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OZET

Mersin ilinde Gocukluk Ve Erigkin Gaginda Campylobacter Gériilme
Sikhgi, Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi Ve Virulans Faktorlerinin
Saptanmasi

Tdm dinyada en c¢ok oOlume neden olan hastaliklardan biri akut
gastroenteritlerdir. Ozellikle gelismemis Ulkelerde gocuk &limlerine ve blyik
miktarlarda ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Campylobacter turleri de
yetiskin ve pediatrik hastalarda gastroenterit etkenleri arasinda en yaygin
turlerden biri olarak bilinmektedir. Genellikle hayati tehdit etmeyen bir ishal
seklinde baslayip kendini sinirlasa da, bazen ciddi morbiditelere neden olabilen
ve mortaliteye dogru giden bir tablo ile karsimiza cikabilir. Bu c¢alismada,
Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi
Hastanesi polikliniklerinden ve yatan hastalardan, akut gastroenterit on tanisiyla
Tibbi  Mikrobiyoloji  Laboratuvarina  gonderilen  digki  orneklerinden,
hastanemizde rutin kalturd yapiimayan Campylobacter turlerinin sikhiginin
belilenmesi amaclanmis 401 hasta o©rmegi dahil edilmistir. Oncelikle
mikroskobik olarak incelenen digki ornekleri secici besiyeri olan mCCDA
(Modifiye Charcoal Cephoperazone Deoxycholate Agar) ekilmis ve
konvansiyonel yontemlerle Campylobacter spp. olarak tanimlanmigtir. Tar
tayini, direng ve virulans gen bolgeleri de Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
belirlenmistir. incelenen 401 digki érneginin 44’tinde Campylobacter (%10.9)
turi bakteri Uremesi saptanmistir. Bunlarin 36’si Campylobacter jejuni, 6’si
Campylobacter coli ve 2’'si de Campylobacter spp. olarak tanimlanmistir.
izolatlarin eritromisin, tetrasiklin ve siprofloksasin antibiyotik duyarllik testi disk
difizyon yontemi ile belirlenmistir. 44 izolatin tamami siprofloksasine direngli
bulunmustur. Tetrasiklin direnci 43 izolatta saptanirken sadece 1 C.jejuni izolati
tetrasikline duyarl tespit edilmigtir. Eritromisin direnci ise 4 izolatta goralmustur
ve bu izolatlarin 3’4 C.coli, 1’i C.jejuni olarak tanimlanmistir. 44 Campylobacter
izolatinin 40'inda (% 90,9) 23S rRNA bulunurken, 21 izolatta (% 47,7) da gyrA
genleri tespit edilmistir. Diger yandan; 44 izolatin 34’inde (% 77,3) cadF geni
bulunurken, 24’Gnde (% 54,5) cdtABC genine rastlanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Campylobacter, Gastroenterit, mCCDA, PZR,

Virulans.



ABSTRACT

Frequency of Campylobacter Occurrence in Childhood and
Adulthood, Determination of Antibiotic Resistance and Determination of
Virulence Factors in Mersin Province

One of the most fatal diseases in the world is acute gastroenteritis. It
causes child mortality and large amounts of economic losses, especially in
undeveloped countries. Campylobacter species are also known as one of the
most common types of gastroenteritis agents in adult and pediatric patients.
Although it usually starts as a non-life-threatening diarrhea, it can sometimes be
confronted with a picture that can cause serious morbidities and go towards
mortality. In this study, it was aimed to determine the frequency of
Campylobacter species that are not routinely cultured in our hospital, from the
outpatient samples sent from Mersin University Medical Faculty Health
Research and Application Center Hospital polyclinics and inpatients with the
pre-diagnosis of acute gastroenteritis, and 401 patient samples were included.
First of all, stool samples that were examined microscopically were planted with
selective medium mCCDA (Modified Charcoal Cephoperazone Deoxycholate
Agar) and Campylobacter spp. defined as. Species identification, resistance
and virulence gene regions are also determined by Polymerase Chain Reaction
(PCR). In 44 of the 401 stool samples examined, Campylobacter (10.9%)
bacterial growth was detected. 36 of them are Campylobacter jejuni, 6 of them
are Campylobacter coli and 2 of them are Campylobacter spp. defined as.
Erythromycin, tetracycline and ciprofloxacin antibiotic susceptibility test of
isolates was determined by disc diffusion method. All 44 isolates were found
resistant to ciprofloxacin. While tetracycline resistance was detected in 43
isolates, only 1 C.jejuni isolate was detected sensitive to tetracycline.
Erythromycin resistance was seen in 4 isolates and 3 of these isolates were
identified as C.coli and 1 as C.jejuni. While 40 (90.9%) of 44 Campylobacter
isolates had 23S rRNA, gyrA genes were detected in 21 isolates (47.7%). On
the other hand; While 34 (77.3%) of 44 isolates had cadF gene, 24 (54.5%) of
cdtABC gene was found.

Keywords: Campylobacter, Gastroenteritis, mCCDA, PCR, Virulence.

Advisor: Prof. Dr. Gonul ASLAN, Department of Medical Microbiology,
Faculy of Medicine, Mersin University, Mersin.



1.GiRIS VE AMAG

Campylobacter turl, siklikla gastrointentinal sistemi tutan akut
gastroenterit etkeni olarak karsimiza c¢ikan bir patojendirl. Gida kaynakli
Campylobacter spp. enfeksiyonlari, Avrupa’nin ve dunyanin birgok Ulkesinde
baslica halk saghgi problemlerinden biri olarak kabul edilmektedir>3. Son
arastirmalara gore, yilda ortalama 166.000 vaka arasinda 31.700 Gullian Barre
Sendromu’na ve 37.604 6lime neden olmustur4. Campylobacter tiirlerine bagli
gastroenteritler, hafif kendini sinirlayan bir ishalden; yiksek ates, halsizlik ve
kirginhgin da goruldugu ciddi fulminan enterokolit seklinde seyredebilir. Karin
agrisi, abdominal kramplar seklindedir. Digki baslangigta mukoid ve sivi
karakterde iken, giderek kan ve purilan kisimlar igceren bol sulu bir ishale
ilerleme olabilir. Semptomlara bulanti ve kusma da eklenebilir?.

Campylobacter spp. kaynakli ishaller, genellikle sadece hidrasyon ile
kendi kendini sinirlayan bir hastaliktir. Buna ragmen bazi durumlarda (immun
sistemi baskilanmig, ciddi komplikasyonlari olan hastalar vb.) antimikrobiyal
tedavi gerekebilir®. Gliinimiizde en sik tercih edilen ajanlar makrolidler ve
florokinolonlardir. Ancak bu antibiyotiklere karsi direng bildirimi giderek artig
gOstermektedir. Genel olarak, DNA-Gyrase ve Topoizomeraz [V'Un A alt
birimlerindeki (GyrA ve ParC) amino asit substitisyonlari, kinolon direncinin en
onemli mekanizmalaridir®. Ayrica sitoplazmik kinolon tutulumundaki degisiklikler
ve aktarilabilir kinolon direng mekanizmasi; artan kinolon direncinde rol
oynamaktadir®’. Makrolidler, ribozomun 50S alt birimiyle etkilesime girerek
protein sentezi ve elangasyonunu inhibe eder. 23S rRNA, L4 veya L22
proteinlerinin etkilesim noktalarindaki degisiklikler, birgok mikroorganizmada
makrolid direncine yol agmaktadir®. Campylobacter tirleri; motilite, adhezyon,
invazyon, toksin-aktivitesi, immun yanittan kagis ve demir alimi ile ilgili farkh
virilans faktorlerine sahiptir®. Bu virllanslarla iligkili bircok gen bolgesi
tanimlanmistir. Bunlardan biri dis mebran proteinleri (OMPs) grubuna ait 37
kDa proteinini kodlayan cadF genidir. Bir diger gen bdlgesi ise bazi C.jejuni ve
C.coli suslarinda tanimlanan iam (invazyon iligkili belirteg) genidir.  Ayni
zamanda Campylobacter tarlerinin virulansi; cdtA, cdtB ve cdtC genleri
tarafindan kodlanan sitotoksin Gretimiyle iligkili bulunmustur?©.

Campylobacter spp. kaynakli ishallerin gogunlugu kendi kendini sinirliyor

olmasina ragmen, yanlis tedavi veya gereksiz antibiyotik kullanimi tedavi
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maliyetinde artisa ve mikroorganizmalarda antibiyotik direncine yol
agabilmektedir. Bu nedenle, Campylobacter spp. sikhginin ve direng profilinin
bilinmesi etkin tani ve tedavi saglayacagi gibi antimikrobiyal ajanlarin da dogru
secgilmesini saglayacaktir.

Bu calismada, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi Hastanesi polikliniklerinden ve yatan hastalardan, akut
gastroenterit on tanisiyla Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen digki
orneklerinden, hastanemizde rutin kultira yapilmayan Campylobacter turlerinin
sikliginin belirlenmesi amaclanmigtir. Calismamizda Campylobacter turleri;
kaltar, biyokimyasal ve molekuler yontemler kullanilarak belirlendi ve pozitif
bulunan érneklerde; antibiyotik direnci ve virllans faktorleri arastirildi.

Bu calisma ile hastanemizde Campylobacter enfeksiyonlari tanisinin
konulmasi ve dogru antimikrobiyal ajan se¢iminde klinisyenlerin yonlendirilmesi
hedeflenmektedir. Ayrica, Campylobacter spp. tanimlama ydntemlerinin

laboratuvarimiza yerlestiriimesi de planlanmaktadir.



2.GENEL BILGILER
2.1.Campylobacter spp.‘nin Genel ve Mikrobiyolojik Ozellikleri
2.1.1Yapisal Ozellikleri

Campylobacter turleri Gram negatif, ince kivrimh veya S seklinde ve 0,2-
0,8 ym x 0,5-5 pym boyutlarinda mikroaerofilik bakterilerdir. Basta kumes
hayvanlari olmak Uzere birgok yabani kug ve memeli turlerinin gastrointestinal
sistemlerinde kommensal olarak yasayabilmektedir. Campylobacter gracilis
(hareketsiz) ve Campylobacter showae (¢oklu kirpik) hari¢, diger tum
Campylobacter turleri bir ucu veya her iki ucunda olmak Uzere tek bir kirpige
sahiptir [9]. Campylobacter turleri oksijene maruz kaldiklarinda spiral formdan,

kokoid veya yuvarlak forma (dormant form) gecebilir'!.

2.1.2. Ureme Ozellikleri

Campylobacter turleri genel olarak, %5 oksijen, %10 karbondioksit ve
%85 nitrojen iceren mikroaerofilik atmosfer sartlarina gereksinim duyarlar.
Batun tarleri 37°C’de urese de, termofilik olarak bilinen C.jejuni, C.coli, C. lari ve
C. upsaliensis 42°C’de daha hizli ve yodun Uremektedir. Bu farkliliktan
yararlanilarak digkida ureyen koliform bakterilerin Gremesi baskilanip, termofilik

Campylobacter turlerinin izole edilme sansi artirilabilir??.

2.1.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Campylobacter gracilis hari¢ batin turlerde oksidaz aktivitesi pozitiftir.
Ayni zamanda karbonhidratlari fermantasyona ugratmazlar. Bunun yerine,
enerji ihtiyaclarini amino asitlerden ya da trikarboksilik asit dongusu ara
urdnlerinden saglarlar. Katalaz testi, fenotipik olarak tanimlamada kullanilan
birkac testten biridir ve pozitif ya da zayif pozitif olabilir. Campylobacter jejuni;
hippurat ve indoksil asetati hidrolize ederken, nitrati indirger3. Karbonhidratlari

fermante etmedikleri igin, metil red ve vogues proskauer testleri ise negatiftir®3.

2.1.4. Genetik Ozellikleri

Campylobacter turleri diger bakterilere nazaran daha kuguk bir genoma
sahiptir. Dort farkli cografi bolgeden Campylobacter tirlerinin dahil edildigi bir
calismada, C.jejuni ortalama 1.709 Mb’lik boyuta sahipken, C.coli 1.703 Mb



olarak tespit edilmistir'4. Ayrica Campylobacter tirleri arasinda plazmid veya
bakteriyofajla gen aktarimi da olabilmektedir.

C.jejuni Klinik izolatlarinin %19 ile 56'si cgesitli boyutlarda plazmidleri
barindirir. Bu plazmidlerin ortak 6zellikleri veya C.jejuni'deki iglevleri hakkinda
cok az sey bilinmektedir>. Campylobacter fajlari 110 kb ile 320 kb arasinda
bildirilse de, 140 kb genom buyUkliginin Campylobacter fajlar igin yaygin

oldugunu gosteren galismalar mevcutturt®,

2.2.Siniflandirma

Campylobacter siniflandirmasi ilk olarak 1963 yilinda ortaya atilmistir. Bu
tarihe kadar Vibrio sinifinda degerlendirilirken, Sebald ve Veron isimli
arastirmacilar mikroaerofilik buyime gereksinimleri, karbonhidratlari fermante
etmemeleri ve diguk DNA kompozisyonlari nedeniyle ayri bir sinif olarak
degerlendirmiglerdir®. Foster ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptigi calismada,
Campylobacteriaceae ailesi iginde 16 tlr ve 6 alt tir bulunmustur!’. Ayrica bu
aile icerisinde Arcobacter turleri de bulunmaktadir. Campylobacter turleri 1909
yiindan beri hayvanlarda hastalik etkeni olarak bilinse de, insanlarda genel
olarak 1980Q’li yillardan itibaren patojen olarak kabul edilmistir. Campylobacter
jejuni subsp. jejuni, C.jejuni subsp. doylei, Campylobacter coli, Campylobacter
lari, Campylobacter upsaliensis ve Campylobacter helveticus genetik olarak
birbirine yakin, insan ve hayvanlarda en sik izole edilen ishal etkenleridir.
Filogenetik olarak birbirine benzeyen Campylobacter concisus, C. showae, C.
curvus, C. rectus, C. gracilis, C. sputorum ve C. hominis gibi turler Greme igin
hidrojene ihtiya¢c duymaktadirlar. Ayrica Campylobacter fetus subsp. fetus, C.
fetus subsp. venerealis, Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis ve
C. hyointestinalis subsp. Lawsonii tarleri de fenotipik ve genotipik olarak

benzerdirls,

2.3.Virulans Faktorleri ve Patogenez
2.3.1. Adezyon ve invazyon

Campylobacter turleri ilk olarak ince bagirsakta kolonize olur ve hedef
organ olan kolona gegerler. Mukus bariyeri astiktan sonra, gesitli adezinler
yoluyla epitelyal hiicrelere yapisirlart®. C.jejuni genellikle invaziv olarak kabul

edilse de, epitel hiicrelerine gegisi henliz tam olarak acgiklanamamistir?,
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Campylobacter invazyon antijenleri olarak adlandirilan Cia proteinleri, 6karyotik
hicreyle temas edildiginde, flagella tarafindan salgilanmaktadir. Bu sayede
bakterinin epitelyal ylizeye invazyonu kolaylasir?t. C.jejuni'nin; epitel hiicreleri,
dendritik hicreler ve makrofajlarla etkilesimi, nikleer transkripsiyon faktort, NF-
kB ve MAPK sinyal yollarinin aktivasyonunu tetikleyebilir. Bunun sonucunda
ortaya cikan sitokin salinimi, hem inflamatuar ishalin baslamasina, hem de
enfeksiyonun temizlenmesine neden olmaktadir'®. Dis membran proteinlerinden
olan CadF ve PEB1 molekulleri de yapisma ve invazyondan sorumludur. PEB1
proteini peblA gen bolgesi tarafindan kodlanir?®. Yillar iginde birgok
Campylobacter adezyon faktérii tanimlanmistir (Tablo 2.1)°. immiin yanit

olusturan PEB1 ylUzey proteini asi ¢alismalarinda da kullaniimistir.

Tablo 2.1. Campylobacter Adezyon Faktorleri®

Viriilans Faktorleri Kodlayan

Genler
cadF, dis membran proteini cadf
pr’ Campylobacter adezyon proteini capA
Fosfalipaz A pldA
Lipoprotein JIpA
Peb1, periplazmik baglama proteini PeblA
Peb3, transport proteini Peb3
Peb4, saperon Peb4
FIpA, fibronektin benzeri protein A flpA
Tip IV sekresyon sistemi virB11
JIpA, liporotein iIpA

2.3.2. Flajella

Campylobacter spp. igin flajella en 6nemli virllans faktorlerinden biridir.
Flajella, bagirsak mukozasi ve epitel hucrelerinin istilasi igin bakteriye
hareketlilik saglar. Bu sayede, hedef organda kolonizasyon olusturulur. Ayrica,
Campylobacter invazyon antijenleri olarak adlandirilan Cia proteinler, flajella
tarafindan salgilanmaktadir. C.jejuni’ye 6zgl olan ve FspA olarak adlandirilan
bir bagka protein de yine flajella filamentinden salgilanir. iki farkli FspA formu
saptanmis olup; FspA2 epitelyal hlcrelere temas ettiginde, apoptozisi tetikledigi

belirlenmistir. FspA1’in bdyle bir etkisi bulunmamaktadir'®. 2008 yilinda yapilan
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hayvan deneyli asi ¢alismalarinda, FspAl serum IgG ve fekal IgA seviyesini

FspA2'ye gore daha yliksek seviyelere gikardigi belirlenmistir?3.

2.3.3. Toksin Uretimi

Campylobacter virtlans faktorlerinden biri de toksin Uretimidir. Birgok
Gram negatif bakterinin de uretebildigi CDT (cytolethal distending toxin) en
bilinen toksindir. cdtA, cdtB ve cdtC gen bdlgeleri tarafindan kodlanan bu
toksinin iglevsel olabilmesi igin, ti¢ gen bolgesinin de aktif olmasi gerekmektedir.
CdtA ve cdtC gen bolgesi drlnleri, toksinin hiicre zarina baglanmasindan
sorumluyken, cdtB gen bdlgesi trlini de enzimatik olarak aktifleyen alt birimidir.
Bu toksin kompleksi, konak hticre ¢ekirdegine girerek deoksiribonikleaz enzimi
gibi davranir ve mitozdan hemen &énceki hizli hiicre biylime dénemi olan G2
fazinda, CDC2 kinazi bloke ederek hiicre siklusunu durdurur®. Bu molekdil
kompleksi, epitel hdcrelerinden IL-8 salinimini uyararak, inflamatuar ishalin
baslamasina da neden olur 24, Yapilan ¢alismalarda CDT’e ek olarak; 70 kDa
blayukligundeki toksin, HeLa/Vero hucrelerini aktive eden sitotoksin, hemolitik
etki gosteren sitotoksin, hepatotoksin ve Shiga benzeri toksinler de

tanimlanmistir?.

2.3.4. Yuizeyel Karbonhidrat Yapilar

Campylobacter dis membrani, lipopolisakkarit (LPS) ve lipooligosakkarit
(LOS) yapllar igerir. Oligosakkarit ve lipit A’dan olusan LOS molekull; adezyon,
invazyon ve immun yanittan kagis gibi ¢esitli fonksiyonlara sahiptir. C.jejuni’de
bulununan LOS yapidaki monosakkaritlerin sializasyonu sonucu birden fazla
varyasyonlarin ortaya ciktigi belirlenmistir. Bu varyantlarin antijenik 6zelliginin
azaldigi ve immln yanittan daha kolay kagtiklari disiintimektedir®. Ayrica;
endojen olarak Uretilen sialik asitin monosakkarit yapilara eklenmesiyle ortaya
¢ctkan LOS molekill, insanlarda bulunan gangliozidlere benzemesi nedeniyle
Guillian Barre Sendromu (GBS) dan sorumludur?®. LPS; kor oligosakkarit, lipit A
ve tekrarlayan oligosakkarit birimlerin meydana getirdigi bir O-zincirden olugur.
Bununla birlikte, bir zamanlar LPS ile iligkili olarak kabul edilen tekrar eden

oligosakarit tinitelerinin (O-zinciri) artik kapsiler olduguna inanilmaktadir?’.
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2.3.5. Oksidatif Stres Cevabi

Mikroaerofilik olan Campylobacter tlrleri hayat dongllerinde mutlaka
serbest oksijen radikallerine maruz kalirlar. Hidrojen peroksit (H202) ve
superoksit anyonu (O2") gibi radikaller, yuksek derecede toksik olan hidroksil
radikalini (OH¢) olusturmak igin etkilesime girebilir. Birgok bakteri tirt hidrojen
peroksiti, su ve oksijene donustirmek icin katalaz enzimini kullanir.
Campylobacter turlerinde oksijen radikalleri duguk konsantrasyondayken,
detoksifikasyondan alkil hidroperoksit rediktaz (AhpC) sorumludur. Ancak;
radikal oranlari artmaya basladiginda katalaz (KatA) enzimi devreye

girmektedir®.

2.4. Bulagsma Yollan ve Epidemiyoloji
2.4.1. Bulagma Yollari

Campylobacter turleri siklikla gastrointentinal sistemi tutan akut
gastroenterit etkeni olarak karsimiza c¢ikan bir patojendirl. Gida kaynakli
Campylobacter spp. enfeksiyonlari, Avrupa’nin ve dunyanin birgok Ulkesinde
baslica halk sagligi problemlerinden biri olarak kabul edilmektedir?2.
Campylobacter tirleri birgcok evcil ve vahsi hayvan bagirsak florasinin dogal bir
dyesidir. Gidalarin fekal florayla kontaminasyonu, genellikle hayvan kesimi
esnasinda meydana gelir. Yeterince pismemis et ve sut urunleri, ishalli evcil
hayvanlarin gidalari kontamine etmesi gibi durumlar da bulasta 6nemli rol

oynamaktadir?®.

2.4.2. Epidemiyoloji

insanlarda Campylobacter enfeksiyonlari epidemiyolojisini daha iyi
anlamak igin, hayvanlarda tasiyicihgin ve diren¢ durumunun bilinmesi
gerekmektedir. Avrupa Birligine (AB) Uye Devletlerin cogu su anda Salmonella
ve Campylobacter gibi zoonotik ajanlarda antimikrobiyal direnci izlemektedir
[28]. Yaklasik 20 yildir devam eden siUrveyans galismasina Uye Ulkeler duzenli

olarak verilerini bildirmektedir?®.

Geligmekte olan Ulkeler ile gelismis Ulkelerde, Campylobacter nedenli
enfeksiyonlarin epidemiyolojik 6zellikleri farliliklar gdstermektedir. Gelismis
ulkelerde hastalik siklikla gocuklarda gorullrken, erigkinler igin buyuk bir
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problem teskil etmemektedir. Ayrica ¢ocuklarda Campylobacter enfeksiyonlari
ile mevsimsel bir iligki saptanirken, erigkinlerde yil boyunca sporadik vakalar
gorilebilmektedir®®. Ulkemizde de Campylobacter enfeksiyonlarinin gériime
sikhg ile ilgili yapilan calismalarda %0.6 ile %14 arasinda degisen oranlar
bildirilmektedir3l. Diinya genelinde, C.coli ve C.jejuni en sik kampilobakteriyozis
etkeni olarak kargimiza ¢gikmaktadir. Hemen hemen her yas grubu etkilense de,
genellikle 5 yas alti gocuklarda gorulmektedir. 2013 yilinda Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) yapilan bir calismada her 100.000 kiside 13.8 kisinin
Campylobacter enfeksiyonlarina maruz kaldigi ve bu durumun toplam

maliyetinin yaklasik 8 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir2.

2.5. Campylobacter Enfeksiyonlari ve Komplikasyonlari

Campylobacter enfeksiyonlari gida yoluyla bulasan gastroenterit
nedenlerinin en basinda gelir. Kontamine su ve gida kaynakl bulasan etkenler
arasinda Salmonella ve Escherichia coli'den 3-4 kat daha sik goralur?.
Campylobacter turlerine bagli gastroenteritler, hafif kendini sinirlayan bir
ishalden; ylksek ates, halsizlik ve kirginligin da goéraldiga ciddi fulminan
enterokolit seklinde seyredebilir. Karin agrisi abdominal kramplar seklindedir.
Diski baslangigta mukoid ve sivi karakterde iken, giderek kan ve puralan
kisimlar iceren bol sulu bir ishale ilerleme olabilir. Semptomlara bulanti ve
kusma da eklenebilirt. Klinik belirtiler genellikle bakterinin alimindan sonra 1-7
gun igerisinde ortaya c¢ikar ve tablo siklikla kendi kendini sinirlar. Yas gruplari
icinde belirtiler degiskenlik gosterse de, anne sutu alan yeni doganlarda
genellikle goriiimez°.

Cogdunlukla antimikrobiyal tedaviye gerek kalmasa da bazen
komplikasyonlar ortaya c¢ikabilir. Baglica bilinen komplikasyonlar; Guillain-Barré
Sendromu (GBS), Reaktif Artrit (REA) ve irritabl barsak sendromudur. GBS‘nin
varyanti olan Miller Fisher Sendromu da yine bir Campylobacter enfeksiyonunu
takiben ortaya cikabilir®3. Bu tablolarin yaninda hemolitik (remik sendrom,
interstisyel nefrit, IgA nefropatisi, reaktif artrit, bursit gibi non infeksiyoz
komplikasyonlar da gorilebilmektedir34.

Guillain Barré sendromu (GBS), antijenik uyaranlara cevap olarak
olusturulan otoantikorlarin tetikledigi, periferik sinir sisteminin otoimmun bir

hastaligidir. Farkli Ulkelerde yapilan ¢alismalarda her 100.000 Campylobacter
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enfeksiyonu sonrasi, 20-65 kisi arasinda GBS ortaya ¢ikmaktadir. Ek olarak;
asemptomatik veya hafif klinik belirtiler goésteren  Campylobacter
enfeksiyonlarina tani konulamadidi i¢cin bu oranin daha ytksek oldugu tahmin
edilmektedir3>. Campylobacter tirlerindeki LPS’nin molekiiler yapisi ile periferik
sinir sisteminde bulunan gangliozidlerin molekuler yapisi arasinda benzerlik
yuksektir. LPS’lere kargi gelismis antikorlar, sinir gangliozidleri ile reaksiyona
girer, sinirlerde hasara ve fizyolojik fonksiyon kaybina neden olurlar.

Campylobacter turlerinin bir diger enfeksiyon sonrasi komplikasyonu,
Reaktif Artrittir (REA). Gelismis Ulkelerde yapilan calismalarda; enfeksiyon
sonrasi REA insidansinin her 100.000 kisi de 4.3 oldugu saptanmistir®3. 2008
yihinda ABD’de yayinlanan arastirmada, Campylobacter veya diger enterik
patojenlerle enfekte olmus 6379 hasta 8 hafta boyunca izlenmis, bu hastalarin
%70’i REA acisindan taramaya alinmis ve 575 (%13) hastada REA gelisimi
g6zlemlenmistirse.

Enfeksiydz gastroenteritler, irritabl Bagirsak Sendromu (iBS) gelisimi igin
en dnemli predispozan faktorlerden biridir. iBS gelisme riski ile akut hastaligin
siddeti arasinda yakin bir korelasyona dair bulgular vardir. Campylobacter spp.
ve enterohemorajik E.coli (EHEC) ile kontamine suyun neden oldugu bir salgin
sonrasi Marshall ve arkadaslari, hastaligin akut fazindan daha uzun stren

diyare ve abdominal kramplari olanlarda, iBS riskinin arttigini bildirmislerdir®’.

2.6. Campylobacter Enfeksiyonlarinin Laboratuvar Tanisi
2.6.1. Ornek Alimi, Taginmasi ve Saklanmasi

Campylobacter dusunulen gastroenterit vakalarinda, bakterinin
izolasyonu igin tercih edilen materyal digki ya da rektal suruntudur. Alinan tum
ornekler, en ge¢ 2 saat icerisinde isleme alinmalidir. Digkl 6rnegi tanida birinci
secenektir. ishalin basladigi ilk giinlerde miimkin oldugunca erken dénemde,
antibiyotik tedavisi baglanmadan once alinmalidir. En az 4-5 gr (sulu ise 4-5 ml)
taze diski 6rnegi kisa slirede laboratuvara ulastiriimahdirt. Alinan érnekler 2
saat icerisinde laboratuvara ulastirlamayacaksa; modifiye Carry Blair, komurlu
Amies ve CampyThio besiyerleri gibi 6zel tagiyici besiyerlerine alinmal ve +4

oC’ de tutulmahdir®®. Bakteriyemi de ise periferik kan kiltlrleri en uygun
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ornektir. Yapilan c¢alismalarda BACTEC ve Septi-Chek gibi otomatize

sistemlerle bakteri izolasyonunun miimkiin oldugu gosterilmistirs®.

2.6.2. Mikroskobik inceleme

Campylobacter gastroenteritlerinde diskinin ilk 2 saat igerisinde Gram ile
boyanmasi taniya yardimci bir uygulamadir. Campylobacter tirleri oldukga ince
bir yapida oldugu igin zit boyamada sulu fuksin yerine, karbol fuksin ya da
%1’lik bazik fuksin kullanilmasi 6nerilmektedir3®. Hazirlanan preperatlarda soluk
pembe renkte; ince, virgll ya da S seklinde kivrik basiller aranir. Karakteristik
morfolojisi ile Campylobacter spp, akut ishalde digki o6rneklerinden Gram
boyama ile %66-94 duyarllik ve %95in Uzerinde o6zgullik ile

tanimlanabilmektedir?.

2.6.3. Kiiltir

Campylobacter icin kdltir ve izolasyon yoOntemleri, ayni Ulkedeki
laboratuvarlar arasinda bile degiskenlik gostermektedir. Genel olarak 2 temel
yontem benimsenmigtir. Birincisi, digki orneklerinin direkt olarak segici
besiyerlerine ekimi, ikincisi ise diskinin 0.8 pym, 0,65 ym ve 0.45 pm caph
sellloz asetat membran filtrelerden suzlldikten sonra, selektif besiyerine
ekilmesidir. Filtrasyona ragmen Proteus spp. gibi hareketli bakteriler, izolasyon
sansini dusurmektedir. Segici besiyerlerinin temel amaci, florayl baskilamak ve
Campylobacter tdrlerinin - Greme sansini  artirmaktir.  Bundan dolayi
metabolizmalarinda kullanilmak Uzere kan, demir sulfat, kazein, sodyum
purivat, hematin ve komur gibi maddeler besiyerlerine eklenmektedir. Florayi
baskilamak iginse kullanilan besiyerlerine; sefalosporin, trimetoprim, polimiksin,
novobiosin, vankomisin, teikoplanin, basitrasin, rifampisin, amfoterisin B ve
sodyum deoksikolat gibi antimikrobiyal ajanlar ilave edilir4°.

Campylobacter turlerinin kaltirde dUretimi i¢in genel olarak, kan igeren ve
icermeyen olarak iki tipte besiyerleri kullanilir. Kan igermeyen besiyerlerinden
baslica; Modifiye Charcoal Cefoperazon Deoksikolat Agar (mCCDA),
Cefoperazon, Amphotericin-B ve Teichoplanin agar (CAT medium) sayilabilir.
Yapilan galismalarda mCCDA’nin kan igeren besiyerlerine nazaran izolasyon

sansini artirdigina dair galismalar mevcuttur®!. Kan iceren besiyerlerinden
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bazilar1 ise; Skirrow besiyeri, Campy CVA besiyeri, Campy-BAP (Blaser's
besiyeri) ve Butzler besiyeridir.

Toplanan digki ornekleri izolasyon sansini artirmak igin, biri kanl olmak
uzere en az iki besiyerine ekilmelidir. Campylobacter turleri mikroaerofilik
oldugundan, ekim sonrasi besiyerleri %5 O2, %10 CO2 ve %85 N2 iceren
atmosferde, 37°C ve/veya 42°C’de 48-72 saat inkiibe edilir. insanlarda patojen
olan Campylobacter turleri buyuk oranda termofiliktir ve laboratuvar sartlarina
gore 42°C’de inkiibasyonu onerilir*®, C.concisus, C.rectus, C.sputorum gibi
hidrojen gereksinimi olan Campylobacter turleri igin ideal atmosfer ortami %6
02, %6 CO2, %3 H2 ve %85 N2 olarak belirlenmistir??.

2.6.4. identifikasyon

Secici besiyerlerinde uretilen supheli koloniler; koloni morfolojileri,
mikroskobik morfolojik 6zellikleri, oksidaz ve katalaz pozitiflikleri, sefalotin ve
nalidiksik asite duyarlilik paternleri ile hippurati hidrolize edebilme 6zelliklerini
gore identifiye edilirler. Hippurikaz enzimiyle, sodyum hippuratin pargalanarak
benzoik asit ve glisine donisumu ve ninhidrin ayiraci yardimiyla, benzoik asitin
renk degisiminin saglanmasi, bakterinin hippurati hidrolize ettigini gosterir.
C.jejuni’nin bayuk ¢ogunlugu hippurati hidroliz etse de %5-8 oraninda hidroliz
etmeyen turleri de bulunmaktadir. Hippurikaz enzimini kodlayan hipO geni de,

tar ayrimi igin PZR yontemi ile saptanabilir ancak éneriimemektedir*3.

2.6.5. Digkida Antijen Arama Testleri

Campylobacter turlerinin neden oldugu ishallerin tanisini koymada 30
yildan uzun suredir kultir kullanilmaktadir. Son zamanlarda; kultar temelli
olmayan, dogrudan diski 6rneginde antijen saptanmasini saglayan yontemler
de gelistiriimigtir. Hizli tani amaciyla; Premier CAMPY EIA (Meridian
Bioscience, Cincinnati, OH), ProSpecT Campylobacter EIA (Remel, Lenexa,
KS) gibi immunolojik temelli antijen testleri kullaniimaktadir. Bu iki ticari testte,
digkida C.jejuni ve C.coli'ye ait yuzey antijenini tespit eder ancak turler arasinda
ayrim yapamaz*4. Her iki testte de Campylobacter’lerin ylizey antijenine karsi

gelistirilmis poliklonal antikorlar kullaniimaktadir.
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2.6.6. Nukleik Asit Amplifikasyon Bazl Tani (NAAT)

Campylobacter tarlerinin tanimlanmasi igin ¢esitli molekiler DNA-bazli
yontemler de gelistiriimigtir. 16S rRNA geni, Campylobacter spp. dahil birgok
bakteri tGranun hizli tanimlanmasi igin kullaniimaktadir. Ancak C.coli ve C.jejuni
gibi birbirine ¢cok benzer dizileri olan tirler arasinda ayrim yapilamamaktadir.
Bunun yerine turler arasinda degigkenlik gosteren 23S rRNA gen bdlgesi
kullanilabilir®>. Bitin genom DNA hibridizasyon analizi, tiirlerin tanimlanmasi
icin oldukca spesifiktir; ancak yontem rutin kullanim igin uygun degildir*6. Bunun
disinda cadF, hipO, ceuE, mapA, glyA, asp gibi gen bdlgeleri de spesifik dizileri
hedef alan PZR, multiplex PZR yontemleriyle tespit edilebilmektedir4’. Tanida
tek bir gen bdlgesinin hedef alinmasi, yakin iligkili Campylobacter tirlerinin
siniflandinimasinda hata yapilmasina neden olabilir. Bu nedenle, birden fazla
bdlgenin arastirlmasi  ve fenotipik testlerle birlikte yorumlanmasi

Onerilmektedirs.

2.7. Antimikrobiyal Duyarlilik ve Diren¢ Mekanizmalari

Campylobacter turlerine bagh gastroenteritler hafif kendini sinirlayan bir
ishalden; yuksek ates, halsizlik ve kirginigin da goéruldugu ciddi fulminan
enterokolit seklinde seyredebilir. Genellikle sadece hidrasyon ile kendi kendini
sinirlasa da, bazi durumlarda (immdn sistemi baskilanmis, ciddi
komplikasyonlari olan hastalar vb.) antimikrobiyal tedavi gerekebilir.

Campylobacter enfeksiyonlarinin tedavisi icin genellikle tercih edilen
ilaglar; eritromisin (makrolid), siprofloksasin (florokinolon) ve tetrasiklindir4.
Ancak Campylobacter jejuni'nin florokinolonlara olan direnci 1990’lardan sonra
tespit edilmeye baslanmig, 2000’li yillarda %40’lara varan oranlar bildiriimistir*°.
Florokinolonlar disinda yaygin olarak kullanilan klindamisin, streptomisin,
eritromisin ve tetrasiklin gibi antimikrobiyal ajanlara karsi da direng
saptanmistir®®. Genel olarak; DNA-Gyrase ve Topoizomeraz I[V'in A alt
birimlerindeki (GyrA ve ParC) amino asit slbstitlisyonlari, kinolon direncinin en
onemli mekanizmalardir®.  Ayrica; sitoplazmik kinolon tutulumundaki
degisiklikler ve aktarilabilir kinolon direng mekanizmasi; artan kinolon direncinde
rol oynamaktadir®’. Makrolidler, ribozomun 50S alt birimiyle etkilesime girerek
protein sentezi ve elangasyonunu inhibe eder. 23S rRNA, L4 veya L22

proteinlerinin etkilesim noktalarindaki degisiklikler, birgcok mikroorganizmada
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makrolid direncine yol agmaktadir®, Campylobacter enfeksiyonlarinda;
tetrasiklin direncine hem C.jejuni hem de C.coli'de yaygin sekilde bulunan tet(O)
geni neden olmaktadir®. Yine; CmeABC coklu ilag disa atim pompa
mekanizmasi da florokinolon ve makrolid gibi birgok antimikrobiyal ajanlara
direng gelisiminde ana mekanizmalardan biridir®2%3.

Glncel tum genom sekanslama (Whole Genome Sequencing)
¢alismalari neticesinde oldukga hizli bir sekilde gesitli bakteri gruplarinin direng
genotipleri bliyik bir hassasiyet ile belirlenmistir®2. Ornegin Zhao ve
arkadaslarinin 114 Campylobacter spp. ©6rnegi Uzerinde yaptigi calisma
neticesinde; 18 farkli direng geni ile birlikte dirence neden olan mutasyonlar
saptanmistir. Bu diren¢ genlerinden 14’G, aminoglikozid direng genleri olup;
Ozellikle APH(2”) ailesi, Campylobacter alt turlerinde %26'dan %52’ye kadar
benzer sekilde korunmus olup; aminoglikozid sinifi antimikrobiyallerine kargi
direngten sorumlu oldugu sodylenmistir®®. Bazi direng genleri; makrolid (M),
linkosamid (L) ve ketolide (K) olamak Uzere M-L-K antimikrobiyallerinin ortak
baglanma noktalarinda (23S rRNA) degisikliklere neden olarak, bu gruba karsi,
ek olarak streptogramins ve oksazolidinonlara kargi olan duyarliigi dusurdr.
Bunu birkag yontem ile yapabilmekle birlikte; 23S rRNA bdlgesinin rRNA metilaz
genleri (erm) tarafindan metilasyonu, 23R rRNA genlerinde nokta mutasyonlari,
L4, L22 ve pompa kanallarinda meydana gelen mutasyonlar neden
olabilmektedir®®. Ozellikle; 23S rRNA’nin 2074 ile 2075 bdlgelerinde meydana
gelen nokta mutasyonlarin, M-L-K sinifi antimikrobiyallere kargi dirence neden
oldugu kaydedilmistir3. Diger yandan; GyrA gen bélgesinde T86I'da meydana
gelen tek bir mutasyon; tim florokinolon antimikrobiyal grubuna duyarlihgr 4
kattan 128 kata kadar dusurdigl tespit edilmistir®>. Ayrica; daha o6nce
bahsedilen tetO genine ek olarak, bazi kloramfenikole direngli Campylobacter
gruplarinda catA genine; linkomisine direngli Campylobacter gruplarinda ise

InuC genlerine rastlanmigstirs.

2.8. Bulas Yollari ve Onlemler

Campylobacter tarleri; sigir, koyun, domuz gibi hayvanlarin
bagirsaklarinda yaygin olarak bulunsa da, yuksek vicut sicakliklarindan dolayi
en ¢ok kanatllarda bulunmaktadir. Dinya genelinde hizla gelisen gida
endustrisi tavuk tuketimini artirmis ve bircok kez akut Campylobacter
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gastroenterit salginlarina neden olmustur. Ozellikle tavuk bagirsaginin kolon ve
cekum bolgesi ¢cok sayida Campylobacter spp. barindirir. Kesim ve temizleme
sirasindaki herhangi bir sizinti nedeniyle bitin gida kontamine olabilir.
Kontamine olan tek bir gdovde bile ¢apraz kontaminasyon igin risk olusturur ve
bakteri 4°C’de bile yasamini sirdirebilir®. Kanatli hayvan tiiketiminin yaninda;
¢ig sut, aritilmamis su veya yagmur suyu tuketimi ve kabuklu deniz canlilari
tiketimi de kampilobakteriyozis salginlarina neden olmustur®#°6, Ciftlik
calisanlarina verilecek egitimlerle Campylobacter enfeksiyonlarinda dusus
saglanabilir. Ciftlik icerisinde temiz ve kirli alanlarin birbirinden ayrilmasi, kirli
alana giris clkislarda gizme ve tulumlarin degistiriimesi, el yilkama egitiminin
verilmesi gibi bir dizi dnlemler alinmalidir. Yemlerdeki hayvansal proteinlerin
azaltiimasi ve hayvan sularinin temiz olmasi da saglanmaldir. Yine yemlerde
kullanilan antibiyotikler, insanlarda dirence neden oldugu igin blyuk oranda
terkedilmistir. Bunun yerine laktik asit ve kompleks polisakkarit iceren
probiyotikler kullanilabilir. Campylobacter gastroenteritini 6nlemede en onemli
basamak ise hayvan kesimi ve gidanin islenmesidir. islem esnasinda tim hijyen
kurallarina uyulmali, gida bol suyla ykanmali ve pisiriinceye kadar

buzdolabinda tutulmalidir3.
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3.GEREC VE YONTEMLER

Bu tez calismasi Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dal’'nda 2018-2-TP3-2930 no’lu BAP proje destegi ile yapimistir.
Calisma 26/04/2018 tarihli 2018/195 sayili Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

onayini almistir.

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler
3.1.1. Cihazlar

v

NS N N N N N S N N N N N N N N N N SR NN

Etav (Nave EN 500, Turkiye )

Biyoguvenlik kabini (Nuaire NU 425-300E Class I, ABD)
Hassas terazi (Sartorius BL310, Almanya)

Distile su cihazi (Millipore, Fransa)

Sogutmali mikrosantriftj (Hettich- Micro 200R, Avusturalya)
Midi santriflij (Avusturalya)

Vortex (Nive NM- 110, Turkiye)

Sicak su banyosu (Nuve BM 402, Turkiye)

+4°C’lik sogutucu (Ariston, Turkiye)

-20°C’lik Derin dondurucu (Heto, Cin)

Otoklav (Hirayama- HA-300 M4, Japonya)

Pasteur firlni (Memmert UE 500, ingiltere)

Elektrik ocagdi (Beko, 0.710, Turkiye)

Isik mikroskobu (Olympus, Japonya)

pH metre (Hanna, italya)

Mikrodalga Firin (Beko-MD 1500, Turkiye)

Mikropipet Seti (Biohit, Proline 0,5 yL-1000 pL, Finlandiya)
PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler, Aimanya)
Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra, Alimanya)
Elektroforez Glg¢ Kaynagi (Biometra P30, Alimanya)

Jel Goéruntuleme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, Fransa)

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

v

Tris-hidroklorid (Sigma, T-5941, Lot 31 K5466)
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v Etilen diamin tetra asetik asit disodyum salt dihydrate (EDTA) (Sigma,
E5134)

Sodyum dodezil sulfat (SDS) (Merck, L51736210)
Magnezyum klorid (MgClI2) (Promega, A351H)

Tris-baz (Sigma-Aldrich-T8937)

Borik asit (Merck K29935665 204)

Brom fenol mavisi (SCP Science B7722)

Etanol absolut (Riedel de Haan/ Lot 32221)

Sukroz (Merck 1.07651)

Fenol kristalleri (Sigma P-1039, USA)

Kloroform (Merck)

Agaroz (Sigma, A-5093)

Taq DNA Polimeraz (Promega M1665)

10x PCR Buffer (Mg Free) (Promega M190G)

5 mM MgClz (Promega A351H)

10 mM dNTP Mix (Sigma Deoxynucleotide set DNTP-100)
Carry-Blair besiyeri

NN N N N T N N N N N N N N NN

Modifiye = Campylobacter Blood-Free Selective Agar (Merck,
VM830670716)

%95’lik etil alkol (Sigma E-285 USA)

H202 (Sigma H6520 USA)

Gliserol (Sigma G516 USA)

Aseton (Merck 1.00014.2500)

Sodyum hippurat (C9H8NNaO3)

Butanol (Merck 1.01990.2500)

Ninhidrin (Merck 1.06762)

DNase, RNase Free Su

NS N N N N N S NN

Primerler

C.coli: (5'- GTAAAACCAAAGCTTATCGTG -3’) ve (5’- TCCAGCAATGTGTGC
AATG -3’)

C.jejuni: (5’- CTATTTTATTTTTGAGTGCTTGTG -3’) ve (5°- GCTTTATTTGCC
ATTTGTTTTATTA - 3))
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gyrA: (5-ATGATGAGGCAAAAAGAGA-3) ve (5-TAAACTATGAGGTGGGATG
T-3)

23S rRNA: (5-GTAAACGGCGGCCGTAACTA-3') ve (5-GACCGAACTGTCTC
ACGACG -3')

cadF: (5-TTGAAGGTAATTTAGATATG-3') ve (5-CTAATACCTAAAGTTGAAA
C-3)

cdtABC: (5-GGAAATTGGATTTGGGGCTATACT-3') ve (5-TTGCACATAACCA
AAAGGAAG-3)

3.2. Kullanilan Besiyerleri ve Ayiraglar
3.2.1. Cary-Blair Medium

Orneklerin tasinmasinda ve ekim yapilincaya kadar gecen siirede Carry-
Blair Medium (Oxoid, CM0519, Hampshire, ingiltere) besiyeri kullanildi. Ticari
olarak satin alinan toz besiyeri 1 It distile su dolu balon joje icerisinde Isitilarak
eritildi. pH 8.4’e ayarlanip otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi ve her
birinde 7 ml besiyeri olacak sekilde, vida kapakli steril cam tlplere aktarildi.

Kullanincaya kadar +4°C’de saklandi.

Her bir litre icin besiyeri icerigi:

v Disodyum hidrojen fosfat 1.1gr
v" Sodyum tioglikolat 1.5q¢r
v" Sodyum klorid 5.0 gr
v Kalsiyum klorid 0.09 gr
v' Agar 5.6 gr

3.2.2. Modified Charcoal Cefoperazon Deoxycholate Agar (NMCCDA)
Campylobacter spp. dretimi igin piyasadan hazir olarak temin edilen
MCCDA (Modified Charcoal Cephoperazone Deoxycholate Agar) (Oxoid,
CMO0739B, Hampshire, ingiltere) besiyeri kullanildi. Her bir paket icin
kontaminasyon kontrolleri yapildiktan sonra, uretici firma onerileri dogrultusunda

+4°C’de saklandi. Besiyeri igerigi:

v Nutrient broth No 2 25.0 gr
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v' Bakteriyolojik charcoal 4.0 gr
v’ Kazein hidrolizat 3.0gr
v" Sodyum deoksikolat 1.0 gr
v Ferroz silfat 0.25 gr
v" Sodyum purivat 0.25 gr
v' Agar 12.0 gr

mMCCDA selective supplement (Oxoid, SRO155E, Hampshire, ingiltere)
icerigi:

v' Sefoperazon 32mg
v" Amfoterisin B 10 mg

3.2.3. MHF (Mueller Hinton Fastidious) Agar Besiyeri

Ureyen mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilik testleri icin, MHF
(Mueller Hinton Fastidious) agar besiyeri kullanildi. Belirtilen reaktifler 1 It distile
su iginde eritildi ve pH 7.3’e ayarlanip otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildi. Her
birinde 20 ml besiyeri olacak sekilde steril petri kaplarina aktarildi. Daha sonra
buzdolabinda +4°C’de saklandi. Kontaminasyon kontroll igin 2 adet besiyeri
37°C’de 24 saat inkube edildi.

1 litre distile su igin icerik:

v' Sigir eti ekstrakti 2.0 gr
v Kazein asit hidrozilati 17.5 gr
v Nigasta 1.5¢r
v’ Agar 17.0 gr
v" Nikotinamid dintkleotid 0.02 gr
v' Defibrinlestiriimis at kani 50 ml

3.2.4. Oksidaz Ayiraci
v Tetramethyl-1,4-phenylenediamine (Sigma,T7394) 0,1 gr
v' Distile su 10 ml
Tetramethyl-p-phenylenediamine distile su ile karistirildi. Isik gegirmeyen

kapakli cam siselere koyuldu ve kullanilana kadar +4°C’de saklandi.
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3.2.5. Katalaz Ayiraci
v" Hidrojen peroksit (%100) 0.3 ml
v' Distile su 10 ml
Hidrojen peroksit distile suya ilave edilip kapakli cam siselere konuldu ve

kullanilana kadar 4°C’de saklandi.

3.3. Yontem
3.3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Calismamiza 1 Ekim 2018 - 1 Nisan 2019 tarihleri arasinda, Mersin
Universitesi Tip Faklltesi Aragtirma ve Uygulama Hastanesi ilgili
polikliniklerinden ve yatan hastalardan; anamnez ve klinik bulgular ile (ishal,
bulanti, kusma, halsizlik, kirginhk, kimes hayvani tiketme &ykusu)
Campylobacter spp. kaynakli ishal olabilecedi dustnulen 401 hasta 6érnegi dahil
edildi. Ornekler alindiktan sonra 30 dakikayi gegmemek kaydiyla; temiz ve
genis agizli, agzi sikica kapanabilen kaplarda kabul edildi. Hastalarin yas ve
cinsiyetleri, hangi klinik bransa basvurduklari sistemden sorgulanarak, gerekli
veriler toplandi. Ornekler mikroskobik olarak degerlendirildikten sonra digkida
eritrosit ve l6kosit olup olmadigi kayit altina alindi. inceleme sonrasi ekim iglemi
yapildi. 2 saat igerisinde kultliri yapilmayacaksa, Cary Blair-Medium tasima

besiyerine alinarak +4°C’de bekletildi.

3.3.2 Orneklerin Ekimi ve inkiibasyonu

Toplanan orneklerin mikroskobik incelenmesi tamamlandiktan sonra
kiltdr islemine gegcildi. Ticari olarak satin alinan mCCDA segici besiyerine tek
koloni disturme yontemiyle ekimi yapildi. Daha sonra besiyeri plaklar 2,5 It'lik
anaerob jar igerisine konup, mikroaerofilik ortam saglayici Campy-Gen (Oxoid
Hamphshire, ingiltere) gaz paketleri (%5 02, %10 CO2 ve %85 N2) eklenerek
42°C de 48-72 saat boyunca inkube edildi. Kultur plaklari treme yonunden her
gun takip edildi ve Ureme olmayanlarin 96 saat sonunda kultur islemi

sonlandirildi.

3.3.3. Kiiltiirlerin Degerlendirilmesi
Segcici besiyerinde; 0.5 mm ¢apinda, duzgun yuvarlak yuzeyli, gri renkte
gorunen koloniler Campylobacter suphesiyle katalaz ve oksidaz testine tabii
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tutuldu. Her 2 test sonucu pozitif kabul edilen 6rneklerden hazirlanan yayma
preperatlar, Gram boyama yontemiyle boyandi. Isik mikroskobu altinda 100x
blylitme ve immersiyon yagiyla incelenen preperatlarda; Gram negatif, kivrik
veya S seklinde gorunen bakteriler Campylobacter on tanisi ile saf olarak elde
etmek icin yeniden segici besiyerine pasajlandi.

Saf olarak elde edilen koloniler; sefalotin, nalidiksik asit, eritromisin,
tetrasiklin ve siprofloksasin gibi antibiyotik duyarliliklarin tespit edilmesi
amaciyla MHF agara ekimi yapildi. Yine, saf pasajlarindan elde edilen koloniler
daha sonra canlandiriimak ve molekuler testlerde kullaniimak Uzere %15’lik
gliserollu besiyerine 3-4 McFarland bulanikhlik derecesi olacak sekilde ekilerek
-20°C’de saklandi.
3.3.3.1. Oksidaz Testi

Tetramethyl-p-phenylenediamine, distile su ile karigtirilip 151k gegirmeyen
kapakli cam siselerde saklandi. Daha dnceden kesilip steril edilen filtre kagitlari,
temiz oldugu bilinen lamlarin Gzerine konuldu. Uzerine birkac damla oksidaz
ayraci damlatilan filtre kagitlarina, steril plastik 6ze yardimiyla alinan supheli
koloniler suraldu. Koloni surtlen bolgede yaklasik 5-10 saniye igerisinde olusan
mor veya koyu mavi renk pozitif olarak kabul edildi. Besiyerinde bulunan katki
maddesi ve boyalar yalanci pozitiflie neden olabilecegi icin, koloniler alinirken

6zenin besiyerine temas etmemesine 6zen gosterildi®’.

3.3.3.2. Katalaz Testi

Distile su ile kanstiriip daha o6nceden hazirlanan %3’luk hidrojen
peroksitten, temiz bir lam Gzerine 1-2 damla konuldu. Supheli koloni, steril 6ze
yardimi ile alinarak hidrojen peroksite karistirildi. Gaz kabarciklarinin

olusumunun goriimesiyle test pozitif kabul edildi®’.

3.3.3.3. Sefalotin ve Nalidiksik Asit Duyarlilik Testi

Campylobacter spp. 6n tanili saf kolonilerden, bir 6ze dolusu alinarak
serum fizyolojik icerisinde 0.5 McFarland bulanikhk standardina esdeger
yogunlukta bakteri sispansiyonu elde edilene kadar homojenize edildi ve 90
mm’lik MHF agar besiyerine steril pamuk ug¢lu ekivyon yardimiyla ekim
kurallarina uygun olarak, besiyeri yuzeyine ekim yapildi. Plaklar kisa bir sure

oda isisinda kurumaya birakildiktan sonra, 30 pg nalidiksik asit ve 30 ug
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sefalotin igceren diskler, steril bir pens yardimi ile yerlestirildi. Besiyerleri
mikroaerofilik ortamda, 42°C'de 24 saat inkibe edildi. inkibasyon siiresi
sonunda, disk etrafinda inhibisyon zon caplari cetvelle olguldid. Sefalotin igin 14
mm ve Uzeri ¢apa sahip koloniler, Nalidiksik asit i¢in ise 10 mm ve Uzeri ¢apa

sahip koloniler duyarli olarak degerlendirildi.

3.3.4 Antibiyotik Duyarhliklarinin incelenmesi

Avrupa  Antimikrobiyal = Duyarlihk  Testi  Komitesi (EUCAST)
Campylobacter tirlerinin antimikrobiyal duyarliidini belirlemede; disk diflizyon
veya mikrodilisyon yontemini 6nermektedir. Ureyen kolonilerden, 0.5
McFarland bulaniklik standardina esdeger yogunlukta bakteri suspansiyonu, 20
mg/L B-NAD eklenmis %5 at kanli MHF agar besiyerinin ylzeyine surlildi ve
EUCAST kilavuzunda c¢alisiimasi onerilen eritromisin 15 pg, tetrasiklin 30 ug ve
siprofloksasin 5 pg (Oxoid, Hampshire, ingiltere) diskleri yerlestirildi.
Mikroaerofilik ortamda 42°C de 24 saat siireyle inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda bu antibiyotikler igin, kilavuzda standardize edilmis zon c¢aplari ile

karsilagtinlarak bakterinin duyarlihk durumu belirlendi (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. C.jejuni ve C.coli icin EUCAST Kilinik Sinir Deger Tablosu

MiK Sinir Degeri | Disk igerigi Zon Qavpl .Smlr

(mgiL) (hg) Degert

(mm)
Ss R> - S2 R<
Siprofloksasin 0.5 0.5 5 26 26
Eritromisin, C.jejuni 4 4 15 20 20
Eritromisin, C.coli 8 8 15 24 24
Tetrasiklin 2 2 30 30 30

3.3.5. Molekiiler Uygulamalar

Campylobacter tirlerinin molekuler yontemlerle identifikasyonu igin glyA
ve mapA genlerinin arastirildigi in-house PZR yontemi uygulandi®®°. Ayrica
direng genleri olan 23S rRNA ve gyrA, virulans faktorleri cadF, cdtABC gen

bolgeleri de ayni yontemle arastirildi®°.
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3.3.5.1. DNA Ekstraksiyonu

Secici besiyerinde Ureyen Campylobacter turlerinden, hizli DNA
izolasyon metoduyla ekstraksiyon yapildi. Ureyen bakteri kolonilerinden bir 6ze
dolusu alinarak, 1.5 ml’lik plastik tlplerde, 1 ml steril distile su igerisinde
suspanse edildi. Tupler, 80°C’de 20-30 dakika tutularak (su banyosu)
bakterilerin pargalanmasi saglandi. Sidre sonunda tupler, su banyosundan
cikarilarak oda isisina gelmesi beklendi. Daha sonra ependorf tiplu 12.000x
gravity (g)'de 10 dk santriflj edilerek slpernatant atildi. Pellet Gzerine 200 pl
kloroform ve 200 pl steril distile su ilave edildikten sonra karisim 12.000x g’de
10 dakika tekrar santriflj edildi ve supernatant PZR reaksiyonunda kalip olarak

kullanildi®?®.

3.3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Campylobacter tarlerini tanimlamak igin in-house PZR yéntemi kullanildi.
Campylobacter jejuni igin mapA gen bdlgesi, Camplobacter coli i¢inse glyA gen
bolgesi arastirildi. Ayrica direng genleri olan 23S rRNA ve gyrA, virulans
faktorleri cadF, cdtABC gen bolgeleri de ayni yontemle arastirildi. Es zamanli

amplifikasyon icin kullanilan spesifik primer bolgeleri Tablo 3.2.’de gdsterildi.

Tablo 3.2. Spesifik Primerlert?7-129

... [Annealing
Gen Bolgesi Reverse Forward Baz Gifti Isisi
(bg) o
5 (°C)
glyA GTAAAACCAAAGCTTAT 53 TCEACCRRISIETEGNATE | g5 55
CGTG-3
5'- 5'-
mapA CTATTTTATTTTTGAGT | GCTTTATTTGCCATTTGTTTTA | 589 55
GCTTGT G-3’ TTA-3
5 5’
gyrA ATGATGAGGCAAAAAG | TAAACTATGAGGTGGGATGT- | 410 55
AGA-3’ 3
5 5'-
23SINA | GTAAACGGCGGCCGTA | GACCGAACTGTCTCACGACG- | 699 52
ACTA-3’ 3
5'- :
cadF TTGAAGGTAATTTAGAT [° CTAATACCTAAMGTTGAAMC- | 4 45
: 3
ATG-3
5'- 5'-
CcdtABC GGAAATTGGATTTGGG | TTGCACATAACCAAAAGGAA 1215 55
GCTATAC T-3’ G-3
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Amplifikasyon; 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KCI, 1.5 mM MgClz,
herbir dNTP’den 200 uM, herbir primerden 25 pmol, 2,5 U Taq polymerase ve
50ng/5ul  kalip DNA iceren, toplam 50 mikrolitre PZR karisiminda
gerceklestirildi.  Amplifikasyon asamalari  Thermal Cycler, Eppendorf

Mastercycler cihazinda tamamlandi.

Is1 dongu programi;
v On denatiirasyon: 95°C‘de 10 dakika
v Denatlirasyon: 95°C‘de 45 saniye
v Birlesme: 55 °C'‘de 1 dakika 35 doéngu
v' Uzama: 72 °C‘de 1 dakika
v' Son uzatma: 72°C‘de 7 dakika

Goruntuleme igin 7 pl PZR Grand etidyum bromar (Sigma E-1510) iceren
%1’lik agaroz jel icerisinde boyandiktan ve 130 voltluk akimda (Thermo EC 135-
90) 40 dakika yurGtuldikten sonra, ultraviyole transilluminatérde bant olusumu

degerlendirildi.

3.3.6. istatistiksel Analiz

Calismada istatistiksel analizler igcin SPSS (Statistical Package for Social
Sciences for Windows) 14.01 (Serial: 9869264) paket programi kullanildi.
Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerine gore elde edilen niteliksel verilerin

istatistiksel karsilagtirmasinda Kikare (X2) testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Galisma Grubunun Ozellikleri

Bu calismaya, Mersin Universitesi Tip Fakultesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi'nde Ekim 2018-Nisan 2019 tarihleri arasinda, ilgili polikliniklerinden
ve yatan hastalardan anamnez ve Kklinik bulgulari ile (ishal, bulanti, kusma,
halsizlik, kirginhk, kimes hayvani tuketme oykusu) Campylobacter spp.
kaynakli ishal olabilecedi dusunilen 401 hasta 6rnedi dahil edildi. Calismaya
alinan hasta orneklerinin 230°u (%57.3) erkek, 171’i (%42.7) kadin hastalardan
olusmaktadir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1: Orneklerin Cinsiyete Gére Dagilimi

Cinsiyet Sayi (n) Yuzde (%)
Erkek 230 57.3
Kadin 171 42.7

Calismaya dahil edilen hastalarin yas araligi 0-95 olmakla birlikte, yas
gruplarina gére dagihm incelendiginde; 0-5 yas arasi 123 (%30.6) 6rnek, 5-18
yas aras! 138 (% 34.4) ornek ve 18-95 yas arasi 140 (% 35) drnek calisiimistir
(Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Orneklerin Yas Gruplarina Gore Dagilimi

Yas Grubu Sayi (n) Yuzde (%)
0-5 123 30.6
5-18 138 34.4
18-95 140 35

4.2. Mikroskobik inceleme, Kiiltiir ve PZR Sonuglari

Calismaya dahil edilen 401 digki érneginin mikroskobik incelemesinde
280 (%69.9) ornekte eritrosit ve/veya I0kosit tespit edilmis, 121 (%30,1) ornekte
ise eritrosit ve/veya Iokosit gorulmemigtir.

Calismadaki 401 6rnedin 166’si (%41.4) 6nce Cary Blair-Medium tasima
besiyerine alinarak, 235’i (%58.6) ise dogrudan mCCDA segici besiyerine
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inokule edilerek bakteri kultart yapilmig ve 44 (%10.9) 6érnekten Campylobacter
spp. izole edilmigtir. Bu izolatlara uygulanan PZR yontemi ile orneklerin 36’si
(%81,8) C.jejuni, 6’s1 (%13,6) C.coli ve diger 2’si (%4,6) ise Campylobacter spp.
(C.jejuni ve C.coli disi) olarak tanimlanmistir.

Es zamanli olarak; bakteriyoloji laboratuvarimiza toplam 568 hastadan
702 diski 6rnegi goénderiimis ve Salmonella spp., Shigella spp. uUretiimesi
amaclanmistir. Ancak bu 702 hasta 6rneginin sadece 1’'inde Salmonella spp.
saptanmisg, digerleri ‘Normal Bagirsak Florasi uredi (Salmonella spp. ve Shigella
spp. uremedi)’ olarak raporlanmistir.

Ureme gérilen &rneklerde cinsiyet dagiimi benzerlik gostermistir
(p>0,05). Kadin ve erkeklerde tUreme oranlari istatistiksel olarak anlamh farkhlik

gOstermemistir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Pozitif Orneklerin Cinsiyete Gére Dagilimi

Cinsiyet Sayi (n) Yuzde (%)
Erkek 28 63,06
Kadin 16 36,4
Toplam 44 100,0
Ureme gorilen orneklerin  servislere goére dagilimi  benzerlik

g6stermemistir (p<0,05). Uremenin en sik goruldiugi servis olan gocuk acilde

gOrulme orani diger servislere gore daha ylksek bulunmustur (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. Pozitif Orneklerin Servislere Gore Dagilimi

Servis Sayi (n) Yuzde (%)
Cocuk Acil 30 68,2
Diger 14 31,8
Toplam 44 100,0

Campylobacter spp pozitif 6rneklerin 25’i dogrudan 19’u ise Cary Blair-

Medium besiyerinden yapilan kiltir sonucu izole edilmistir. Ureme gérilen

orneklerin ekim yontemine gore dagiimi benzerlik gostermistir (p>0,05).
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Dogrudan ekim yapilanlarla, Cary Blair-Medium’a ekim yapilanlarin dreme

oranlari istatistiksel olarak anlamli bir farklihk géstermemistir (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. Pozitif Orneklerin Ekim Sekline Gére Dagilimi

Ekim Sekli Sayi (n) Yuzde (%)
Dogrudan Ekim 25 56,8
Cary Blair-Medium 19 43,2
Toplam 44 100,0

Campylobacter pozitif digki érneklerinin mikroskobik incelemesinde; 41
(%93.2) ornekte eritrosit ve/veya I0kosit gorulirken 3’Unde (%6.8)
gorulmemistir. Ureme gorilen 6rneklerin mikroskobiye gére dagihmi benzerlik
gOstermemistir (p<0,05). Hem eritrosit hem de I6kositin ayni anda gorilme
orani digerlerine gore daha yuksek bulunmustur. Bunu sirasiyla; sadece Iokosit,

sadece eritrosit ve negatif grubu izlemektedir (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. Pozitif Orneklerin Eritrosit/Lokosit Goriilme Oranlari

Mikroskobi Sayi (n) Yuzde (%)
Sadece Eritrosit 4 9,1
Sadece Lékosit 15 34.1
Her Ikisi 22 50,0
Negatif 3 6,8
Toplam 44 100,0

Campylobacter izole edilen 44 hastanin yas araligi 6 ay ile 62 yas
arasinda degismektedir. Pozitif hastalar yas gruplarina gére incelendiginde 0-5
yas grubunda 13 (%29.5) hasta, 5-18 yas grubunda 25 (%56.8) hasta ve 18-95
yas grubunda ise 6 (%13.7) hasta da Campylobacter izole edilmistir. Ureme
goriilen drneklerde yas dagilimi benzerlik géstermemistir (p<0,05). Uremenin
en sik goruldugu 5-18 yas grubunun orani diger yas gruplarina gore daha
yuksektir (Tablo 4.7.).
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Tablo 4.7. Pozitif Ornege Sahip Hastalarin Yas Dagilimi

Yas Sayi (n) Yiizde (%)
0-5 13 29,5
5-18 25 56,8
218 Yas 6 13,06
Toplam 44 100,0
Campylobacter izolatlarinin konvansiyonel yontemlerle

identifikasyonunda  kullanilan ~ nalidiksik  asit ve  sefalotin  testi
degerlendirildiginde; izolatlarin tamami sefalotine direngliyken, PZR ile C.coli
olarak tanimlanan 6 susun 2’si nalidiksik aside duyarli 4t direngli bulunmustur.
C.jejuni olarak tanimlanan 36 susun 6’si nalidiksik aside duyarli 30’u direncli
tespit edilmistir. Diger Campylobacter spp. olarak tanimlanan diger 2 sus ise

hem nalidiksik aside hem de sefalotine direncli bulunmustur (Tablo 4.8.).

Tablo 4.8. izolatlarin Nalidiksik Asit ve Sefalotin Testi Sonuglari

Nalidiksik Asit Sefalotin
R(n) S(n) R(n) S(n)
C.jejuni 30 6 36 0
C.coli 4 2 6 0
Campylobacter Spp. 2 0 2 0
Toplam 36 8 44 0

4.3. Campylobacter izolatlarinin Antibiyotik Duyarlilik Sonuglari

Calismada izole edilen 44 Campylobacter (36 C.jejuni, 6 C.coli ve 2
Campylobacter spp.) izolatinin eritromisin, tetrasiklin ve siprofloksasin
antibiyotik duyarlilik testi disk difuzyon yontemi ile uygulanmistir. 44 izolatin
tamami siprofloksasine direngli bulunmustur. Tetrasiklin direnci 43 izolatta

saptanirken sadece 1 C.jejuni izolati tetrasikline duyarl tespit edilmigtir.
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Eritromisin direnci ise 4 izolatta goriimustir ve bu izolatlarin 3’0 C.coli, T’i

C.jejuni olarak tanimlanmistir (Tablo 4.9.).

Tablo 4.9. izolatlarin Antibiyotik Duyarlilik Sonuglari

Siprofloksasin Tetrasiklin Eritromisin

R (n) S (n) R (n) S (n) R (n) S (n)
C.jejuni 36 0 35 1 1 35
C.coli 6 0 6 0 3 3
Campylobacter Spp. 2 0 2 0 0

4.4. Direng Genleri ve Virulans Faktorlerinin Saptanmasi

Calismada Campylobacter turlerinin molekuler yontemlerle
identifikasyonu igin glyA ve mapA genlerinin arastirildigi in-house PZR yontemi
uygulandi (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3.). Bunlara ek olarak; direng
genlerinden 23S rRNA ve gyrA, virulans faktorleri cadF, cdtABC gen boélgeleri
de ayni yontem kullanilarak arastirildi. Bunun sonucunda; 44 Campylobacter
izolatinin 40’inda (% 90,9) 23S rRNA bulunurken, 21 izolatta (% 47,7) da gyrA
genleri tespit edilmistir. Diger yandan; 44 izolatin 34’unde (% 77,3) cadF geni
bulunurken, 24’Gnde (% 54,5) cdtABC genine rastlanmistir (Tablo 4.10. ve
Tablo 4.11.))

Sekil 4.1. cadF geni PZR goéruntusq, ilk 9 hasta pozitif, 10. pozitif kontrol,
11. negatif kontrol (cadF=400 bg)
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126 bg

Sekil 4.2. glyA geni PZR gorintiusa, 1. ve 4. 6rnek negatif olurken, diger

orneklerde pozitiftir, 8. pozitif kontrol, 9. negatif kontrol (glyA=126 bg)

Sekil 4.3. mapA geni PZR goéruntusl, 3. ornek negatif olurken, diger

orneklerde pozitiftir, 5. pozitif kontrol, 6. negatif kontrol (mapA=589 bg¢)

Tablo 4.10. Campylobacter izolatlarinin direng genleri dagilimi

23S rRNA gyrA
Pozitif | Negatif Pozitif Negatif
C.jejuni 33 3 19 17
C.coli 6 0 2 4
Campylobacter Spp. 1 1
Toplam 40 4 21 23
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Tablo 4.11. Campylobacter izolatlarinin virtlans genleri dagilimi

cadF cdtABC
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
C.jejuni 34 2 24 12
C.coli 0 6
Campylobacter Spp. 0 2 0 2
Toplam 40 4 24 20
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5. TARTISMA

Dunya genelinde, gida kaynakh bakteriyel enfeksiyonlara en sik olarak
neden olan Campylobacter cinsi bakteri grubu oldugu bilinirken, bu
enfeksiyonlarin énemli bir kismindan da C.jejuni sorumludur. 2. siklikta izole
edilen Campylobacter tird olan C.coli ile birlikte bu enfeksiyonlarin neredeyse
% 95’inden sorumlu oldugu fark edilmistir®®. Bu 2 tiire ek olarak; yapilan detayli
calismalar neticesinde baska Campylobacter turlerinin de ishalli hasta
gruplarinda bulunabilecegini, yalnizca bu turlerin izolasyonu igin gerekli kultar
ortamlarinin olusturulmasi gerektigi iddia edilmistir®’-¢8, Campylobacter cinsi ile
ilgili taksonomik calismalar devam etmekte olup, c¢alismalar neticesinde tur
sayisi zamanla artmaktadir, ginimuzde 14 alttir ile birlikte 33 tlrl oldugu fark
edilmigstir?4,

Kanada Ulusal Enterik Siurveyans Programrnin 2014 raporuna gore;
insanlardan izole edilen enterik patojenlerden % 11.8’ini Campylobacter turleri
olustururken, Amerika’da toplanan verilere goére ise; kampilobakteriyozis 2. en
sik gastroenterit sebebi olarak kaydedilip 6nemli oranda gida kaynakl
hastaliklara ve o&limlere neden oldugu ozetlenmistir®2. insanlarda cogu
Campylobacter enfeksiyonunun kontamine olmus ¢ig veya az pismis kimes
hayvanlari etinin tiketimi ile iligkisi oldugu kaydedilmistir®®. Ancak; kiimes
hayvanlari etinin yani sira; sigir eti ve kiymasi ve domuz eti kaynakli
Campylobacter enfeksiyonlari da gézlenmistir®.

Campylobacter siklikla gocukluk ya da 15 ile 29 yaslari arasi olmak tzere
ortaya ¢ikmaktadir®®. Bizim verilerimiz incelendiginde ise ¢alismaya dahil edilen
44 hasta orneginden sadece 2’si 29 yasindan buyuk olmakla birlikte; 25 tanesi
(% 56,8) 10 yas ve altidir.

Calismamiza dahil edilen 401 digki 6rneginin yalnizca 44 (%210.9)
ornekten Campylobacter spp. izole edilebilmistir. Bunlardan ise 36’si (% 8,98)
C.jejuni, 6’st (% 1,50) C.coli ve diger 2’si (% 0,50) ise Campylobacter spp.
olarak tanimlandi. Bizim izolasyon oranimiza olduk¢a benzer bir sekilde;
ulkemizde yuratilen ishalli hasta ornekleri ile yapilan ¢alismalardan birinde;
incelenen 875 diski 6rneginden Skirrow besiyeri kullanilarak %10,1 Ornekte
Campylobacter spp. izole edilebilmistir’®. Ancak; istanbul’da gergeklestirilen ve
5 yilik uzun vadeli 6rnek toplamayi igceren baska bir kapsamh c¢alismada;
Butzler selektif besiyeri kullanillarak %1,2 oraninda Campylobacter izole
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edilebilmistir’t. Bu calismaya benzer sekilde; Amerika’da yiritilen oldukga
genis kapsamli bagka bir ¢alismada, ishal sikayeti ile gelen pediatrik hasta
drneklerinden %1,5 C.jejuni izole edilebilmistir’2. Ishalli hasta diskilarindan
Campylobacter izolasyonunu arastiran bagka bir calismada ise, otomatize
multipleks PZR kullanilarak 436 oOrnekten %44,2’sinde Campylobacter izole
edilebilmistir. Bu galismada da onceki ¢alismalara benzer sekilde, izole edilen
suslardan %50’si C.jejuni olurken, %41.9’u C.ureolyticus, % 5,8’i C.coli; kaltur
negatif orneklerde ise %10’u ise C. fetus, C. upsaliensis, C. hyointestinalis ve C.
lari olarak tespit edilmistirt2®,

Hasta orneklerinden izole edilecek olan mikroorganizmalarin tanisi igin
secici kultir metotlari ile izolasyon ve identifikasyon olduk¢a 6nemli olmakla
birlikte; orneklerin alinip laboratuvar ortamina tasinmasi, tasinma suresi,
laboratuvarda degerlendirilene kadar kaldigi sure izolasyonun hassasiyetini
oldukga etkilemektedir. Buna bagli olarak; farkli merkezlerde gercgeklestirilen
izolasyon sonuglarinin, kullanilan identifikasyon veya besiyerine badli olarak
degiskenlik gostermesi beklenmektedir.

Campylobacter turleri glic ve ayni zamanda ge¢ Ureyen bakterilerdir.
Campylobacterin diski érneklerinden izolasyonu icin, hastanin florasinda olan
ve Campylobacter’den daha hizli Greyip kdltir ortamini domine edebilecek olan
mantar ve bakterilerin Gremesine engel olmak icin, degisen konsantrasyonlarda
ve turlerde antibiyotik, sarkoal veya antimikotikler gibi antimikrobiyaller ihtiva
eden segici besiyerleri kullanilir. Dolayisiyla; bir yandan metabolizmalarini
saglamak amaciyla; demir sulfat, kan, sodyum purivat, kazein, kémuir ve
hematin benzeri maddeler kullanilirken, barsak florasinin baskilamak igin ise;
kolistin, sefalotin, novobiyosin, trimetoprim, basitrasin, polimiksin B, vankomisin,
rifampin, siklohekzimid ya da sefoperazon, amfoterisin B benzeri
antimikrobiyaller kullanihr4,

Bu enfeksiyonlarin kesin tanisi ancak mikrobiyolojik inceleme ile
gerceklestirilebilir olup, dolayisiyla secilen kultur metodu oldukga énemli olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Digki drneklerinden Campylobacter izolasyonu igin segilen
besiyerleri temel olarak 2 grup seklinde incelenecek olup; ilk grup kan
icermeyen besiyerleridir. Bunlar bizim de galismamiz da kullandigimiz Modifiye
komurlu sefoperazon deoksikolat agar (mCCDA) gibi sarkal iceren kdmur bazlh

selektif besiyeri (CSM) veya komurli sefoperazon deoksikolat agar (CCDA)
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secici besiyerleridir. Diger grup ise; kan igeren selektif besiyerleri olup, baglica
Butzler, Skirrow veya Campy-CVA (sefoperazon, vankomsin, amfoterisin)
olarak siralanabilir. Ancak yapilan calismalar neticesinde; Campylobacter
izolasyonunda bu 2 grup besiyerlerinden birini tercih etmekten ¢ok, kan iceren
besiyerine ek olarak komur iceren bir besiyerinin de kullaniimasinin izolasyon
ihtimalini %15 oraninda artirabilecedi gézlenmistir’®. Bunlara ek olarak; daha
once bahsedilen selektif besiyerlerinin kullanimina alternatif olarak sunulan
bagka bir protokol olan Cape Town protokoll, hem geleneksel yontemlere
kiyasla daha pratik olup, uygun maliyetli ve verimli bir yontem olarak ortaya
cikmaktadir [66]. Ayrica; baska bir galismada da digkidan filtrasyon yonteminin,
Campylobacter izolasyonu igin selektif (mMCCDA) besiyerine benzer seviyede
verimli ~ oldugunu, bdtin Campylobacter tdrlerini izole etmek igin
kullanilabilecegini, yeni bulunan Campylobacter turlerinin izolasyonunu da
arttirabilecegi iddia edilmistir'2>,

Campylobacter tirleri izolasyonunda yukarida bahsedilen besiyerleri
kosullari disinda, Uremeleri igin mikroaerofilik atmosfer ortamina ihtiyag
duyduklari bilinmektedir. Onceki yillarda bu kosullar ancak havasi bosaltiimis
kavanozlarin i¢cine uygun gaz konsantrasyonlari (%85 N2, %10 CO2, %5 O2)
doldurulmasi ya da bu 3 gazin saglandigi inkubatorler aracihgr ile
gercgeklestirilirken, gunumuzde bu gaz karisimini igceren ve ticari olarak
saglanabilen gaz paketleri kullaniimaktadir. Ornegin; C.jejuni i¢in 48 saat ve
420C’de etuv onerilirken, bazi galismalarda bu slrenin yaklasik olarak 24 saat
kadar daha uzatilmasinin izolasyon oranini ylkseltebilecegi gosterilmistir’’:78,
Buna ek olarak; bu kosullar termofilik tlrlerin Gremesine izin verirken, siklikla
antibiyotikli besiyerlerinde inhibe olmus ve 42°C’de uremeyen, ancak 37°C’de
ureyebilen mikroaerofilik ortama ihtiyag duyan C.jejuni ve C.coli tirlerinin
disinda kalan Campylobacter turlerinin Uremesine izin vermedigi de
bilinmektedir3.

Campylobacter turlerinin identifikasyonu igin nalidiksik asit ve sefalotin
duyarllik testlerinin kullaniimasi oldukga énemli goriinmektedir. Ozellikle;
C.jejuni ve C.colinin nalidiksik asite duyarli oldugu bilinirken; bizim
calismamizda, izolatlarin tamami sefalotine direngli bulunurken, C.coli olarak
tanimlanan 6 susun 2’si nalidiksik aside duyarli, 4’0 direngli bulunmustur.
C.jejuni olarak tanimlanan 36 susun ise 6’si nalidiksik aside duyarli 30’u direngli
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tespit edilebilmistir. Ulkemizde yapilan nalidiksik asit kullanilan caligmalarla
uyumlu olacak sekilde, Campylobacter tirlerinin identifikasyonunda nalidiksik
asit kullanilmamasi oOnerilebilir. Bizim calismamizda da izole edilen
Campylobacter suslarindan % 81,8’i nalidiksik asite direngli olup, tamami
sefalotine direng gostermigtir ve bu konvansiyonel duyarhlik testlerinin
Campylobacter tdrlerinin identifikasyonunda kullanilmamasi gerektigi ile
sonuclanmistir.

Calismamizda Campylobacter pozitif digki orneklerinin  mikroskobik
incelemesi sonucunda 41 (%93.2) ornekte eritrosit ve/veya |0kosit gorulurken
3’Unde (%6.8) gorulmemis olup Campylobacter gastroenteriti agisindan diski
orneklerinde eritrosit ve/veya |6kosit gorilmesi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Campylobacter enfeksiyonlarinda; pozitif kulturlerde
eritrosit ve 16kosit bulundugu ve bu oranlarin da %25 ile %80 arasinda degistigi
gOzlenmigtir. Dolayisiyla, sadece I|0kosit yogunluguna bakilarak bakteriyel
enfeksiyon olarak nitelendirilse de, digki 0Orneklerinde Campylobacter
enfeksiyon pozitif olanlarda I6kosit gorilmeyenlerin de olmasi, |6kosit
bulunmamasinin taniyi ekarte etmedigini gostermistir’’.

Campylobacter turlerine bagl gastroenteritler cogunlukla hafif kendini
sinirlayan bir ishalden; yuksek ates, halsizlik ve kirginhdgin da goruldugu ciddi
fulminan enterokolit seklinde seyredebilir. Bu enfeksiyon ardindan hepatit, nefrit,
bakteriyemi, miyokardit gibi bagirsak disi olgular da gézlenmistir’. Ozellikle
immun sistemi baskilanmis hastalar olmak Uzere kronik hastaliga sahip kisiler,
cok yasli ya da c¢ok kuguk hastalar ile birlikte ishal suresi uzamis agir seyreden
vakalarda antibiyotik kullaniimasi 6nerilmektedir’>. Ancak; izole edilmis
Campylobacter tirleri igin antibiyogram vyapilmasi da 6zellikle yukarida
bahsedilen olgularda antimikrobiyal diren¢ sorunu yasanabileceginden g6z
onunde bulundurulmalidir.

Campylobacter tirlerinin bircogu B laktam grubu antimikrobiyale kargi
direng gosterdigi bilinmektedir. Dolayisiyla; toksisitesinin gorece az olmasi, iyi
etkinlige sahip olmasi, maliyetinin disuk olmasi ile birlikte fekal ve oral florayi
baskilamamasi neticesinde eritromisin tedavisi gogunlukla dnerilmektedir®®. Her
ne kadar bazi Afrika ve Asya Ulkeleri bireylerinde eritromisin direncine rastlansa
da, bu oranin diger Ulkelerde %1-18 seviyesine distligl kaydedilmistir’. Bizim

calismamizda ise; eritromisin direnci yalnizca 4 izolatta (% 9,09) gérulmus olup,
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bu izolatlarin da 3’G C.coli, 1'i C.jejuni olarak tanimlandi. Bizim sonucumuza
oldukga yakin olan Ulkemizde yurutulen baska bir calismada, izole edilen
Campylobacter suslarindan %8’inde eritromisin direnci fark edilmigtir [80]. Yine
ulkemizde gergeklestirilen baska bir Campylobacter tira galismasinda da bu
direncin %5 oraninda oldugu kaydedilmistir®®. Ancak; Ulkemizde vyiritilen
bagka bir Campylobacter arastirmasinda ise izole edilen suslardan hi¢ birinde
eritromisin direncine rastlanamamistir®?.

Eritromisinin yaninda, kinolon grubu antibiyotikler de gunimuzde akut
gastroenterit tedavisinde verilmektedir®3. Yalniz, kinolanlarin Campylobacter
enfeksiyonlarinda kullanimindan bu yana bu grup antibiyotiklere kargi artan
oranda direng kaydedilmistir®®. Bazi calismalar, Campylobacter tirlerinde
kinolon direncini yaklasik olarak %50 oldugunu iddia etmiglerdir485, Bizim
calismamizda ise kinolon grubu antibiyotiklerinden biri olan siprofloksasine
karsl, tum izolatlar direngli bulunmustur. Ulkemizde daha dnceki yillarda yapilan
Campylobacter turlerine karsi siprofloksasin direnci degisen oranlarda olmakla
birlikte; bu oraninin %8 ile %69 arasinda degistigi fark edilmistir®®. Bizde
siprofloksasin direnci %100 kaydedilmekle birlikte, daha ylksek sayida sus
miktari ile ¢alisarak bu oran daha 6nceki kaydedilen oranlara yaklagsmasi olasi
gorunmektedir.

Tetrasiklin grubu antibiyotikler ise siprofloksasine benzer sekilde,
Ozellikle ciftlik hayvanlarinin buyimesi sirasinda kullanilan bir antibiyotik grubu
olup, genis spektrumlu ve ucuz olmasi nedeniyle de enfeksiyonlarda da
kullaniimaktadir. Ancak; son yillarda bu grup antibiyotiklere karsi da
Campylobacter tarlerinde  diren¢g  gergeklestigi  kaydedilmigtir.  Bizim
calismamizda da; Tetrasiklin direnci 43 izolatta (% 97,7) saptanirken, sadece 1
adet C.jejuni izolati tetrasikline duyarli olarak tespit edilmistir. Bizim bulgumuzun
aksine; Ulkemizde Campylobacter turlerinde antibiyotik direnglerinin incelendigi
bir arastirmada; izole edilen hi¢bir susta tetrasiklin direncine rastlanmadigi
kaydedilmistir. Diger yandan; 3 vyillik veri toplamay! iceren kapsaml ve
Kanada’da yuratulen bir galismada; izole edilen C.jejuni suglarindan %49,8’inde
tetrasiklin direncine rastlanmigtir. Ayrica bu ¢alismada; bizim galismamizda
eritromisin direnci oranina yakin bir sekilde hi¢ bir sugta eritromisin direncine
rastlanmamistir®”. Campylobacter tirlerinde tetrasiklin direncinin incelendigi

bagka bir galismada ise; izole edilen C .coli suslarindan %67’si, C.jejuni
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suslarindan da %18’inde tetrasiklin direncine rastlanmistir®®, Daha 6nce de
bahsedildigi gibi; tetrasiklin direncinden plazmid tarafindan kodlanan tet(O) geni
sorumludurt®®. Tet(O) bir ribozomal koruma (protection) proteini olup,
tetrasiklinin ribozom Uzerindeki birincil baglanma bolgesine baglanarak direng
olusturur'?. C.jejuni'de tetrasiklin direnci olusturan bu plazmidin (Tc") birgok
arastirmaci tarafindan sekans analizi gergeklestirildi ve oldukga korunmus bir
dizilime sahip oldugu fark edildi. Oyle ki; 1970’lerde izole edilen plazmidin,
2000’lerde izole edilen plazmidden go6rsel olarak hi¢ bir farki
bulunmamaktaydi*?!. Bizim c¢alismamizda baktigimiz virllans genlerine ek
olarak; C.jejuni’de kanamisin direnci varligi siklikla aphA-3 geni ile

iliskilendirilmis olup, 40’tan 130 kb’lik bliylik plazmidlerde tespit edilmistir?2,

Antimikrobiyallere direngli gida kaynakli Campylobacter tlrlerinin
identifikasyonu, bu tlr kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi ile ilgili endiseleri
arttirmis olup, antimikrobiyollare duyarh tlrlerden kaynakli enfeksiyonlara
kiyasla hastaliklarin daha agir seyretmesine neden olmaktadir.
Campylobacter tdrlerinin  antimikrobiyal duyarlihklarinin incelendigi  bir
calismada; izole edilen 378 susta; kloramfenikol, siprofloksasin, doksisiklin,
eritromisin, gentamisin ve tetrasiklin antibiyotiklerine karsi direncleri
incelenmigtir. Suglarin %82’sinde tetrasiklin direncine rastlanirken, ikincil olarak
doksisikline karsi %77’si direngli bulunurken, bunu %54 ile eritromisin direnci
takip etmistir. Bilindigi Uzere; bu turlerde antimikrobiyal diren¢ hem
organizmanin turine (C.jejuni, C.coli, vb.) ve hangi kaynaktan izole edildigine
badli olarak olduk¢a degismektedir. Ancak bu tlrlerde fluorokinolonlara ve
makrolidlere kargi olan direncin, buylik oranda DNA giraz ve 23S rRNA'yi
kodlayan genlerde olusan mutasyondan kaynaklandigi bildirilmistir®.
Siprofloksasin direnci ise, DNA giraz enzimindeki A alt birimini kodlayan gyrA
geninde mutasyon olup olmamasina baglh olup, bu gende Thr-86, Asp-90 veya
Ala-70 bolgelerinde tek nokta mutasyonlari florokinolon direncinden

sorumludur?2s,

Campylobacter tdrlerinin antimikrobiyal duyarhliklarinin  incelendigi
calismada; 98 siprofloksasine direngli Campylobacter izolattan elde edilen gyrA
genleri ile 44 eritromisine direngli ve 15 eritromisine duyarli izolattan elde edilen

23S rRNA geninin DNA sekans analizinde, C.jejuni izolatlarinin gyrA
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genlerinde, 8 tanesi sessiz (silent) mutasyon olmak Uzere 14 adet nokta
mutasyonu oldugu gézlenmistir. Siprofloksasin direngli C.coli izolatlarindan elde
edilen gyrA genlerinde ise 6 nokta mutasyonu fark edilmistir. Eritromisine
direngli Campylobacter izolatlarinda ise, 23S rRNA geninde A-2230-G
bolgesinde mutasyon oldugu kaydedilmistir®’. Bizim galismamizda da in-house
PZR yontemi sonucunda elde edilen verilere gore; izole edilen Campylobacter
suslarindan 40’nda (% 90,9) 23S rRNA direng genine rastlanirken, 21’'inde (%
47,7) gyr A geni oldugu kaydedildi.

Daha dnce de bahsedildigi gibi kinolon direnci 6zellikle C.jejuni tirinde
olmak Uzere oldukga yaygin olup, bu direngten kinolon direng belirleyici
bolgesinde (Quinolone resistance determining region-QRDR) yer alan gyrA
geninde ortaya cikan mutasyon sorumludur®®®. Bu bdlgenin yani sira;
topoizomeraz IV’U kodlayan parC geninde meydana gelen mutasyonun da
kinolon direnci olusturabildigi gosterilmistir®’.

Campylobacter turlerinde en Onemli makrolid diren¢ mekanizmasi,
ribozomal baglanma bdlgelerinde meydana gelen modifikasyon olarak ifade
edilmektedir. Ozellikle, 23S rRNA geninin 2058 ve 2059 (Escherichia coli
numaralandiriimasi) pozisyonlarindan mutasyona ugradigi, onceki yillarda
Campylobacter makrolid direnci calisilan ¢alismalarda gosterilmistir®.
Campylobacter tarlerinde 23S rRNA genininden 3 kopya oldugu
bilinmektedir®. Diger bakteri tirlerinde de makrolid direnci olusturan, 50 S
ribozomal alt biriminin L4 ve L22 proteinlerinde meydana gelen birkag
modifikasyonun ayni zamanda Campylobacter tirlerinde de makrolid direnci
olusturdugu gosterilmistir®”.

Makrolidler temelde protein sentezini inhibe ederek, peptidyl-tRNA’'nin
ribozomdan prematiir ayrilmasina neden olurl®, Onceki yillarda yapilan
calismalar; C.jejuni and C.coli turlerindeki makrolid direncinin, 23S rRNA
geninde 5. domainde (domain V) ve 2074 ile 2075 (Escherichia coli'de 2058 ve
2059. pozisyonlara denk geliyor) meydana gelen mutasyonlardan kaynaklandigi
tespit edilmistir®®1%2, Sonradan yapilan bazi c¢alismalarda ise; direng
(resistance) nodulation cell division (RND) sizma pompa ailesinin de C.jejuni ve
C.coli intirinsik veya edinilmis makrolid direncinde aktif rol oynadigi

gosterilmistiri®3, Bunlara ek olarak; horizontal olarak transfer edilebilir metilazi
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kodlayan ve Campylobacter tlrlerinde tanimlanan erm(B) geninin de, 23S
rRNA’da tek bir adenini dimetilleyerek bakteri ribozumundaki 50S alt biriminin
baglanmasina engel oldugu fark edilmistir'®. Ayrica; cmeABCinin de,
C.jejuni ve C.coli tirlerinde 6nemli bir sizma (efflux) sisteminin parcasi
oldugunu gdésteren calismalar mevcut olup, cmeB’nin inaktivasyonu ise birgok
antibiyotik cesidinin MiK’lerini azaltmakta oldugu gézlenmistir. Diger yandan;
cmeABC promoterin  (CmeR-Box) duzenleyici bdlgesinde meydana gelen
mutasyonlarin, Campylobacter turlerinin florokinolon direncinde de roli oldugu
belirtilmigtirtos,

Virllans genleri daha énce de bahsedildigi gibi, Campylobacter tlrlerinin
virllanslarinda oldukga belirleyici olup, bakteriyel gastroenteritlerin en onemli
sebebi olan barsak epitel hucrelerine adezyon ve invazyonlarindan
sorumludurt®®, Campylobacter diinya c¢apinda, gastroenteritlerin en sik
bakteriyel sebeplerinden biri olmasina ragmen, bu enteropatojenin virtlans
faktorleri hakkinda halad oldukgca az bilgi sahibi olunabilmistir. Bu virtlans
genlerinden cadF geni; insandan ve ayni zamanda tavuk etinden izole edilen
Campylobacter turlerinde cadF geninin varlidi 6nceki ¢alismalar tarafindan da
raporlanmistirt®15 Bu genin Uriind, invazyon siirecini ve hiicrede mikrofilaman
organizasyonunu etkileyen adezin ve fibronektin-baglayici proteindirt®.
Ornegin; cadF geni bulunmayan tirlerde tavuk barsadina kolonizasyonun
gerceklesmedigi gosterilmistirt’. Dolayisiyla; cadF geninin insan enfeksiyonu
patogenezinde de benzer bir role sahip oldugu diisiniimektedir®’.

Bunlardan bugune kadar bulunanlari; flaA geninin de daha 6nce cadF
geni icin bahsedildigine benzer sekilde, alici barsagindaki adezyon ve
kolonizasyonundan sorumlu oldugu fark edilmistir!'®. ceuE geninin ise, siderofor
enterochelin sistemi icin O6nemli bir baglanma proteinini kodlarken, CDT
(Cytolethal Distending Toxin) ise hicre membranina holotoksinin
baglanmasindan sorumlu oldugu ifade edilmistirt'®112, CDT intoksiyasyonu,
konak hucrenin sitoplazmasinda karakteristik bir genislemeye, DNA iceriginde
bir artisa ve hucre siklusu diuzenlenmesinde dnemli bir protein olan Cdc2’nin
birikmesine neden olmaktadir. Sitotoksinin sitotoksik etkisi bilindigi Gzere,
nikleer DNA’ya zarar verip hicre siklusunu G2 veya M fazinda inhibe
etmektir!3. Ayrica; CDT, barsak epitel hicrelerinden proinflamatuvar sitokin
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olan IL-8'in salinmasina neden oldugu ve dolayisiyla insanda inflamatuvar
slrecin olugsmasinda bir rolii oldugu da bilinmektedir?4.

Bunlara ek olarak; 2000 yilinda gergeklestirilen 6nemli bir ¢alismada,
Campylobacter turiinde pVir diye adlandirilan ve birgok bakteriyel patojenlerin
virilansindan sorumlu tip IV sekresyon sisteminin (T4SS) komponentlerini
iceren bir plazmid farkedildi. Bu plazmidin, kultar barsak epitel hicrelerindeki in
vitro adezyon ve invazyon igin 6nemli oldugunu go6zlenmistiri®®. Ayrica;
Campylobacter kaynakli enteritlerin siddeti ile potansiyel olarak iligkili invazyon-
iliskili marker (iam) da invaziv Campylobacter tlrlerinde blylk oranda tespit
edilmistir'!8, ishal cocuklardan alinan Campylobacter tiirlerin %85’inde iam
sekansi tespit edilebilirken, asemptomatik hastalarin sadece %20’sinde fark
edilebilmigtir. Bu nedenle, bu bdlgenin invaziv Campylobacter turlerinin
tanisinda 6nemli bir marker oldugu iddia edilmigtir®’.

Bizim g¢alismamizda da Campylobacter virllans faktérlerinden cadF ve
CcdtABC genlerinin varligi incelendi, 44 izolatin 34’Unde (% 77,3) cadF geni
bulunurken, 24’Unde (% 54,5) cdtABC genine rastlandi. cadF geni, invazyon
sirasinda bir yapigkan gibi davranan dig membran proteinin kodlanmasindan
sorumludurt®”. 2015 yilinda C.jejuni ve C.coli izolatlarinda virilans (cadF, flaA
ve CeuE) ve CDT toksin kodlayan genlerinin (cdtA, cdtB ve cdtC) prevalansinin
incelendigi bir galismada; izolatlarin %80’inde cadF geni bulunurken; %35’inde
de cdtABC genleri oldugu kaydedilmistir. Diger yandan; izolatlarin tamami
amikacin ve tobramycin antibiyotiklerine duyarliyken; gentamisin, nalidiksik asit,
siprofloksasin, norfloksasin, spiramisin ve streptomisine ise degisen oranlarda
(% 100-50) duyarlihk géstermislerdir. Ancak; izolatlarin tamami sefolaksa direng
gOstermis olup, amoksisiline %71,4, trimetoprim sulfametoksazola % 85,7,
ampisiline % 71,4 direng gbézlenmistir. C.coli izolatlarinin tamami sefalotine
karsi direngli bulunmus olup, tetrasikline de %83,3 direng kaydedilmistir®.
Polonya’da yurutilen 102 C.jejuni izolati ile gerceklestirilien galismada; cdtA,
cdtB, cdtC ve cdtABC genlerinin bulunma oranlari sirasiyla % 98, % 96, % 92
ve % 88 olarak bulunmustur''4. Bizim sonuglarimiza gore ise; sadece 36
C.jejuni izolatin iginden 24’Unde (%66,7) cdtABC genine rastlanmistir. 2005
yihinda 115 C.jejuni ile 57 C.coli izolati gergeklestirilen baska bir ¢alismada;
izolatlarin %100’Unde cadF geni bulundu. Ayrica; tum C.jejuni izolatlarinda 3 cdt

geni de bulunurken, insandan izole edilen C.coli suslarinda %5,6; tavuktan izole
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edilen C.coli suglarinda ise %87,2 oranindan tespit edilebilmistir. ilgili
calismada; insan ve tavuk izolatlarindaki genetik markerlarin dagilimi
arasindaki bu farkhlik, cocuklarda bazi Campylobacter enfeksiyonlarinin
kontamine olmusg tavuk eti digsinda baska kaynaklardan da alinabilecegi iddia
edilmistirt??. Ulkemizde gerceklestirilen ve farkli Campylobacter tirlerinin
virilans genleri, antibiyotik duyarlihklari ve molekiler karakterizasyonu
agisindan incelen bagka bir ¢alismada, izole edilen 150 érnekten 17’si (% 11.3)
Campylobacter spp. olarak tanimlanmigtir. Gergeklestirilen disk difizyon testi
neticesinde, C.jejuni izolatlarinin batlinG siprofloksasine direncli bulunmus olup,
enrofloksasine direng %87.5, amoksisilin-klavulanik asite direng %25,
neomisine direng ise %25 ve eritromisine direng %12.5 seklinde belirlenmisgtir.
izole edilen C.coli 6rneklerinde ise antibiyotiklere kargi direng saptanmamistir.
Virllans genleri agisindan ise virB11, izolatlarin higbirinde tespit edilemezken,
iam geni yalnizca bir izolatta tespit edilebilmistir. flaA geni C.jejuni izolatlarinin
6’sinda tespit edilmis olup, cdtC geni ise 7’ser C.jejuni ve C.fetus izolatinda
tespit edilebilmigtir. Diger yandan; cdtA, cdtB, ceuE ve cadF genleri ise C.jejuni
orneklerinin bitininde pozitif olarak belirlenmistir'3®. Tablo 5.1.’de onceki
yilllarda Campylobacter tlrlerinde virilans genleri, Tablo 5.2°de ise direng

genleri ile ilgili yapilan calismalardan bazilari 6zetlenmistir.
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Tablo 5.1. Onceki yillarda Campylobacter tirlerinde virlilans ve direng

genleri ile ilgili yapilan galigmalar

Arastirmaci Yil Viriilans Genleri ve Kullanilan Yontem ‘cahgmanin
Yapildigi Yer
iam (%83,3 C.coli, %1,6 C.jejuni), cadF (%100), cdtA
Rozynek ve (%61 C.jejuni, %1 C.coli), cdtB (%60 C.jejuni, %15 6T
ark. AU C.coli) ve cdtC (%61 C.jejuni, %1 C.coli) genleri FUIE
mMPZR yontemi ile
flaA (%100), cadF (%100), iam (%88,8 C.coli, %53,8
Wieczorek C.jejuni), vi_rBll_ (%4,2 C.coli, % 6,1 C.jejuni), cth
ve ark 2012 | (% 97,7 C.jejuni, % 90,5 C.coli), cdtB (%91 C.coli, Polonya®®?
' %93,2 C.jejuni), cdtC (%66,7 C.coli, %96,2 C.jejuni)
PZR yontemi ile
flaA (%100 C.jejuni ve C.coli), flab (%100 C.jejuni ve
C.coali), flnA ve flnB (%75 C.jejuni, %50 C.coli), flgB
Koolman ve (%10_0 C_:.jejuni ve C.coIi),_cadF (%100_C.jejuni, % 50 _
ark 2015 | C.coli), iamA (%100 C.jejuni ve C.coli), cdtA (%100 Irlandat33
' C.jejuni, %50 C.coli), cdtB (%100 C.jejuni ve C.coli),
cdtC (%2100 C.jejuni ve C.coli)
PZR yontemi ile
Lapierre ve cadF (%93), flaA (%68), cdtA (%60), cdtB (%85),
2016 | cdtC (%85), wlaN (%18) Silit34
ark. A .
PZR yéntemi ile
iam (%5,9), cadF (%64,7), cdtA (%76,5), flaA
Hizlisoy ve 2020 (%35,3), ceuE (%94,1), cdtC (%88,2), cdtB (%94,2), | Kayseri/Trkiye!
i i 30
ark. virB11(-) genleri
mPZR yontemi ile
Tablo 5.2. Onceki yillarda Campylobacter tirlerinde direng genleri ile ilgili
yapilan galigmalar
CALISMANIN
Arastirmaci YIL | DIRENC GENLERI VE KULLANILAN YONTEM | YAPILDIGI
YER
Ge ve ark. 2003 | gyrA (%61,6), 23S rRNA (%37,1) Amerika®!
gyrA (siprofloksasine direngli tum izolatlarda
nokta mutasyonu), gyrA, gyrB ve 23S rRNA
Keller ve ark. 2006 | (eritromisin ve siprofloksasine duyarli gruplarda isvigre!3s
nokta mutasyonu saptanmamistir)
PZR ybéntemi ile
Pham ve ark. 2016 g}gé (% 82,1_ _C.jejuni), 23S rRNA (% 12,5) Tayland Y?g
yontemi ile Japonya
gyrA (siprofloksasine direngli tum izolatlarda
nokta mutasyonu), tet(O) (doksisikline direngli
. tim izolatlarda), 23S rRNA (azitromisin direngli 137
Live ark. 2016 izolatlarin %75,7), erm(B) (azitromisin direncli Gin®
izolatlarin %20,4°()
PZR Ydntemi ile
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Calismamizda ayrica, ornekler toplandigdi sirada es zamanli olarak
Salmonella spp. ve Shigella spp. 6rneklerine de bakildi. Toplanan 702 hasta
orneginden, sadece 1’'inde Salmonella spp. saptanabildi. Bu bulgunun isiginda,
bakteriyoloji laboratuvarlarinda imkénlar dahilinde Salmonella spp., Shigella
spp. ve Campylobacter spp. birlikte bakilmasi, imkanlar vyetersiz ise
Campylobacter spp. ilk etapta bakilmasinin daha dogru bir tercih olabilecegi
soylenebilir. Ulkemizde Ulusal Enterik Patojenler Laboratuvar Surveyans Agi
(UEPLA) tarafindan gerceklestirilen baska bir calismada, Hacettepe Universitesi
Tip Fakultesi Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda 2008-2011 yillari arasinda 4
yil boyunca izole edilen Salmonella, Shigella ve Campylobacter suslari
calisiimigtir. 4162 digki 6rneginden 143’0 (% 3,4) Salmonella spp., 52’si (% 1,2)
Campylobacter spp., 18'i (% 0,4) ise Shigella spp. olarak belirlenmigtir. Ilgili
calismada, bu 4 yillk sure iginde Campylobacter spp. besinle bulasan
patojenler iginde 2. sirayl alarak olduk¢a yaygin bir zoonotik etken oldugu

ortaya ¢ikmistirt3t,
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6. SONUG VE ONERILER

Calismamizda, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Saglk Arastirma ve
Uygulama Merkezi Hastanesi’ne gelen ve akut gastroenterit 6n tanisiyla Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen diski orneklerinden, hastanemizde rutin
kaltarG  yapilmayan  Campylobacter  tdrlerinin sikhdr  belirlenmisgtir.
Campylobacter spp. kaynakli ishal olabilecegi dustntlen 401 hasta érneginden,
44 (%10.9) ornekten Campylobacter spp. izole edildi. Bu izolatlara uygulanan
PZR yontemi neticesinde, orneklerin 36’s1 (%81,8) C.jejuni, 6’s1 (%13,6) C.coli
ve diger 2’si (%4,6) Campylobacter spp. (C.jejuni ve C.coli disr) olarak
tanimlandi. Campylobacter izolatlarinin konvansiyonel yontemlerle
identifikasyonunda kullanilan nalidiksik asit ve sefalotin testi dederlendirilerek, ;
izolatlarin tamami sefalotine direngli bulundu. C.jejuni olarak tanimlanan 36
sustan 30'u ise nalidik aside direncli olarak tespit edildi. Test edilen
antibiyotikler i¢inde; eritromisin en duyarh (%90.9), siprofloksasin ise en direngli
(%100) olarak bulunurken, tetrasiklin direnci ise (%97.7) olarak hesaplandi.
Calismada ayrica; antimikrobiyal direng ile iligkili gen bolgeleri (gyrA, 23S rRNA)
ve virtlans faktorleriyle iligkilendiriimis gen bolgeleri (cadF, cdtABC) arastirildi.
Bunun sonucunda; 44 Campylobacter izolattan 40’inda (% 90,9) 23S rRNA
bulunurken, 21 izolatta (% 47,7) da gyrA genleri tespit edildi. Diger yandan; 44
izolatin 34’unde (% 77,3) cadF geni bulunurken, 24’Gnde (% 54,5) cdtABC
genine rastlandi. Bu c¢alismada bulunan sonuglarin; hastanemizde
Campylobacter enfeksiyonlari tanisinin konulmasina ve dogru antimikrobiyal
ajan seciminde Klinisyenlerin yonlendirmesine yardimcl olacagi
dusundlmektedir. Buna ek olarak; Campylobacter spp. tanimlama yontemlerinin
laboratuvarimiza yerlestirimesi de planlanmaktadir. Ozellikle imkanlar
dahilinde, Salmonella spp., Shigella spp. ve Campylobacter spp. birlikte
bakilmasinin daha dogru bir tercih olabilecegi Onerilebilir. Ayrica, daha ¢ok
laboratuvar merkezinin ve sonuglarinin dahil edildigi ve daha ¢ok virllans ve
direng genlerinin degerlendirildigi kapsamli c¢alismalarin yapilmasi da

onerilmektedir.
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CCDA . Charcoal Cefoperazone Desoxycholate Agar
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EUCAST : Avrupa Antimikrobiyal Duyarllik Testi Komitesi
GBS . Guillain-Barré Sendromu
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iam . invazyon iligkili belirte¢
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