metilen mavisi ile boyanmasi ile de

16kosit varligl incelenmekte ve invaziv enfeksiyon olasiligi degerlendirilmektedir.
2.7.2.2.Direkt antijen saptanmasi

Campylobacter enfeksiyonlarmin tanisi i¢in kiiltiirden bagimsiz, enzim
immunoassay (EIA) testleri kullanilarak taze diski 6rneginde Campylobacter antijeni
saptanabilir. Bu amagla kullanilan farkl ticari kitler (The Premier CAMPY [Meridian
Biosciences], the ImmunoCard STAT! CAMPY [Meridian Biosciences], the ProSpecT
Campylobacter Microplate Assay [Remel], vb.) mevcuttur. C. jejuni ve C. coli’ye
yonelik olarak gelistirilen bu kitlerin her biri Campylobacter yiizey antijenlerini baz
almakta ancak iki tiirlin birbirinden ayrimini saglayamamaktadir. Ayrica C. upsaliensis
tiirii ile de capraz reaksiyon verdikleri bildirilmektedir. Kiiltiirden daha pahali olmakla
birlikte bu yontemin %89-96 duyarlilik ve %99 6zgiillikte olmas1 ve ayrica 2 saat

igerisinde sonu¢ vermesi avantaj saglamaktadir (17, 21-23).
2.7.2.3.Direkt niikleik asit saptanmasi

Niikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) de dogrudan diski 6rneklerinden

Campylobacter’in saptanmasi i¢in kullanilmaktadir (22, 23).

Campylobacter ve diger gastrointestinal patojenlerin saptanmasina yonelik FDA
onayli farkli multipleks NAAT panelleri (XTAG gastrointestinal pathogen panel
[Luminex, Austin, TX], GenProbe Prodesse ProGastro panel [Hologic, Bedford, MA],
Biofire Filmarray system [BioMerieux, Cambridge, MA], BD MAX system (Becton
Dickinson Diagnostics [Sparks, MD]) bulunmaktadir. Kiiltiirle kiyaslandiginda daha
pahali olan bu testler hizli sonu¢ vermekle birlikte yontem, izolatin daha ileri
incelenmesine olanak tanimamaktadir. Bu panellerin performans o6zellikleri heniiz

degerlendirme asamasindadir (23).
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2.7.3.1zolasyon

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Campylobacter tiirlerinin kiltiirii igin
genellikle C. jejuni ve C. coli’nin izolasyonuna yonelik yontemler kullanilmaktadir. C.
jejuni, C. coli ve diger Campylobacter tiirlerinin izolasyonunu saglayan tek bir kiiltiir
yontemi mevcut degildir (23). Izolasyon amaciyla selektif besiyerleri kullanilir ve ekim
yapilan besiyerleri mikroaerobik atmosferde (%5 02, %10 CO, ve %85 Ny), 42 °C’de
inkiibe edilir (17). 42 °C inkiibasyon sicakliginin kullanilmasinin bir nedeni termofilik
Ozellikteki C. jejunit ve C. coli’nin bu sicaklikta optimum tireme gostermesi diger nedeni
ise fekal mikroorganizmalarin tiremesinin engellenip, C. jejuni ve C. coli'nin tiremesinin
desteklenerek secici ortam saglanmasidir. C. upsaliensis 42 °C'de iireyebilmesine
ragmen selektif besiyeri kullanildiginda izole edilememektedir. C. fetus bu sicaklikta
degisken 6zellik gdsterdiginden iiremeyebilir (21). Termofilik olanlar disindaki diger
Campylobacter tiirleri genellikle 37 °C’de iirerler (2, 19).

Mikroaerobik kosullarin saglanmasi igin ¢esitli ticari gaz sistemleri mevcuttur.
Bu sistemler i¢inde, mikroaerofilik gaz tireten ve bir kere kullanilip atilan paketler
(BBL Campy Pak, Oxoid CampyGen, Mitsubishi Pack-Campylo vb.)  rutin
laboratuvarlarda siklikla kullanilmaktadir. Istenilen igerikte atmosfer saglayan otomatik

cihazlar (6rn.; Anoxomat) da bulunmaktadir (17, 21).

C. sputorum, C. concisus, C. mucosalis, C. curvus, C. rectus ve C.
hyointestinalis gibi bazi Campylobacter tiirlerinin {iremesi i¢in hidrojen bakimmdan
zenginlestirilmis mikroaerobik atmosfer gerekmektedir. Genellikle mikroaerofilik gaz
ireten ticari paketlerin icerdigi <%?2 hidrojen miktar1 bu tiirlerin {iremesini
desteklememektedir (21). htiyag duyulan hidrojen miktar1 %3- %7°dir (54). Hidrojen
bakimindan zenginlestirilmis atmosfer C. jejuni ve C. coli’nin izolasyonu i¢in gerekli

olmamakla birlikte bu tiirlerin tiremesini de tegvik edici 6zellige sahiptir (19).

Campylobacter izolasyonunda kullanilan ¢esitli besiyerleri mevcuttur. Kansiz
besiyerleri arasinda komiirlii-sefoperazon-deoksikolat agar (CCDA) ve komiirli selektif
besiyeri (CSM); kanli besiyerleri arasinda sefoperazon, vankomisin, amfoterisin B
iceren %5 koyun kanli brusella agar (Campy-CVA), Skirrow ve Butzler besiyeri
bulunmaktadir (17, 21).
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Campylobacter kiiltiirii icin selektif besiyeri kullaniminin bazi dezavantajlar
bulunmaktadir.  Selektif besiyerlerine eklenen antibiyotikler, duyarli bazi
Campylobacter tiirlerinin iiremesini inhibe etmektedir. Ornegin sefalotine duyarli C.
fetus ssp. fetus, C. jejuni ssp. doylei, C. upsaliensis ve C. consisus sefalosporin grubu

antibiyotiklerin bulundugu besiyerlerinde tireyemez (17, 21-23).

Immiin sistemi yetersiz hastalar ve gelismekte olan iilkelerdeki ¢ocuk hastalarda
Campylobacter izolasyonu i¢in selektif olmayan besiyeri ve filtrasyon teknigin birlikte

kullanildig: kiiltiir yontemleri onerilmektedir (79).
2.7.3.1.Zenginlestirme yontemi

Zenginlestirme besiyerlerinin kullaniminin  Campylobacter’lerin izolasyonunu
arttirdigi  bildirilmistir. Ozellikle ishalin akut déneminden sonra veya &rnegin
laboratuvara gecikmeli ulastigi durumlarda zenginlestirme yonteminin kullanilmasi
onerilmektedir. Zenginlestirme sivi besiyerleri olarak Preston zenginlestirme,
Campylobacter  zenginlestirme  sivist  ve  Campy-thio  gibi  Dbesiyerleri
kullanilabilmektedir. 42 °C’de bir gece inkiibe edilen sivi besiyerlerinden selektif
besiyerine subkiiltiir yapilmaktadir (17, 21-23).

2.7.3.2.Filtrasyon yontemi

Campylobacter tiirlerinin izolasyonunda kullanilabilen bir diger yontem 1984'te
Steele ve McDermott tarafindan gelistirilen filtrasyon yontemidir. Bu yontemin temeli
Campylobacter’lerin 0.45-um filtrelerden gegebilmesi ve daha biiyiik boyuttaki diger
bakterilerin filtrede tutulmasi esasina dayanmakta olup yontemde besiyeri olarak
antibiyotik icermeyen kanli besiyeri kullanilir. Bdylelikle antibiyotiklere duyarli

Campylobacter tiirlerinin tiremesine de olanak saglanmis olur (17, 21-23).

Cesitli ¢alismalarda C. jejuni/coli ve diger Campylobacter tiirlerin izolasyonu
icin filtrasyon teknigi kullanilmis ve bazi aragtirmacilar tarafindan oOzellikle C.
jejuni/coli disindaki diger tiirlerin iiremesini destekleyen yontemler gelistirilmistir.
Gelistirilen yontemlerden biri Cape Town protokoliidiir. Bu protokole gore diski 6rnegi
kan i¢cermeyen besiyerleri kullanilarak filtreden gegirildikten sonra, besiyerleri 37 °C

sicaklikta ve Ozellikle hidrojen gereksinimi duyan tiirlere yonelik (%3-7 hidrojen)
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mikroaerobik ortamda en az 96 saat veya daha fazla siire (6 giin) ile inkiibasyona

birakilmaktadir (12, 42, 54).
2.7.4.Campylobacter Tiirlerinin Identifikasyonu

Kiiltiirde tireyen koloniler dncelikle makroskobik olarak incelenmektedir. Seffaf,
pembemsi veya grimsi, parlak ve bazen su damlasi goriiniimiinde koloni olusturan olasi
Campylobacter suslarinin cins ve tiir diizeyinde identifikasyonunda gesitli biyokimyasal

testler ve molekiiler yontemlerden yararlanilmaktadir.
2.7.4.1.Fenotipik ve biyokimyasal identifikasyon

Campylobacter’in cins diizeyinde tanimlanmasinda bakterinin tireme 6zellikleri,
oksidaz, katalaz Ozellikleri ve tipik gram morfolojisinden yararlanilir. Rutin
laboratuvarlarda mikroaerofilik ortamda, 42 °C’de iireyen oksidaz ve katalaz pozitif
saptanan ve mikroskobik olarak karakteristik marti kanadi veya s seklinde kivrik
goriinimli gram negatif bakteriler Campylobacter cinsi olarak degerlendirilir. Daha
sonra hippurat hidrolizi deneyi yapilarak hippurat hidrolizi pozitif bulunan bakteri C.

jejuni olarak tanimlanir (17).

Campylobacter’in cins diizeyinde identifikasyonunda L-alanin aminopeptidaz
testinden de yararlanilmaktadir. Campylobacter, Helicobacter, Arcobacter tiirleri ile
negatif sonug alinan bu test ile diger Gram negatif bakteriler (L-alanin aminopeptidaz
pozitif) ve Gram pozitif bakterilerden (L-alanin aminopeptidaz negatif) ayirim
saglanabilmektedir (42).

Termofilik ~ Campylobacter’ler  disindaki ~ diger ~ Campylobacter lerin
identifikasyonu i¢in ise rutin laboratuvarlarin aksine 37 °C sicaklik ve hidrojence zengin
mikroaerofilik atmosferin kullanilmasi ayrica rutin olarak uygulanmasi zor olan gok

sayida biyokimyasal 6zelligin incelenmesi gerekmektedir (Tablo 2-1) (21, 42).
2.7.4.2. Molekiiler identifikasyon

Campylobacter tiirlerinin ¢ogunun konvansiyonel biyokimyasal yontemlerle
tanimlanmasimin zor olmasi ve her zaman giivenilir sonuglar elde edilememesi
nedeniyle Campylobacter identifikasyonunda molekiiler yontemlerin 6nemi artmistir

(21). Bu amagla cins ve tiir diizeyinde taniya gotiiren PCR, DNA-DNA hibridizasyonu,
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DNA profillemesi ve Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizi gibi
bircok molekiiler yontem gelistirilmistir. Ancak bu yontemler genellikle is giicii ve

maliyetlerinin yiiksek olmasi sebebiyle ¢ogu tani laboratuvarinda kullanilamamktadir

(79).

Campylobacter’lerin molekiiler identifikasyonunda cins ve tiire yonelik 16S ve
23S rRNA genlerine dayali PCR yontemleri gelistirilmistir. Ondan fazla sayida
Campylobacter tiiriiniin tanimlanmasina olanak saglayan PCR yontemleri disinda 16S
veya 23S rRNA genlerine spesifik RFLP gibi genis aralikli molekiiler analiz yontemleri

de bulunmaktadir.

Tiir diizeyinde PCR analizlerinde gyrA, glyA, ceuE, asp, IpxA ve genleri gibi
farkli tiirlerin tanimlanmas1 amaciyla bir¢ok farkli gen hedefinin kullanildig1 protokoller
mevcuttur Fenotipik olarak hippurat negatif, zayif pozitif veya yalanci pozitif C. jejuni
suslariin ayriminda fenotipik testler yeterli olmamaktadir (21). Hippurat negatif C.
jejuni suslarmin izole edildigi bilinmektedir (79). C. jejuni ve C. coli diger
biyokimyasal dzellikler bakimindan benzerlik gosterdiginden hippurikaz geninin (hipO)

belirlenecegi molekiiler testlerin ¢alisilmasi 6nerilmektedir (21).

C. fetus ve C. jejuni tiirlerinin alt tiirlerinin tanimlanmasina yonelik PCR da tarif
edilmistir. 6nem kazanan Campylobacter tiirlerine yonelik yapilan birgok molekiiler
calisma bulunmaktadir (6, 13, 53, 61, 67).

16S rRNA gen sekansi karsilastirmasi Campylobacter’in taksonomik olarak
yakin iligkili oldugu Arcobacter ve Helicobacter’den ayriminda yararli olmakla birlikte,
16S rRNA'ya dayali tiir diizeyinde tanimlama, 6zellikle C. jejuni ve C. coli gibi yaygin

Campylobacter tiirleri igin zordur.

C. jejuni, C. coli ve C. lari; C. upsaliensis ve C. helveticus; ve C. fetus, C.
hyointestinalis ve C. lanienae gibi birbirleriyle >%97 yakin iligkili tiirlerin ayriminda

16S rRNA gen sekanslamasinin giivenilirligi yiiksek degildir (21).

Protein analizine dayali MALDI-TOF yontemi de yaygin ve nadir goriilen
Campylobacter tiirlerini tanimlamada kullanilan ve son yillarda 6nem kazanmakta olan
bir yontemdir, Campylobacter tiirlerinde MALDI-TOF tanimlamasinin duyarliligin

gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (21).
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Campylobacter tiirleri ile ilgili epidemiyolojik calismalara yon vermek amagl
son yillarda pulsied field jel elektroforezi (PFGE), multi-lokus gen sekansi teknigi
(MLST), AFLP gibi yiiksek diizeyde ayirt edici farkli tiplendirme yontemleri
gelistirilmistir (21).

2.8. ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK VE TEDAVi

Campylobacter  tiirleri  dogal olarak  makrolidler, aminoglikozidler,
kloramfenikol ve tetrasiklin gibi genis bir antibiyotik grubuna duyarli olmakla birlikte
hepsi trimetoprime direnglidir. C. fetus ve bazi Campylobacter tiirleri beta-laktam
antibiyotiklere duyarl fakat C. jejuni, C. coli ve C. lari sefalosporinler de dahil olmak

tizere ¢ogu beta-laktam antibiyotige direnglidir.

C. jejuni ve C. coli tirleri florokinolonlara hizla artan sekilde direng
gelistirmiglerdir ve bu antibiyotiklerin gastroenterit tedavisinde kullanimlar

siirlanmistir. Eritromisin direnci ise daha yavas ilerlemektedir.

Campylobacter tiirlerinin neden oldugu akut gastroenterit enfeksiyonlar1 kendi
kendini smirlayan ve genellikle antibiyotik tedavisine ihtiyag duyulmayan
enfeksiyonlardir. Yiiksek risk altindaki yenidogan ve immiin sistemi baskilanmis
olgularda ise tedaviye erken baslanmasi hastaligin siiresi ve siddetini azaltmada etkili
olmaktadir. Campylobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde makrolid veya florokinolonlar
tercth edilen antibiyotiklerdir. Bununla birlikte son yillarda diinya genelinde
florokinolon ve makrolidlere direngli Campylobacter suslarinin sayisinda artis oldugu
ve hayvancilikta kinolon kullaniminin hizla artan direng gelisimine katki sagladig
bildirilmektedir (33, 79). Gelismis {iilkelerde Campylobacter tiirlerinde eritromisine

direng orani diislik olmakla birlikte gelismekte olan tilkelerde daha yiiksektir (79).

Campylobacter enfeksiyonlarinda antibiyotik direnci ile ilgili bir bagka sorun ise
cok ilaca direncli (MDR) suslarin ortaya ¢ikmasidir. Insanlardan izole edilen MDR
suslarinin oran1 goreceli olarak diisiiktiir (%25) ancak hayvanlarda bu suslarin artmasi

insanlarda goriilen enfeksiyonlara iliskin endiseleri de arttirmaktadir (33).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.HASTA VE KONTROL GRUBU

Calismaya Aralik 2016- Ocak 2018 tarihleri arasinda akut gastroenterit on
tanistyla Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Bakteriyoloji
Laboratuvaria gonderilen, sulu ya da yumusak 6zellikli digk1 6rnegi veren 500 hastaya
ait digk1 6rnegi dahil edilmistir. Calismada her bir hastaya ait tek 6rnek incelenmistir.
Hastalara goniillii bilgilendirme formu (EKk-1) ile bilgi verilmis ve katilmay1 kabul eden
hastalara ait 6rnekler ¢aligmaya alinmistir. Ayrica goniilli 100 saglikli bireyin digkisi
kontrol olarak kullamlmistir. Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi

Etik Kurul’u tarafindan (1383/10.07.2015) onaylanmustir.

3.2.GERECLER

3.2.1.1zolasyon ve Identifikasyon I¢cin Kullanilan Besiyerleri ve Ayiraglar
3.2.1.1.Besiyerleri

Triptoz kanh agar (TBA) (CM0233; Oxoid, Ingiltere)

Triptoz 109
Sodyum klorit 590
Agar 12 g
Lab-Lemco Powder 30

Hazir besiyerinden 30 g tartilarak 1 litre distile su igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve
pH degeri 7,240,2’ye ayarlanmistir. 121°C’de 1 atm. basing altinda 15 dakika otoklavda
sterilize edildikten sonra besiyeri oda 1sisinda 50 °C’ye kadar sogutulmaya birakilmis ve
tizerine %10 olacak sekilde steril koyun ya da at kani ilave edilmistir. Sonrasinda steril

petrilere dokiilmiis ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Modifiye karkoal sefoperazon deoksikolat agar (MCCDA) (CM739; Oxoid,
Ingiltere)

Nutriyent Buyyonu No: 2 259
Bakteriyolojik karkoal 49

Kazein hidrolizat 30
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Sodyum deoksikolat 1g
Demir siilfat 0,259
Sodyum piriivat 0,259
Agar 129

Hazir toz halindeki besiyerinden 45,5 g tartilmis ve 1 litre distile su igerisinde
¢oziindiiriilerek pH degeri 7,4+0,2’ye ayarlanmistir. 121 °C’de 1 atm. basing altinda 15
dakika otoklavda sterilize edildikten sonra besiyeri oda 1sisinda 50 °C’ye kadar

sogutulmaya birakilmistir.

. C.A.T. Suplement igerigi (SR0174; Oxoid, ingiltere)

Sefoperazon 8 mg/L
Amfoterisin 10 mg/L
Teikoplanin 4 mg/L

2 vial C.A.T. selektif suplementi 50 °C’ye kadar sogutulan 1 litre mCCDA
besiyerine ilave edilmis ve sonrasinda bu karisim steril petri kutularina dokiilmiistiir.

Besiyerleri + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

Butzler selektif besiyeri

. Kolombiya kanl1 besiyeri (CM0331; Oxoid- Ingiltere)

Pepton 239
Nisasta 19
Sodyum Kloriir 59
Agar 109

Hazir Kolombiya besiyerinden 39 g tartilmis ve 1 litre distile su igerisinde
¢oziindiiriilerek pH degeri 7,3+0,2’ye ayarlanmistir. 121 °C’de 1 atm. basing altinda 15
dakika otoklavda sterilize edildikten sonra besiyeri oda 1sisinda 50 °C’ye kadar

sogutulmaya birakilmistir.

o Campylobacter selektif suplementi (Butzler) (SR0085; Oxoid, Ingiltere)

Basitrasin 12,500 IU
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Sikloheksimid 25,0 mg

Kolistin siilfat 5,000 IU

Sefazolin sodyum 7,5 mg

Novobiosin 2,5 mg

o Campylobacter zenginlestirme suplementi (SR0232; Oxoid, Ingiltere)
Sodyum piruvat 0,125¢

Sodyum metabisiilfit 0,125¢

Demir stilfat 0,125¢

Su 2,0ml

50 °C’ye kadar sogutulan 1 litre Kolombiya besiyerine her birinden 2 vial olmak
tizere Campylobacter Butzler selektif suplementi ile Campylobacter zenginlestirme
suplementi ve ayrica 50 ml koyun kani ilave edilmis ve steril petrilere dokiilmiistiir.

Besiyerleri +4 °C’de muhafaza edilmistir.
%20 Gliserol iceren saklama besiyeri

o Brusella Buyyonu (211088; Becton Dickinson, ABD)

Tripton 10 gr
Pepton 10 gr
Dekstroz 1gr
Maya 6zeti 29r
Sodyum klortir Sgr
Sodyum bisiilfit 0,10r

Hazir toz halindeki besiyerinden 28 gr tartilarak 800 ml distile suda
¢ozdiiriilmiis ve tlizerine 200 ml gliserol ilave edilmistir. Besiyeri 121 °C’de 1 atm.
basing altinda otoklavda 15 dakika steril edildikten sonra 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine

dagitilmistir.

Ureaz besiyeri (211795; Becton Dickinson, ABD)

Pankreatik jelatin 6zeti 10¢g
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Dekstroz 10¢g
Sodyum klorid 5049
Potasyum fosfat 209
Ure 20,09
Fenol kirmizisi 0,012 ¢

Agar besiyerinden 15 g tartilarak 900 ml distile suda ¢oziindiirilmis ve pH
6.8+0,2’ye ayarlanmustir. 121 °C’de 1 atm. basing altinda 15 dakika otoklavda sterilize
edildikten sonra besiyeri oda 1sisinda 50 °C’ye kadar sogutulmaya birakilmis ve iizerine
100 ml distile suda ¢oziindiiriilen 29 g tire, filtre edilerek eklenmistir. Sonrasinda steril

tiiplere 4’er ml boltistiiriilerek egik olarak katilasmasi saglanmaistir.

Uc sekerli demirli besiyeri (TSI) (1046; Conda Lab, Ispanya)

Pepton (et ve kazein) 20,09
Laktoz monohidrat 10,0 ¢
Sukroz 10,0 ¢
Sodyum klorit 500
Et ekstrakti 300
Maya ekstrakti 3049
Glukoz monohidrat 109
Demir amonyum sitrat 0,39
Sodyum tiosiilfat 0,3¢g
Fenol kirmizisi 0,025 g
Bakteriyolojik agar 1209

Hazir besiyerinden 64,6 g tartilarak 1 litre distile su icerisinde ¢6ziindiiriilmiis ve
pH degeri 7,24+0,2’ye ayarlanmistir. Besiyeri steril tiiplere 4’er ml dagitilmistir. 121
°C’de 1 atm. basing altinda 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra tiipler oda

1sisinda yar1 egik bir sekilde katilasmaya birakilmastir.
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%1 Glisin iceren besiyeri

10 g glisin (G7126; Sigma, Almanya) 100 ml distile su igerisinde
¢ozdiiriilmiistiir. Onceden hazirlanmis 900 ml triptoz kanli agar (TBA) besiyeri igerisine

filtre ile stiziilerek eklenmis ve steril petrilere dagitilmistir (73).
Pirazinamidaz hidroliz testi besiyeri (Yari-kati)
Miiller-Hinton Buyyonu (CM405; Oxoid, Ingiltere) 11,00 g
Bakto-Agar (0140-01; Becton Dickinson, ABD) 1,75¢
Pirazinamid (P7136; Sigma, Almanya) 0,109

Hazir besiyerlerinden belirtilen miktarlarda tartilarak 500 ml distile su igerisine
eklenmis ve pirazinamid maddesinin ¢oziinmesini saglamak i¢in karisim mikrodalga
firinda 1sitilmigtir. Sonrasinda 4’er ml steril tiiplere dagitilmistir. 121 °C’de 1 atm.
basing altinda 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra sogutularak kullanima hazir

hale getirilmistir (73).

Nitrat hidroliz testi besiyeri (72548; Sigma, Almanya)

Pepton 5¢
Et ekstrakti 30
Potasyum nitrat 1lg

Hazir besiyerinden 9 g tartilarak 1 L distile su igerisinde karistirilmistir.
Karisimm pH degeri 7,0+0,2’ye ayarlanmustir. I¢lerine durham tiipleri konmus steril
tiiplere 10 mL miktarlarda dagitilmistir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmistir. Tiipler +

4 °C’de muhafaza edilmistir.

Peptonlu su
Pepton (RMO001; Himedia, Hindistan) 10,0 ¢
Sodyum kloriir 5049

1 L distile su icerisinde pepton ve sodyum kloriir ¢6zlindiiriilmiistiir. 4 ml olacak

sekilde steril tliplere dagitilmigtir.
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3.2.1.2.Ayrraclar
Oksidaz ayiraci
%1°1ik soliisyon igin 0,1 g N,N,N,N-tetrametil-p (RM445; Himedia, Hindistan)

10 ml distile suda ¢ozdiiriilmistiir. Koyu renkli steril bir sise icerisinde oda 1sisinda

muhafaza edilmistir (17).

Katalaz ayiraci

%?3’liik hidrojen peroksit soliisyonu (Merck, Almanya) 1/10 oraninda distile su
ile sulandirilarak hazirlanmigtir. Steril bir sise icerisinde oda 1sisinda muhafaza

edilmistir (17).
Hippurat hidroliz testi ayiraclari
o %10’luk Sodyum Hippurat soliisyonu

10 g sodyum hippurat (H9380; Sigma, Almanya) 100 ml distile su i¢inde
¢oOziilmiis ve kapakli kiiciik tiiplere 0.4 ml dagitilmistir. -20 °C’de en fazla alti ay
saklanmistir (17).

J Ninhidrin ayiract
Ninhidrin (72490; Sigma-Almanya) 3,59
Aseton 50 ml
Biitanol 50 ml
Aseton ve biitanol karistirilip iizerine ninhidrin ilave edilmistir. Oda 1sisinda
koyu renkli bir sise icinde en fazla alt1 ay saklanmustir (17).
indoksil asetat hidroliz testi ayiraci

%10’1luk soliisyon hazirlamak igin indoksil asetat maddesinden (13500; Sigma,
Almanya) 1 g tartilarak 10 mL aseton iginde eritilmistir. Bir diske 50 pL ¢ozelti olacak
sekilde, dncesinde pastor firininda steril edilen 6 mm capindaki kagit disklere ¢ozelti
emdirilmigtir. Oda 1s1sinda kurutulduktan sonra kurutulmus diskler koyu renkli sisede

+4 °C’de muhafaza edilmistir (17).
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Nitrat rediiktaz testi ayiraclar:

o Reaktif A: Sulfanilik asit (86090; Sigma, Almanya)

Uretici firmanm onerileri dogrultusunda, 100 ml siilfanilik asit reaktifi
hazirlamak i¢in 70 ml distile suya 0,8 g ticari toz halindeki siilfanilik asitten eklenmis
ve eritmek i¢in mikrodalgada 1sitilmigtir. Sogutulduktan sonra tizerine 30 ml glasiyal

asetik asit eklenmistir. Hazirlanan reaktif karisimi + 4 °C’de muhafaza edilmistir.
o Reaktif B: N, N-Dimetil-1-naftilamin (D4011; Sigma, Almanya)
N, N dimetil-alfa-naftilamin 10 ml (sise)
. Cinko (Zink) (93027 Sigma, Almanya)
Pirazinamidaz testi ayiraci

) Demir Stlfat

Pirazinamidaz hidroliz reaktifi %10 (1 g demir siilfat, 10 ml steril distile su)’luk
demir siilfat (FeSO4.7H20) soliisyonu olacak sekilde hazirlanmistir. Reaktif -20 °C’de
muhafaza edilmistir (73).

Aminopeptidaz test stripleri (75554; Sigma, Almanya)

Bir kutu igerisinde 50 adet bulunan L-alanin aminopeptidaz emdirilmis hazir
stripler kullanilmistir.

Hidrojen siilfit test stripleri (06728; Sigma, Almanya)

Kursun asetat emdirilmis hazir stripler (kagit seritler) kullanilmastir.

Membran filtre (HAWGO047S6; Merckmillipore, Almanya)

0,45 um gbzenek ¢apina sahip 47 mm ¢apli seliiloz asetat filtreler kullanilmastir.
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GasPak kitleri (260680; Becton Dickinson, ABD)

%5 02, %10 CO2, %85 N2 iceren mikroareofilik ortam saglanmasi amaciyla
Gaspak kitleri kullanilmistir.

Api Campy Kiti (20800; Biomerieux SA, France)

Hidrojenden zengin gaz karisimi

Hidrojenli ortamda inkiibasyonunun saglanmasi amaciyla 06zel olarak
hazirlanmis hidrojen bakimindan zengin gaz karisimi (%1,5 O, %7 Hj, %10 CO, ve
%81,5 Nj) kullamilmistir (HABAS Sinai ve Tibbi Gazlar A.S.). az karisiminda
kullanilan gazlarin amaca yonelik optimum miktarlar1 belirlenmis ve Istanbul Tip
Fakiiltesi Biyomedikal Biriminin yardimi ile hazirlanan gaz karisiminin anaerobik jar

igerisine aktarimint miimkiin kilan manuel bir gaz diizenegi olusturulmustur.

3.2.2.PCR Yonteminde Kullanilan Malzemeler
DNA izolasyon Kiti (Invitrogen; PureLink, ABD)
Calismada genomik DNA elde edilmesinde ticari Mini DNA izolasyon Kiti

kullanilmistir.

Primerler (Integrated DNA Technologies, ABD)

Calismada kullanilan liyofilize haldeki primerlere, iiretici firma tarafindan
Onerilen miktarda steril distile su eklenerek 100 uM’lik stok ¢ozeltiler elde edilmistir.

PCR deneylerinde kullanilan primerler Tablo 3-1’de listelenmistir.



Tablo 3-1: Kullamlan primer dizileri.
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Amplikon

Gen Primer Dizisi biiytikligii Kaynak

(bp)
Campylobacter cinsi
C412F 5'GGA TGA CAC TTT TCG GAG C 3 @7
C1288 R 5'CAT TGT AGC ACG TGT GTC 3' o8 @7
Campylobacter spp.
IpXAC coli 5'AGA CAA ATA AGA GAG AAT CAG 3' 391 37)
IpXAC jejuni 5'/ACA ACT TGG TGA CGATGT TGTA 3 331 (37)
IpXAC lari 5'TRC CAA ATG TTA AAA TAG GCG A 3' 296 37)
IpXAC upsaliensis ~ 5'AAG TCG TAT ATT TTC YTA CGC TTG TGT G 3' 206 (37)
CmucLpxA: 5'GTA GGC AAA AAT GAG TAA AAT TCATCATA 3 381
CsputLpxA: 5TAC TAT TGG AGA TGG CGG AAA AGT ATT TAG C 3' 222 Miller
CfetLpxA: 5'CGT TAG TTA CCG TCC AGA AGA AAA TACA 3' 162 (1\2;(53&
ChelLpxA: 5'GAC AAA TTC ATT CTA GTG CAG TGA TT 3' 367 iletisim)
CeurvLpxA: 5'GCA AGA GTC ATC GGA AAC ACG CAA ATA 3' 242
zfg‘\gzgmm 5'CAA TCA TGD GCD ATA TGA SAA TAH GCC AT 3 37)
Conl 5'CAG TAT CGG CAA TTC GCT 3 ®3)
Con2 5'GAC AGT STC AAG GAT TTACG 3' 306 ®3)
Mucl 5'ATG AGT AGC GAT AAT TCG G 3' ®3)
HIP400F 5'GAA GAG GGT TTG GGT GGT G'3 _ (46)
HIP1134R 5'AGC TAG CTT CGC ATA ATA ACT TG'3 (46)

Tag DNA Polymeraz (EP0282; Thermofisher Scientific, Litvanya)

Tagq DNA Polimeraz
10X Taq Tampon KCI

25 mM MgCl,

5U/uL, 500 U
2x1, 25 mL

2x1, 25 mL

ANTP Karisim (Thermofisher Scientific, Litvanya)

Her biri 100 mM konsantrasyonunda olan dATP, dCTP, dTTP ve dGTP

niikleotid ¢ozeltileri kullaniimistir.

Tris-Borik Asit- EDTA (TBE) Tampon Cozeltisi

TBE ¢ozeltisi 5X konsantrasyonda hazirlanmistir. Bunun igin, 54 g tris (Wisent
Bioproducts, ABD), 27,5 gr borik asit (Sigma, Almanya), 20 ml 0,5M EDTA (Sigma,

Almanya) karistirilmis ve karisim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Cozelti pH
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8.3’e ayarlanarak otoklavda steril edilmistir. TBE stok ¢ozeltisi elektroforez agamasinda

distile su ile 1/10 oraninda sulandirilarak 0,5X konsantrasyonunda kullanilmistir.
Etidyum Bromiir Stok Soliisyonu (Sigma, Almanya)

Etidyum bromiir 10 mg/ml olacak sekilde distile su igerisinde ¢ozlinmiis ve oda

1s1sinda 1siktan korunarak saklanmaistir.
DNA Molekiiler Agirhk Markir1 (100bp) (Biomatik, ABD)
DNA Jel Yiikleme Boyasi 6X (R0611; Thermofisher Scientific, Litvanya)
Agaroz (800-015-EG; Wisent Bioproducts, ABD)

Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda %1°lik agaroz icin 1 g, %2’lik agaroz
icin 2 g molekiiler agaroz ayrt ayri 100 ml 0,5X TBE tamponu ile mikrodalga firinda
isitilmastir. Karigimin sicaklign 50 °C’ye sogutulduktan sonra igerisine 2,5 pl etidyum
bromiir ilave edilmistir. Hazirlanan ¢ozelti jel tepsisine dokiilmiis ve oda sicakliginda

katilagincaya kadar beklenmistir.
Kontrol Suslar

On adet kontrol susu (Tablo 3-2), William G. Miller ve Mary Chapman
(Produce Safety and Microbiology Research Unit, Agricultural Research Service, U.S.

Department of Agriculture, Albany, California, USA)’dan temin edilmistir.



Tablo 3-2: Molekiiler deneylerde kullanilan kontrol suslar.

Kontrol Sus Koleksiyon No
C. jejuni NCTC 1168 (RM1862)
C. coli RM2228
C. upsaliensis RM3195
C. lari RM2100
C. fetus 82-40 (RM15492)

C. curvus 525.92 (RM4077)
C. helveticus ATCC 51209 (RM3228)
C. concisus 13826 (RM5485)
C. mucosalis ATCC 43264 (RM4114)
C. sputorum CCUG 20703 (RM4121)
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Fenotipik ve biyokimyasal deneylerde kullanilan diger kontrol suglar Tablo 3-

3’te belirtilmistir.

Tablo 3-3: Fenotipik ve biyokimyasal deneylerde kullamlan kontrol suslar.

Kontrol Sus Koleksiyon No

Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Streptococcus pneumoniae
Helicobacter pylori
Salmonella Typhimurium

ATCC 25923
ATCC 27853
ATCC 25922
ATCC 49619
ATCC 43504
ATCC 14028

Kullamilan Cihaz, EKipman ve Diger Sarf Malzemeler

¢ Laminar akim kabini

» -80 °C derin dondurucu

» Ozel hazirlanmis karisim igeren gaz diizenegi

* Hassas terazi (Radwag, Polonya)
» Mikrodalga
* [siticili manyetik karistirici (Ika, Almanya)

* Thermalcycler (Takara Bio, Japonya)
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* Mikrosantrifiij (max 12.000-14.000 rpm / IEC, Micromax RF)

* [sitic1 blog (Wealtec, ABD)

* Agaroz minijel i¢in dikey elektroforez tanki (~ 7-8 cm X 10 cm)
 Agaroz minijel i¢in yatay elektroforez tanki (~ 10-15 cm X 10-15 cm)
* Agaroz jel tepsi ve taraklari

* Elektroforez tanki (Wealtec, ABD)

* Gii¢ kaynagi (50-150 V)

» UV Transilluminator (Vilber Lourmat)

* Jel goriintiileme cihaz1 (GL 212 PRO, Carestream, ABD)

* Anaerobik jarlar (Oxoid, Ingiltere)

» Tek kullanimlik filtreli u¢lar (aralik; 0,5-10 pL; 2-20 pL; 100-
1000 pL)

* Mikropipetler (aralik: 0,1-10 pL; 20-200 pL, 200-1000 pL)
*Tek kullanimlik steril 6zeler

*Tek kullanimlik steril petriler

*Ependorf tiipler (2 ml, 0,1 ml), meziir (1L, 500 ml), beher (250
ml, 500 ml)

*Otoklavlanabilir kapakli cam siseler (Schott sise 1L, 500 ml).
3.3.YONTEMLER

Caligmaya dahil edilen 500 hasta ve 100 saglikli kontrole ait olmak iizere toplam
600 digki 6rnegi bekletilmeden incelemeye alinmistir. Klasik ‘Campylobacter kiiltiir
yontemi’ ve ayrica filtrasyon teknigini iceren kiiltiir yontemi kullanilarak izole edilen
Campylobacter suslarinin cins ve tiir diizeyinde identifikasyonlari hem konvansiyonel
fenotipik ve biyokimyasal yontemler hem de multipleks PCR (mPCR) yontemi ile

yapilarak C. jejuni ve C. coli disindaki diger tiirlerin varlig arastirilmistir.
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3.3.1.Kiiltiir Yontemi ile Campylobacter izolasyonu

3.3.1.1.0rneklerin ekimi
Klasik kiiltiir yontemi

Diski  orneklerinden Campylobacter izolasyonu i¢in modifiye karkoal

sefoperazon deoksikolat agar (mCCDA) ve Butzler selektif besiyerleri kullanilmistir.

Taze disk1 6rnegi steril ekiivyon yardim ile iki ayrt mCCDA besiyerine ve bir
Butzler selektif besiyerine dogrudan siiriilmiis ve daha sonra steril 6ze yardimi ile agar

ylizeyine azaltma yontemi ile yayilmstir.
Filtrasyon teknigi

Filtrasyon teknigi ile ornek ekimi, Cape Town protokoliine gore
gerceklestirilmistir (42). Bu protokole gore, diski 6rnekleri dnce tuzlu su ile siispanse
edilmis, mukoid Ornekler vortekslenmistir. TBA besiyerinin merkezine steril seliiloz
asetat membran filtreler yerlestirilerek bir pipet yardimi ile diski siispansiyonundan 8-
10 damla filtrenin merkezine aktarilmistir. 15-20 dakika filtrasyon islemi sonrasinda

filtreler steril pens yardimi ile kaldirilarak atilmistir.
Inkiibasyon

Ekim yapilan Butzler besiyeri ve mMCCDA besiyerlerinden biri jar igerisinde
mikroareofilik kosullarda (%5 O;, %10 CO,;, %85 Nj;) 37 °C’de 72 saat inkiibe
edilmistir. Filtrasyon tekniginin uygulandigr kanli agar (TBA) ve ikinci mCCDA
besiyeri H, gereksinimi gosteren tiirler i¢in kullanilmistir. Bu besiyerleri ise ekim
yapildiktan sonra anaerobik jar igerisine yerlestirilmis ve 37 °C’de H, bakimindan
zenginlestirilmis mikroaerobik ortamda (%1,5 O,, %7 H,, %10 CO, ve %81,5 N,) alt1

giin inkiibe edilmistir. Besiyerleri iki giinde bir lireme agisindan kontrol edilmistir.

Izole edilen Campylobacter suslar1 identifikasyon yontemleri yapilana kadar

%20 gliserol igeren Brusella buyyonunda -80 C’de dondurularak saklanmastir.
3.3.2.Campylobacter Tiirlerinin identifikasyonu
3.3.2.1.Fenotipik ve biyokimyasal yontemlerle identifikasyon

Inkiibasyon sonras1 kanli agarda iireyen diizgiin kenarli, parlak, seffaf veya

grimsi renkte Campylobacter’e benzeyen siipheli kolonilere oksidaz testi uygulanmis ve
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kolonilerden Gram boyama hazirlanmistir. Mikroskobik incelemede Gram negatif,
karakteristik mart1 kanadi1 seklinde, S bi¢ciminde veya kivrik morfolojide tespit edilen,
oksidaz pozitif, L-alanin testi negatif o6zellikteki suslar Campylobacter cinsi olarak

degerlendirilmistir.

Campylobacter cinsi olarak belirlenen tiim suslar hippurat hidrolizi testi ile
denenmis ve hippurat pozitif saptananlar C. jejuni olarak adlandirilmistir. Ayrica tiim
suslar katalaz enzim aktivitesi, indoksil asetat hidrolizi, pirazinamidaz hidrolizi, nitrat
indirgenmesi, strip testi ile ve {i¢ sekerli demirli besiyerinde H,S {iretimi, lire hidrolizi,
25 °C ve 42 °C’de iireme, %1 glisinde ve MacConkey agarda iireme, hidrojenli ortamda
tireme, sefalotin, nalidiksik aside duyarlilik 6zellikleri incelenerek degerlendirilmistir.
Fenotipik ve biyokimyasal testlerin degerlendirilmesinde sematik tablolardan
yararlanilmistir. Tiir diizeyinde identifikasyonda ApiCampy kitinden de yararlanilmistir
(21, 39, 66).

Oksidaz testi

Bir ¢ubuk yardimi ile saf kiiltiirdeki taze kolonilerden filtre kagidina siirtilmiis
ve 1-2 damla oksidaz ayiract damlatilmistir. 10-30 sn igerisinde gelisen koyu mavi-mor
renk pozitif, 30-60 sn igerisindeki renk degisimi zayif pozitif, 60 sn icerisinde renk
degisimi gozlenmemis ise negatif olarak degerlendirilmistir. Testte kullanilan kontrol

suglar1 (17).
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 oksidaz pozitif
Escherichia coli ATCC 25922 oksidaz negatif

L-Alanin aminopeptidaz testi

Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda steril ekiivyon gubugu ile alman taze
koloni 0,2 ml distile su igeren tiipte siispanse edilmistir. Bir adet test stribi tlip i¢erisine
yerlestirilmis ve 10-30 dk. Hidrojence zengin 37 °C’de inkiibe edilmistir. Tiip sivisinda
sar1 renk olusumu pozitif reaksiyon, renk degisimi gdézlenmemesi negatif reaksiyon

olarak degerlendirilmistir. Testte kullanilan kontrol suslar:

Escherichia coli ATCC 25922 aminopeptidaz pozitif
Staphylococcus aureus ATCC 25923 aminopeptidaz negatif
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Hippurat hidrolizi testi

Saf kiiltiirdeki kolonilerden steril ekiivyon ¢ubugu yardimi ile alinarak ependorf
tiip igerisindeki hippurat besiyeri igerisine siispanse edilmistir. 2 saat 35 dakika 37°C
sicaklikta inkiibe edilmistir. Siire bittikten sonra 0,4 ml ninhidrin silispansiyona
eklenerek iyice karigtirllmistir ve tekrar 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Renk
degisimi gozlenmistir. Tiip icerisinde ilk 10 dk igerisinde koyu lacivert renk olusumu
kuvvetli pozitif (3+ / 4+) reaksiyon, ag¢ik mor renk olusumu zayif pozitif (1+ / 2+)
reaksiyon, renk degisimi gozlenmemesi negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir

(17). Testte kullanilan kontrol suslar:
Campylobacter jejuni NCTC 11168 hippurat pozitif
Campylobacter fetus RM15492 hippurat negatif
Katalaz testi

Temiz bir lama bir damla hidrojen peroksit reaktifi damlatilmistir. Bir ¢ubuk
yardimi ile taze koloniden alinarak reaktif ile karistiritlmistir. 20 saniye iginde kabarcik
olusumu goézlenmis ise pozitif reaksiyon; bir veya iki kabarcik gozlenmis ise zayif
reaksiyon olarak, gézlenmemis ise negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (17).

Testte kullanilan kontrol suslar:
Staphylococcus aureus ATCC 25923- katalaz pozitif
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619- katalaz negatif
MacConkey agarda iireme

Saf kiiltiirden alinarak MacConkey agara ekim yapilmistir. Besiyeri hidrojenden
zengin mikroaerofilik ortamda 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Besiyerinde gozle

gortiliir tek kolonilerin iiremesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (73).
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%1 Glisin’de iireme

Saf kiiltiirden almarak %1 glisin iceren agara ekim yapilmistir. Besiyeri
hidrojenden zengin mikroaerofilik ortamda 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Besiyerinde ekim ¢izgisi boyunca herhangi bir iireme gozlenmesi pozitif reaksiyon

olarak degerlendirilmistir (73).
Ure hidrolizi testi

Saf kiiltiirden alinarak tiipteki egri agar yiizeyine ekim yapilmistir. Dip kismina
batirilmamistir. Tipler hidrojenden zengin mikroaerofilik ortamda 37 °C’de 48-72 saat
inkiibe edilmistir. Besiyerinde pembe renk degisimi pozitif reaksiyon olarak, renk
degisimi go6zlenmemesi negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (17). Testte

kullanilan kontrol suslar:
Helicobacter pylori ATCC 43504 iireaz pozitif

Campylobacter jejuni NCTC 11168 iireaz negatif
TSI’da H>S olusturma

Saf kiiltiirden alinarak egri agar yiizeyine inokiile edilmistir ayrica igne ile dip
kismina da batirilmistir. Tiipler hidrojenden zengin mikroaerofilik ortamda 37 °C’de 48-
72 saat inkiibe edilmistir. Besiyerinde siyah renk olusumu H,S iiretimi pozitif, renk
degisimi gozlenmemesi H,S iiretimi negatif olarak degerlendirilmistir (17). Testte

kullanilan kontrol suslar:
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 H,S pozitif

Campylobacter jejuni NCTC 11168 H,S negatif

H,S strip testi

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda steril ekiivyon gubugu ile alman taze
koloniler peptonlu su igeren tiipte siispanse edilmistir. Bir adet kursun asetat emdirilmis
strip (kagit serit) tiiplin agzinda bulunan pamugun kenarma yerlestirilmis ve tiipler
hidrojenden zengin mikroaerofilik ortamda 37 °C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir. Kagit
seritteki renk degisimi gozlenerek—siyah renk olusumu H,S {iretimi pozitif, renk
degisimi olmamas1 H,S iiretimi negatif olarak degerlendirilmistir. Testte kullanilan

kontrol suslar:

Campylobacter jejuni  NCTC 11168 H,S negatif
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Salmonella Typhimurium ATCC 14028 H,S pozitif
Pirazinamidaz hidrolizi

Yar1 kat1 pirazinamidaz agarin iist bolgesinde tigte birlik kismima denk gelecek
sekilde taze koloniler steril igne yardimi ile birka¢ kez batirilarak inokiile edilmistir.
Tiipler hidrojenden zengin mikroaerofilik ortamda 37 °C’de 48-72 saat inkiibe
edilmistir. Sonrasinda tiiplere 1 ml demir siilfat reaktifi eklenerek renk degisimi
gozlenmistir. 15 dakika igerisinde agarda kahverengimsi bir halkanin olusumu pozitif

reaksiyon olarak degerlendirilmistir. Testte kullanilan kontrol suslar (73):
Campylobacter jejuni NCTC 11168 pirazinamidaz pozitif
Campylobacter fetus RM15492 pirazinamidaz negatif
Indoksil asetat hidrolizi

Bir c¢ubuk yardimi ile taze koloniden alinmis ve indoksil asetat ile
nemlendirilmis filtre kagidina siiriilmiistiir. Uzerine bir damla serum fizyolojik ilave
edilmis ve kagitta renk degisimi gozlemlenmistir. Campylobacter spp. i¢in 5-10 dk
icerisinde gelisen koyu mavi renk pozitif reaksiyon, 10-30 dk i¢erisinde soluk mavi renk
zayif pozitif, 30 dk icerisinde renk degisimi gozlenmemis ise negatif olarak

degerlendirilmistir (17). Testte kullanilan kontrol suslar:
Campylobacter jejuni NCTC 11168 indoksil asetat pozitif
Campylobacter fetus RM15492 indoksil asetat negatif
Nitrat rediiksiyonu testi

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda steril ekiivyon ¢ubugu yardimu ile taze
koloniler Durham tiipii igeren nitrat sivi besiyerine inokiile edilmistir. Tiipler hidrojen
bakimindan zengin mikroaerofilik ortam igerisinde 37 °C’de 48-72 saat inkiibe
edilmistir. Durham tiipiindeki gaz varh@ ve tiipteki iireme gozlemlenmistir. Ureme
mevcut ise Once 2-3 damla reaktif A eklenerek c¢alkalanmis, sonrasinda 2-3 damla
reaktif B eklenerek ayni islem tekrar edilmistir. Tiipteki renk degisimi incelenmistir.
Campylobacter spp. i¢in 1-2 dk igerisinde gelisen kirmizi renk pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir. 10 dk igerisinde renk degisimi gbzlenmediginde tiipe steril 6ze ile
bir miktar ¢inko eklenmis ve tekrar incelenmistir. Cinko eklendikten sonra renkte yine
bir degisim olusmadiginda pozitif reaksiyon; kirmizi renk degisimi olustugunda negatif

reaksiyon olarak degerlendirilmistir. Testte kullanilan kontrol suslar:
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Campylobacter jejuni NCTC 11168 nitrat pozitif

Campylobacter fetus RM15492 nitrat negatif

Nalidiksik asit / sefalotin dquyarlhilik testi

Taze kolonilerden steril ekiivyon yardimi ile 6ze dolusu alinarak 2 ml buyyon
icerisinde 0,5 McFarland olacak sekilde siispanse edilmistir. Daha sonra 2 alana
ayrilmig Miiller Hilton kanli besiyerine bu ekiivyon ile siispansiyon iyice yayilmuistir.
Steril pens yardimi ile nalidiksik asit (30 pg) ve sefalotin (30 pg) diskleri ayr1 ayri
besiyerinin merkezine olacak sekilde yerlestirilmistir. Besiyerleri hidrojenden zengin
mikroaerofilik ortamda 37 °C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
besiyerinde inhibisyon zonu olusumu gdzlenmistir. Inhibisyon zonu olusmasi duyarls,

inhibisyon zonu olusmamasi direngli olarak degerlendirilmistir (26, 71).
ApiCampy Kkiti ile identifikasyon

Uretici firmanm o6nerileri  dogrultusunda taze koloni ile calisiimis ve
degerlendirilmistir. ApiCampy test stripleri hidrojenden zengin mikroaerofilik ortamda

37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Testte kullanilan kontrol sus:
Campylobacter jejuni NCTC 11168

3.3.2.1.PCR yontemiyle identifikasyon
DNA izolasyonu

PCR amplifikasyonunda kullanilacak hedef DNA, kiiltiir yontemi ile kanli veya
selektif besiyerlerinden izole edilen Campylobacter spp. suslarindan DNA ekstraksiyon
Kiti ile elde edilmistir (49).

Cins diizeyinde spesifik PCR

Campylobacter cinsi izolatlarin molekiiler olarak identifikasyonunda 16S rRNA
genine spesifik 816 bp uzunlugundaki C412F ve C1288K primer ¢ifti kullanilmistir.

Kullanilan primer sekanslar1 Tablo 3-1" de listelenmistir (47).
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Amplifikasyon

Reaksiyon karigimi her bir 6rnek i¢in; 2,5 mM MgCI2; dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP’nin herbirinden 200 uM igeren dANTP ¢ozeltisi, 0,4 uM primer, 0,625 U Taq DNA
polimeraz, 1X Tag tampon ve 5 pl hedef DNA igeren son konsantrasyon toplamda 50ul

olacak sekilde steril distile su ilavesi ile hazirlanmistir.

Amplifikasyon programi her bir dongii i¢in sirastyla 94 °C’de 1 dk
denatiirasyon, 55 °C’de 1 dk baglanma ve 72 °C’de 1 dk uzama basamaklarini igerecek

sekilde toplamda 25 amplifikasyon dongiisii halinde uygulanmistir (47).
Elektroforez ve goriintiilleme

Daha 6nceden hazirlanmis olan %1 agaroz jel yeterli miktarda 0.5X TBE
tamponu iceren elektroforez haznesine yerlestirilmistir. Amplifikasyon sonucu elde
edilen reaksiyon iirtinlerinden 5 pl ve 2 pl yiikleme tamponu karistirilarak agaroz jel
icerisindeki kuyucuklara yiiklenmis ve elektroforezde yiiriitilmistir. Elde edilen

spesifik DNA bantlar1 jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir (47).
Sonuglarin Degerlendirilmesi

DNA Markir iizerinde 816 bp’a karsilik gelen DNA bantlari Campylobacter

cinsi olarak belirlenmistir (47).
Tiir diizeyinde spesifik multipleks PCR (mPCR)

PCR yontemiyle Campylobacter cinsi olarak dogrulanan suslar {i¢ ayrit mPCR

ile tiir diizeyinde identifiye edilmislerdir.

Multipleks 1 ve Multipleks 2 PCR

C. jejuni, C. coli, C. lari ve C. upsaliensis tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan
Multipleks 1 PCR’da IpxA housekeeping gen bolgesine spesifik primerler kullanilmistir
(Tablo 3-1) (37).

C. fetus, C. sputorum, C. curvus, C. helveticus ve C. mucosalis tiirlerinin
tanimlanmasinda kullanilan Multipleks 2 PCR’da Tablo 3-1’de gosterilen Ipx A
housekeeping gen bolgesine spesifik primerler kullanilmistir (Miller W.G. Kisisel

iletisim).
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Amplifikasyon

Reaksiyon karisimina her bir 6rnek i¢in; 2,5 U Taq DNA polimeraz,1 xPCR
tampon, 200pum dNTP, herbir forward primerden 10 pmol/ul, 30 pmol/ul reverse primer
ve 3ul hedef DNA eklenmistir. Son konsantrasyon toplamda 50 ul olacak sekilde steril

distile su ilavesi ile (49).

Amplifikasyon programi her bir dongi icin sirasiyla 94 °C’de 1 dk
denatiirasyon, 60 °C’de 1 dk baglanma ve 72 °C’de 1 dk uzama basamaklarini i¢erecek

sekilde toplamda 27 amplifikasyon dongiisii halinde uygulanmistir (37).
Elektroforez ve goriintiilleme

Daha 6nceden hazirlanmis olan agaroz jel yeterli miktarda 0.5X TBE tamponu
iceren elektroforez haznesine yerlestirilmistir. Amplifikasyon sonucu elde edilen
reaksiyon triinlerinden 5 pl ve 2 pl yiikleme tamponu ile karigtirilarak %2 agaroz jel
icerisindeki kuyucuklara yiiklenmis ve elektroforezde yiiriitiilmistiir. Elde edilen

spesifik DNA bantlar1 jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir (49).

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Multipleks 1 PCR’da DNA markir1 iizerinde 331 bp’a karsilik gelen DNA
bantlar1 C. jejuni, 391 bp’a karsilik gelen DNA bantlar1 C. coli, 206 bp’a karsilik gelen
DNA bantlar1 C. upsaliensis, 296 bp’a karsilik gelen DNA bantlar1 C. lari olarak
belirlenmistir (37).

Multipleks 2 PCR’da DNA markir iizerinde 162 bp’a karsilik gelen DNA
bantlar1 C. fetus, 222 bp karsilik gelen DNA bantlar1 C. sputorum, 242 bp’a karsilik
gelen DNA bantlar1 C. curvus, 367 bp’a karsilik gelen DNA bantlar1 C. helveticus ve
381 bp’a karsilik gelen DNA bantlar1 C. mucosalis olarak belirlenmistir (Miller W.G.
Kisisel iletisim).

Multipleks 3 PCR

C. concisus ve biyokimyasal ag¢idan benzer 6zellikteki C. mucosalis tiirlerinin
ayrimin1  saglayan Multipleks 3 PCR’da, 23S rDNA geni iizerinde 306 bp

uzunlugundaki bolgeyi hedefleyen Conl, Con2 ve Mucl spesifik primerleri (Tablo 3-1)
kullanilmistir (3).
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Amplifikasyon

Reaksiyon karigimina her bir 6rnek icin; 2.5 U Taq DNA polimeraz, 1xPCR
tamponu, 200um dNTP, Conl ve Con2 primerlerinin her birinden 5 pmol/ul, 10 pmol/ul
Mucl primeri, 2.4ul 25mM MgCl; ve 3ul hedef DNA eklenmistir. Son konsantrasyon

50 ul olacak sekilde steril distile su ilavesi ile hazirlanmistir (49).

Amplifikasyon programi her bir dongii icin swrastyla 94 °C’de 1 dk
denatiirasyon, 60 °C’de 1 dk baglanma ve 72 °C’de 1 dk uzama basamaklarini i¢erecek

sekilde toplamda 27 amplifikasyon dongiisti halinde uygulanmistir (3).
Elektroforez ve goriintiilleme

Daha 6nceden hazirlanmis olan agaroz jel yeterli miktarda 0.5X TBE tamponu
iceren elektroforez haznesine yerlestirilmistir. Amplifikasyon sonucu elde edilen
reaksiyon triinlerinden 5 pl ve 2 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak %2 agaroz jel
icerisindeki kuyucuklara yiiklenmis ve elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Elde edilen

spesifik DNA bantlar1 jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir (49).
Sonuglarin Degerlendirilmesi

Multipleks 3 PCR’da DNA markir1 iizerinde 306 bp’a karsilik gelen DNA

bantlar1 C. concisus olarak belirlenmistir (3).
hipO genine spesifik PCR

Reaksiyon karigimina her bir 6rnek igin; 2,5 mM MgCl,; dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP’nin herbirinden 200 pM igeren dNTP ¢ozeltisi, 0,4 uM primer, 0,625 U Taqg DNA
polimeraz, 1X Tagq tamponu ve 5 p 1 hedef DNA eklenmistir. Son konsantrasyon

toplamda 50pul olacak sekilde steril distile su ilavesi ile hazirlanmagir.

Amplifikasyon programi her bir dongii icin swrasiyla 94 °C’de 1 dk
denatiirasyon, 66 °C’de 1 dk baglanma ve 72 °C’de 1 dk uzama basamaklarin1 igcerecek

sekilde toplamda 25 amplifikasyon dongiisii halinde uygulanmustir (47).

Amplifikasyon sonucu elde edilen reaksiyon iirlinleri %1 agaroz jelde
elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Jel goriintiileme sistemi kullanilarak DNA markir

tizerinde 735 bp’a karsilik gelen DNA bantlar1 hipO geninin varligini géstermistir (46).
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3.4.ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Bu caligmada elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi Fisher’s exact
test ile yapilmistir. Bu teste gore p <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir (36).
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4. BULGULAR

4.1. HASTALARA AiT DEMOGRAFIK OZELLIKLER

Calisma grubunda incelenen 500 digki 6rneginin %77,8 (389)’inin poliklinik
hastasi1, %22,2 (111)’sinin serviste yatan hastalara ait oldugu belirlenmistir. Orneklerin
%47,8 (239)’1 kadin, %52,2 (261)’si erkek hastalara aittir. Hastalarin yas gruplarina
gore dagilimi Tablo 4-1°de gosterilmistir.

Tablo 4-1: Hastalarin yas gruplarina gore dagilimi.

Yas Clgget Toplam
Kadin Erkek

0-5 38 50 88

6-17 30 34 64
18-45 88 90 178
46-59 39 47 86

>60 44 40 84

Toplam 239 (%47,8) 261 (%52,2) 500 (%100)

4.2.DISKI ORNEKLERINE AiT OZELLIKLER

Hastalara ait digki 6rnekleri makroskobik 6zelliklerine gore incelendiginde; 175
(%35)’1 sulu, 173 (%34,6)’1 sulu mukuslu, 119 ( %23,8)’u yarikati, 18 (%3,6)’1 yarikati
mukuslu, 11 (%2,2)’1 kanli mukuslu, ¢l (%0,6) kanli sulu ve birinin (%0,2) yarikat

kanl1 oldugu belirlenmistir.

Mikroskobik incelemelerde diskilarin %33,6 (n:168)’sinda polimorf niiveli
16kosit (PNL) goriiliirken %66,4 (n:332)’tinde PNL goriilmemistir.

4.3. KULTUR YONTEMI iLE ELDE EDIiLEN iZOLASYON BULGULARI

Kiiltiir yontemiyle akut gastroenterit 6n tanisi ile gonderilen 500 hastanin 31 (%
6.2)’inde Campylobacter spp. izole edilmistir. Saglikli goniillilere ait 100 disk:

orneginde Campylobacter spp. susu izole edilmemistir.

Campylobacter spp. saptanan 31 hastanin 18 (%58,1)’inin  kadin, 13
(%41,9)’liniin erkek hastalar oldugu goriilmiistiir. Hastalarin besi (%16,1)’1 yatan hasta
olup, 26 (%83,9)’s1 ayaktan bagvuru yapan poliklinik hastalaridir.
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Campylobacter spp. izole edilen hasta digkilarinin makroskopik 6zellikleri
incelendiginde, diskilarn 11 (%35,5)’inin sulu, 11 (%35,5)’inin sulu mukuslu, 5
(%16.1)’inin yarikati, 3 (%9,7)’linlin yarikati mukuslu, bir (%3,2)’inin kanli oldugu
goriilmistiir. Bu digkilarin %41,9 (13/31)’unda PNL goriilmiis, %58,1 (18/31)’inde ise
PNL gortilmemistir.

Diskisinda Campylobacter spp. liremesi saptanan akut gastroenterit 6n tanili 31
hastanin 27’sinin tibbi Oykiislinde altta yatan bir hastalik belirtilmemis olup dérdiiniin

bobrek nakilli hastalar oldugu belirlenmistir.

Standart ekim yOnteminin uygulandigi secici besiyerleri incelendiginde,
mikroaerofilik ortamda inkiibe edilen Butzler besiyerinde 30, mCCDA besiyerinde 25,
hidrojenden zengin ortamda inkiibe edilen mCCDA besiyerinde ise 26 Campylobacter
susu izole dilmistir. Filtrasyon teknigi ile antibiyotiksiz kanl besiyerinde (TBA) (Resim
4-1) 31 sus izole edilmistir (Tablo 4-2). Eszamanli olarak rutin laboratuvarda da diski
kiiltirleri yapilan bu 31 hastaya ait digk1 6rneginde Campylobacter disinda Salmonella,

Shigella, Aeromonas, Yersinia ve Vibrio cinsi bakteri saptanmamustir.

Filtrasyon yontemiyle izole edilen 31 susun 21°i C. jejuni, 9’u C. coli ve biri C.
concisus olarak tanimlanmistir. Mikroaerofilik ortamda inkiibe edilen Butzler
besiyerinde ise izole edilen 30 Campylobacter susunun 20’si C. jejuni, 9’u C. coli ve
biri C. concisus olarak identifiye edilmistir. Hidrojenli ortamda inkiibe edilen mCCDA
besiyerinde 18 C. jejuni, 7 C. coli ve 1 C. concisus; hidrojensiz ortamda inkiibe edilen

mCCDA besiyerinde ise 18 C. jejuni, 6 C. coli ve 1 C. concisus izole edilmistir.

Calismamizda kullanilan kiiltiir yontemleri Campylobacter spp. izolasyon
sayilar1 agisindan istatiksel olarak karsilagtirnlmistir. Filtrasyon yontemi uygulanarak
hidrojenden zengin ortamda inkiibe edilen kanli agar (TBA) ile mikroaerofilik ortamda
inkiibe edilen Butzler selektif besiyeri ve hidrojenden zengin ortamda inkiibe edilen
mCCDA besiyeri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmazken (p > 0.05),
filtrasyon yonteminin mikroaerofilik ortamda inkiibe edilen mCCDA besiyerine gore
daha iyi sonug¢ verdigi belirlenmistir (p = 0,0240). Ayrica Campylobacter spp.
izolasyonunda filtrasyon yontemine yakin sonuglarin alindigi Butzler selektif besiyeri
ile hem mikroaerofilik ortamda hem de hidrojenden zengin ortamda inkiibe edilen
MCCDA selektif besiyeri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p >
0,05).
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Tablo 4-2: Farkh besiyeri, yontem ve iireme ortamlarinda Campylobacter spp. izolasyonu.

Hidrojenden zengin ortam Mikroaerofil ortam
TBA.. . mCCDA Butzler mCCDA
(filtrasyon yontemi)
Pozitif (n) 31 26 30 25
Negatif (n) 0 5 1 6

TBA: Triptoz kanli agar; mCCDA: Modifiye karkoal sefoperazon deoksikolat agar; Butzler: Butzler selektif besiyeri.

Resim 4-1: Filtrasyon teknigi.

4.4 IDENTIFIKASYON BULGULARI

4.4.1.Fenotipik ve Biyokimyasal Yontemlerle Elde Edilen Bulgular

Besiyerlerinde mikroaerofilik kosullarda tipik koloni morfolojisi olusturan
(Resim 4-2) mikroskopik olarak kivrik, S bi¢ciminde ya da marti kanadi seklinde
goriilen, gram negatif, L-alanin testi negatif ve oksidaz pozitif ozellikteki 31 sus

fenotipik ve biyokimyasal yontemlerle Campylobacter cinsi olarak adlandirilmistir.
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Resim 4-2: Besiyerlerinde iireyen Campylobacter spp. kolonilerinin goriiniimii.

1- Hidrojenli ortamda filtrasyon yontemi ile ireme 2- Hidrojenli ortamda mCCDA besiyerinde iireme 3-

Mikroaerofil ortamda mCCDA besiyerinde iireme 4 - Mikroaerofil ortamda Butzler besiyerinde tireme

Campylobacter cinsi olarak tanimlanan tiim suslar katalaz varligi, hippurat
hidrolizi, indoksil asetat hidrolizi, nitrat rediiksiyonu, pirazinamidaz varligi, {ire
hidrolizi, strip testi ile ve ii¢ sekerli demirli besiyerinde H5S iiretimi, 25 °C ve 42 °C’de
iireme, H, gereksinimi, %1 glisin’de ve MacConkey’de lireme 6zellikleri, sefalotin ve
nalidiksik aside duyarliliklar1 agisindan degerlendirilmistir (Tablo 4-3, Resim 4-3,
Resim 4-4). Otuz bir Campylobacter spp. susunun 22’sinin hippurati hidrolize ettigi
(131 kuvvetli pozitif [3+ / 4+] ve 9’u zayif pozitif [1+ / 2+] ) saptanmis (Resim 4-3) ve
diger biyokimyasal 6zellikleri ile birlikte C. jejuni olarak tanimlanmistir. Diger 9 susun

ise hippurat hidrolizi reaksiyonunun negatif oldugu belirlenmistir.
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Resim 4-3: Hippurat hidrolizi deneyi.
1- Negatif Kontrol (C. fetus RM15492) 2- Hippurat hidrolizi (-) klinik sus 3- Hippurat hidrolizi (+) klinik sus 4-
Pozitif kontrol (C. jejuni NCTC 11168)

Hippurat hidrolizi deneyi sonucunda 30 susun 21’1 hippurat pozitif (C. jejuni) ve
9’u hippurat negatif (C. coli) bulunmustur. H, gereksinimi goéstermeyen bu suslar;
katalaz pozitif, indoksil asetat hidrolizi pozitif, nitrat rediiksiyonu pozitif, H,S strip testi
pozitif, lireaz negatif, li¢ sekerli demirli besiyerinde H,S {iiretimi negatif, 25 °C’de
tireme negatif, 42 °C’de iireme pozitif, %1 glisin’de lireme pozitif ve MacConkey’de
tireme negatif bulunmustur.

C. jejuni (n: 21) suslarinin 20’si pirazinamidaz pozitif, biri pirazinamidaz
negatif, tamami sefalotine direncli, 16’s1 nalidiksik aside a direngli, besi nalidiksik aside
duyarli; C. coli (n:9) suslarinin ise 7’si pirazinamidaz pozitif, ikisi pirazinamidaz
negatif, 6’s1 sefalotin direncgli, biri sefalotin duyarli, 9’u nalidiksik aside direncli

bulunmustur.
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Tablo 4-3: izole edilen Campylobacter suslarimin fenotipik ve biyokimyasal dzellikleri.

. ] o H,S . o

Sus . . Indoksil  Pirazi- . p - 25 42 %1 Amino- Mac- . Nalidiksik

No mPCR Hippurat Oksidaz Katalaz asetat  namidaz Nitrat igslt? Ureaz TSI oc °C  glisin peptidaz Conkey Sefalotin asit

S ) . . . . L, i ; D D
jejuni

2 C. coli - (0) . + + zayif, + + _ _ _ . + _ _ D

3 C COIi - (0) + + + + + + - - - + + - - D D

4 C H + (2) + + + + + + - - - + + - - D D
jejuni

5 Cooli - () . . . Lot i ; D D
C.

6 jejuni + (4) + + Zay1f+ + + + - - - + + - - D D

7 C. 3) zayif D D
jejuni + + + + + N + - - - + + . -
C.

8 jejuni + (2) + + + + + + - - - + + - - D D

9 C. coli _(0) . . zayif , . . N _ _ _ . N _ _ D D

10 C. CO“ - (O) + + + + + + - - - + + - - D D

11 C H + (1) + + + + + + - - - + + - - D D
jejuni

2 & L@ . . . . C e, ] ; D D
jejuni

13 C - + (4) + + + + + + - - - + + - - D D
jejuni

VS ) . . . : L, i ] D D
jejuni

5 T L . . . . L ] ] D H
jejuni

6 & L@ . . . . C e, ] ; D D
jejuni

17 C. + (3) + + + + + + - - - + + - - D D

jejuni



Tablo 4-3: izole edilen Campylobacter suslarinin fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri (Devam).
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Sus . . indoksil  Pirazi- . S 42 %1  Amino-  Mac- . Nalidiksik

No mPCR  Hippurat Oksidaz Katalaz asetat  namidaz Nitrat strip Ureaz °C  Glisin peptidaz Conkey Sefalotin asit
C.

18 jerni + (4) + + + + + + + - - D D

19 & . @ . . . . . . . - - D H
jejuni

20 & L@ . . . . . . ; ; D D
jejuni

21 C. coli () . . . _ . + . _ _ D D

22  C.coli _ (0) . . . _ . N N _ _ D D
C.

23 jerni + (1) + + + + + + + - - D D

24 C.coli - (0) + + + + + + + - - D D
C.

25 jejuni ) . . zayif , . . . . - - D H
C.

26 F AT NG + (4) + + + + + + + - - D D
jejuni

27 C H + (2) + + + + + + + - - D D
jejuni

28 C H + (2) + + + + + + + - - D H
jejuni

29 Ccoli (0 . . sayif . zayif . . ) ) D D

30 C H + (4) + + + + + + + - - D H
jejuni

31 C . 2(Ya>|l‘anC| X ) . . . N . - - D D
concisus +*)
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Resim 4-4: Campylobacter spp. suslarina uygulanan fenotipik ve biyokimyasal
testler

A. 1- Ureaz hidroliz besiyeri 2- Uc sekerli demirli besiyeri (TSI) 3- Nitrat (siv1) besiyeri 4- Peptonlu suda kursun
asetat kagidi ile H,S testi 5- Pirazinamidaz (yarikati) besiyeri B. 1- H,S test stribi negatif kontrol (E. coli ATCC
25922) 2- H,S test stribi pozitif kontrol (S. Typhimurium ATCC 14028) 3,4- H,S test stribi pozitif klinik sus C.1-
Aminopeptidaz pozitif kontrol (E. coli ATCC 25922) 2- Aminopeptidaz negatif kontrol (S. aureus ATCC 25923) 3-
Aminopeptidaz negatif klinik sus D. 1-H,S (TSI) negatif kontrol (E. coli ATCC 25922) 2- H,S (TSI) pozitif kontrol
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(Proteus Klinik sus) 3- H,S (TSI) negatif klinik sus E. 1-Ureaz pozitif kontrol (H. pylori ATCC 43504) 2- Ureaz
negatif klinik sus F. 1-Nitrat negatif kontrol (Acinetobacter klinik sus) 2- Nitrat pozitif kontrol (C. jejuni RM15492)
3- Nitrat pozitif klinik sus G. %1 glisin’de {ireme pozitif klinik suslar H. 1-Indoksil asetat pozitif kontrol (C. jejuni
NCTC 11168) 2- indoksil asetat negatif kontrol (C. fetus RM15492)

Hippurat hidrolizi pozitif saptanan 22 sus ve hippurat hidrolizi negatif saptanan

9 sus daha sonra molekiiler yontemlerle cins ve tiir diizeyinde incelenmistir.
4.4.2 Molekiiler Yontemlerle Elde Edilen Identifikasyon Bulgular
4.4.2.1.Cins diizeyinde PCR sonuclari

Kiiltirde izole edilen ve fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri ile Campylobacter
olarak tanimlanan 31 sus Campylobacter cinsinin 16S rRNA genine spesifik C412F ve

C1288K primer ¢ifti kullanilarak PCR yontemi ile calisilmis ve ve tamami 816 bp’e

karsilik gelen bantta goriintiilenerek Campylobacter cinsi olarak identifiye edilmistir
(Resim 4-5).

Resim 4-5: Cins diizeyinde spesifik PCR.
1- 100 bp DNA Ladder 2- C. jejuni NCTC 11168 pozitif kontrol 3- Negatif kontrol 4-9 Campylobacter spp. (Klinik
sus)
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4.4.2.2.Tiir diizeyinde spesifik multipleks PCR (mPCR) sonuc¢lari
Tiir diizeyinde molekiiler identifikasyon {i¢ ayr1 multipleks PCR ile yapilmaistir.

C. jejuni, C. coli, C. upsalensis ve C. lari tiirlerinin incelendigi Multipleks-1
PCR ile hem biyokimyasal hem de molekiiler olarak Campylobacter cinsi oldugu
belirlenen 31 susun 21’1 331 bp’lik bant olusturarak C. jejuni, 9’u ise 391 bp’lik bant

olusturarak C. coli olarak tanimlanmigtir (Resim 4-6).

Resim 4-6: Multipleks 1 PCR.

1- 100 bp DNA ladder 2- Negatif kontrol 3- C. jejuni NCTC 11168 pozitif kontrol 4- C. coli RM2228 pozitif kontrol
5- C. lari RM2100 pozitif kontrol 6- C. upsaliensis RM3195 pozitif kontrol 7- C. jejuni (klinik sus) 8- C. jejuni
(Klinik sus)

Daha once hippurat pozitif bulunan ve biyokimyasal 6zellikleri ile C. jejuni
olarak tanimlanan 22 susun birinin multipleks-1 PCR ile C. jejuni tiiriine (ve diger
tiirlere) spesifik bant olusturmadigi saptanmistir. Bu susun hippurat genine sahip olup
olmadigimi gostermek amaciyla hippurikaz genine (hipO) spesifik PCR uygulanmis ve

negatif sonu¢ alinmistir (Resim 4-7).
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Resim 4-7: Hippurikaz (hipO) genine spesifik PCR.

1- 100 bp DNA ladder 2- C. jejuni pozitif kontroll 3- C. jejuni pozitif kontrol2 4- Negatif kontrol 5- hipO pozitif
klinik sus 6- hipO negatif C. concisus susu

Multipleks 1 PCR ile negatif sonug veren ve hippurat geni bulunmadig: saptanan
bu sus C. fetus, C. sputorum, C. curvus, C. helveticus ve C. mucosalis tiirlerinin

ayirimini saglayan multipleks 2 PCR ile galisilmis ve negatif sonug alinmistir.

Multipleks 1 ve Multipleks 2 PCR ile identifiye edilemeyen bu sus C. concisus
ve C. mucosalis tiirlerinin ayrimini saglayan Multipleks 3 PCR ile c¢alisilmis ve
multipleks 3 PCR ile 306 bp’lik bant olusturarak C. concisus tiirii olarak identifiye
edilmistir (Resim 4-8).
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306 bp

Resim 4-8: Multipleks 3 PCR.
1- 100 bp DNA ladder 2- Negatif kontrol 3- C. concisus pozitif kontrol (RM5485) 4- C. concisus pozitif klinik sus.

4.4.3.1zole edilen Campylobacter concisus susu: Hastaya ve susa ait 6zellikler

Calismamizda konvansiyonel yontemlerle izole edilen ve molekiiler yontemlerle
C. concisus olarak identifiye edilen sus; kusma, halsizlik, karn agris1 ve ishal
sikayetleriyle Istanbul Tip Fakiiltesi hastanesi Acil Birimine basvuran 61 yasindaki bir
kadin hastanin digkisindan izole edilmistir. Gegmisinde laparoskopik kolesistektomi,
diyabet, kabizlik, tansiyon, kalp ritim bozuklugu, hipotiroidi ve atriyal fibrilasyonu olan
hastanin ishalinin giinde ii¢ kez, kanli ve kotii kokulu oldugu belirtilmistir. CRP’si 96
bulunan hastanin yar1 kati Ozellikteki digkisinda yapilan rutin mikrobiyolojik
incelemede polimorf niiveli 16kosit saptanmistir. Hasta, metronidazol ve siprofloksasin
tedavisi baslanarak taburcu edilmistir. Rutin digski kiiltiirinde Salmonella, Shigella,
Aeromonas, Plesiomonas, Yersinia ve Vibrio cinsi bakteri saptanmamustir. Izole edilen

Campylobacter susu eritromisine duyarli, siprofloksasine direngli bulunmustur.

C. concisus susu, hem hidrojenden zengin mikroaerofilik ortamda inkiibe edilen
filtrasyon tekniginin uygulandigi kanli agarda (TBA) (Resim 4-9) ve mCCDA
besiyerinde hem de mikroaerofilik ortamda inkiibe edilen mCCDA ve Butzler selektif

besiyerinde liremistir.
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Resim 4-9: C. concisus susu; filtrasyon yontemi ile iireme.

Uygulanan konvansiyonel biyokimyasal deneyler sonucunda izole edilen C.
consisus susu (Resim 4-10); hippurat hidrolizi pozitif (yalanci pozitif), TSI (ii¢ sekerli
demir besiyeri)’de H»S tiretimi negatif, indoksil asetat hidrolizi pozitif, H, gereksinimi
negatif, katalaz negatif, nitrat rediiksiyonu pozitif, pirazinamidaz varlig1 pozitif, H,S
strip testi pozitif, iire hidrolizi negatif, 25 °C’de ilireme negatif, 42 °C’de iireme pozitif,
%]1 glisin’de iireme pozitif, MacConkey’de iireme negatif, sefalotin ve nalidiksik aside

direncli bulunmustur.

Sus ApiCampy kiti ile de calistlmis ancak kitin sinirh sayida  tiirii

tanimlayabilmesi nedeniyle sus bu yontemle identifiye edilememistir.

Resim 4-10: C. concisus susunun mikroskobik goriiniimii.
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Sonug olarak calismamizda klasik ve filtrasyon tekniginin uygulandigi kiiltiir
yontemleri ile 31 (%6,2) Campylobacter cinsi bakteri izole edilmistir. Izole edilen 31
Campylobacter spp. susuna uygulanan multipleks PCR deneyleri sonucunda suslarin 21
(%67,8)’inin C. jejuni, 9 (%29)’unun C. coli ve birinin (%3,2) C. concisus oldugu

saptanmistir.
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5. TARTISMA

Campylobacter cinsi bakteriler, diinya genelinde besin kaynakli bakteriyel
enfeksiyonlarda en sik izole edilen bakteriler arasinda yer alir. Campylobacter
enfeksiyonlarmin biiyiik kismindan C. jejuni sorumludur. C. coli, ikinci siklikta izole
edilen tiirdiir ve bu iki tiir Campylobacter enfeksiyonlarinin %95’inden sorumludur
(39).

Halen devam eden taksonomik c¢alismalar sonucunda Campylobacter cinsi

icinde yer alan tiir sayis1 giderek artmaktadir; bugiin i¢in 33 tiir ve 14 alttiirii oldugu
bildirilmektedir (59).

C. jejuni ve C. coli disindaki tiirlerin de hastaliklarla iliskili oldugunun
bildirilmeye baslanmasi ile birlikte yeni ortaya ¢ikan Campylobacter tiirlerinin insan ve
cesitli hayvan enfeksiyonlarindaki (gastrointestinal ve gastrointestinal dis1) rolleri daha

detayli olarak incelenmeye baslamistir (41).

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde rutin diski kiiltiiriiniin yapildig1 klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin bir cogunda, Campylobacter cinsi bakteriler giig tireme
ozellikleri nedeniyle ya hi¢ arastirilamamakta ya da bu bakterilerin rutin olarak
arastirildigr laboratuvarlarda Campylobacter izolasyonu genellikle C. jejuni ve C.
coli’nin izolasyonuna yonelik kiiltiir kosullarmin (selektif besiyeri, 42 °C’de inkiibasyon
ve %5 0Oz %10 CO; %85 N, iceren mikroaerofilik ortam) saglanmasiyla
gergeklestirilmektedir (21, 80).

Ancak, termofilik tiirlerin iiremesine olanak saglayan bu kosullar; genellikle
antibiyotik iceren selektif besiyerlerinde inhibe olan, 42 °C’de iireyemeyip 37 °C’de
iireyebilen, hidrojen agisindan zenginlestirilmis mikroaerofilik ortama ve daha uzun
inkiibasyon siiresine gereksinim duyan C. jejuni/coli disindaki diger Campylobacter

tiirlerinin tiremesini desteklememektedir (21, 42).

Klasik kiiltiir yontemlerindeki yetersizlikler, epidemiyolojik farkliliklar, veri
eksikligi gibi nedenler arastirmacilart yeni tiirlerin izolasyonu igin farkli kiiltiir
tekniklerini kullanmaya yonlendirmistir (41, 57). Bunlarin baginda membran filtrasyon
teknigi gelmektedir. Klasik kiiltlir yonteminin aksine antibiyotiksiz kanli besiyeri

kullanilarak uygulanan filtrasyon teknigi esasen 1970°li yillardan beri Campylobacter
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izolasyonu i¢in kullanilan bir yontemdir (5, 70). Filtrasyon tekniginin uygulandig: ve C.
jejuni/coli ve/veya diger tiirlerin arastirildigi ¢calismalarda genellikle inkiibasyon ortami
olarak %5 0,, %10 CO, ve %85 N, iceren mikroaerofilik ortam kullanilmis ve

bazilarinda farkli inkiibasyon sicakliklart denenmistir (5, 57).

Giliney Afrika’da bir hastanede 1990 yilindan beri termofilik tiirlerin haricindeki
bircok Campylobacter tiiriiniin kiiltiir ile izolasyonunu destekleyen farkli bir yontem
(Cape Town protokolii) kullanildig1 bildirilmis ve sonuglari itibariyle ilgi ¢ekmistir (39,
41, 42). Bu yontemde de Campylobacter izolasyonunda antibiyotik igermeyen kanli
besiyeri kullanilarak membran filtrasyon teknigi uygulanmakta ve inkiibasyon 37 °C’de
yapilmaktadir ancak bu protokolde digerlerinden farkli olarak inkiibasyon ortami olarak
hidrojenden zenginlestirilmis mikroaerobik ortam kullanilmaktadir (41). Boylelikle
antibiyotik i¢cermeyen besiyerlerinin kullanimi ile antibiyotige duyarli Campylobacter
suglarinin ve hidrojenden zengin inkiibasyon ortaminda da C. jejuni/coli disindaki
tiirlerin iiremesine olanak saglandig1 bildirilmektedir. Lastovica AJ (42), bu protokoliin
uygulandigt Cape Town Red Cross Cocuk Hastanesi’nde ishalli ¢ocuklarin
diskilarindan daha 6nce konvansiyonel yontemlerle (mikroaerobik kosullar altinda ve
selektif besiyeri kullanilarak) elde edilen %7.1 oranindaki Campylobacter
izolasyonunun %?21.8'e yiikseldigini bildirmistir. Gliney Afrika’daki bu laboratuvarda
1990-2007 yillar1 arasinda ishalli ¢ocuklardan toplam 6,006 mikroaerofilik bakteri
(Campylobacter, Arcobacter, Helicobacter, CLO/HLO) izole edildigi ve bunlarin 5567
(%92,69)’sinin Campylobacter cinsinden bakteri odugu bildirilmistir. Mikroaerofilik
bakteriler igerisinde C. jejuni ve C. coli izolasyon oranlari sirasiyla %39,75 ve %3
olarak saptanirken, C. jejuni/coli disindaki tiirler %49,93 gibi yiiksek bir oranda
bildirilmistir. C. concisus’un, Campylobacter tiirleri arasinda ikinci en sik (%25) izole
edilen tiir oldugu belirtilen calismada, C. upsaliensis %23.5, C. hyointestinalis %0.95,
C. fetus subsp. fetus %0.15, C. curvus, C .rectus ve H. rappini %0.15, C. sputorum

biovar sputorum ve C. lari ise %0.12 oraninda saptanmistir (39).

Benzer sekilde, Vandenberg ve ark. (77), Belgcika’da 1995-2002 yillart arasinda
digkr kiiltiirlerinde rutin olarak Campylobacter ve benzeri bakterileri arastirdiklari
caligmalarinda, Campylobacter izolasyonuna yonelik olarak filtrasyon yontemi
uygulamiglar ve ayrica antibiyotikli selektif besiyeri (Butzler) kullanmiglardir. Hidrojen

gazi da bulunan bir mikroaerobik ortamda (5% O,, 6% H;, 10% CO;, 79% N)
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filtrasyon uyguladiklari antibiyotiksiz besiyerini 37 °C’de, selektif besiyrini ise 42 °C’de
inkiibe etmiglerdir. Arastirmacilar sekiz yillik siiregte izole ettikleri 1906
Campylobacter ve benzeri (Arcobacter ve Helicobacter dahil) mikroaerofilik bakterinin
%77.2’sinin C. jejuni, %11.4iniin C. coli ve %4.5’inin C. upsaliensis oldugunu ve
ayrica daha az sayida diger Campylobacter tiirlerinin (27 C. concisus [%1.4], 11 C.
fetus [%0.6], 9 C. curvus [%0.5], 3 C. lari [%0.2] ve 2 C. hyointestinalis [%0.1], 1 C.
sputorum [%0.11]) de izole edildigini bildirmislerdir.

Danimarka’da yapilan bir bagka ¢alismada Nielsen ve ark. (61) iki yillik bir
stirecte 11,314 ishalli digkr 6rnegini selektif besiyeri (mCCDA) ve filtrasyon teknigi ile
normal mikroaerobik ortam kullanarak Campylobacter spp. agisindan taramiglardir.
Digkilarin 541’inde C. jejuni/coli ve neredeyse C. jejuni/coli kadar yiiksek bir sayida C.
concisus (n:441) saptayarak C. concisus insidansinin beklenenden ¢ok yiiksek oldugunu
vurgulamislardir. Ayrica az sayida C. curvus (n:5) ve C. upsaliensis (n:2)’in de izole
edildigi bildirilen bu calismada C. jejuni/coli disindaki tiirlerin sadece filtrasyon

yontemi ile izole edildigi belirtilmistir.

Yapilan bu genis kapsamli ¢aillsmalar C. jejuni/coli disindaki Campylobacter
tirlerinin ishalli hastalarda gz ardi edilemeyecegini ancak bu tiirlerin izolasyonu i¢in

uygun kiiltiir ortamlarinin saglanmasinin gerekliligini gostermistir.

Lastovica ve ark. (40) Cape Town protokoliiniin, selektif besiyerlerinin
kullan1ldig1 konvansiyonel yontemlere gore daha pratik, verimli ve uygun maliyetli bir
yontem oldugunu ve bu yontemin klasik kiiltlir yontemi icin bir alternatif olabilecegini
bildirmistir. Nielsen ve ark. (62) da diskidan Campylobacter izolasyonunda filtrasyon
yonteminin selektif (MCCDA) besiyeri kadar verimli oldugunu ve tim Campylobacter
tiirlerinin izolasyonuna yonelik alternatif bir yontem olmasmin yaninda yeni ortaya
cikan Campylobacter (ve ayrica Arcobacter) tiirlerinin izolasyonunu arttirdigin

vurgulamiglardir.

Bu konuda farkli goriisler one siiren ¢alismalar da mevcuttur. Kulkarni ve ark.
(38), normal mikroaerobik inkiibasyon ortaminda gergeklestirdikleri g¢alismalarinda
membran filtrasyon yonteminin duyarliligmin diger yontemlere kiyasla daha diisiik
oldugunu ve tani laboratuvarlarinda Campylobacter tiirlerinin izolasyonuna yonelik
kullanilmasinin uygun olmadigini ileri siirmiislerdir. Bunun aksine hidrojen bakimindan

zenginlestirilmis inkiibasyon ortami kullanan ve Campylobacter spp. izolasyonunda
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filtrasyon yontemi ve selektif besiyerinin yer aldigi klasik kiiltlir yonteminin birlikte

kullanilmasini 6neren ¢aligmalar da mevcuttur (5, 18).

Calismamizda kullanilan farkli besiyerlerinin inkiibasyonu, hem C. jejuni/coli
kiiltiirti igin rutin olarak kullanilan mikroeaerobik ortamda (%5 O, %10 CO,, %85 N,)
hem de C. jejuni/coli disindaki H, gereksinimi gdsteren tiirlerin izolasyonu igin 6zel
olarak hazirlanmis hidrojen bakimindan zengin gaz karigiminin (%1,5 O, %7 H,, %10
CO; ve %815 Ny) kullanildigi ortamda yapilmistir. Ayrica kullanilan Butzler ve
mMCCDA selektif besiyerleri C. jejuni/coli i¢in belirlenen klasik kiiltiir yontemi
dogrultusunda rutin mikroaerobik ortamda 72 saat inkiibe edilirken, gec iireyen tiirlere
yonelik olarak mCCDA ve filtrasyon teknigi ile ekim yapilan kanli agar (TBA)
besiyerleri hidrojenden zengin mikroaerofil ortamda 6 giin inkiibe edilmistir. Deneyler
sonucunda 31 Campylobacter susunun tamami (21 C. jejuni, 9 C. coli ve 1 C. concisus)
filtrasyon yontemi ile izole edilmistir. Mikroaerobik ortamda inkiibe edilen Butzler
besiyerinde 30 sus izole edilmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamakla birlikte
(p>0.05) filtrasyon yontemine yakin sonu¢ alinmistir. Hidrojensiz ve hidrojenli ortamda
inkiibe edilen mCCDA besiyeriyle ise filtrasyon yontemine ve Butzler besiyerine gore

daha diisiik izolasyon (sirasiyla 25 ve 26 sus) elde edilmistir.

Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda klasik kiiltiir yontemlerinin C. coli/jejuni
disindaki diger birgcok Campylobacter tiiriiniin izolasyonu igin uygun olmadig
vurgulanmaktadir (18, 62). Ayrica yeni ortaya ¢ikan Campylobacter tiirlerinden biri
olan C. concisus’un optimal iiremesi igin hidrojenli ortama gerek oldugu (21) ve
hidrojen oraninin artirtlmasinin C. concisus izolasyonunu artirdigi bildirilmektedir (11).
Bu nedenle izole ettigimiz C. concisus susunun hem filtrasyon yontemi hem de
hidrojenli ve hidrojensiz ortamda inkiibe edilen diger besiyerlerinde {iiremesi
beklemedigimiz bir sonu¢ olmustur. Bununla birlikte Campylobacter tiirlerinin
saptanmasinda kiltir ve molekiiler yontemlerin karsilastirildigi  bir c¢alismada
sonuglarimiza benzer sekilde bir C. concisus susunun hem selektif besiyeri hem de

filtrasyon yontemi ile izole edildigi bildirilmistir (38).

Caligmamizda filtrasyon yontemi ile en yiiksek izolasyon saglanmis olmakla
birlikte rutin laboratuvar kosullar1 gozoniine alindiginda bu yontemin selektif besiyeri
kullanimina kiyasla daha zaman alic1 bir yontem oldugu goriilmistiir. Calismamizda

karsilagtigimiz bir diger zorluk da Hj iceren mikroaerobik ortam saglayan gaz kitlerinin
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tilkemizde ticari olarak saglanamamasi ve bu nedenle ¢alismamiz i¢in 6zel olarak %7
H; igeren gaz karisiminin 6zel olarak hazirlatilmast olmustur. Bu zorluk hidrojen igeren
mikroaerobik ortam saglayan ticari kitlerin kullanilmasi veya istenilen oranlarda

mikroaerobik gaz karisimi hazirlayan cihazlar kullanilarak asilabilir.

Son yillarda, molekiiler biyolojik yontemlerin gelismesine paralel olarak, C.
jejuni/coli dist diger Campylobacter tiirlerinin arastirllmasinda molekiiler yontemler
tercih edilmektedir. Bullman ve ark. (8)’min yaptiklar1 bir ¢alismada ishalli hasta
diskilarinda Campylobacter cinsi bakterilerin varligir kiltiir yontemi ve molekiiler
yontemler kullanilarak arastirilmigtir. Arastirmacilar, otomatize multipleks PCR ile
Campylobacter saptadiklart 436 diski 6rneginin kiiltiiriinii yaptiklarinda 6rneklerin
yarisina yakiminda (%46.8) Campylobacter izole edememislerdir. Daha sonra
Campylobacter'e spesifik uniplex PCR ve 16S rRNA analizi ile kiiltiir negatif 204
ornegin 191'inde (%93.6) Campylobacter DNA'sinin varligini dogrulamislar ve tiir
diizeyinde tanimlama yapmislardir. Bu ¢alismada diger c¢alismalarla benzer olarak C.
jejuni (%50)’nin en sik saptanan tiir oldugu, yeni 6nem kazanan tiirlerden biri olan C.
ureolyticus’un olgularin %41.9’unda pozitif bulunarak C. coli (%5.8)’den daha yiiksek
oranda saptandigi ayrica, C. fetus, C. upsaliensis, C. hyointestinalis ve C. lari’nin kiiltiir

negatif 6rneklerin %10 unda gosterildigi bildirilmistir.

Collado ve ark. (13) selektif besiyeri ve ayrica filtrasyon yontemini de i¢eren
konvansiyonel ve ayrica molekiiler yontemleri kullanarak insan digki 6rneklerinde yeni
onem kazanan Campylobacter tiirlerini arastirmiglardir. C. jejuni ve Arcobacter butzleri
hem konvansiyonel yontemler hem de molekiiler yontemlerle identifiye edilirken, C.
concisus ve C. ureolyticus tiirleri sadece dogrudan diski orneklerine uygulanan
molekiiler yontemlerle saptanabilmistir. Caligmada, C. concisus’un %11.4, C. jejuni’nin
%10.7, C. ureolyticus’un %3.6 ve A. butzleri’nin ise %1.4 oranlarinda saptandigi
bildirilmistir. Calisma sonucunda, arastirmacilar tespit edilen tiim tiirler arasinda sadece

C. jejuni ve C. concisus’un ishal ile iliskili oldugunu ileri stirmiislerdir.

2014 yilinda, Platts-Mills ve ark. (65), Tanzanya, Banglades ve ve Peru’da
ishalli cocuklarda gerceklestirdikleri ¢ok merkezli bir ¢alismada EIA, PCR ve kiiltiir
yontemini kullanarak digki orneklerinde C. jejuni/C. coli ve diger Campylobacter
tiirlerini arastirmislardir. Kiiltiir yonteminin duyarliligini, PCR ve EIA yontemleri ile

karsilagtirdiklarinda sirasiyla %8.5 ve %8.7 olarak saptamislardir. Ayrica EIA pozitif
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orneklerin ¢cogunun (%71.6) PCR ile de pozitif sonu¢ verdigini ancak bunlarin %27.6
(n:53)’sinin PCR ile C. jejuni/coli disinda tiirler olarak belirlendigini bildirmisler ve
EIA yontemi ile pozitif bulunan 53 susu 16S rRNA dizi analizi ile C. hyointestinalis
subsp. lawsonii (%56), C. troglodytis (%33), C. upsaliensis (%7.7) olarak identifiye
etmislerdir. Arastirmacilar gelismekte olan iilkelerde bebeklerde PCR yontemi ile
oldukga yiiksek pozitiflik oranlari elde edildigini belirterek C. coli/ jejuni disindaki
tiirlerin 6nemini vurgulamiglar ve yliksek duyarliliga sahip olmasi, hastalik yiikiinii
tespit edebilmesi ve ayrica Campylobacter enfeksiyonlarini tiir diizeyinde ayirt

edebilmesi nedeniyle PCR kullanimini 6nermiglerdir.

Cornelius ve ark. (14) tarafindan Epsilonproteobacteria’larin etken ya da
kommensal flora elemani1 olarak rollerini incelemek amaciyla saglikli goniillii ve ishalli
hasta diskilarinda PCR-DGGE yontemi ile yapilan bir c¢alismada, C.
upsaliensis/helveticus ve C. rectus/showae saglikli goniillilerin = 6rneklerinde
saptanmamis, sadece ishalli hasta digkilarinda gosterilmistir. Buna karsilik hem hasta
hem de kontrol grubunda saptanmis olan C. hominis, C. gracilis, C. ureolyticus, C.
concisus’un ishal etkeni olmadigi ileri siiriilmiistir. Bu c¢alismada ayrica goniillii
digkilarinda az sayida C. jejuni/coli varligi da gosterilmis olup bu durum gelismekte
olan {lilkelerde daha sik goriilen asemptomatik tasiyicilikla iligkilendirilmistir. Bunun
yaninda hem saglikli hem hasta grubundan izole edilen C. concisus suslarmin ileri
incelemelerinde fenotipik olarak ayirt edilemeyen ancak genetik olarak farkli suslarinin
(genomotiir)  bulundugunun  bildirilmesi nedeniyle bu suslarin  patojenik

potansiyellerinde de farklilik olabilecegi ileri siiriilmiistiir (14, 34).

Bizim ¢alismamizda ise incelenen 100 saglikli kontroliin digkisinda C. jejuni, C.

coli veya diger Campylobacter tiirleri saptanmamugtir.

Campylobacter cinsi bakterilerin kiiltiir yontemi ile arastirildigi ve molekiiler
yontemler disindaki identifikasyon yontemlerinin kullanildigi calismalarda genellikle
kullanilan konvansiyonel biyokimyasal yontem veya ticari tani kitinin olanaklari
Ol¢iistinde izole edilen susun tiir tanis1 yapilabilmektedir. Tanimlanan tiirler basta C.
jejuni olmak tizere C. coli ve ek olarak birkag Campylobacter tiiriinii kapsamaktadir.
Sofya’da gastrointestinal sistem enfeksiyonlarinda Campylobacter spp.’nin éneminin
incelendigi genis capli bir arastirmada enfeksiyon etkeni Campylobacter tiirlerinin

%751 C. jejuni, %22’si C. coli olarak saptanmis ve %3’ ise tiir diizeyinde
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identifikasyonun yapilamamasi nedeniyle diger Campylobacter spp. olarak bildirilmistir
(30). Ilktag ve ark. (28), calismaya dahil ettikleri 341 Campylobacter susun 300
(%88)’tinti C. jejuni, 37 (%10.8)’sini C. coli, dordiinii (%1.2) C. jejuni/coli dis1 diger
tirler seklinde identifiye etmislerdir. Bu ¢alismalarda C. jejuni/coli haricindeki tiirlerin
identifiye edilememesinin sebebi ya yukarida belirtildigi gibi identifikasyonda fenotipik
ve biyokimyasal yontemlerin kullanilmasi ve bu yontemlerin tiir diizeyinde
identifikasyonda yetersiz kalmasi ya da molekiiler yontemler kullanildiginda bile sadece

C. jejuni/coli arastirilacak sekilde amaca yonelik bir protokoliin kullanilmig olmasidir.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Campylobacter tiirlerinin rutin tanisi,
genellikle selektif besiyerlerinin kullanildig: kiiltiir yontemi ile izolasyon ve sonrasinda
fenotipik ve biyokimyasal yontemlerle identifikasyona dayanmaktadir. Campylobacter
tiirlerinin bir ¢ogunun biyokimyasal olarak inaktif olmalar1 fenotipik ve biyokimyasal
tammlamay1  giiclestirmektedir. Identifikasyonda pratik olan ve ayrica dogru
identifikasyonu saglayacak biyokimyasal testler ¢ok sinirlidir. Bu testlerden en 6nemlisi
C. jejuni’yi diger tiirlerden ayiran hippurat hidrolizi testidir. Ancak C. jejuni’nin
aymrminda kullanilan hippurat testinin, hippurat negatif 6zellik gosteren C. jejuni
tiirlerinin identifikasyonunda basarisiz kalabildigi bildirilmektedir. Ayrica, C. jejuni
disindaki bazi tiirlerin de bu testle yalanci pozitif sonug verdikleri belirtilmistir (19, 21,
25). Al Amri ve ark. (1), hippurat hidrolizi deneyi sonuglarii hipurikaz geninin
arastirildigr multipleks PCR yontemi ile karsilastirmislar ve hippurat hidrolizi deneyi ile
74 Campylobacter izolatinin 17’sinin yalanci pozitif, yedisinin ise yalanci negatif sonug
verdigini saptamislardir. Arastirmacilar hippurat hidrolizi testinin pozitif prediktif

degerini %83, negatif prediktif degerini ise %35 olarak bildirmislerdir.

Istanbul’da ve akut gastroenteritli hastalardan izole edilen 341 Campylobacter
izolat1 ile yapilan bir diger ¢aligmada da C. jejuni suslarinin identifikasyonunda
kullanilan hippurat hidrolizi testinin suslarin %3 (n:10)’iinde yalanci negatif, %9.4
(n:32)’linde ise yalanci pozitif sonu¢ verdigi bildirilmistir (28). Benzer sekilde diger
bircok caligmada C. jejuni’nin tiir diizeyinde identifikasyonunda hipurikaz genine
spesifik PCR ydnteminin hippurat hidrolizi deneyine gdre daha dogru ve gilivenilir

sonug verdigi belirtilmistir (9, 25, 46).

Calismamizda da, yalanct negatiflik saptanmamis olmakla birlikte, 31

Campylobacter susunun birinde konvansiyonel hippurat testinin yalanci pozitif sonug
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verdigi goriilmistiir. Tir diizeyinde mPCR ile tanimladigimiz C. concisus susunun
konvansiyonel hippurat hidrolizi deneyi ile pozitif sonu¢ vermesini takiben, PCR
yontemiyle hippurikaz geninin varlig1 arastirllmis ve susun hippurikinaz genine sahip

olmadig1 belirlenmistir.

Campylobacter tiirlerinin identifikasyonunda hippurat hidrolizinin disinda
indoksil asetat hidrolizi, pirazinamidaz hidrolizi, nitrat hidrolizi, H,S iretimi, {ire
hidrolizi gibi ¢esitli biyokimyasal testler kullanilmaktadir. Cok fazla testin uygulanmasi
gerekliligi identifikasyon siiresini uzatmakta ve ayrica bircok Campylobacter tiiriiniin
biyokimyasal olarak inaktif olmasi ve bazi 6zelliklerin degisken olmasi tiirler arasinda
ayrimi  zorlastirmaktadir (21, 52). Buna ek olarak, Campylobacter tiirlerinin
identifikasyonunda kullanilan otomatize ve yar1 otomatize ticari sistemlerin genellikle
diisiik duyarliliga sahip olmasi, C. jejuni ve C. coli disinda sinirli sayida tiiriin
identifikasyonuna olanak saglamasi gibi nedenlerle bu yontemler de tiir diizeyinde

identifikasyonda yetersiz kalmaktadir. (19, 56).

Fenotipik yoOntemler ve ticari sistemler ile tiir diizeyinde identifikasyonun
belirtilen dezavantajlar1 nedeniyle identifikasyonun molekiiler yontemlerle yapilmasi
onerilmektedir. Ancak, molekiiler yontemler giiniimiizde epidemiyolojik ¢alismalar i¢in
kullaniliyor olsa da bu yontemlerin her klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda
uygulanabilir 6zellikte olmamasi nedeniyle rutin laboratuvarlarda tiir diizeyinde
identifikasyon hala biyokimyasal ozelliklerin degerlendirildigi sematik tablolar
kullanilarak yapilmaya calisilmaktadir. Esasen tani laboratuvarlarinda genel olarak
hippurat hidrolizi testi kullanilarak C. jejuni identifiye edilmekte ve hippurat hidrolizi

negatif saptanan suslarda cogunlukla tiir diizeyinde ayirima gidil(e)memektedir.

Calismamizda fenotipik yontemle identifikasyon amaciyla temel referans olarak
Lastovica ve ark. (39)’nin hazirladig1 biyokimyasal &zellikleri i¢eren tablolar alinmig
ayrica Fitzgerald ve ark. (21) ile Procop ve ark. (66)’nin 6nermis oldugu biyokimyasal
identifikasyon semalarindan da yararlanilmistir. C. concisus disindaki 30 susun (21 C.
jejuni ve 9 C. coli) fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri (katalaz varligi, hippurat
hidrolizi, indoksil asetat hidrolizi, nitrat rediiksiyonu, pirazinamidaz varligi, HS
tiretimi, iire hidrolizi, li¢ sekerli demirli besiyerinde H,S iiretimi, 25 °C ve 42 °C’de
iireme, H, gereksinimi, %1 glisin’de ve MacConkey’de iireme) degisken sonuglar1 da

kapsayarak genellikle tiir 6zellikleri ile uyumlu bulunmustur. Ancak elde ettigimiz
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verilere gore bunun anlami bu 6zelliklerin ¢ogunun sadece biyokimyasal identifikasyon

yapildiginda tiir ayiriminda yeterli olmadigidir.

Dokuz C. coli susunun tamami ve 21 C. jejuni susunun 16’s1 nalidiksik aside
direngli bulunmustur. Tiir ayirmminda kullanilan nalidiksik asit (ve ayrica sefalotin)
duyarliligi farkli kaynaklara gore degiskenlik gostermektedir. Ayrica iilkemizde
Campylobacter suslarinin yiiksek oranda kinolon direncine sahip olmasinin nalidiksik
asidin  Campylobacter tiirlerinin aymriminda kullanilmasin1  olanaksizlastirdig
gorilmiistiir. (27, 35, 64).

Yirmi bir C. jejuni susunun biri ve dokuz C. coli susunun ikisi pirazinamidaz
negatif olarak saptanmis ve tiir Ozellikleri ile uyumlu bulunmamistir. Bu durum
pirazinamidaz testinde yarikati besiyerinin kullanilmasi nedeniyle pozitif test sonucunda
olugmasi beklenen halkanin besiyerine yayilarak negatif sonug¢ olarak degerlendirilmis
olabilecegini ya da tiim C. jejuni ve C. coli suslarinda bu testin pozitif olmayabilecegini

diistindlirmiistiir.

C. jejuni suslarinin (n:21) MacConkey’de lireme 6zelligi de degisken sonuglari
kapsayacak sekilde uyumlu iken C. coli (n:9) suslarinin tamamu tiir 6zelliginin aksine bu

besiyerinde lirememistir.

Calismamizda tiir ayrimin1 saglayabilmek ve identifikasyonda biyokimyasal
testlerin kullanilabilirligini test etmek amaciyla izole edilen suslarin ¢ok sayida
biyokimyasal 6zelligi incelenmistir. Bununla birlikte Campylobacter tiirlerinin bir ¢ok
ozelliginin degisken olmas1 ve kesin olarak tiir ayrimini saglayabilecek 6zelliginin az
olmas1 sonucunda konvansiyonel yontemlerle yapilan biyokimyasal identifikasyonun
hem zahmetli hem de tir ayriminda yetersiz kaldigi gorilmistiir. Nitekim izole
ettigimiz hippurat pozitif 6zellikteki C. jejuni suslari disinda C. coli ve C. concisus
suslarmin tiir diizeyinde identifikasyonlarn tiire spesifik primerlerin kullanildig: {i¢ ayr1
mPCR yontemiyle saglanabilmistir. Ayrica ¢aligmamizda molekiiler identifikasyonun
yapilmadigr durumda hippurat pozitif saptanan C. concisus susunun yanliglikla C. jejuni
olarak identifiye edilebilecegi goriilmiistir. Genel olarak C. jejuni disindaki diger
Campylobacter tiirlerinin tanisinda biyokimyasal yontemlerin yetersiz kaldigi
durumlarda molekiiler yontemlerin kullanilmasinin daha giivenilir oldugu kanisina

varilmistir.
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C. concisus, insanlarda gastrointestinal sistemde yeni dnem kazanan bir tiirdiir.
Bugiine kadar elde edilen veriler insanin C. concisus'un dogal konagi oldugunu ve agiz
boslugunun bu tiiriin primer kolonizasyon bdlgesi oldugunu gdstermektedir. Onceleri
daha cok periodontitli hastalarin agiz boslugu ve diseti iltihabindan izole edilen C.
concisus’un bugiin oral enflamatuvar hastaliklardaki rolii heniiz netlik kazanmamustir.
Son yillarda C. concisus'un gastroozofageal reflii hastaligi ve Barrett 6zofagusu ile
iliskili enflamasyona katkisinin oldugu, ayrica enflamatuvar bagirsak hastaliginin (IBD)
gelisiminde rol oynadigi ileri siiriilmektedir (48). Buna ek olarak C. concisus’un ishalli
hasta diskilarinda artan oranda bildirilmeye baslamasiyla akut gastroenteritlerdeki rolii

giindeme gelmistir (34).

C. concisus’un etken olarak tespit edildigi ¢alismalar bu tiiriin akut bagirsak
hastaliklarindaki roliinii destekler niteliktedir. Lastovica ve ark. (40), ¢cocuk hastalarda
C. concisus’u, C. jejuni’den sonra ikinci en sik Campylobacter tiirii olarak izole
ettiklerini bildirmiglerdir. Collado ve ark. (13), Sili’de 140 ishalli hasta ve 116 saglikli
kontrol grubunda gerceklestirdikleri ¢alismalarinda C. concisus’un ishalle iligkili
oldugunu ileri siirmiislerdir. Benzer sekilde, Nackhamkin ve ark. (60), C. concisus izole
ettikleri sekiz hastanin klinik 6zellilerini de gbz oniinde bulundurarak hastalarin ikisinde

C. concisus’u ishalle iliskilendirmislerdir.

Danimarka'da yapilan bir ¢alismada ise C. concisus i¢in C. jejuni/coli’ye yakin
oranda yiiksek bir insidans bildirilmistir. C. concisus’un, C. jejuni/coli gibi ¢ocuklarda
stk olmak tizere her yas grubunda izole edildigini ancak C. jejuni/coli’den farkli olarak
bebekler ve yash bireylerde de sik saptandigini belirten arastirmacilar saglikli

kontrollerde C. concisus izole edilmedigini bildirmislerdir (61).

2016 yilinda Underwood ve ark. (75), Kkantitatif PCR ile yaptiklari
caligmalarinda Avustralya'da akut gastroenteritli hastalarda C. jejuni'ye gore (~%5) C.
concisus’un yiiksek (%49.7) prevalansa sahip oldugunu ve C. concisus pozitif olgularin
%78'inde bu bakterinin tek etken olarak tespit edildigini géstermisler ve C. concisus ‘'un

gastroenterit gelisiminde potansiyel bir rol oynadigini ileri stirmiislerdir.

Ancak saglikli bireylerden de izole edilmesi sebebiyle C. concisus’un ishal ile

iliskili olmadigini1 savunan arastirmacilar da bulunmaktadir (14, 29, 74, 76).
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Calismamizda ise diskisinda C. concisus saptadigimiz hasta; diyabet ve kardiyak
hastaliklar gibi altta yatan ¢ok sayida kronik hastalig1 olan, giinde ii¢c kez, kanli, kotii
kokulu ishali nedeniyle Acil servise bagvuran klinik ve laboratuvar (CRP yiiksekligi,
disk1 PNL pozitifligi, vb.) enfeksiyon bulgularina dayanarak hastaya antibiyotik tedavisi
baslanan 61 yasinda bir kadin hastadir. Hasta ile sonradan yapilan goriismede, ishalinin
yedi giin icinde sonlandigi Ogrenilmistir. Siddetli ishali olan bu hastada rutin digki
kiiltiirtinde arastirilan enteropatojen bakterilerin (Salmonella, Shigella, Aeromonas,
Plesiomonas, Yersinia ve Vibrio spp.) tiremeyip C. concisus’un tek etken olarak
saptanmast (ayrica saglikli bireylerde bu bakteriye rastlanmamsi), bu bakterinin

ishalden sorumlu oldugu yoniinde 6nemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir.

Hastadan izole edilen C. concisus susu tiire spesifik PCR ile identifiye
edilebilmistir. Sus birgok biyokimyasal 6zelligi (katalaz negatif, nitrat rediiksiyonu
pozitif, pirazinamidaz pozitif, H,S strip testi pozitif, iire hidrolizi negatif, 25 °C’de
tireme negatif, %1 glisinde tireme pozitif, MacConkey’de iireme negatif, sefalotin ve
nalidiksik aside direngli) ile ve yine degisken sonuglari da kapsayacak sekilde C.
concisus tiirii ile uyumlu bulunmustur. izole edilen sus, tiir 6zelliklerinin aksine
hippurat hidrolizi pozitif, TSI’de H,S iiretimi negatif, indoksil asetat hidrolizi pozitif

saptanmustir; ayrica 42 °C’de iireyen sus hidrojen gereksinimi gdstermemistir.

Sonuglarimiza benzer sekilde, Nielsen ve ark. (61), izole ettikleri baz1 C.
concisus suslarinin HyS olusturmadigini ve indoksil asetat hidrolizinin pozitif sonug
verdigini bildirmislerdir. On ve ark. (63)’in yaptiklar1 bir diger ¢alismada da suslarin
%35’1nin HyS olusturdugu saptanmaistir.

C. concisus’un arastirildigi bir baska ¢alismada bulgularimizla benzer olarak
suslarin %6’smin indoksil asetati hidrolize edebildikleri tespit edilmistir (76). Genel
olarak, C. concisus suslarmim 37 °C’de 42 °C’ye gore daha iyi iiredikleri belirtilmekle
birlikte baz1 ¢alismalarda C. concisus’un 42 °C’de iireyebildigi, diger bazilarinda ise 42
°C’de iireme 6zelliginin suslar arasinda degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (11, 21, 66,

72).

C. concisus, treme Ozelligi bakimindan hidrojen agisindan zenginlestirilmis
mikroaerofilik ortama ihtiyag duyan tirler arasinda smiflandirilmakla birlikte
calismamizda saptanan C. concisus susu hidrojenden zengin atmosferik ortama ek

olarak hidrojen gazi icermeyen mikroaerobik ortamda da tiremistir. Benzer sekilde
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Tillmanne ve ark. (74)’nin yaptiklari ¢alismada C. concisus’un hidrojen gazi igermeyen

mikroaerofilik ortamda izole edildigi bildirilmistir.

Uremeleri igin 6zel kosullar gerektiren ve nazli iireyen bakteriler arasinda yer
alan Campylobacter cinsi bakterilerin tiir sayisinin giderek artmasi ve yeni tiirlerin de
enfeksiyonlarla iligkili olabilecegini bildiren g¢aligmalarin ¢ogalmasi bu bakterilerin
rutin tanis1 ve tlir diizeyinde identifikasyonunda bazi sorunlar1 da beraberinde
getirmistir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan yontemler en
sik enfeksiyon etkeni olarak bilinen C. jejuni ve C. coli tanisina yonelik oldugundan C.
jejuni/coli disindaki tiirlerin identifikasyonunda kullanilan konvansiyonel biyokimyasal
yontemler yetersiz kalmakta ve molekiiler identifikasyonun énemi giderek artmaktadir.
Bununla birlikte rutin tan1 yontemleri ile genellikle tespit edilemeyen yeni Onem
kazanan bu tiirlerin epidemiyolojik olarak arastirilmasi, kiiltiir yontemleri ile birlikte
molekiiler yontemlerin de kullanildigi ¢aligmalarla enterik enfeksiyonlardaki rolleri ve
sikliklarmin ortaya konulmasi onemlidir. Bes yiiz hasta ve 100 saglikli kontroliin
incelendigi ¢alismamizda sadece bir hastada C. jejuni/coli disinda bir tiir (C. concisus)
saptanmigtir. Yeni onem kazanan Campylobacter tiirleri ile ilgili verilerin artirilmasi
amaciyla lilkemizde farkli bolgelerde gerceklestirilecek daha fazla epidemiyolojik
calismaya ihtiya¢ vardir. Yapilacak calismalarda kullanilacak yontemlerin, diskidan
dogrudan Campylobacter tiirlerini arastiran molekiiler yontemlerle kombine edilmesinin

yararli olacag1 inancinday1z.

Calismamiz, tilkemizde C. jejuni/coli disindaki yeni Onem kazanan
Campylobacter tiirlerinin hem konvansiyonel hem de molekiiler yontemlerle ishalli
hasta ve saglikli goniillillerde arastirilmasi ve ayrica C. concisus’un akut gastroenterit
etkeni oldugunun gosterilmesi agisindan bir ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Bu nedenle,
calismamizin ileride bu alanda yapilacak caligmalara yol gosterici olacagini

diisiinmekteyiz.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU (EK-1)

"Akut Gastroenteritlerde C. jejuni ve C. coli disindaki Campylobacter
Tiirlerinin Arastirilmasi" isimli bir ¢calisma yiiriitmekteyiz.

Bu ¢alismanin amaci sudur;

Akut gastroenterit mide ve bagirsaklarin enflamasyonudur (iltihabidir). Bu
hastalikta ishal ana bulgu olup, ishale bulanti, kusma, ates ve karin agris1 eslik edebilir.
Akut ishal 14 giinden kisa siiren ishaldir. Akut gastroenterit genellikle bir virus veya
bakteri, daha nadir olarak da bir parazit tarafindan olusturulur. Gastroenterit, etkeni
iceren digki ile bulagsmis olan yiyeceklerin yenilmesi veya su ve igeceklerin igilmesiyle,
etkenle temas etmis kirli ellerin agiza gotiiriilmesi ile gelisir. Akut gastroenteritlerde
bulanti, kusma, karin agris1 ve ates sik olarak gelisir. Akut gastroenteritli hastalar
genellikle 10 giinden kisa siirede tamamen iyilesir. Ancak bagirsakta hastalik olusturan
mikrop bazen kan yoluyla diger organ ve dokulara yayilabilir. Elektrolit degisiklikleri
havale gecirme, bagirsak hareketlerinin durmasmna yol agabilir. Ishal sirasinda asiri
bagirsak hareketleri bagirsak diiglimlenmesine neden olabilir. Bunlar uygun sekilde
tedavi edilebilecek durumlardir. Uzun siiren elektrolit bozukluklar kii¢iik bebeklerde
beyin hasari olusturabilir. Asir1 sivi ve elektrolit kayb1 veya mikrobun kan yoluyla
bagirsak dis1 organlara yayilmasi sok ve dliimle sonuglanabilir. Iste bu ¢alismanin
amac1 Campylobacter cinsi ad1 verilen bakteri tiirlerinin akut gastroenteritlerdeki roliinii
saptamaktir. Arastirmanin siiresi yaklasitk 1 yil olarak planlanmistir. Calismaya
katilmay1 kabul etmeniz halinde laboratuarimiza diski kiiltiirii istegi ile gonderilen diski
orneginden calisma yapilacaktir. Ayrica digki 0rnegi istenmeyecektir. Bu orneklerde
Campylobacter cinsi bakterilerin saptanip saptanmayacagi arastirilacaktir.

Calismaya katilmaniz halinde herhangi bir zarar gérmeniz beklenmemektedir.
Bu ¢aligma sonunda iilkemizde akut gastroenteritlerin etiyolojisinde Campylobacter
tiirlerinin yerinin belirlenmesi agisindan énemli veriler elde edilecektir. Bu ¢alisma ile
ilgili oldugunu diisiindiigliniiz her tiirlii sorun i¢in; Bio. Nermin Teksoy (0212 414 20
00 / 32628; cep 0506 872 51 84), eger ulasamassaniz, Prof. Dr. Betigiil ONGEN (0212
414 20 00 /32627) ile baglant1 kurabilirsiniz.

Calismaya katilmama hakkina sahipsiniz. Calismaya katilsaniz bile sonradan
devam etmeme hakkina sahipsiniz. Hastaliginiz ile ilgili 6zelliklerinizin baslangigta ve
calisma siirerken arastirma sartlarina uygun olmadiginin anlasilmasi halinde ¢alismadan
cikarilabilirsiniz. Arastirmaya katilmay1 kabul etmemeniz durumunda veya herhangi bir
nedenle ¢alisma programindan ¢ikilmasi veya ¢ikarilmaniz halinde hastaligimiz ile ilgili
tedavinizde kesinlikle bir aksama olmayacaktir.

Sizden alinacak diski numuneleri yalnizca adi gegen calismada kullanilacaktir.
Sizin izniniz olmadan baska bir ¢alismada kullanilmayacaktir. Liitfen izin verdiginiz

secenegi isaretleyiniz:

Sadece yukarida bahsi gecen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum
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Ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum
Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum

Katilimcinin/Hastanin Beyani
(Bu bolim hazirlanan gonlli olur formunun sonuna eklenmelidir)

Sayin Bio. Nermin Teksoy tarafindan Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma
ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arasgtirmaya
“katilimc1” olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda
kalmas1 gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve
saygl ile yaklasilacagina inanityorum. Arastirma sonuglarmin egitim ve bilimsel
amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana
yeterli gliven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart1 zor durumda birakmamak icin arastirmadan
¢ekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.

Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir ylik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimda; herhangi bir saatte,
Bio. Nermin Teksoy Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'ndan ve
0212 414 20 00/32627, GSM: 0506 872 51 84'ii arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davramigla karsilasmis degilim. Eger katilmay:
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 gecen bu arastirma projesinde “katilimer”
olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve
goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gdsteren

metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarda
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s6z konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin

katilmay1 kabul ediyorum.

GéniilliiniinAd1 Soyad: Imzas1
Adresi:

Telefon no ve varsa faks no:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin
Ad1 Soyad: Imzas:
Adresi:

Telefon no ve varsa faks no:

Aciklamalar yapan arastiricinin

Adi soyadt: Imzas

Riza islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin

Adi soyadt: Imzas

Gorevi:
Yasal Temsilcinin

Adi1 soyadr: [mzasi
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